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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die sporadische Einschlusskérpermyositis

Die sporadische Einschlusskérpermyositis (engl. sporadic inclusion body myositis, Abk.
sIBM) ist eine chronisch-progrediente entziindliche Muskelerkrankung und gehoért neben der
Polymyositis, der Dermatomyositis sowie der nekrotisierenden Myopathie zu den
inflammatorischen Myopathien (AMATO und BAROHN 2009, DALAKAS 1991).

1.1.1 Epidemiologie

Obwohl die sIBM mit einer Pravalenz von ca. funf bis zehn Erkrankten pro eine Million
Menschen zu den eher seltenen Erkrankungen zu rechnen ist, handelt es sich bei der Entitat
um die haufigste erworbene Myopathie bei tGiber 50jahrigen mit einer Pravalenz von ca. 35
Betroffenen pro eine Million Menschen in dieser Untergruppe. In etwa drei Vierteln der Falle
sind Manner von der Erkrankung betroffen (DALAKAS 2006). Nach ihrer Erstbeschreibung
im Jahre 1967 (CHOU 1967) als eine Form der chronischen Polymyositis mit intranuklearen
und zytoplasmatischen, filamentdsen Einschlissen sowie ihrer Bezeichnung als
Einschlusskérpermyositis seit 1971 (YUNIS und SAMAHA 1971) gilt die Erkrankung heute
als die wichtigste altersassoziierte Muskelerkrankung (NEEDHAM und MASTAGLIA 2008).

1.1.2 Klinisches Erscheinungsbild

Klinisch prasentiert sich die Erkrankung mit progredienter Muskelschwache, einer
asymmetrischen Atrophie der distalen und proximalen Muskulatur sowie einer Prddominanz
der unteren Extremitat. Initial findet sich hierbei haufig ein Befall des Musculus quadriceps
femoris und der tiefen Fingerbeuger (AMATO et al. 1996). Dies flhrt im weiteren
Krankheitsverlauf oft zu Stlrzen sowie einer eingeschrankten Austbung feinmotorischer
Tatigkeiten. Ein einseitiges Befallsmuster ist moglich. Die Haufigkeit des Auftretens von
Sensibilitdtsstorungen lasst sich oft nur ungenligend objektivieren, wird aber in bis zu 14 %
der Falle angegeben. Auch leidet nahezu die Halfte der Betroffenen unter Myalgien
(BEYENBURG et al. 1994). In bis zu 60 % der Falle kommt es durch eine Funktionsstérung
des Musculus cricopharyngeus auf3erdem zum Auftreten einer progredienten Dysphagie
(DALAKAS 2006). Wenngleich in der Vergangenheit eine Komorbiditat mit Herz-Kreislauf-
Erkrankungen postuliert wurde, konnte eine entsprechende Assoziation der sIBM mit
kardiovaskularen Affektionen nicht abschlie®end geklart werden (COX et al. 2009). Die
Geschwindigkeit der Progression korreliert positiv mit dem Alter bei Manifestation der
Erkrankung (DALAKAS 2006). Dem chronisch-progredienten Verlauf der sIBM ist es

geschuldet, dass die meisten Patienten aufgrund der ausgepragten Myatrophie innerhalb
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von funf bis zehn Jahren entweder eine Gehbhilfe bendtigen oder rollstuhlpflichtig werden
(PENG et al. 2000).

1.1.3 Diagnose

Neben einem ausfihrlichen Arzt-Patienten-Gesprach unter Berlicksichtigung der
Familienanamnese sowie einer umfassenden klinisch-neurologischen Untersuchung
kommen der Labordiagnostik und elektrophysiologischen Untersuchungen eine Bedeutung
bei der Diagnosestellung zu. Wegweisend ist letztendlich die Muskelbiopsie mit konsekutiver
histologischer Aufarbeitung (DALAKAS 2007).

1.1.4 Differenzialdiagnose

Differenzialdiagnostisch muss neben den klassischen inflammatorischen Myopathien und
Muskeldystrophien insbesondere im Anfangsstadium der Erkrankung auch an die
Amyotrophe Lateralsklerose (Abk. ALS) gedacht werden (SCHELLENBERG et al. 2010).
Neben selteneren Differenzialdiagnosen wie der okulopharyngealen Muskeldystrophie oder
der Desminspeichermyopathie kdnnen sich auch Formen der Polyneuropathie klinisch
ahnlich prasentieren. Des Weiteren gilt es, die skapuloperoneale Myopathie (Abk. SPM),
welche sich Uberwiegend in der peronealen Muskulatur und im Schultergurtel manifestiert,
sowie die Gliederglrtelmuskeldystrophien (engl. limb-girdle muscular dystrophies, Abk.
LGMD) mit progredienter Schwache der Schultergurtel- und Beckenmuskulatur gegenuiber

der sIBM abzugrenzen.

1.1.5 Hereditédre Varianten

Neben der sporadischen Form finden sich auch nicht-entziindliche erbliche Varianten, die
unter der Gruppe der hereditaren Einschlusskérpermyopathien (engl. hereditary inclusion
body myopathy, Abk. hIBM) subsumiert werden. Ausgewahlte Beispiele hierfir sind die
autosomal-rezessive hIBM2 mit einer Mutation im GNE-Gen (UDP-N-Acetylglucosamin-2-
Epimerase/N-Acetylmannosaminkinase) (EISENBERG et al. 2001) oder die autosomal-
dominate IBMPFD (engl. inclusion body myopathy associated with Paget’s disease of bone
and frontotemporal dementia), bei welcher eine Mutation im VCP (engl. valosin-containing
protein)-Gen beschrieben wurde (WATTS et al. 2004). Wenngleich die hIBM insgesamt eine
sehr seltene Gruppe von Erbkrankheiten darstellt, sind bestimmte Varianten in einer
Subpopulation von persischen Juden mit einer Pravalenz von 1 : 1500 doch weit verbreitet
(ARGOV et al. 1998). Den hereditaren Einschlusskérpermyopathien kann sowohl ein
autosomal-dominanter als auch ein autosomal-rezessiver Erbgang zugrunde liegen. Klinisch
zeigt sich im Unterschied zu der sIBM allenfalls erst in einem weit fortgeschrittenen Stadium

der Erkrankung ein Befall des Musculus quadriceps femoris. Ophthalmoplegien sind méglich.
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Weiterhin zeichnen sich die erblichen Varianten durch ein Auftreten bereits im frithen
Erwachsenenalter sowie eine familiare Haufung aus (MITRANI-ROSENBAUM et al. 1996).

1.1.6 Atiologie und Pathogenese
Bis heute ist die genaue Ursache der Erkrankung unklar und das Zusammenspiel der
zugrundeliegenden Pathomechanismen nur unzureichend verstanden. Die Pathogenese der
Erkrankung ist charakterisiert durch das parallele Auftreten von inflammatorischen und
degenerativen Prozessen im Skelettmuskel der Betroffenen. Die histopathologischen
Kennzeichen der Erkrankung umfassen Entziindung des Endomysiums,
Kaliberschwankungen der Muskelfasergro3e, zentrale Zellkerne und fibrotische
Umbauprozesse (DALAKAS und SIVAKUMAR 1996). Nur ein geringer Anteil der
Muskelfasern zeigt nekrotische Veranderungen. Hinsichtlich der inflammatorischen
Veranderungen innerhalb des Muskels finden sich multifokale lymphozytare Infiltrate
(MUNTZING et al. 2003) sowie eine Uberexpression des Haupthistokompatibilitats-Komplex
(engl. major histocompatibility complex, Abk. MHC)-Klasse-I-Molekiils an der Oberflache der
Muskelfasern (WIENDL et al. 2005). Die hauptséachlich aus zytotoxischen CD8*-T-Zellen
bestehenden Infiltrate expandieren klonal und invadieren vornehmlich nicht-nekrotische
Muskelfasern, welche MHC-Klasse | Uberexprimieren (GRIGGS et al. 1995). Neben
lymphozytaren Zellinfiltraten lassen sich des Weiteren myeloide dendritische Zellen (engl.
dendritic cells, Abk. DCs) identifizieren, welche sich analog zu den zytotoxischen T-Zellen in
enger raumlicher Nahe zu den nicht-nekrotischen Muskelfasern aufhalten und
moglicherweise eine Rolle bei der Aktivierung von T-Zellen spielen (GREENBERG et al.
2007). Die degenerativen Veranderungen innerhalb des Muskels umfassen das Auftreten
von 2 - 25 ym groRen lysosomalen Vakuolen (engl. rimmed vacuoles), Uberexpression des
Amyloid-Vorlauferproteins (engl. amyloid precursor protein, Abk. APP) sowie intrazellularen
filamentdsen Einschlissen mit Akkumulation von Degenerationsmolekilen wie
beispielsweise Kongorot-positivem 3-Amyloid (MENDELL et al. 1991), a-Synuclein
(ASKANAS et al. 2000) oder phosphoryliertem Tau (ASKANAS et al. 1994). Obwohl die
namensgebenden Vakuolen der sIBM keinesfalls spezifisch flir die Erkrankung sind und
beispielsweise auch bei myofibrillaren Myopathien oder der Emery-Dreifuss-
Muskeldystrophie vorkommen, finden sich die Vakuolen bei der sIBM
charakteristischerweise nahezu ausschlief3lich in Muskelfasern, die einerseits MHC-Klasse-I-
Molekule Uberexprimieren, bei welchen andererseits aber keine lymphozytaren Infiltrate
vorliegen (DALAKAS 2006).

Mehr als die Halfte der Patienten zeigt dariiber hinaus auch mitochondriale
Veranderungen. Wegweisend hierbei sind strukturell abnorme Mitochondrien, eine

signifikante Haufung von Deletionen mitochondrialer DNA (Abk. mtDNA) im Vergleich zu
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Kontrollmuskeln sowie zahlreiche Cytochrom-C-Oxidase (Abk. COX)-defiziente Muskelfasern
(OLDFORS et al. 2006). Letztere dienen neben dem Nachweis kongophiler Ablagerungen
und einer Uberexpression von MHC-Klasse-I-Molekiilen der histologischen Diagnose der
sIBM (DALAKAS 2006).

Die Pathogenese der sIBM ist vermutlich gepragt durch komplexe Interaktionen
zwischen naturlichem Alterungsprozess, Umweltfaktoren, genetischer Pradisposition und
immunologischer Fehlregulation. Zwillingsstudien legen nahe, dass das Vorhandensein
bestimmter genetischer Haplotypen zu einer erhéhten Suszeptibilitat gegenlber einer
Erkrankung an sIBM fihren kénnen (AMATO und SHEBERT 1998). Hierbei spielen vor allem
Assoziationen mit bestimmten Allelen des humanen Leukozyten-Antigen (Abk. HLA)-
Systems eine wichtige Rolle (PRICE et al. 2004). Auch vorbeschriebene Assoziationen der
Erkrankung mit verschiedenen viralen Infektionen (CUPLER et al. 1996) verdeutlichen das

Vorliegen eines komplizierten Zusammenspiels zahlreicher Kofaktoren.

1.1.7 Therapie
Derzeit steht keine effektive Behandlung der sIBM zur Verfigung. Trotz der Beteiligung
immunologischer Faktoren an der Pathogenese der Erkrankung ist diese weitestgehend
resistent gegenlber immuntherapeutischen Behandlungsstrategien. Obwohl es bei einzelnen
Patienten zu kurzzeitigem Ansprechen der Therapie kommt, kann die Behandlung mit
immunsuppressiven Substanzen wie beispielweise Azathioprin oder Methotrexat zu keiner
langfristigen Verbesserung fluhren. Nur wenige Patienten profitierten von einer Therapie mit
Kortikosteroiden oder dem Immunsuppressivum Mycophenolat-Mofetil und gaben an, sich
subjektiv schwacher zu fihlen, sobald diese Therapien ausgesetzt wurden (DALAKAS
2003). Auch die Gabe intravendser Immunglobuline (Abk. IVIGs) fihrte nur bei einzelnen
Patienten zu einer voribergehenden Verbesserung der Muskelkraft (AMATO et al. 1994).
Eine Studie zur Wirksamkeit einer hochdosierten Gabe des Immunmodulators Interferon-
beta-1a zeigte keine Verbesserung hinsichtlich der Muskelkraft gegentber der
Plazebogruppe (TAWIL et al. 2004). Alemtuzumab, ein Anti-CD52-Antikorper zur Depletion
peripherer Lymphozyten, wirkte sich gunstig auf die Krankheitsprogression aus und flhrte zu
einer Verbesserung der Kraftgrade einzelner Patienten. Allerdings ist der Antikdrper
aufgrund seines ausgepragten Nebenwirkungsspektrums nur eingeschrankt einsetzbar
(DALAKAS et al. 2009). Neben pharmakologischen Therapieansatzen komplettieren
physiotherapeutische MalRnahmen das derzeitige Behandlungskonzept (ARNARDOTTIR et
al. 2004).

Moglicherweise ist das fehlende Ansprechen der Patienten auf immunsuppressive
bzw. -modulatorische Behandlungskonzepte dem langsamen chronisch-progressiven

Krankheitsverlauf geschuldet. Zum Zeitpunkt einer ersten subjektiv wahrnehmbaren
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Manifestation der Erkrankung wurden unter Umstanden die an der Pathogenese beteiligten
irreversiblen degenerativen Mechanismen bereits initialisiert. Ein umfassenderes Verstandnis
der Interaktionen aller zugrundeliegenden Pathomechanismen sowie eine Identifizierung
zuverlassiger Frihmarker sind daher fur die Entwicklung effizienter Behandlungskonzepte

der sIBM von groRer Bedeutung.

1.1.8 Pathomechanismen der sIBM

Das komplizierte Zusammenspiel der verschiedenen Pathomechanismen der sIBM ist bisher
nur unzureichend verstanden. Die Hauptmerkmale dieser komplexen Muskelerkrankung sind
das simultane Vorliegen entziindlicher sowie degenerativer Prozesse innerhalb des Muskels.
Ob diese Mechanismen miteinander interagieren oder isoliert voneinander vorliegen, ist
jedoch weitgehend unklar. Auch konnte bisher nicht abschliefiend geklart werden, inwieweit
sich die im erkrankten Muskel ablaufenden Prozesse der Degeneration und Entziindung
gegenseitig bedingen, welche Vorgange letztlich ursachlich zugrundeliegen und ob sich
madgliche Schnittstellen als therapeutische Ansatzpunkte eignen. Nachfolgend sollen die

beiden krankheitsunterhaltenden Hauptmechanismen der sIBM naher beleuchtet werden.

1.1.8.1 Entziindliche Pathomechanismen der sIBM

Mittlerweile liegen zahlreiche Beobachtungen vor, welche auf eine immunpathologische
Komponente der sIBM hinweisen. In der Vergangenheit konnte aufgrund epidemiologischer
Daten bereits gezeigt werden, dass Assoziationen der sIBM mit Autoimmunerkrankungen
wie beispielsweise der Multiplen Sklerose, der Rheumatoiden Arthritis (BADRISING et al.
2004) und dem Antikérpermangelsyndrom (DALAKAS 1995) vorliegen. Weiterhin konnten
bei Patienten mit sIBM im Rahmen einer Untersuchung in 43 % der Falle erhdhte Titer
unspezifischer Autoantikérper nachgewiesen werden (KOFFMAN et al. 1998a). Analog zu
anderen Autoimmunerkrankungen kommt es auch bei der sIBM zu einer familidaren Haufung
innerhalb derselben Generation (SIVAKUMAR et al. 1997). Auch die Assoziation von mehr
als 22 % der sIBM-Patienten mit einer Paraproteinamie lasst zusatzlich auf eine Stérung
immunregulatorischer Vorgange schlieen (DALAKAS 2006). Verschiedene
Expressionsmuster von Haplotypen des HLA-Systems und anderen immunregulatorischen
Genen scheinen eine Rolle beim Krankheitsverlauf zu spielen (KOFFMAN et al. 1998b). Die
Haplotypen HLA-DR3 und HLA-B8 finden sich signifikant haufiger bei sIBM-Patienten und
erhdhen die Suszeptibilitat gegenliber der Erkrankung (NEEDHAM und MASTAGLIA 2008).
Ferner fUhrt das Vorhandensein des Allels HLA-DRB103/°01 zu einem friiheren
Krankheitsbeginn sowie einem schwerwiegenderen Krankheitsverlauf (MASTAGLIA et al.
2009).
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Der Nachweis zytotoxischer CD8"-T-Zellen stellt eines der Hauptmerkmale der
entziindlichen Komponente im Rahmen der sIBM dar. Charakteristischerweise invadieren
und umstellen diese endomysialen lymphozytaren Infiltrate nahezu exklusiv MHC-Klasse-I-
exprimierende, nicht-nekrotische Muskelfasern unter Bildung eines MHC-Klasse-I/CD8-
Komplexes (GRIGGS et al. 1995, WIENDL et al. 2005). Um eine effiziente Extravasation im
Rahmen einer Immunantwort zu gewahrleisten, missen T-Zellen spezifische
Oberflachenmolekile exprimieren, welche es ihnen Uber Bindung an entsprechende
MolekUle auf Zielzellen erlauben, sich zu verankern, um eine Immunantwort zu exekutieren.
Klassische Ankerproteine, die hierbei auf der Oberflache von T-Zellen exprimiert werden,
sind VLA-4 (engl. very late antigen-4) und LFA-1 (engl. lymphocyte function-associated
antigen-1). Korrespondierende Adhasionsmolekile auf Zielzellen, mit welchen VLA-4 und
LFA-1 in Wechselwirkung treten, stellen beispielsweise VCAM-I (engl. vascular adhesion
molecule-l) und ICAM-I (engl. intercellular adhesion molecule-I) dar. Beide genannten
Adhasionsmolekule befinden sich auf der Oberflache von Muskelfasern der sIBM und
werden unter proinflammatorischen Bedingungen, vor allem in Anwesenheit der Zytokine
Interleukin-1beta (Abk. IL-1B) und Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (Abk. TNF-a) induziert
(DALAKAS 1995). Ferner konnte gezeigt werden, dass die involvierten CD8"-T-Zellen
distinkte Aktivierungsmarker auf ihrer Zelloberflache tragen. Zu diesen Oberflachenmarkern
gehdrt beispielsweise das Molekul ICOS (engl. inducible CO-stimulator), welches als
kostimulatorischer Faktor an T-Zell-Proliferation, Zytokinsekretion sowie Hochregulation
proinflammatorischer Molekdle beteiligt ist und somit eine verstarkte T-Zell-Antwort auf ein
Antigen unterhalt (HUTLOFF et al. 1999, SCHMIDT et al. 2004). Obwohl das entsprechende
(Auto-)Antigen bislang noch nicht identifiziert werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass
im Rahmen der sIBM eine spezifische, durch aktivierte zytotoxische T-Zellen vermittelte
(Auto-)Immunantwort gegen Muskelfasern ablauft. Diese Hypothese wird auch durch die
Beobachtung unterstitzt, dass es sich bei den beteiligten T-Zellen um klonal expandierende
Subpopulationen handelt, welche in verschiedenen Muskeln desselben Individuums Uber
Jahre hinweg nachgewiesen werden konnten (MUNTZING et al. 2003). Um eine
wirkungsvolle T-Zell-vermittelte Immunantwort zu erreichen, bedarf es der Expression
kostimulatorischer Molekile durch antigenprasentierende Zellen. Analog zur ICOS-
Expression auf T-Zellen zeigen Muskelfasern bei sIBM-Patienten eine erhdhte Expression
des kostimulatorischen Molekuls ICOS-Ligand (Abk. ICOS-L). In immunhistochemischen
Kolokalisationsstudien konnten Zell-zu-Zell-Kontakte zwischen ICOS-positiven T-Zellen und
ICOS-L-/MHC-Klasse-I-doppelpositiven Muskelfasern nachgewiesen werden. Teile der
ICOS-positiven autoaggressiven T-Zellen der sIBM beinhalten Perforin- und Granzym-
Granula, deren Freisetzung in unmittelbarer Nahe der Muskelfasern zu deren Nekrose fuhrt

(SCHMIDT et al. 2004). Die genauen Ursachen, welche den Muskelgewebeschaden im
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Rahmen der sIBM zugrunde liegen, sind noch nicht vollstandig aufgeklart. Perforin-
vermittelte Myonekrose durch autoaggressive T-Zellen stellt hochstwahrscheinlich nur einen
Mechanismus dar. So konnte bereits nachgewiesen werden, dass zytotoxische T-Zellen in
der sIBM auch das zytolytische Molekul Granulysin exprimieren (IKEZOE et al. 2006).

Der bereits beschriebene MHC-Klasse-1/CD8-Komplex sowie die Interaktion
zwischen ICOS/ICOS-L als Voraussetzung fur eine suffiziente Antigenprasentation tber
MHC-Klasse-I-Molekiile legen die Bildung einer immunologischen Synapse nahe und
untermauern die Hypothese einer immunpathologischen Komponente der sIBM.

Die ubiquitare Uberexpression von MHC-Klasse-I-Molekiilen stellt ein weiteres
Hauptmerkmal der entziindlichen Vorgange im Muskel der sIBM dar. Im Unterschied zu den
Muskeldystrophien mit einer Begleitentziindung und nicht-immunvermittelten
nekrotisierenden Myopathien ist die Uberexpression von MHC-Klasse-I-Molekilen nicht an
die Anwesenheit lymphozytarer Infiltrate gekoppelt, sondern findet sich auch in
morphologisch weitgehend unauffalligen Muskelfasern. Obwohl dieses Phanomen auch im
Rahmen der Polymyositis zu beobachten ist, stellt es vor allem unter Berlicksichtigung der
degenerativen Vorgange im erkrankten Muskel ein wichtiges diagnostisches Kriterium der
sIBM dar (VAN DER PAS et al. 2004). Die ubiquitare Uberexpression von MHC-Klasse-I-
Molekulen in der sIBM sowie die zusatzliche Expression der bereits erwahnten
kostimulatorischen Oberflachenmarker unter proinflammatorischen Bedingungen weisen die
beteiligten Muskelzellen als fakultativ antigenprasentierende Zellen aus (FIGARELLA-
BRANGER et al. 1990, GOEBELS et al. 1992). Gesunde Muskelfasern exprimieren
normalerweise keine MHC-Klasse-I-Molekiile auf ihrer Oberflache. Es ist wahrscheinlich,
dass die Hochregulation der ICOS-L- und MHC-Klasse-I-Molekiile durch die Anwesenheit
proinflammatorischer Zytokine induziert wird. Die grofite Bedeutung kommt hierbei den
Zytokinen Interferon-gamma (Abk. IFN-y) und TNF-o zu (MICHAELIS et al. 1993, WIENDL et
al. 2005). So konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene Zyto- und Chemokine bei
der sIBM im Muskel Gberexprimiert werden und moéglicherweise bei der Kostimulation, T-Zell-
Aktivierung sowie Transmigration eine entscheidende Rolle spielen und die Invasion
autoaggressiver T-Zellen im Muskel der sIBM von einem lokalen proinflammatorischen Milieu
unterhalten wird (DE BLEECKER et al. 2002, FIGARELLA-BRANGER et al. 2003, RAJU et
al. 2003). Zu den hochregulierten Zytokinen zahlen IL-1B, IFN-y, TNF-a und Transforming
growth factor-beta (Abk. TGF-B) (LUNDBERG et al. 1997, SCHMIDT et al. 2008) sowie die
der Familie der Chemokine angehdrigen Zytokine CXC-Ligand (CXC-L)-9, CXC-L-10 (RAJU
et al. 2003), CCL-3 und CCL-4 (CIVATTE et al. 2005). Ein chronisch entziindliches Milieu
fuhrt méglicherweise unmittelbar zu einer Schadigung von Muskelfasern, wie es im Falle der
Anwesenheit von IL-13 (BROUSSARD et al. 2004) und TNF-a (LI et al. 2005) bereits gezeigt

werden konnte. Interessanterweise werden diese Zytokine nicht nur von primar
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immunologisch kompetenten Zellen, sondern auch von Endothelzellen und Muskelfasern
selbst exprimiert (SCHMIDT et al. 2008). Muskelfasern unterhalten somit das
proinflammatorische Mikromilieu und tragen als aktive Modulatoren zur Persistenz und
Chronizitat der immunpathologischen Prozesse bei (WIENDL et al. 2005).

Eine weitere Hypothese bezliglich der beobachteten Uberexpression von MHC-
Klasse-I-Molekdlen in der sIBM schlagt eine Beteiligung einer Stressreaktion des
endoplasmatischen Retikulums (Abk. ER) vor, die unter anderem eine Hochregulation von
Zellstressmarkern wie aB-Crystallin nach sich zieht (BANWELL und ENGEL 2000,
NAGARAJU et al. 2005). Méglicherweise kommt es im Rahmen der Uberladung der
Muskelfasern mit MHC-Klasse-I-Molekilen zu einer mangelhaften Konformationsanderung
und Fehlfaltung von Antigen-Material mit konsekutiver Zellstress-Antwort (DALAKAS 2006).
Interessanterweise konnte in transgenen Mausen bereits gezeigt werden, dass die alleinige
Uberexpression von MHC-Klasse | bereits ausreicht, eine suffiziente ER-Stress-Reaktion zu
induzieren (NAGARAJU 2005). Ob sich die MHC-Klasse-I-Hochregulation auf Muskelfasern
unter Einfluss von proinflammatorischen Zytokinen als Folge von ER-Stress oder einem
Zusammenspiel beider Prozesse vollzieht, ist noch nicht abschlieRend geklart. Sie scheint
jedoch eine zentrale Rolle im Krankheitsprozess zwischen Antigenprasentation,
Proteinakkumulation und verzdgerter Muskelfaserregeneration einzunehmen (NEEDHAM
und MASTAGLIA 2008).

Obwohl CD8" zytotoxischen T-Zellen eine zentrale Bedeutung in der
Immunpathogenese der sIBM zukommt, scheinen auch andere Zellen des Immunsystems an
den zugrundeliegenden Pathomechanismen beteiligt zu sein. So konnten sowohl B-Zellen
als auch klonal expandierende CD138"-Plasmazellen im Muskel der sIBM nachgewiesen
werden, deren Anwesenheit eine antigenvermittelte humorale Immunantwort nahelegt
(BRADSHAW et al. 2007, GREENBERG et al. 2005). Verschiedene entziindliche
Myopathien zeigen charakteristische Gen-Expressionsmuster, welche eine Klassifikation auf
molekularer Ebene ermdéglichen. Fir die sIBM konnte gezeigt werden, dass unter anderem
Immunglobulin (Abk. Ig)-Transkripte signifikant erhéht sind (GREENBERG et al. 2002).
Neben einer gesteigerten Inzidenz von monoklonalen Gammopathien unter sIBM-Patienten,
welche eine chronische B-Zell-Aktivierung mit konsekutiver Ig-Produktion impliziert, konnte
weiterhin nachgewiesen werden, dass Serum-IgG von sIBM-Patienten an myonukleare
Antigene bindet (DALAKAS et al. 1997). Die Bedeutung, welche diesen Beobachtungen
beizumessen ist, kann derzeit nicht befriedigend beantwortet werden. Da einige dieser
Phanomene nicht ausschlieRlich bei der sIBM vorkommen, sondern auch anderen
Myositiden sowie weiteren autoimmun-vermittelten Erkankungen zu eigen sind, handelt es
sich hierbei méglicherweise lediglich um einen Hinweis auf Vorgange allgemeiner

immunologischer Dysregulation.
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DCs gehdren hinsichtlich ihrer Fahigkeit, Antigene zu prasentieren, zu den
potentesten Immunzellen und spielen an der Schnittstelle zwischen angeborener und
adaptiver Immunabwehr im Rahmen zahlreicher immunvermittelter Erkrankungen eine
zentrale Rolle (ROSSI und YOUNG 2005). Kirzlich konnten neben B-Zellen zusatzlich
BDCA (engl. blood dendritic cell antigen)-1* myeloide DCs in Muskelfasern der sIBM
identifiziert werden. Ahnlich wie bei den beteiligten T-Zellen beobachtet finden sich diese
Zellen vor allem in der Umgebung nicht-nekrotischer Muskelfasern. Zu den méglichen
Aufgaben der DCs in der sIBM zahlen Phagozytose, Endozytose und rezeptorvermittelte
Antigenaufnahme im Bereich der umstellten Muskelfasern (GREENBERG et al. 2007).
Normalerweise kehren myeloide DCs in lokale Lymphknoten zurtick, um die
aufgenommenen Antigene dort gegentiber T- und B-Zellen zu prasentieren (BANCHEREAU
und STEINMAN 1998). Méglicherweise aber prasentieren die myeloiden DCs im Muskel der
sIBM-Antigene lokal innerhalb des Muskelgewebes an T- sowie B-Zellen und tragen somit zu
deren Aktivierung bei. Die Tatsache, dass die im Muskel identifizierten DCs haufig in
raumlicher Nahe zu T-Zell-Infiltraten zu finden sind, sowie ihre sternférmig-differenzierte
Morphologie unterstitzen diese Vermutung. Interessanterweise datieren wichtige
immunhistochemische Arbeiten zur Rolle verschiedener Immunzellen im Muskel (ARAHATA
und ENGEL 1986, ENGEL und ARAHATA 1984) vor der Erkenntnis, dass DCs an
autoimmunvermittelten Prozessen regelmafig beteiligt sind, was moglicherweise dazu
beigetragen hat, die Rolle der DCs an der Pathogenese der sIBM bisher zu unterschatzen
(GREENBERG et al. 2007). Untersuchungen zu anderen entzundlichen und
autoimmunvermittelten Erkrankungen konnten regelmafig zeigen, dass an den
resultierenden Gewebeschaden meist eine Kombination zahlreicher Effektormechanismen
beteiligt ist. Es ist daher denkbar, dass DCs neben T-Zellen entweder direkt oder tUber
Initialisierung noch nicht identifizierter Mechanismen am Muskelgewebeschaden der sIBM
beteiligt sind und dazu beitragen, entziindliche Lasionen aufrechtzuerhalten (HOHLFELD
und DORNMAIR 2007).

Méglicherweise ist die entziindliche Komponente der sIBM den degenerativen
Vorgangen in den Muskelfasern vorgeschaltet. So lief3en sich unter anderem Korrelationen
der Expression von APP als einem wichtigen Marker flir degenerative Prozesse und
proinflammatorischer Mediatoren wie IFN-y und CXCL-9 auf mRNA-Ebene nachweisen.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Exposition von Muskelzellen gegenuber IL-13
und IFN-y zu einer Uberexpression von APP mit konsekutiver Akkumulation von —Amyloid
fuhrte (SCHMIDT et al. 2008).
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1.1.8.2 Degenerative Pathomechanismen der sIBM

Die degenerativen Veranderungen im Muskel der sIBM sind charakterisiert durch das
Auftreten von Einschlusskérpern und lysosomalen Vakuolen, sogenannten rimmed vacuoles.
Die lysosomalen Vakuolen finden sich vornehmlich in Muskelfasern, welche keine
lymphozytaren Infiltrate aufweisen (DALAKAS 2006).

Bei den Einschlusskorpern handelt es sich um intrazellulare Ansammlungen von
Kongorot-positivem Amyloid sowie Amyloid-assoziierten Molekilen wie APP,
phosphoryliertem Tau, Ubiquitin, Presenilin-1, a-Synuclein und weiteren aberranten
Proteinen (ASKANAS und ENGEL 2003). Hierbei lassen sich zwei Hauptgruppen von
Proteinaggregaten unterscheiden, die entweder vornehmlich 3-Amyloid oder
phosphoryliertes Tau enthalten (ASKANAS und ENGEL 1993). Die zytoplasmatischen
Einschlusskoérper finden sich vor allem in vakuolenfreien Muskelfasern (VATTEMI et al.
2004).

Wenngleich das Vorliegen der beschriebenen Proteinakkumulationen keinesfalls
spezifisch fur die sIBM ist und auch bei anderen vakuolaren Myopathien beobachtet werden
kann (FERRER et al. 2005, SELCEN et al. 2004), ist das simultane Auftreten einer
immunpathologischen Komponente mit lymphozytaren Infiltraten und Hochregulation von
MHC-Klasse-I-Molekilen neben degenerativen Veranderungen charakteristisch fur die sIBM
(DALAKAS 2006). Die Frage, ob die inflammatorischen Mechanismen den degenerativen
kausal vorausgehen oder aber eine primar myodegenerative Pathogenese mit konsekutiver
Immunantwort vorliegt, konnte bisher nicht befriedigend beantwortet werden.

Durch verschiedene Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass
Muskelfasern der sIBM eine Uberexpression von Genen aufweisen, welchen eine Rolle in
immun-mediierten und degenerativen Erkrankungen zukommt. Allerdings finden sich auch
bei anderen inflammatorischen Myopathien wie der Polymyositis oder der Dermatomyositis
Erhéhungen der mMRNA-Expression von relevanten Genen, die beispielsweise fir f—Amyloid
oder Tau kodieren (GREENBERG et al. 2002, RAJU und DALAKAS 2005). Dies legt nahe,
dass die bei der sIBM beobachteten Proteinakkumulationen weniger das Resultat
unkontrollierter Genaktivierung und transkriptioneller Fehlregulationen sind, sondern
vielmehr posttranslationale Vorgange an ihrer Entstehung entscheidend mitwirken. Hierbei
stellen das Anfallen fehlgefalteter Proteine in der Folge von ER-Stress sowie mangelhafte
proteasomale Degradation mdgliche Mechanismen dar (NEEDHAM und MASTAGLIA 2008).
Die proteasomale Untereinheit 26S ist im sIBM-Muskel erhdht, was moglicherweise als
kompensatorische Antwort des Ubiquitin-Proteasomen-Systems (Abk. UPS) auf die
vermehrte Anhaufung fehlgefalteter Proteine zu werten ist (FRATTA et al. 2005). Ferner
findet sich im sIBM-Muskel eine Erhéhung diverser ER-Chaperone, welche normalerweise

fur eine korrekte Faltung anfallender Proteine sorgen und verhindern sollen, dass es zur
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Akkumulation ungefalteter Proteine in der Zelle kommt. Dieselben Chaperone kolokalisieren
zudem mit B-Amyloid in den Muskelzellen, was auf eine mogliche Beteiligung der Chaperone
bei der Faltung und Entfernung dieses Polypeptids schlieRen lasst (VATTEMI et al. 2004).

Im Vergleich mit anderen inflammatorischen Myopathien ist lediglich bei der sIBM
eine positive Korrelation zwischen der mRNA-Expression von APP und der mRNA-
Expression verschiedener Zyto- und Chemokine zu beobachten. Die Exposition von
Muskelzellen zu IL-1B induziert die Uberexpression von APP mit konsekutiver Akkumulation
von B-Amyloid, vor allem in Kombination mit IFN-y (SCHMIDT et al. 2008). Dartber hinaus
konnte gezeigt werden, dass das Vorliegen von aB-Crystallin mit der Uberexpression von
APP im sIBM-Muskel assoziiert ist. Die Hochregulation dieses Hitzeschockproteins, welches
normalerweise als Zellstressantwort ein Entzindungsgeschehen negativ reguliert, geht
hierbei einer Akkumulation von B-Amyloid voraus, was die Hypothese einer mdglichen
Interaktion zwischen Inflammation, Zellstress und degenerativen Prozessen im Muskel der
sIBM weiter untermauert (MUTH et al. 2009, OUSMAN et al. 2007). Auch die Tatsache, dass
B-Amyloid selbst Uber eine Erhdhung der Stickstoff (NO)-Expression zu Zellstress in
Neuronen fuhrt (YANG et al. 1998), legt die Vermutung nahe, dass bei der sIBM komplex
miteinander interagierende, sich selbst erhaltende und verstarkende Mechanismen zum
Tragen kommen.

B-Amyloid und seinem Vorlauferprotein APP kommen maéglicherweise zentrale Rollen
in der Pathogenese der sIBM zu (ASKANAS und ENGEL 2001). Hierbei scheinen die
degenerativen Prozesse von einer erhdhten APP-Synthese und einer abnormen
Prozessierung dieses Proteins ihren Ausgang zu nehmen (ASKANAS und ENGEL 2006).
Das Auftreten von Amyloid-positiven Ablagerungen kann der Vakuolenbildung in
Muskelfasern vorausgehen (ASKANAS et al. 1992). Neben der Induktion von oxidativem
Stress durch B-Amyloid-vermittelte Uberexpression von Stickstoffmonoxid (NO) kommen
sowohl der Akkumulation von -Amyloid als auch von APP selbst zytotoxische Eigenschaften
zu. Beide tragen mdglicherweise zum Untergang von Muskelzellen bei (QUERFURTH et al.
2001, SUGARMAN et al. 2006, YANG et al. 1998). Durch die alleinige Uberexpression von
APP in Muskelzellkulturen und transgenen Mausen konnten sIBM-&hnliche Phanomene wie
beispielsweise die Akkumulation von Amyloid, das Auftreten von Einschlusskérpern und
strukturelle Veranderungen von Mitochondrien induziert werden (ASKANAS et al. 1996,
ASKANAS et al. 1997, JIN et al. 1998). In Kultur gehaltene Muskelfasern aus Biopsien von
sIBM-Patienten zeigen keine erhéhte Expression von APP (McFERRIN et al. 1999), was die
Schlussfolgerung zulasst, dass es sich bei den im Rahmen der sIBM beobachteten
degenerativen Veranderungen moglicherweise um sekundare Vorgange handelt. Die bereits

beschriebene IL-1B- und IFN-y-induzierte Uberexpression von APP sowie die Zellstress-
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assoziierten Degenerationsvorgange mit konsekutiver Akkumulation von f-Amyloid in
Muskelzellen (MUTH et al. 2009, SCHMIDT et al. 2008) unterstutzen diese Vermutung.

Das Peptid B-Amyloid entsteht durch sequenzielle Spaltung des glykosylierten
Transmembranproteins APP mittels der - und y-Sekretasen im amyloiden Stoffwechselweg
(SELKOE 2001, VASSAR 2004). Mit Hilfe der a-Sekretase kann eine nicht-amyloidogene
Prozessierung von APP erfolgen. Hierbei spaltet die a-Sekretase APP zwischen den
Lysinresten 16 und 17 der B-Amyloid-Domane, wodurch die Bildung von B-Amyloid
verhindert wird (DE STROOPER und ANNAERT 2000). APP setzt sich aus einem langeren
N-terminalen extrazelluldren Anteil sowie einer kirzeren zytoplasmatischen Doméane
zusammen. Im Rahmen des amyloidogenen Stoffwechselwegs spaltet zunachst die
membranstandige p-Sekretase BACE1 (engl. S-site APP cleaving enzyme |) APP in die
sezernierte APP-Ektodomane APPsp und das membrangebundene C-terminale Fragment
C99. Die Spaltung durch BACE1 ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der B-Amyloid-
Produktion und liefert das N-terminale Ende des Peptids (HUSSAIN et al. 2000). C99 dient in
der Folge als Substrat fir die ebenfalls membranstandige y-Sekretase, durch deren
Spaltungsaktivitat das C-terminale Ende des B-Amyloids sowie eine intrazellulare APP-
Domane (engl. APP intracellular domain, Abk. AICD) entstehen. Nach erfolgter Spaltung von
C99 durch den Proteinkomplex der y-Sekretase liegt B-Amyloid entweder in der 42
Aminosauren langen Version -Amyloid,.4, oder der entsprechend zwei Aminosauren
kiirzeren Version B-Amyloid_4 vor (COLE und VASSAR 2007, WOLFE et al. 1999). Unter
physiologischen Bedingungen liegen B-Amyloid;4 und p-Amyloidq.4, etwa in einem
Verhaltnis von 9 : 1 vor (MURPHY und GOLDE 2006). -Amyloid;4> neigt eher zu Bildung
von Oligomeren, ist aufgrund seiner ausgepragten lipophilen Eigenschaften zytotoxischer
und stellt die haufigere Variante im sIBM-Muskel dar (DAHLGREN et al. 2002, VATTEMI et
al. 2003b, WALSH et al. 2002). Interessanterweise zeigen auch die MCK-APP/PS1 doppelt
transgenen Mause, welche hauptsachlich das B-Amyloidq4-Epitop Uberexprimieren, einen
der sIBM sehr ahnlichen und besonders schwerwiegenden Verlauf mit frihem Verlust der
Muskelkraft (KITAZAWA et al. 2006). BACE1 findet sich in erhdhter Form in Muskelfasern
der sIBM. Hierbei akkumuliert das Enzym in Einschlusskorpern. Auch Untereinheiten des
Multiproteinkomplexes der y-Sekretase sind in Muskelfasern der sIBM tUberexprimiert.
Sowohl BACE1 als auch die entsprechenden Untereinheiten der y-Sekretase kolokalisieren
hierbei mit B-Amyloid, was eine erhéhte amyloidogene Prozessierung von APP als
Ausgangspunkt der Degeneration nahelegt (VATTEMI et al. 2001, VATTEMI et al. 2003a). In
Astrozyten konnte bereits gezeigt werden, dass ein inflammatorisches Milieu tber
Hochregulation von BACE1 zu einer verstarkten Prozessierung von APP fiihrt (HONG et al.
2003).
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Die degenerativen Veranderungen mit Akkumulation von 3-Amyloid,
phosphoryliertem Tau, Presenilin-1 und weiteren aberranten Proteinen im Muskel der sIBM
sind denen beim Morbus Alzheimer sehr ahnlich (ASKANAS und ENGEL 2001). Bei beiden
Erkrankungen kann von einem Zusammenhang mit zellularen Alterungsprozessen
ausgegangen werden. Im Muskel der sIBM scheinen Uberexpression von APP und die
konsekutive Akkumulation von -Amyloid an der Entstehung strukturell und funktionell
abnormer neuromuskularer Synapsen beteiligt zu sein (McFERRIN et al. 1998). Analog
hierzu liegen Hinweise vor, nach denen B-Amyloid-Ablagerungen auch fir die Stérung der
synaptischen Ubertragung zwischen Neuronen im Rahmen des Morbus Alzheimers
verantwortlich zu sein scheinen (CUELLO 2005). Aufgrund dieser ahnlichen Veranderungen
bei beiden Erkrankungen darf die Vermutung geauflert werden, dass beiden Krankheiten
moglicherweise verwandte Pathomechanismen zugrunde liegen und die Aufklarung der
Atiologie der einen unter Umstanden auch zu einem erweiterten Verstandnis der anderen
Krankheit beitragen konnte (ASKANAS und ENGEL 2006). Wenngleich Proteinaggregation,
abnorme Faltung von Proteinen und Inhibition des Proteasoms bei beiden Erkrankungen zur
Pathogenese beitragen, so sind doch beide Erkrankungen organspezifisch (ASKANAS und
ENGEL 2003, LAM et al. 2000). Bisher konnte keine Korrelation zwischen der sIBM und
einer demenziellen Entwicklung &hnlich der bei Morbus Alzheimer nachgewiesen werden.
Alzheimer-Patienten zeigen nicht haufiger das charakteristische klinische Bild einer sIBM im
Verlauf. Ungeachtet ihrer zahlreichen Gemeinsamkeiten unterscheiden sich die sIBM und
der Morbus Alzheimer allerdings hinsichtlich der Lokalisierung der 3-Amyloid-Ablagerungen.
Diese finden sich vor allem in Form extrazellularer kongophiler Plaques im Gehirn der
Alzheimer-Patienten (FORLONI et al. 2002). Im Muskel der sIBM-Patienten hingegen lagern
sich die B-Amyloid-Aggregate intrazellular ab (ASKANAS und ENGEL 2001). Obwonhl
Muskelfasern, in denen APP Uberexprimiert wird, grof’e Mengen an B-Amyloid extrazellular
sezernieren, findet sich in Muskelbiopsien von sIBM-Patienten kein Nachweis fir -Amyloid-
haltige, extrazellulare Plaquebildung (ASKANAS und ENGEL 2006). Méglicherweise kommt
auch den wenigen intrazellularen Amyloid-Ablagerungen beim Morbus Alzheimer eine
bedeutendere pathologische Rolle bezlglich ihrer Neurotoxizitat zu, als bisher angenommen
wurde (ECHEVERRIA und CUELLO 2002, GOURAS et al. 2000).

In der Vergangenheit wurde bereits eine mogliche Beteiligung von Makroautophagie
am Pathomechanismus des Morbus Alzheimer proklamiert (NIXON et al. 2005). In Neuronen
des Morbus Alzheimer ist Makroautophagie hochreguliert und zeigt sich an der Generierung
von B-Amyloid maRgeblich beteiligt (YU WH et al. 2005). Dass Makroautophagie auch im
Rahmen der Pathogenese der sIBM eine mogliche Rolle zukommt, konnte erst kurzlich
gezeigt werden (KUMAMOTO et al. 2004, LUNEMANN et al. 2007a).
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1.2 Autophagie

Im Rahmen der Homdostase von Biosynthese und Abbauprozessen stellt Autophagie neben
dem UPS den wichtigsten physiologischen Stoffwechselweg zur Degradation von
Makromolekuilen und Organellen innerhalb der Zelle dar (UCHIYAMA et al. 2008).

Wahrend das UPS lediglich entfaltete Proteine prozessieren kann, welche zuvor mit
Ubiquitin markiert wurden, werden durch Autophagie auch gefaltete Proteine und komplette
Organellen verarbeitet (RUBINSZTEIN et al. 2007). Hierbei versteht man unter
Retikulophagie, Pexophagie und Mitophagie Subspezialitdten autophagischer Aktivitat,
welche dem spezifischen Abbau der jeweiligen Organellen dienen (HUANG und KLIONSKY
2007, YU L et al. 2008).

Autophagie stellt einen unter Eukaryoten hoch konservierten
Degradationsmechanismus dar und lasst sich in mindestens drei Subgruppen unterteilen.
Man unterscheidet zwischen Chaperon-vermittelter Autophagie (engl. chaperone-mediated
autophagy, Abk. CMA), Mikroautophagie und Makroautophagie (KLIONSKY 2007, MASSEY
et al. 2006). Alle drei Prozesse haben den Import zytosolischen Materials in Lysosomen
gemeinsam und unterscheiden sich lediglich in ihrer physiologischen Funktion und der Art
des Transports zu den Lysosomen.

Bei der CMA erfolgt mit Hilfe spezifischer Chaperone, welche der Entfaltung der
Strukturen dienen, eine direkte Umverteilung zytosolischen Materials Uiber die lysosomale
Membran. Die zur Degradation bestimmten Proteine sind hierbei mit einem bestimmten
Pentapeptid-Motiv markiert (UCHIYAMA et al. 2008). Im Rahmen der Mikroautophagie
erfolgt die Sequestrierung zytosolischen Materials direkt durch Septierung und Invagination
in das Lysosom (RUBINSZTEIN et al. 2007). Im Folgenden soll ausschlie3lich auf den
Prozess der Makroautophagie naher eingegangen werden.

Makroautophagie nimmt ihren Ausgang von einer sogenannten Isolationsmembran
oder Phagophore, welche zur Degradation bestimmte Makromolekiile umschlie3t und so das
Autophagosom bildet (REGGIORI und KLIONSKY 2005). Der genaue Urspung dieser
Isolationsmembranen ist bisher nur rudimentar erforscht. Mdglicherweise liegt eine
Kombination aus de-novo-Synthese und Bereitstellung von Membranen durch das ER vor.
Auch scheint den Mitochondrien eine wesentliche Rolle bei der Anordnung dieser initialen
Strukturen zuzukommen (TOOZE und YOSHIMORI 2010). Der Prozess bis zur Bildung des
Autophagolysosoms lasst sich in drei Phasen gliedern. Zunachst kommt es im Rahmen der
Initiationsphase meist durch Aktivierung der Zielstruktur von Rapamycin in Saugetierzellen
(engl. mammalian target of rapamycin, Abk. mTOR) zur Bildung eines Initiationskomplexes
(engl. autophagy initiation complex, Abk. AIC). Die Bildung der Isolationsmembran mit
konsekutiver Expansion und Manifestation als Autophagosom wird unter dem Begriff der

Exekutionsphase zusammengefasst. Die gebildeten Autophagosomen fusionieren in der
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Maturationsphase mit Lysosomen und werden fortan als Autophagolysosomen bezeichnet.
Durch Zusammenschluss dieser beiden vesikularen Strukturen kommt der abzubauende
Inhalt der Autophagosomen mit den hydrolysierenden Enzymen der Lysosomen in Kontakt
und kann im sauren Milieu dieses neu entstandenen Zellkompartiments daraufhin abgebaut
werden (HUANG und KLIONSKY 2007, SUZUKI und OHSUMI 2007, UCHIYAMA et al.
2008). Makroautophagie ist streng zu trennen von dem Endozytose-vermittelten lysosomalen
Abbau extrazellularer und Plasmamembran-Proteine.

Weiterhin lasst sich Makroautophagie in induzierte und basale Makroautophagie
unterteilen. Wobei erstere in der Bereitstellung von Aminosauren bei Nahrstoffmangel der
Zelle resultiert und letztere vornehmlich dem konstitutiven Umsatz zytoplasmatischer
Komponenten dient und in zahlreichen Zelltypen bereits identifiziert werden konnte
(MIZUSHIMA 2007). Entsprechend kann es bei insuffizienter Makroautophagie zu einer
Akkumulation zytoplasmatischer Bestandteile und konsekutivem Untergang der Zelle
kommen (HARA et al. 2006, KOMATSU et al. 2005). Allerdings kann auch Uberaktivitat
autophagischer Prozesse dem Krankheitsgeschehen verschiedener Pathologien zutraglich
sein (KOIKE et al. 2005, RABEN et al. 2007).

1.2.1 Molekulare Maschinerie der Makroautophagie

Fir autophagische Prozesse essenzielle Gene (engl. autophagy-related genes, Abk. ATGs)
wurden erstmalig in Hefen identifiziert (MATSUURA et al. 1997). Mittlerweile sind
mindestens 31 dieser Gene bekannt und ihre entsprechenden Homologe in Saugetieren
identifiziert (KABEYA et al. 2007, UCHIYAMA et al. 2008). Die Produkte der Uberwiegenden
Anzahl dieser Gene scheinen flr die Bildung der initialen Isolationsmembran verantwortlich
zu sein (KIM et al. 2001, SUZUKI und OHSUMI 2007). ATGS8 bzw. sein Saugetier-Homolog
microtubule-associated protein 1 light chain 3 (Abk. LC3) sowie ATG12 sind Ubiquitin-
ahnliche Proteine, welche beide von ATG7 aktiviert werden. ATG?7 ist ein Homolog des
Ubiquitin-aktivierenden Enzyms (Abk. E1). Die genauen Funktionen von LC3 und ATG12
sind nicht vollstandig aufgeklart, jedoch sind beide Proteine essenziell fiir die Bildung von
Autophagosomen (HANADA und OHSUMI 2005). Im Rahmen der Autophagosomen-Bildung
wird LC3 mit seinem C-Terminus kovalent an das Phospholipid Phosphatidylethanolamin an
der inneren sowie duReren Membran der Autophagosomen gebunden und ist das einzige
bisher bekannte ATG-Protein, welches in Saugetierzellen mit dem komplett gebildeten
Autophagosom assoziiert bleibt. LC3 wird daher regelmaRig als Marker flr
makroautophagische Aktivitat verwendet. Nach Fusion der Autophagosomen mit Lysosomen
wird LC3 durch lysosomale Enzyme rasch abgebaut (KABEYA et al. 2000, MIZUSHIMA und
KLIONSKY 2007, TANIDA et al. 2005).
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1.2.2 Regulation von Makroautophagie

Die Regulation von Makroautophagie in Sdugetieren ist hoch komplex. Der Mangel
essenzieller Nahrstoffe flir die Zelle zahlt zu den potentesten physiologischen
Induktionsstimuli fur Makroautophagie (TAKESHIGE et al. 1992). Die Depletion von
Wachstumsfaktoren, Akkumulation aberranter Proteine sowie oxidativer Stress fuhren
aulRerdem zu einer Hochregulation makroautophagischer Aktivitdt (HUANG und KLIONSKY
2007, LEVINE und KROEMER 2008). Der klassische Regulationsmechanismus verlauft Gber
mTOR. Diese Serin/Threoninkinase ist an der Integration und Regulation unterschiedlicher
Signalwege wie Translation, am Energiehaushalt der Zelle sowie an der Zellzyklus-
Progression beteiligt (KAMADA et al. 2000). Wahrend eine erhéhte mTOR-Aktivitat zu einer
Hemmung von Makroautophagie fihrt, kann durch Inhibition von mTOR, beispielsweise
mittels des lipophilen Makrolids Rapamycin, eine Induktion von makroautophagischer
Aktivitat erreicht werden (KLIONSKY et al. 2005, RUBINSZTEIN et al. 2007). Zusatzlich
kann Makroautophagie Uber einen mTOR-unabhangigen Stoffwechselweg mittels
Erniedrigung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (Abk. IP3) hochreguliert werden. Uber diesen
Mechanismus flhrt beispielsweise Lithium zu einer Induktion von Makroautophagie
(SARKAR et al. 2005). In Saugetieren wird die Bildung der Isolationsmembran durch einen
autophagiespezifischen Klasse-llI-Phosphatidylinositol-3-Kinase (Abk. PI3K)-Komplex
vermittelt (KIHARA et al. 2001). Somit wird eine pharmakologische Inhibition
makroautophagischer Aktivitat unter anderem uber die PI3K-Inhibitoren 3-Methyladenin
(Abk. 3-MA), Wortmannin und LY294002 erreicht (BLOMMAART et al. 1997, RUBINSZTEIN
et al. 2007, SEGLEN und GORDON 1982). Auf hormoneller Ebene sind vor allem Insulin als
Inhibitor und Glukagon als Induktor an der Regulation von Makroautophagie beteiligt
(MIZUSHIMA und KLIONSKY 2007).

1.2.3 Makroautophagie und Krankheit

In der Vergangenheit konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass verschiedenen
autophagischen Prozessen bei der Pathoatiologie neurodegenerativer Erkrankungen eine
wichtige Rolle zukommt (HARA et al. 2006, KOMATSU et al. 2006). Sowohl
Makroautophagie als auch CMA scheinen am Pathomechanismus des idiopathischen
Parkinson-Syndroms beteiligt zu sein (CUERVO et al. 2004, WINSLOW et al. 2010). Neben
der Huntington-Krankheit (KEGEL et al. 2000, RAVIKUMAR et al. 2004) und der
Amyotrophen Lateralsklerose (Abk. ALS) (PASQUALI et al. 2010) konnte vor allem bei der
Alzheimer-Krankheit eine gestdrte autophagische Aktivitat als Teil des zugrundeliegenden
Pathomechanismus identifiziert werden (NIXON et al. 2005, YU WH et al. 2005). Die Rolle
der Autophagie bei diesen Erkrankungen ist hierbei jedoch nicht einheitlich. Wahrend die

Stimulation von Autophagie durch Rapamycin in Zell- und Fliegen-Modellen der Huntington-
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Erkrankung zu einer Reduktion der Huntingtin-Aggregate fuhrt (RAVIKUMAR et al. 2004),
scheint beispielsweise bei der Alzheimer-Erkrankung eine ineffiziente Maturation und Fusion
der Autophagosomen mit Lysosomen die Akkumulation aberranter Proteine zu unterhalten
(NIXON 2006). Die Tatsache, dass Autophagie in unterschiedlicher Weise an den Prozessen
verschiedener Erkrankungen beteiligt ist, unterstreicht die Komplexitat dieses
Zellmechanismus.

Eine weitere bedeutende Rolle kommt der Autophagie im Rahmen des Zelltodes zu.
Neben der Apoptose, welche auch als programmierter Zelltod (engl. programmed cell death,
Abk. PCD) vom Typ | bezeichnet wird, versteht man unter dem autophagischen Zelltod den
Typ-1I-PCD (CLARKE 1990). Beide Mechanismen ziehen charakteristische morphologische
Veranderungen nach sich. Wahrend es im Rahmen der Apoptose vor allem zu DNA-
Fragmentation, Zusammenbruch des Zytoskeletts, Chromatin-Kondensation und
Zellschrumpfung kommt (LOCKSHIN und ZAKERI 2004), manifestiert sich der Typ-1I-PCD
vor allem durch Proliferation von Autophagosomen und progrediente Elimination von
Zellorganellen bei gleichzeitig erhaltener Integritat des Zytoskeletts sowie des Nukleus
(HORNUNG et al. 1989, SCHWEICHEL und MERKER 1973). Die strikte akademische
Trennung der verschiedenen Zelltodmechanismen wird den tatsachlichen biologischen
Vorgangen méglicherweise nicht gerecht. So kommt es neben weiteren Uberschneidungen
der Zelltodmechanismen auch im Rahmen des Typ-1I-PCD zu einer Rekrutierung der
Apoptose-Maschinerie (LEE und BAEHRECKE 2001, MARTIN und BAEHRECKE 2004).

Daruber hinaus wurde Makroautophagie in der Vergangenheit mit alternativen
Mechanismen der Antigenprasentation in Verbindung gebracht. So wurde in professionellen
Antigen-prasentierenden Zellen und IFN-y-aktivierten epithelialen Zelllinien gezeigt, dass
Beladungskompartimente der MHC-Klasse-lI-Molekile (Abk. MIICs) regelmafig
Antigenmaterial aus Autophagosomen erhalten (PALUDAN et al. 2005, SCHMID et al. 2007).

1.2.4 Die Rolle der Makroautophagie bei der sIBM

Eine mdgliche Beteiligung makroautophagischer Prozesse am Pathomechanismus der sIBM
wurde bereits vorgeschlagen (LUNEMANN et al. 2007a). In humanen Muskelzellen
kolokalisierte APP mit dem Autophagosomenmarker LC3. Diese Kolokalisation war mit einer
Hochregulation von MHC-Klasse-I- und -1l-Molekllen assoziiert. Es konnte gezeigt werden,
dass es im Vergleich zu nicht-myopatischen Muskelproben im Muskel der sIBM-Patienten zu
einem vermehrten Auftreten APP- und B-Amyloid-haltiger Autophagosomen kommt. Hierbei
wurden die APP/B-Amyloid- und LC3-doppelt-positiven Strukturen nahezu ausschliellich in
bereits degenerativ veranderten Muskelfasern vom Typ Il (schnell zuckend) identifiziert
(LUNEMANN et al. 2007b). Interessanterweise zeigen vor allem Muskelfasern vom Typ Il

unter Nahrstoffmangel eine Hochregulation von Makroautophagie in GFP-LC3-transgenen
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Mausen (MIZUSHIMA et al. 2004). Ein Teil der untersuchten Muskelfasern zeigte sich
doppelt-positiv fir MHC-Klasse-II-Molekile und p-Amyloid. In nahezu allen dieser doppelt-
positiven Muskelfasern wurden ferner positive Signale fiir LC3 sowie CD4"- und CD8"-
Zellinfiltrate identifiziert. Dies gibt Grund zu der Annahme, dass die Hochregulation von
Makroautophagie im sIBM-Muskel auch an einer MHC-Klasse-Il-vermittelten Antigen-
Prasentation gegeniiber CD4"-T-Zellen beteiligt sein kénnte (LUNEMANN et al. 2007b). Da
es sich bei Muskelfasern grundsatzlich um fakultativ Antigen-prasentierende Zellen handelt
und die Muskelfasern bei der sIBM Charakteristika dieser Zellen zeigen, ist auch eine
Beteiligung von Makroautophagie an den immun-mediierten Prozessen der sIBM denkbar
(LUNEMANN et al. 2007a, SCHMIDT et al. 2004).

Inwieweit die Modulation von Makroautophagie im Rahmen der sIBM Einfluss auf die
Akkumulation von B-Amyloid und APP nimmt, welche Rolle ihr moglicherweise als
Vermittlerin zwischen inflammatorischen und degenerativen Pathomechanismen zukommt
und ob ihre Hochregulation ein sekundares Geschehen im Sinne einer protektiven

Zellreaktion darstellt, konnte bisher nicht geklart werden.

1.3 Ziel dieser Arbeit

Die genaue Pathoéatiologie der sIBM sowie das komplexe Zusammenspiel der
zugrundeliegenden Pathomechanismen sind bis heute nur unzureichend verstanden. Die
sIBM ist charakterisiert durch das parallele Auftreten von inflammatorischen und
degenerativen Prozessen im Skelettmuskel der Betroffenen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollten die Interaktionen proinflammatorischer Zytokine, MHC-Expression,
Makroautophagie und Akkumulation von APP bzw. 3-Amyloid im humanen Skelettmuskel
untersucht werden. Eine mégliche Rolle der Makroautophagie als Bindeglied zwischen
Inflammation und Degeneration stand hierbei im Zentrum der Fragestellung.

Im Einzelnen wurden folgende Fragen bearbeitet:

1. Kann Makroautophagie als konstitutiv aktiver Prozess in humanen
Sklelettmuskelzellen identifiziert werden?
Hierzu wurde unter Zuhilfenahme des Autophagosomenmarkers LC3 mittels
Immunzytochemie untersucht, ob Makroautophagie in der mit einem lentiviralen GFP-LC3-
Fusions-Konstrukt transfizierten humanen Rhabdomyosarkom-Zelllinie CCL136 sowie in
primaren humanen Muskelzellen auf einem basalen Niveau aktiv ist.

2. Lasst sich Makroautophagie pharmakologisch und mit Hilfe von RNA-Interferenz in

humanen Muskelzellen modulieren?
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Mittels Immunzytochemie und Western Blot sollte gezeigt werden, ob sich Makroautophagie
in diesen Zellen tber Inhibition von mTOR durch Rapamycin und RNA-Interferenz positiv
bzw. negativ regulieren lasst.

3. Welche proinflammatorischen Molekiile fiihren in humanen Muskelzellen zu einer
Modulation makroautophagischer Aktivitét?

Aus einer Reihe von moglichen Kandidaten sollten mittels Immunzytochemie und Western
Blot proinflammatorische Molekiile identifiziert werden, welche zu einer Modulation
makroautophagischer Aktivitat in humanen Muskelzellen fihren.

4. Inwiefern ist Makroautophagie an der MHC-Klasse-I- und -1l-Expression in
humanen Muskelzellen beteiligt?

Mit Hilfe durchflusszytometrischer Analyse sollte eine mogliche Verbindung zwischen
Zytokin-vermittelter Modulation von Makroautophagie und Hochregulation von MHC-Klasse-
I- bzw. -lI-Molekulen beleuchtet werden.

5. Besteht eine Verbindung zwischen Zytokin-vermittelter Modulation von
Makroautophagie und der Akkumulation von APP und S-Amyloid in humanen Muskelzellen?
Durch Immunzytochemie und Western Blot-Analyse sollte eine mogliche Verbindung
zwischen makroautophagischer Aktivitat und der Akkumulation der Molekiile APP und f3-
Amyloid untersucht werden. Gleichzeitig sollte auch beobachtet werden, ob sich unter
Modulation von Makroautophagie eine Veranderung der Akkumulation von B-Amyloid
erzielen |asst.

Eine umfassendere Aufklarung der Interaktionen zwischen proinflammatorischen
Zytokinen, makroautophagischer Aktivitat sowie MHC-Klasse-II-Expression in Muskelzellen
als Mechanismus autoimmun-entzindlicher Muskelerkrankungen kdénnte zu einem besseren

Verstandnis der komplexen Zusammenhange der sIBM beitragen.
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2.1 Labormaterialien

Tabelle 2.1-1: Liste verwendeter Labormaterialien (in alphabetischer Reihenfolge)

Produkt
8-Kammer-Objekttréger, Chamberslide

96-Vertiefungsplatten fur Real Time-PCR,
ABgene® PCR Plates Thermo Fast® 96
Detection Plate

Becherglaser

Deckglaser, 24*60 mm

Erlenmeyerkolben

FACS-Ro&hrchen, 5 ml, Polystyrene round
bottom tubes

Falkonréhrchen, steril, 15 ml und 50 ml

Filme flr Immunoblotting, HyperﬁlmTM EcL™

Filterpapier, Mini Trans-Blot
Flussigkeits-Blocker-Stift (PapPen), Liquid-
Blocker (Super PapPen)
Gel-Blotting-Papier

Gewebekulturschalen, @ 10 cm
Glaspipetten, 5 ml, 10 ml, 20 ml

Klebefolien fiir Real Time-PCR-Platten,
MicroAmp™ Optical Adhesive Film
Kristallpipettenspitzen,

Gilsonpipettenspitzen (gelb und blau)

Kryokonservierungsréhrchen, Cryotube™ vials

Kulturflaschen, 75 cm?

Kuvetten, Typ UVette

Laborhandschuhe, Peha-soft

Labortlicher, Kimtech Science
Nitril-Handschuhe, Nitra-Tex® EP
Nitrozellulosetransfermembran, Porengrée
0,45 um

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Reaktionsgefaflte (0,2 ml)
Pipetten, Typ Research
(2,5/10/20/100/200/1000 pl Hubvolumen)

Hersteller

Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold,
Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA

Schott Duran, Mainz, Deutschland
MenzeI-GIéser®, Braunschweig, Deutschland
Schott Duran, Mainz, Deutschland

BD Biosciences, Bedford, USA

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
Amersham Pharmacia, Braunschweig,
Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA

SCI Science Services GmbH, Miinchen,
Deutschland

Schleicher & Schwell, Dassel, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
Schuett-biotec GmbH, Géttingen, Deutschland
Applied Biosystems, Foster City, USA

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Nunc GmbH, Wiesbaden, Deutschland

In Vitro Systems & Service, Gottingen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Hartmann, Heidenheim, Deutschland
Kimberly-Clark Professional, Roswell, USA
Ansell GmbH, Miinchen, Deutschland

Whatman, Dassel, Deutschland

Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland

Wilhem Ulbrich GdbR Laborglaswaren, Bamberg,
Deutschland

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Reaktionsgefa®, 1,5/2 mi
Schwamme fur Proteintransfer
Sterilfilter, 0,22 uym, GP Express Plus
Membran Sterilfilter
Vernichtungsbeutel

Well-Platten, Microwell (96)
Well-Platten, Multiwell (24)

Well-Platten, Multiwell (6)

Whatman Protan Nitrozellulosemembran
Zahlkammer, Neubauer Improved, 0,1 mm

Tiefe, 0,0025 mm? Flache

Zellschaber, steril

2.2 Gerdte

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA
Millipore, Schwalbach, Deutschland

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
Nunc GmbH, Wiesbaden, Deutschland

In vitro Systems & Service, Gottingen,
Deutschland

Greiner GmbH, Nirtingen, Deutschland
Schleicher und Schuell, Erdmannshausen,
Deutschland

Krannich GmbH, Géttingen, Deutschland

Costar Corning, Badhoevendorp, Niederlande

Tabelle 2.2-1: Liste verwendeter Gerate (in alphabetischer Reihenfolge)

Produkt
Brutschrank, Hera cell 240 und Hera cell 150

Brutschrank, Incubator IS-2
Durchflusszytometer, Typ BD LSR I/
Elektronische Prazisionswaage, Basic lite
BL3100
Electrophoresis-Constant-Power-Supply,
Netzgerat Typ PowerPacHC™
Entwickler, Curix 60

Fluoreszenzmikroskop, Axiovert 200M

Gasbrenner, Typ Flammy S
Gelstander, Glasplatten
Heizbarer Magnetrihrer, Typ MR3001

Heizblock Dry Block Heating Thermostat, Typ
BioTDB-100

Immunoblot- und Transferkammer, Typ Mini-
PROTEAN®3 cell

Inkubationswippe, Polymax 1040

Konfokalmikroskop, LSM 510 Laser Scanning
Microscope Zeiss Axiovert 200

Kahlschrank (4 °C), Liebherr premium

Hersteller

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Incutec, Mdssingen, Deutschland
BD Bioscience, Bedford, USA

Sartorius, Géttingen, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Agfa AG, Mortsel, Belgien

Carl Zeiss Mikroskopie, Oberkochen,
Deutschland

Schutt Labortechnik, Géttingen, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Biosan, Riga, Lettland

Bio-Rad, Hercules, USA

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Carl Zeiss Mikroskopie, Oberkochen,
Deutschland

Liebherr Hausgerate Ochsenhausen GmbH,
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Lichtmikroskop

Mikroskop fir Immunfluoreszenz, Typ Axiovert
200
Mikroskop, Typ Axiovert 40

Mixer, Typ Vortex-Genie 2™
Netzgerat fur die Elektrophorese, Elite 300 Plus
PH-Meter, inoLab Level 3

PH-Meter, MR 3001
Photometer, Typ Biophotometer

Pipettierhilfe, Accu-Jet®
Pipettierhilfe, Pipetus®

Real Time-PCR-Gerat, 7500 Real Time PCR
System

Spektrophotometer, NanoDrop ND-1000 Full-
spectrum UV/Vis spectrometer

Sterilbank, HS18, Klasse Il

Tiefklhlschrank (—20 °C), Liebherr premium no
frost

Tiefkiihlschrank (-80 °C), Hera freeze HFU
586Top

Tischzentrifuge, Typ 5415R, MiniSpinPlus

Wasserbad, LAUDA A100
Zentrifuge, Mini-Spin Plus
Zentrifuge, Multifuge 15-R

Zentrifuge, Typ 5415R

Thermocycler, Mastercycler epigradient

2.3 Chemikalien

Ochsenhausen, Deutschland

Carl Zeiss Mikroskopie, Oberkochen,
Deutschland

Carl Zeiss Mikroskopie, Oberkochen,
Deutschland

Carl Zeiss Mikroskopie, Oberkochen,
Deutschland

Schutt Labortechnik, Géttingen, Deutschland
Schutt Labortechnik, Géttingen, Deutschland
Wissenschaftlich-technische Werkstatten
GmbH, Weilheim, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland
Eppendorf-Netheler GmbH, Hamburg,
Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland

Applied Biosystems, Foster City, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Liebherr Hausgerate Ochsenhausen GmbH,
Ochsenhausen, Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Eppendorf-Netheler GmbH, Hamburg,
Deutschland

Lauda, Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tabelle 2.3-1: Liste verwendeter Chemikalien (in alphabetischer Reihenfolge)

Produkt
0,05 % Trypsin/EDTA

2-Mercaptoethanol

Hersteller

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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3-Methyladenin Sigma, St. Louis, USA

Ammoniumpersulfat, (NH4)2SO4 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

BCA Protein Assay (A, B) Thermo Scientific Pierce Protein Research,
Rockford, USA

Bromphenolblau Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

BSA (Rinderserumalbumin) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Chloroquin Sigma, St. Louis, USA

Cycloheximid Sigma, St. Louis, USA

DAPI (6-diaminidino-2-phenylindole, Molecular Probes, Invitrogen detection

dihydrochloride), C1sH1s5Ns5 technologies, Eugene, USA

Dinatriumhydrogenphosphat, Na;HPO4 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

DMSO (Dimethylsulfoxid), C2HsOS Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

Deutschland
dNTP-Mix fir reverse Transkriptase (10 mM) aus  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
4 Nukleotid-Lésungen aus dem 100 nM dNTP-Set

von Invitrogen angesetzt

DTT (Dithiothreitol), 0,1 M, C4H100,S> Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure), Roth, Karlsruhe, Deutschland

C10H14N2Naz0g*2H,0

Ethanol, CoH50H Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid Merck, Darmstadt, Deutschland

FCS (Fetales Kalberserum) PAA, Pasching, Osterreich

Fluoromount-G Southern Biotech, Alabama, USA

Glycerin, wasserfrei, CzHgO3 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycin, CoHsNO»2 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

HEPES, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Gibco, Karlsruhe, Deutschland

ethanesulfonsaure)

Kaliumchlorid, KCI Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Laemmli Proben-Puffer Bio-Rad, Hercules, USA

Methanol, CH3;0OH Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
Mounting Medium (Mowiol®) Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden,

Deutschland

Nanofektin | PAA, Pasching, Osterreich
Natriumchlorid, NaCl Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
NaH2PO4*H.0 Deutschland

Natriumpyruvat Gibco, Karlsruhe, Deutschland
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NP40 (NonidetP40 Substitute)

Oligo-dT-Primer fiir Reverse Transkriptase,
Anchored Oligo-dT

PBS (engl. phosphate buffered saline)

PFA (Paraformaldehyd), 32 %ige Losung
Ponceau-S-Losung, 0,1 % Ponceau Sin 5 %
Essigsaure

Prolong Gold Antifade

Proteaseinhibitor Cocktail Tablets
Rapamycin

RNase A

Rotiphorese® Gel 30, 30 % Acrylamid/0,8 %
Bisacrylamid

Rotiphorese® Gel B 2 % Bisacrylamid
Salzsaure, HCI, 32 %

Saponin
SDS Ultra Pure, C12H2sNaO4S

Succofin Magermilchpulver

Supermix fir Real Time-PCR mit Sonde (2x),
Platinum® gPCR SuperMix-UDG 2x

TEMED (Tetramethylethylendiamin), CsH16N2

TO-PRO-®3 Jodid
Tris Ultra, C4H11NO3

Tris-HCI

Triton X-100

Trypanblau

Trypsin (0,05 % Trypsin/EDTA)

Tween20

Tween20

UltraPure destilliertes Wasser (DNase/RNase frei)

Superscript™ |l Reverse Transcriptase

Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

Electron Microscopy Sciences, Hatfield, UK
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, USA

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

Qiagen Inc., Valencia, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck Chemicals Ltd., Nottingham, UK
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

TSI-GmbH, Zeven, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Molecular Probes/Invitrogen, Carlsbad, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Fisher Biotech, Wembley, Australia
Merck Chemicals Ltd., Nottingham, UK
Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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2.4 Puffer

Tabelle 2.4-1: Liste verwendeter Puffer mit Rezeptur (in alphabetischer Reihenfolge)

Puffer
1x PBS-Puffer

1x TBS-Puffer

1x Transferpuffer

1x Elektrophorese-Puffer/Western-Blot-Puffer

10x PBS-Puffer

10x Probenauftragspuffer fur SDS-PAGE
Gelelektrophorese (PAGE-Puffer)

10x TBS-Puffer

4x Tris-HCI/SDS

5x Elektrophorese-Puffer/Western-Blot-Puffer

Blockierungslésung (fir Western Blot)

Rezeptur

100 ml 10x PBS-Puffer
ad 1000 ml dH,0

100 ml 10x TBS

ad 1000 ml dH.0O

25 mM Tris

192 mM Glycin

20 % Methanol

ad H20

pH 8,3

200 ml 5x Elektrophorese-Puffer
ad 1000 ml dH.O

1,3 M NaCl

26,8 mM KCI

33,8 mM NazHPO4

0,1 M NaH2PO4 x H20
ad bidest. H.O

pH 6,7

0,127 mM Tris-HCI

0,1 % Bromphenolblau
4 % SDS

20 % Glycerol

10 % 2-Mercaptoethanol
pH 6,8

0,2 M Tris

1,4 M NaCl

ad H20

pH 7,6

0,5 M Tris-Cl

0,4 % SDS

ad H20

pH 6,8

15 g Tris

100 g Glycin

59 SDS

ad 1000 ml dH.O

1 % BSA in TBS-Tween-Puffer (1 g ad 100 ml)
oder 5 % Magermilchpulver (5 g ad 100 ml) in
TBS-Tween-Puffer
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DNA-Extraktionspuffer

FACS-Puffer

Lyse-Puffer (zur Aufreinigung zytosolischer

Proteine)

TBS-Tween

First Strand Buffer (5x) fur Reverse

Transkriptase

2.5 Medien

192 ml 0,2 M Na;HPO4
8 ml 0,1 % Triton X-100
pH 7,8

1,5 % FCS

0,1 % Natriumazid in PBS
952 mg HEPES

1 M NaCl

0,05 M EDTA

1 % NP40

ad 300 ml dH20

pH 7,9

1000 ml 10x TBS-Puffer
0,1 % Tween 20

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Alle verwendeten Medien wurden vor dem Gebrauch sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2.5-1: Liste verwendeter Medien (in alphabetischer Reihenfolge)

Medium

DMEM fir die Rhabdomyosarkom-Zelllinie
CCL136

DMEM fir die Muskelzellkultur

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM mit
4,5 g Glukose/500 ml

Einfriermedium

Skeletal Muscle Cell Growth Medium fiir die
Primarmuskelzellkultur
X-VIVO 15 (serumfrei)

Rezeptur / Hersteller

10 % FCS (hitzeinaktiviert)

1 % Penicillin/Streptomycin

1 % Glutamin

mit DMEM mit 4,5 g Glukose/500 ml auffillen
sterilfiltrieren

10 % FCS (hitzeinaktiviert)

1 % Penicillin/Streptomycin

1 % Glutamin

0,5 % Hihnchenembryoextrakt

mit DMEM mit 4,5 g Glukose/500 ml auffiillen
sterilfiltrieren

PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

hitzeinaktiviertes FCS
10 % DMSO
sterilfiltrieren

Provitro, Berlin, Deutschland

Lonza, Verviers, Belgien
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2.6 Antikorper und Farbstoffe

Tabelle 2.6-1: Liste verwendeter Antikorper und Farbstoffe (in alphabetischer Reihenfolge)

Produkt

Alexa Fluor®555 Pure Ziege Anti-Maus 1gG (H+L)

FITC-konjugierter Anti-human HLA-A, -B, -C
HRP-konjugiertes Affini Pure Ziege Anti-
Kaninchen IgG (H+L)

HRP-konjugiertes Ziege Anti-Maus IgG

IgG1, Isotyp-Kontrolle (HLA-A,-B,-C)

1gG2a, Isotyp-Kontrolle (HLA-DR)

Kaninchen Anti-LC3 Antiserum

N-terminales Peptid (LC31.15)
MPSEKTFKQRRTFEQR

Maus Anti-human B3-Amyloidi.17, 6E10,
monoklonal (Primarantikérper flr
Immunoblotting)

Maus Anti-LC3, monoklonal

Maus Anti-B-Aktin, monoklonal
(Primarantikorper fir Immunoblotting)
PE-konjugierter Anti-human HLA-DR-Antikérper
Rhodamine Red-X-konjugiertes Esel Anti-Maus
IgG

ROX Referenz-Farbstoff

ThioflavinS

2.7 siRNA

Hersteller
Molecular Probes/Invitrogen, Carlsbad, USA,

BD Biosciences, Bedford, USA

Jackson Immuno Research, Suffolk, UK

Bio-Rad, Hercules, USA
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Prof. Christian Miinz, Zirich, Schweiz

Covance bezogen von Hiss Diagnostics GmbH,

Freiburg, Deutschland

Nanotools, Teningen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Jackson Immuno Research, Suffolk, UK

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Tabelle 2.7-1: Liste verwendeter siRNA (in alphabetischer Reihenfolge)

Produkt

ATG12 siRNA (validiert)
Hs_APG12L_5_HP Validated siRNA
Zielsequenz:

CTC AGA ACA GTT GTT TAT TTA
Sense:

r(CAG AAC AGU UGU UUA UUU A)dTdT
Antisense:

r(UAA AUA AAC AAC UGU UCU G)dAdG
Silencer® Negative Control siRNA

Hersteller

Qiagen Inc., Valencia, USA

Applied Biosystems, Foster City, USA
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2.8 Primer Proben

Tabelle 2.8-1: Liste verwendeter Primer Proben (in alphabetischer Reihenfolge)

Produkt Hersteller

GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat Applied Biosystems, Foster City, USA
Dehydrogenase), Assay ID Hs99999905_m1

ATG12 (Autophagy-related gene 12), Assay ID Applied Biosystems, Foster City, USA
Hs00740818_m1

2.9 Antibiotika

Eingesetzt als 1 %-L6sung in den Zellkulturmedien.

Tabelle 2.9-1: Liste verwendeter Antibiotika (in alphabetischer Reihenfolge)

Produkt Hersteller

Penicillin Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Streptomycin Biochrom AG, Berlin, Deutschland
2.10 Zytokine

Tabelle 2.10-1: Liste verwendeter Zytokine (in alphabetischer Reihenfolge)

Produkt ~  Hersteller
GM-CSF, rekombinant Immunex, Seattle, USA

IL-1B, rekombinant R&D Systems, Minneapolis, USA

IL-12, rekombinant R&D Systems, Minneapolis, USA

IL-4, rekombinant PeproTech, Rocky Hill, USA

IL-8, rekombinant R&D Systems, Minneapolis, USA

IFN-y, rekombinant Chemicon International Inc., Temecula, USA
IP-10, rekombinant R&D Systems, Minneapolis, USA

MCP-1, rekombinant R&D Systems, Minneapolis, USA

TNF-a, rekombinant R&D Systems, Minneapolis, USA
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2.11 Ldangenstandard und Kits

Tabelle 2.11-1: Verwendeter Langenstandard und Kits fir Immunoblot (in alphabetischer Reihenfolge)

Produkt

Hersteller

Blot Restore Solution A und B
Chemilumineszenz Substrat, Chemi Glow™
West

Precision Plus Protein™ Dual color Standards

RNeasy® Mini Kit

Chemicon/Millipore, Schwalbach, Deutschland
Alpha Innotech Corporation, San Leandro, USA

Bio-Rad, Hercules, USA
Qiagen Inc., Valencia, USA

2.12 Primére Zellkulturen und Zelllinien

Tabelle 2.12-1: Verwendete Zellen (in alphabetischer Reihenfolge)

Produkt

Hersteller

CCL136-Zellen

(humane Rhabdomyosarkom-Zelllinie)
GFP-LC3"-CCL136-Zellen
HaCat-Zellen

(humane Keratinozyten-Zelllinie)
Leukozytenkonzentrate

MDAMC-Zellen

(humane Mammakarzinom-Zelllinie)

Primarmuskelzellen

2.13 Software

ATCC, Manassas, USA

Prof. Christian Mlinz, Zirich, Schweiz
Dr. Rajiv Khanna, Brisbane, Australien

New York City Blood Center (Blutbank), New
York, USA

Dr. Irene Joab, Paris, Frankreich

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Muskelbiopsien

Tabelle 2.13-1: Verwendete Software (in alphabetischer Reihenfolge)

Produkt

Hersteller

Adobe lllustrator CS, Software zum Erstellen von Adobe Systems Inc., San Jose, USA

Abbildungen

Adobe Photoshop CS, Software zur
Bildbearbeitung

Cell Quest ™ Pro Version 5.1 .1, Software fiir
Durchflusszytometrie

EndNote Version X1.0.1, Literaturverwaltung,
Bibliographieerstellung und Online-Recherche
Epson Smart Panel, Software zum Einscannen

Adobe Systems Inc., San Jose, USA

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Thomson Reuters, New York, USA

Epson Corporation, Long Beach, USA
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von Bildern und Western Blots

FlowdJo, Software zur Auswertung der
Durchflusszytometrie

Graph Pad Prism 4.03

Image-Pro®MDA Version 5.1.2.59, Software zur

Aufnahme von Bildern am Fluoreszenzmikroskop

Irfan view, Software zum Invertieren von Bildern
LSM 510 Confocal Software, Software zur
Aufnahme von Bildern am Konfokalmikroskop
Microsoft®Excel 2002

Microsoft®Office 2003

Nano Drop ND-100 Version 3.1.2, Software zur
Messung von RNA-Konzentration

Scion Image, Software fur Grauskalenanalyse
Sequence-Detektion Software Version 1.3.1,
7500 System SDS-Software, Software fir die
Real Time-PCR und deren Auswertung
Windows Multiple Document Interface for Flow
cytometrie (WinMDI), Software zur Auswertung

der Durchflusszytometrie

Tree Star, Ashland, USA

Graph Pad Software Inc., La Jolla, USA
Media Cybernetics, Inc., Bethesda, USA

Irfan Skiljan, Wien, Osterreich

Carl Zeiss Mikroskopie, Oberkochen,
Deutschland

Microsoft Corporation, Redmont, USA
Microsoft Corporation, Redmont, USA

Coleman Technologies Inc., Orlando, USA
Scion Corporation, Maryland, USA

Applied Biosystems, Foster City, USA

The Scripps Research Institute, West Palm
Beach, USA
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3. Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Grundlagen der Arbeit mit Zellkulturen

Um die Kontamination der verwendeten Zellen mit Bakterien und Pilzen zu verhindern,
erfolgte das Arbeiten mit Zellkulturen unter sterilen Bedingungen. Samtliche zellbiologische
Methoden wurden unter einer Sterilbank der Sicherheitsklasse 2 durchgefihrt. Alle
verwendeten Materialien und Gerate wurden vor Gebrauch autoklaviert oder hitzesterilisiert.
Die Kultivierung samtlicher Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C und einem CO,-
Gehalt von 5 % in feuchter Atmosphare (95 %). Die verwendeten Zelllinien besitzen eine

regulare Verdopplungszeit von etwa 24 h.

3.1.2 Kultivierung von adhérenten Zellen
Samtliche adharent wachsenden Zelllinien (CCL136, HaCat, MDAMC) wurden in DMEM-
Medium (4,5 % Glukose) mit 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 1 % Glutamin
kultiviert. Primarmuskelzellkulturen wurden in DMEM-Medium (4,5 % Glukose) mit 10 %
FCS, 0,5 % HUhnchenembryoextrakt, 1 % Penicillin/Streptomycin und 1 % Glutamin bzw. in
Primarmuskelzellkulturmedium (Skeletal muscle cell growth medium) der Firma Provitro
kultiviert. Das Abldsen der Zellen erfolgte nach einmaligem Waschen der Kulturflaschen mit
warmem 1x PBS und Inkubation bei 37 °C in warmem Trypsin (0,05% Trypsin-EDTA) uber 1
Min in frischem Medium. Um unspezifische Effekte zu minimieren, wurden die Zellen
wahrend aller Experimente in serumfreiem Medium (X-Vivo) kultiviert.

Die Kultivierung erfolgte in sterilen Kulturflaschen (75 cm?) bei 37 °C, 5 % CO, und
95 %iger Luftfeuchtigkeit. Etwa alle 72 h wurden die Zellen mit warmem und sterilem PBS
gewaschen und anschliefiend mit 2 ml Trypsin (0,05 % Trypsin-EDTA) abgeldst. Die
Reaktion wurde mit 8 ml warmem Kulturmedium terminiert. Danach wurde 1 ml dieser
Zellsuspension in eine neue Kulturflasche Gberfihrt und mit 11 ml Medium aufgeflllt, um die
Zelllinie auf diese Weise weiterzufuhren.

Fir die jeweiligen Experimente wurden je nach verwendeter Versuchsanordnung (6-,
12-, 24-Well-Platte bzw. 8-Kammer-Objekttrager) definierte Zellzahlen pro Well bzw.
Kammer verwendet. Hierflr wurde die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die

jeweilige Zellzahl gewahrleistete eine Konfluenz der Zellen von ca. 70 bis 80 % nach 72 h.
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Tabelle 3.1.2-1: Verwendete Zellzahl pro Well bzw. Kammer

Platte Zellzahl
6-Well-Platte 90000
12-Well-Platte 45000
24-Well-Platte 22500
8-Kammer-Objekttrager (Chamberslides) 5000

Fur die jeweiligen experimentellen Anordnungen wurde die Zellsuspension entweder
in 6-, 12-, bzw. 24-Well-Platten oder 8-Kammer-Objekttrager (engl. Chamberslides)
Uberfihrt. Sobald die Zellen nach ca. 72 h 70 %ige Konfluenz erreichten, fanden
Transfektionen oder die Exposition gegenuber Zytokinen statt. Wahrend des jeweiligen
Experimentes wurden die Zellen in serumfreiem Medium (X-Vivo) kultiviert. Je nach

verwendetem Kulturgefal wurden unterschiedliche Mengen an Medium verwendet.

Tabelle 3.1.2-2: Verwendetes Mediumvolumen pro Well bzw. Kammer

Platte Volumen in mi
6-Well-Platte 2
12-Well-Platte 1
24-Well-Platte 0,5
8-Kammer-Objekttrager (Chamberslides) 0,3

3.1.3 Bestimmung von Zellvitalitéit und Zellzahl

Die Zellvitalitat wurde mittels Trypanblau bestimmt. Hierzu wurden 10 ul der entsprechenden
Zellsuspension zusammen mit 10 pl Trypanblau in einem Well einer 96-Well-Platte gemischt.
Bei Trypanblau handelt es sich um einen anionischen Diazofarbstoff, welcher von vitalen
Zellen nicht aufgenommen werden kann. Tote Zellen hingegen werden von Trypanblau
durchdrungen und durch den Farbstoff blau angefarbt. Da Trypanblau zytotoxisch ist, muss
die Auszahlung in direktem Anschluss erfolgen. Die Anzahl vitaler Zellen (z) wurde durch
Auszahlen der nicht angefarbten Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer unter dem
Phasenkontrastmikroskop bestimmt. Hierzu wurden 25 Quadrate der Zahlkammer

ausgezahilt.

[Berechnung: z x 2 x 10* = Zellzahl pro ml]

3.1.4 Gefrierkonservierung von Myoblasten
Zur Konservierung wurden Myoblasten in flissigem Stickstoff gelagert. Hierzu wurden die
Zellen mit 0,05 % Trypsin-EDTA wie bereits beschrieben aus der Kulturflasche abgeldst und

in frischem Medium aufgenommen. Anschliellend wurde die Zellsuspension abzentrifugiert
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(300 x g, 5 min, 4 °C). Eine Zellzahl von 2 — 10 x 10° Zellen/ml wurde mit Einfriermedium
(hitzeinaktiviertes FCS + 10 % DMSOQ) versetzt. Zum Einfrieren wurde je 1 ml der Zelllésung
in ein vorgeklhltes Kryokonservierungsrohrchen tberfihrt und 24 h bei —-80 °C eingefroren.

Die weitere Aufbewahrung erfolgte in flissigem Stickstoff.

3.1.5 Auftauen von Zellen

Die in Kryordhrchen gefrierkonservierten Zellen wurden flr kurze Zeit in einem 37 °C
warmen Wasserbad erwarmt, bis die Zellsuspension fast vollstandig aufgetaut war.
AnschlieRend wurde diese in 10 ml erwarmtes Kulturmedium Gberfihrt, um das zelltoxische
DMSO zu verdinnen. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert (300 x g, 5 Min, RT), das
Pellet in warmem Medium resuspendiert und in einer Gewebekulturflasche (75 cm?) mit 12

ml Medium im Brutschrank kultiviert.

3.1.6 Anlegen und Kultivierung der Primarmuskelzellkultur

Primare humane Myoblasten wurden kryokonserviert von der Firma PromoCell (Heidelberg,
Deutschland) bezogen. Eine frische Kulturflasche (75 cm?) wurde mit 15 ml sterilem
Kulturmedium (Skeletal muscle cell growth medium) beschickt und im Brutschrank bei 37 °C
und 5 % CO, fur 30 min vorinkubiert. Wahrenddessen wurden die kryokonservierten Zellen in
ein Wasserbad (37 °C) gegeben und daraufhin gewartet, bis etwa 90 % des Inhaltes
langsam aufgetaut waren. Danach wurde das Kryogefal aus dem Wasserbad entfernt und
unter vorsichtigem Schutteln bei Raumtemperatur der verbliebene Inhalt aufgetaut. Der
Verschluss des Kryogefaltes wurde mit 70 %igem Ethanol gereinigt, um eine Kontamination
durch Bakterien oder Pilze zu vermeiden. Nach Abdampfen des Ethanols wurde das
Kryogefall unter einer Sterilbank gedffnet. Die Zellsuspension wurde nun in die vorinkubierte
Kulturflasche Gberfuhrt und diese in den Brutschrank gegeben. Nach 24 h wurde die
Adhérenz der Zellen Uberprift und ein Mediumwechsel durchgefuhrt. In Kultur erfolgte ein
Mediumwechsel alle 72 bis 96 h. Bei einer Konfluenz von 40 bis 50 % wurden die Zellen
mittels 0,05 % Trypsin-EDTA abgeldst und auf zwei Kulturflaschen aufgeteilt, um eine
frihzeitige Differenzierung auf Grund von zu engem Zell-Zell-Kontakt zu vermeiden. Diese

Subkultivierung verbessert die Uberlebensfahigkeit und Vermehrung der Myoblasten.

3.1.7 Exposition der Myoblasten gegeniiber proinflammatorischen Zytokinen

Die Zellen wurden in 6-, 12- bzw. 24-Well-Platten oder in 8-Kammer-Objekttragern bis zu
einer Konfluenz von 60 bis 70 % kultiviert. Hiernach wurde das Medium vollstandig entfernt
und die Zellen mit warmem 1x PBS gewaschen. Die entsprechenden Zytokine wurden in X-
Vivo verdunnt und in die jeweiligen Wells bzw. Kammern gegeben. AnschlieRend wurden die

Zellen mit den entsprechenden Zytokinen bei 37 °C flir den gewtinschten Zeitraum inkubiert.
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Im Anschluss wurde das Medium entfernt, die Zellen mit warmem 1x PBS gewaschen und

entsprechend der verwendeten Methode weiterverarbeitet.

3.1.8 Exposition von Myoblasten gegentiber Inhibitoren/Induktoren

Zunachst wuchsen die Zellen bis zu einer Konfluenz von 60 - 70 %. Im Anschluss an die
unter Punkt 3.1.7 beschriebene Zytokinbehandlung wurden die in Tabelle 3.1.8-1
aufgelisteten Inhibitoren in den entsprechenden Konzentrationen in X-Vivo verdinnt zu dem

Medium gegeben und entsprechend der verwendeten Methode weiterverarbeitet.

Tabelle 3.1.8-1: Verwendete Inhibitoren/Induktoren fiir in-vitro-Experimente

Inhibitor/Induktor Hersteller Stockkonzentration Endkonzentration
3-Methyladenin Sigma, St. Louis, 100 mM 10 mM
USA
Chloroquin Sigma, St. Louis, 10 mM 50 uM
USA
Cycloheximid Sigma, St. Louis, 10 mM 1 pg/mi
USA
Rapamycin Sigma, St. Louis, 1ug/pl 1pg/ml
USA

3.2 Immunbiologische Methoden

3.2.1 Inmunzytochemie

Im Rahmen immunzytochemischer Methoden erfolgt der Nachweis von Zell- und
Gewebebestandteilen mit Antigencharakter unter Anwendung einer Antigen-
Antikorperreaktion. Zielstrukturen (Antigene), welche mit histochemischen Farbemethoden
nicht detektiert werden kénnen, werden somit durch entsprechende Bindung mit einem
farbmarkierten Antikérper visualisiert.

Nach Ablauf der jeweils gewlinschten Inkubationszeit wurde das Medium vollstandig
aus den Kammern entfernt und die Zellen zweimal mit warmem 1x PBS gewaschen.
Anschliellend wurde die Kammer entsprechend den Herstellerangaben abgeldst. Um
nachfolgend eine Begutachtung der Objekttrager mittels Fluoreszenzmikroskopie zu
ermdglichen, erfolgte nun eine Fixierung (s. u.). Sollte nur das GFP-Signal der GFP-LC3"
CCL136-Zellen detektiert werden, konnten die Objekttrager nach der Fixierung mit Prolong
Gold Antifade eingedeckt und hiernach unter dem Mikroskop betrachtet werden. Bei
immunzytochemischen Farbungen mittels spezifischer Antikérper erfolgten diese im

Anschluss an die Fixierung.
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3.2.1.1 Fixierung
Nach 10 Min Lufttrocknung der Objekttrager erfolgte eine 10 Min Fixierung derselben in 4 %
PFA bei RT. Es folgte dreimaliges Waschen in 1x PBS.

Bei den immunzytochemischen Farbungen mit ThioflavinS wurde eine PFA-Methanol-
Kofixierung durchgefiihrt, welche einen optimalen Erhalt der Zellmorphologie gewahrleistet.
Hierbei wurden die Objekttrager im direkten Anschluss an den letzten Waschschritt nach
PFA-Fixierung Gber 10 Min bei —20 °C in Methanol fixiert. Drei Waschschritte in 1x PBS

schlossen sich an.

3.2.1.2 Permeabilisierung
Im Anschluss an den letzten Waschschritt erfolgte eine Permeabilisierung der Zellen mit 0,1
% Triton-X-100 in PBS flr 5 Min. Daraufhin wurden die Zellen erneut einem zweimaligem

Waschschritt in 1x PBS unterzogen.

3.2.1.3 Blockierung
Es folgte eine 30-minutige Blockierung mit einem 1 : 1 Gemisch aus 10 % BSA und 100 %

Ziegenserum in PBS, um unspezifische Antikérperbindungen zu minimieren.

3.2.1.4 Inmunzytochemische Farbung mittels Maus Anti-LC3-Antikérper

Nach der Blockierung erfolgte die Inkubation mit dem monoklonalen Primarantikdrper. Dieser
Primarantikorper (Stockkonzentration 100 pg/ml) wurde in einem 1 : 100 Verhaltnis mit 5 %
Ziegenserum und 0,1 % Saponin in PBS verdunnt. Diese Verdinnung wurde anschliefend
bei 13000 RPM flir 20 Min zentrifugiert, um etwaige Aggregate zu pelletieren. Pro Kammer
wurden 200 pl der Verdiinnung aufgetragen und fir 30 Min bei RT inkubiert. Nach Abnahme
des Primarantikorpers folgten drei Waschschritte Gber jeweils 5 Min mit 0,1 % Saponin in
PBS (Abk. PBSS). Der Sekundarantikodrper (Alexa Fluor®555 Ziege Anti-Maus IgG) wurde in
einem Verhaltnis von 1 : 300 mit 5 % Ziegenserum und 0,1 % Saponin in PBS verdinnt.
Auch diese Verdunnung wurde anschlieRend bei 13000 RPM fur 20 Min zentrifugiert.
Anschlieend wurden 200 pl der Verdinnung pro Kammer aufgetragen und bei RT fir 30
Min inkubiert. Nach Abnahme des Sekundarantikorpers wurden fiir 30 Sek 200 ul einer 4',6-
Diamidino-2-phenylindol (DAPI)-Verdiinnung (1 : 50000) zwecks Kerngegenfarbung
aufgetragen. Es folgten zwei weitere Waschschritte in PBSS. Danach wurden die
Objekttrager kurz getrocknet, mit Prolong Gold Antifade eingedeckt und bis zur Auswertung

via Fluoreszenzmikroskop im Dunkeln bei 4 °C gelagert.
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3.2.1.5 ThioflavinS

Mit Hilfe der ThioflavinS-Farbung erfolgte der Nachweis von 3-Amyloid-Aggregaten.
ThioflavinS ist ein Benzothiazolsalz, welches spezifisch B-Faltblattstrukturen bzw. Aggregate
aus B-Faltblattanordnungen fluoreszierend anfarbt. Hierbei verhalt sich das Reagenz ahnlich
dem Kongorot im Rahmen der Histochemie. Das Reagenz wird standardmaRig als
immunfluoreszenter Nachweis von B-Amyloidplaques in der Alzheimerforschung verwendet
und wurde in der Vergangenheit zusatzlich zur Detektion intrazellularer B-
Amyloideinschlisse in der Muskelforschung etabliert (BUSSIERE et al. 2004).

Die Objekttrager wurden mittels PFA-Methanol-Kofixation fixiert. Es folgte ein
dreimaliger Waschschritt Gber jeweils 2 Min in dH,O. Hiernach wurden die Objekttrager tiber
5 Min mit 1 % ThioflavinS in dH,O inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager fur 5 Min
in 70 % Ethanol inkubiert und erneut dreimal Uber jeweils 2 Min in dH,O gewaschen. Die
darauffolgende DAPI-Kernfarbung (1 : 50 000) erfolgte tGber 30 Sek. Nach zwei weiteren
Waschschritten in dH,O wurden die Objekttrager mit Fluoromount-G eingedeckt und bei RT
im Dunkeln gelagert. Nach 6 - 24 h schloss sich die fluoreszenzmikroskopische Analyse an.
Hierzu wurde der Fluoreszinisothiocyanat (FITC)-Filter zur Detektion des ThioflavinS-Signals

verwendet.

Tabelle 3.2.1.5-1: Farbstoffe, die fir immunzytochemische Untersuchungen verwendet wurden sowie deren

entsprechende Filter.

Farbstoff Filter Anregungs- Emissons-
wellenldnge [A] wellenldnge [A]
Alexa Fluor°555 Texas Red 555 nm 565 nm
(rot)
ThioflavinS FITC 495 nm 519 nm
(gran)
DAPI DAPI 359 nm 461 nm
(blau)
(E)GFP FITC 488 nm 509 nm
(gran)

Tabelle 3.2.1.5-2: Antikdrperverdiinnungen und Inkubationszeiten fir die Immunzytochemie

Name Spezies Verdiinnung Inkubation
DAPI (4',6-diamidino-2- - 1:50 000 30 Sek, RT
phenylindol)

ThioflavinS - 1:100 5 Min, RT

LC3 Maus 1:100 30 Min, RT
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3.2.1.6 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

Fir die Visualisierung und Analyse der ThioflavinS-Farbungen wurde das
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 M unter Verwendung von 20x oder 40x Objektiven
benutzt. Filtereinstellungen wurden entsprechend der Emissionswellenlange des jeweiligen
Farbstoffes verwendet (vgl. Tabelle 3.2.1.5-1). Alle Aufnahmen erfolgten mit einer
hochsensitiven CCD-Kamera der Firma Intas, wobei die jeweiligen Einstellungen flr einen
experimentellen Ansatz konstant gehalten wurden. Hinsichtlich der Grauwertanalyse wurden
alle Aufnahmen zunachst mit dem Programm Irfan view invertiert und anschlieend mittels
Scion Image die medianen Grauwerte bestimmt. Pro Gruppe wurden jeweils mindestens vier
Aufnahmen (20x Objektiv) analysiert. Die statistische Auswertung wurde entweder mit
GraphPad Prism oder Microsoft® Excel 2003 durchgefiihrt.

Die Aufnahmen der GFP-LC3* CCL136-Zellen sowie die immunzytochemischen
Farbungen der primaren humanen Myoblasten mit dem monoklonalen Maus Anti-LC3-
Antikorper wurden mit Hilfe des invertierten LSM 510 Konfokalmikroskops (Zeiss Axiovert
200) unter Benutzung von 63x bzw. 100x Objektiven (Olimmersion) angefertigt. Alle

Aufnahmen wurden mit der LSM 510 Confocal Software (Zeiss) aufgenommen.

3.2.2 Proteinnachweis mittels Inmunoblot

Der Immunoblot erméglicht die Identifizierung und den semi-quantitativen Nachweis
spezifischer Proteine. Dieser Nachweis erfolgt durch eine initiale Auftrennung eines zu
untersuchenden Proteingemisches in der Gelelektrophorese Uber den Transfer der Proteine
auf eine Nitrozellulosemembran bis hin zur eigentlichen Proteindetektion mittels Antigen-

Antikérperreaktion.

3.2.2.1 Zelllyse zur Proteingewinnung

Zunachst wurde das Medium aus den 6-Well-Platten entfernt. Es folgten zwei Waschschritte
mit 1x PBS Uber jeweils 5 Min. Alle darauffolgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis
durchgefiihrt. Vor jeder Proteinlyse wurde der Lysepuffer (siehe Material) frisch mit einem
Proteaseinhibitor (Abk. PI) versetzt. 200 ul des Lysepuffer-Pl-Gemischs wurden pro Well
aufgetragen und auf Eis fur 30 Min inkubiert. Danach wurde die Puffer-Zell-Suspension mit
einer Pipette auf- und abpipettiert, um die adharenten Zellen vollstandig von der
Welloberflache zu l6sen. Verbliebene Zellen wurden mittels Zellschaber abgel6st. Der Inhalt
der Wells wurde in Reaktionsgefalte Uberflhrt und fir 10 Min bei 10000 RPM und 4 °C
abzentrifugiert. Die hierdurch gewonnenen Uberstande wurden in ein neues Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Daraufhin wurde entweder unmittelbar eine Proteinbestimmung durchgefihrt oder

aber die Lysate bei —20 °C gelagert.
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3.2.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde photometrisch nach Bradford (BRADFORD 1976) bestimmt.
Hierzu wurde zunachst eine Standardverdinnungsreihe mit BSA in 1x PBS (0 - 500 ug/ml)
angelegt, um das Photometer zu kalibrieren. Es folgte eine photometrische Analyse der
Proben unter Verwendung einer 1 : 20 Verdlnnung des Zelllysates. Die Extinktion wurde
photometrisch bei 595 nm Wellenlange gemessen. Nach erfolgter
Proteinmengenbestimmung wurden die Proben mit gleichem Volumen eines 2x Laemmli
Proben-Puffers versetzt und bei 98 °C Uber 5 Min erhitzt. AnschlieRend wurden die Proben

entweder in Gelkammern aufgetragen oder bei —20 °C gelagert.

3.2.2.3 Auftrennung von Proteinen iiber SDS-Gelelektrophorese

Unter der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) versteht man
ein Verfahren, welches der Auftrennung von Proteinen gemaf ihrem Molekulargewicht dient.
Bei Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate, Abk. SDS) handelt es sich um ein
anionisch und damit negativ geladenes Detergens. Durch Hinzufligen von SDS zu einer
Proteinprobe werden die auf hydrophoben Wechselwirkungen basierenden Bindungen
innerhalb eines Proteins aufgehoben. Dies fuhrt zu einem Verlust der héhergradigen
Proteinstrukturen (Quartéar-, Tertiar- und Sekundarstruktur) mit Ubergang des Proteins in
seine linearisierte Form. Eine weitere Denaturierung der Proteine wird durch die im Laemmli
Proben-Puffer enthaltenen niedermolekularen Thiole (wie beispielsweise -Mercaptoethanol)
erreicht, welche eine Reduktion der Disulfidbriickenbindungen in den Polypeptidketten
verursachen. Das an die Proteine angelagerte, stark negativ geladene SDS Uberdeckt die
Eigenladung der Proteine. Im Rahmen der gelelektrophoretischen Auftrennung eines
Proteingemischs wandern somit alle Proteine zur Anode. Hierbei ist die Laufgeschwindigkeit
der denaturierten Proteine umgekehrt proportional zu ihrem Molekulargewicht. Polyacrylamid
ist ein wesentlicher Bestandteil des bei der SDS-PAGE eingesetzten Gels. Bei dieser
Substanz handelt es sich um ein aus Acrylamidmonomeren bestehendes Polymer. Durch
N,N’-Methylenbisacrylamid werden die Acrylamidmonomere quervernetzt mit konsekutiver
Bildung eines dreidimensionalen Netzwerks. Durch Steigerung des Vernetzungsgrads mittels
erhdhter Acrylamidkonzentration lassen sich auch kleinere Proteine auftrennen. Bei der
diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese unterscheidet man zwischen Sammelgel und
Trenngel. Nach Auftragen der Proteinproben in die entsprechenden Geltaschen passieren
die Proteine zunachst das Sammelgel, in welchem sie aufgrund eines pH-Unterschieds vor
Eintritt in das Trenngel zu einer scharfen Bande fokussiert werden. Dies hat zur Folge, dass
alle Proteine nahezu gleichzeitig in das Trenngel einwandern, was zu einer hohen Scharfe
der spateren Proteinbanden sowie einer optimalen Transfereffizienz flhrt. Zur Herstellung

der Gele sowie zur Trennung der Proteine wurden Minigelsysteme der Firma Bio-Rad
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verwendet. Ein Acrylamid-Anteil von 12 % wurde fir die Gele gewahit. Die

Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele ist in Tabelle 3.2.2.3-1 aufgelistet.

Tabelle 3.2.2.3-1: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels

Komponenten Trenngel (12 %) Sammelgel
Acryl-Bisacrylamid-Lésung 2 mi 0,17 ml
Trenngel-Puffer (1,5 M Tris, pH 8,8) 1,3 ml -
Sammelgelpuffer (0,5 M Tris, pH 6,8) - 1,3 ml
10 % SDS 0,05 ml 0,01 ml
Ammoniumpersulfat (APS) 0,05 ml 0,01 ml
dH20 1,6 ml 0,68 ml
TEMED 0,002 ml 0,001 ml

Die Polymerisierung des Acrylamids wird durch den Radikalbildner
Ammoniumpersulfat (Abk. APS) gewahrleistet. Tetramethylethylenendiamin (Abk. TEMED)
diente als Polymerisierungskatalysator. Alle Glasplatten des Gelsystems wurden vor
Gebrauch mittels Isopropanol von Rickstanden befreit. Nach Zusammenbau des
Gelsystems wurde zunachst das Trenngel eingegossen. Ein Abstand von ca. 2 cm zum
Oberrand des Systems wurde belassen. Der Freiraum zwischen Trenngel und Oberkante
wurde nun mit Isopropanol aufgeflillt, um eine glatte Oberflache zu gewahrleisten. Nach ca.
20 Min war eine vollstandige Auspolymerisierung des Trenngels erreicht. Das Isopropanol
wurde abgenommen, der Gber dem Trenngel befindliche Raum mit saugfahigem Papier
getrocknet und danach das Sammelgel aufgetragen. Nun wurde ein Elektrophoresekamm
mit zehn Zinken in das noch flissige Sammelgel gegeben. Nach vollstandiger
Auspolymerisierung des Sammelgels wurde das Gel in die Trennkammer eingesetzt und der
Kamm vorsichtig entfernt. Die hierdurch entstandenen Geltaschen wurden vor der
Elektrophorese mit Elektrophoresepuffer ausgesplult. Die Trennkammer wurde sowohl auf
der Seite der Anode als auch auf Seite der Kathode mit Elektrophoresepuffer gefiillt. Zur
Auftrennung des Proteingemisches wurden jeweils 10 pl der Proben (ca. 20 ng
Proteinmenge) mit einer 50 yl Hamiltonspritze aufgetragen. Um spater das Molekulargewicht
der Proteine bestimmen zu kénnen, wurden pro Gel 8 ul eines Molekulargewichtsstandards
(Precision Plus Protein Standard) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
konstanten Spannung von 80 V und wurde gestoppt, sobald die Lauffront den unteren Rand

des Gels erreicht hatte.
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3.2.2.4 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Nach erfolgter Auftrennung der Proteine durch die Gelelektrophorese erfolgte die
Ubertragung der Banden auf eine Nitrozellulosemembran. Zunachst wurde das Gel aus den

Glasplatten gelést und in Transferpuffer fir 10 Min vorinkubiert.

Tabelle 3.2.2.4-1: Aufbau der Transferkammer

Aufbau der Transferkammer Orientierung

poréser Schwamm Anodenplatte
Gel Blotting-Papier -
Nitrozellulosemembran -
SDS-Polyacrylamid-Gel -
Gel Blotting-Papier -

poréser Schwamm Kathodenplatte

Durch Anlegen einer Spannung von 100 V fir 1 h wurden die Proteine durch ein
senkrecht zum Polyacrylamidgel verlaufendes elektrisches Feld auf die

Nitrozellulosemembran transferiert.

3.2.2.5 Ponceau-S-Fédrbung der Nitrozellulosemembranen

Mit Hilfe des roten Azofarbstoffs Ponceau S kann der Nachweis eines erfolgreichen
Proteintransfers erbracht werden. Die Substanz bindet unspezifisch und reversibel an die
positiv geladenen Aminogruppen der Proteine und kann im Anschluss mit Wasser
ausgewaschen werden. Zum Proteinachweis wurde die Nitrozellulosemembran fir 2 Min in
1x Ponceau-S-LAsung gegeben und in der Folge durch Waschen mit 1x TBS-0,1 % Tween
entfarbt.

3.2.2.6 Inmunchemischer Nachweis der Proteine

Im Rahmen des immunchemischen Nachweises spezifischer Proteine erfolgt eine Antigen-
Antikorper-Reaktion. Zunachst wird mittels eines fir das Zielantigen spezifischen
Primarantikoérpers das Zielprotein markiert. AnschlieRend wird ein enzymkonjugierter
speziesspezifischer Sekundarantikorper eingesetzt, welcher die Fc (engl. fragment,
crystallizable)-Region der Primarantikérper bindet. Die eigentliche Signaldetektion erfolgt
somit Uber den Sekundarantikérper. Um unspezifische Proteinbindungen in der Folge zu
minimieren, wurde die Nitrozellulosemembran zunachst 1 h bei RT in Blockierungspuffer auf
einem Schiittler inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran mit 300 pl des in 1x TBS-0,1 %
Tween-1 % Magermilchpulver verdinnten Primarantikérpers Gber Nacht bei 4 °C auf einer
Wippe inkubiert. Nachdem die Membran einem dreimaligen Waschschritt Gber jeweils 10 Min

in 1x TBS-0,1 % Tween auf dem Schuttler unterzogen worden war, wurde sie mit 300 ul des
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jeweiligen Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase, Abk. HRP)-gekoppelten
Sekundarantikdrpers in 1x TBS-0,1 % Tween-1 % Magermilchpulver 1 h bei RT auf dem
Schittler inkubiert. Die Membran wurde daraufhin erneut dreimal fir jeweils 10 Min in 1x
TBS-0,1 % Tween gewaschen. Die Detektion der mit den Antikérpern gekoppelten Proteine
erfolgte mit dem Chemi Glow West Chemiluminescence Substrate Kit von Alpha Innotech

nach Herstellerangaben und unter Verwendung von Rontgenfilmen (Hyperfilm™ ECL™).

Tabelle 3.2.2.6-1: Antikdrperverdiinnungen und Inkubationszeiten fir den Proteinnachweis auf

Nitrozellulosemembranen

Primarantikorper Verdiinnung Inkubation

Maus Anti-human B-Amyloids.17, 1:1 000 Uber Nacht

6E10, monoklonal 4 °C

Maus Anti-B-Aktin, monoklonal 1:10 000 Uber Nacht
4°C

Kaninchen Anti-LC3 Antiserum 1 :2 000 Uber Nacht

N-terminales Peptid (LC31.15) 4°C

MPSEKTFKQRRTFEQR

Sekundarantikérper Verdiinnung Inkubation

HRP-konjugiertes Ziege Anti- 1:10 000 1h

Maus IgG RT

HRP-konjugiertes Ziege Anti- 1:10 000 1h

Maus IgG RT

HRP-konjugiertes Ziege Anti- 1:50 000 1h

Kaninchen IgG RT

3.2.2.7 Entfernen der Antikorper von der Nitrozellulosemembran (Strippen) mit
anschlieBender Re-immundetektion

Um auf einer Nitrozellulosemembran weitere Antigene durch Bindung mit entsprechenden
Primar- bzw. Sekundarantikdrpern nachzuweisen, missen zunachst die bereits gebundenen
Antikérper entfernt werden. Hierzu wurde die Nitrozellulosemembran zunachst Gber 10 Min
in 1x TBS-0,1 % Tween auf dem Schiittler gewaschen. Anschlieend wurden 1 : 10-
Verdinnungen der Losungen A und B des Blot Restore Membran Rejuvenation Kits der
Firma Chemicon hergestellt. Die Membran wurde dann tber 10 Min in 10 ml der Losung A
inkubiert. Dem folgte eine Inkubation der Membran in Lésung B Uber 15 Min. Die Membran
wurde daraufhin fur 1 hin 10 ml 1x TBS-4 % Magermilchpulver geblockt. Eine erneute
Inkubation mit einem weiteren Primarantikérper konnte nun durchgefiihrt werden. Das

Strippen der Membranen wurde regelmaRig durchgefiihrt, um auf den jeweiligen Membranen
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neben dem eigentlichen Ziel-Antigen auch B-Aktin als Ladungskontrolle nachzuweisen (siehe
Tabelle 3.2.2.7-1).

Tabelle 3.2.2.7-1: Immundetektion von B—Aktin nach Strippen der Nitrozellulosemembran

Reagenzien Menge Inkubationsdauer
1x TBS-0,1 % Tween 10 ml 10 min, RT
Lésung A 10 ml 10 min, RT

1: 10 verdinnt mit 1x TBS-0,1

% Tween
Lésung B 10 ml 15 min, RT

1 : 10 verdinnt mit 1x TBS-0,1

% Tween

4 % Magermilch in 1x TBS-0,1% 10 ml mind. 1 h, RT
Tween

Primarantikdrper 300 pl Uber Nacht, 4 °C

Maus Anti-B-Aktin
1:10 000 verdiinnt mit 1x TBS-
0,1 % Tween-4 %

Magermilchpulver

1x TBS-0,1 % Tween 10 mi 3x 10 min, RT
Sekundarantikorper 300 pl 1h, RT
Anti-Maus-IgG

1:10 000 verdinnt mit 1x TBS-
0,1 % Tween-4 %

Magermilchpulver

3.2.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder FACS (engl. fluorescence activated cell sorting)-Technologie
erlaubt es, einzelne Zellen im Hinblick auf ihre Gré3e und Granularitat zu untersuchen.
Hierbei kdnnen groRe Zellpopulationen in kirzester Zeit bezlglich mehrerer Merkmale
parallel analysiert werden. Das Messprinzip basiert auf der Detektion von durch die Zelle
emittiertem Licht einer bestimmten Wellenlange nach Anregung durch einen Laser.
Beziglich des emittierten Lichts unterscheidet man zwischen Vorwarts- (engl. forward
scatter, Abk. FSC) und Seitwartsstreulicht (engl. sidewarde scatter, Abk. SSC). Wahrend der
FSC auf die Streuung des Lichts im flachen Winkel Bezug nimmt und somit von dem
Volumen der Zelle abhangig ist, beschreibt der SSC die Granularitat der Zelle tUber Detektion
der Streuung des Lichts im rechten Winkel. Um bestimmte zellulare Strukturen und Antigene

einer Zellpopulation zu quantifizieren, kdnnen Zellen mit einem fluoreszenzgekoppelten
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Antikorper oder Fluorochromen markiert werden. Aufgrund charakteristischer Absorptions-
und Emissionsspektren fuhren die jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffe in der Folge zu einem
spezifischen Signal und kénnen je nach Kombination auch parallel zueinander detektiert
werden. Die markierten Zellen werden hierbei entlang eines laminaren Probenstroms einzeln
an einem Laser vorbeigeleitet. Die entsprechend emittierten Fluoreszenzsignale werden Uber
verschiedene Kanale des FACS-Gerates detektiert und kénnen somit analysiert und
quantifiziert werden. Weiterhin kénnen Zellpopulationen anhand definierter Parameter

sortiert werden.

3.2.3.1 Quantifizierung der spezifischen DNA-Fragmentation

Apoptose ist eine Form des Zelltodes in eukaryotischen Zellen und spielt eine Rolle bei der
Zellhomdostase, Gewebeintegritat, Tumorgenese und Immunantwort. Im Rahmen der
Apoptose kommt es zu einer Reihe spezifischer biochemischer und morphologischer
Veranderungen in der Zelle. In einem frihen Stadium der Apoptose findet eine Aktivierung
von Caspasen statt. Caspasen gehdren einer Proteinfamilie an, deren Mitglieder strukturelle
Proteine des Zytoskeletts sowie nukleare Proteine fragmentieren. Weiterhin werden DNAsen
durch Caspasen aktiviert. Diese DNAsen fragmentieren in der Folge die DNA an den
Verbindungsregionen zwischen Oligonukleosomen (ARENDS et al. 1990). Distinktive
morphologische Veranderungen der Zelle und ausgepragte DNA-Fragmentierung sind das
Ergebniss dieser biochemischen Ereignisse wahrend des programmierten Zelltodes. Der
Anteil der degradierten DNA einer Zelle verlasst den Zellkern und weist ein geringeres
Molekulargewicht als die nicht-degradierte DNA auf, welche im Nukleus verbleibt.
Fragmentierte DNA aulRerhalb des Zellkerns und nukledre DNA kdnnen Uber Farbungen mit
Fluorochromen mittels Durchflusszytometrie quantifiziert werden (NUNEZ 2001). Die DNA-
interkalierende Substanz TO-PRO®-3 gehért zu einer Gruppe von monomerischen Zellkern-
Farbstoffen und erlaubt aufgrund der hohen Intensitat des Fluoreszenzsignals eine sehr
sensitive DNA-Detektion. Apoptotische Zellen, welche mit TO-PRO®-3 gefarbt und mittels
Durchflusszytometer analysiert werden, zeigen einen breiten hypodiploiden Gipfel im
Vergleich mit nicht-apoptotischen Zellen, die sich als enger diploider Gipfel im roten
Fluoreszenzkanal darstellen (RICCARDI und NICOLETTI 2006). Die Rate an apoptotischem
Zelltod in Zellen der CCL136-Zelllinie wurde nach 24 h durch die Quantifizierung der TO-
PRO®-3-Permeabilitat und der spezifischen DNA-Fragmentation in hypodiploiden Zellen in
der Durchflusszytometrie gemessen. Alle Experimente wurden in 6-Well-Platten durchgefiihrt
und bei einer Konfluenz von 60 bis 70 % begonnen. Zum Zeitpunkt der jeweiligen Messung
betrug die Konfluenz 90 bis 100 %. Hierzu wurden zunéchst die Ubersténde der in 6-Well-
Platten gewachsenen Myoblasten in FACS-Roéhrchen Gberfuhrt. Daraufhin wurden die

adharenten Zellen mit jeweils 1 ml 0,05 % Trypsin-EDTA pro Well abgel6st. Die
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Zellsuspensionen wurden anschlieffend in die entsprechenden FACS-R&hrchen transferiert.
Alle Réhrchen wurden nun bei 200 g tiber 5 Min bei RT abzentrifugiert. Die Uberstande
wurden abpipettiert und die verbliebenen Zellpellets in 1 ml 1x PBS resuspendiert. Die
Roéhrchen wurden erneut bei 200 g Gber 5 Min bei RT abzentrifugiert. Nach Abnahme der
Uberstande wurden die Zellpellets nun in 500 pl 1x PBS resuspendiert. Um die Zellen zu
fixieren, wurden zu allen Réhrchen 4,5 ml gekuhltes 70 %iges Ethanol gegeben. Die FACS-
Réhrchen wurden bei 400 g Uber 5 Min bei RT abzentrifugiert, der Uberstand entfernt und
die fixierten Zellen mit 5 ml 1x PBS resuspendiert. Die Zentrifugation wurde wiederholt, die
Zellen allerdings anschlielend in nur 500 ul 1x PBS aufgenommen. Pro Rohrchen wurden
500 pl DNA-Extraktionspuffer dazugegeben. Die Réhrchen wurden daraufhin zunachst bei
RT 5 Min inkubiert und anschliel3end erneut bei 400 g Uber 5 Min abzentrifugiert. Die
Uberstande wurden abgenommen und in jedes Réhrchen 10 pl TO-PRO®-3 (10 uM) sowie 2
Ml RNase A pipettiert. Alle Réhrchen wurden bis zu einem Endvolumen von 1 ml mit 1x PBS
aufgefillt. Die Proben wurden schlieflich lichtdicht verschlossen und tber 1 h bei RT
inkubiert. Anschlie®end konnte die Messung der Proben mittels Durchflusszytometer
vorgenommen werden. Mindestens 20000 Zellen wurden pro Probe analysiert. Die
Quantifizierung erfolgte unter Verwendung eines 488 nm-Lasers zur Exzitation. Hypodiploide
DNA-Gipfel wurden Uber rote Fluoreszenz (> 600 nm) und SSC gemessen. Die Auswertung

der Daten erfolgte mittels FlowJo-Software.

3.2.3.2 Durchflusszytometrische Analyse der MHC-Klasse-I- und -lI-Expression

Alle Experimente wurden in 24-Well-Platten durchgefihrt und bei einer Konfluenz von 60 bis
70 % begonnen. Zum Zeitpunkt der jeweiligen Messung betrug die Konfluenz 90 bis 100 %.
Zunachst wurden die Uberstande der jeweiligen Wells abgenommen, die Zellen vorsichtig
einmal mit warmem 1x PBS gewaschen und 1 Min bei 37 °C in 200 pl 0,05 % Trypsin-EDTA
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 500 pl kaltem DMEM-Medium terminiert, die Zellen
abgeldst und in entsprechende FACS-Roéhrchen Uberflhrt. Anschliefiend wurden die Zellen
bei 300 g uUber 5 Min bei RT abzentrifugiert und einmal in 1x PBS gewaschen. Im Folgenden
wurden die Zellen entweder in 0,5 % Saponin Uber 10 Min bei RT permeabilisiert oder aber
nichtpermeabilisiert belassen. Im Anschluss erfolgte die Farbung der Zellen mit den direkt
fluorochrommarkierten Antikérpern (PE-konjugiertes Anti-Human HLA-DR-IgG bzw. FITC-
konjugiertes Anti-Human HLA-A, -B, -C-IgG) uber 30 Min bei 4 °C im Dunkeln. Es folgte ein
weiterer Waschschritt in 1x PBS, das Abzentrifugieren bei 300 g tber 5 min bei RT und die
Resuspendierung in 200 ul FACS-Puffer. AnschlieRend konnte die Messung der Proben
mittels Durchflusszytometer vorgenommen werden. Die Auswertung der Daten erfolgte

mittels FlowJo-Software.
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Spezifischer knock down durch Transfektion von small interfering RNA

in humanen Myoblasten
Die Verringerung des ATG12-Genproduktes wurde mittels RNA-Interferenz (Abk. RNAI)
erreicht, indem eine fur ATG12-spezifische small interfering RNA (Abk. siRNA) in humane
Myoblasten transfiziert wurde. Transfektion beschreibt das Einbringen genetischen Materials
in eukaryotische Zellen. RNA-Interferenz ist ein posttranskriptioneller gene silencing-
Mechanismus, im Rahmen dessen exogen zugefiihrte doppelstrangige RNA zur spezifischen
Degradation homologer mRNA-Molekiile fuhrt. Das entsprechende Genprodukt wird in der
Folge nicht mehr bzw. nur noch in stark reduzierter Menge gebildet. Fiir den knock down
wurde eine validierte ATG12-siRNA verwendet. Um die Effekte der Transfektion mit einer
spezifischen siRNA auf Zellen zu untersuchen, wurde bei jeder Transfektion separat mit
einer standardisierten Kontroll-siRNA transfiziert. Die Transfektion wurde mit Hilfe des
Transfektionsreagenzes Nanofektin durchgeflihrt. Nanofektin zeichnet sich durch eine hohe
Transfektionseffizienz bei geringer Zytotoxizitat aus. Hierbei bindet die negativ geladene
siRNA an ein positiv geladenes Polymer, welches in einen porésen Nanopartikel eingelagert
ist. Der daraus entstandene positiv geladene Komplex kann die mRNA sehr effizient binden.
Ferner wird durch die OberflachenvergréRerung die Bindungskapazitat um ein Vielfaches
erhoht. Die Zelle nimmt diesen Nanopartikel zusammen mit der siRNA lber Endozytose auf.
Innerhalb der Zelle schiitzen diese Nanopartikel die zu transfizierende siRNA vor
endonukleolytischer Degradation durch Endonukleasen und erhéhen somit die Effizienz des
erwinschten Gen-knock downs. Transfektionen wurden in Zellen durchgefihrt, welche zu
50 % konfluent in 24-Well-Platten (flir Immunoblot-Analysen) oder 8-Kammer-Objekttragern
(fr Immunzytochemie) gewachsen waren. Fur die immunzytochemischen Untersuchungen
wurden initial 0,5 x 10* Zellen pro Kammer ausplattiert.

Der Inhalt der kommerziell erworbenen ATG12-siRNA (5 nmol/Tube bzw. 74
Mg/Tube), wurde in 250 ul des vom Hersteller mitgelieferten siRNA-Suspensionspuffers
rekonstituiert. Es lag nun eine siRNA-Stockkonzentration von 0,296 ug/ul vor. Die siRNA
wurde mit dem Transfektionsreagenz Nanofektin in einem Verhaltnis von 1 : 2 eingesetzt. Als
Kontrolle kam eine Silencer® Negative Control siRNA zum Einsatz. Zunachst wurden zwei

Ldsungen angesetzt. Bei Verwendung einer 24-Well-Platte galt pro Well:
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Tabelle 3.3.1-1: Verhaltnis zwischen ATG12-siRNA und Nanofektin beim Einsatz in 24-Well-Platten

Lésung A Lésung B
ATG12-siRNA Nanofectin
3 pl des Stocks 6 ul

+ 30 pl PBS + 30 pl PBS

Lésung B wurde zu Lésung A gegeben und einmal vorsichtig auf- und abpipettiert. Das
Lésungsgemisch wurde dann bei RT fir 20 Min inkubiert. AnschlieRend wurde die Lésung
(69 pl pro Well) auf die Zellen pipettiert. Nach 7 h Inkubationszeit wurde ein Mediumwechsel
durchgefuhrt, um die Zytotoxizitat durch das Transfektionsreagenz weitestgehend zu
verhindern. Nach 48 h wurde die knock-down-Effizienz im Immunoblot, der RT-PCR oder in

der Fluoreszenzmikroskopie detektiert.

3.3.2 mRNA-Analyse mittels quantitativer reverse-Transkription-PCR

Die RT-PCR ist eine Methode zur Detektion und Quantifizierung von Expressionsmustern auf
Ebene der mRNA. Im Vergleich zu anderen Methoden, welche der mRNA-Detektion dienen,
wie beispielsweise dem Northern Blot, ist die RT-PCR auferst sensitiv und erlaubt die
Quantifizierung selbst kleinster RNA-Mengen. Um eine quantitative Analyse von mRNA
mittels RT-PCR zu ermdglichen, wird in der Regel die Echtzeit-PCR (engl. Real Time-PCR)
durchgefuhrt. Auf dem Prinzip der herkémmlichen PCR beruhend erméglicht die Real Time-
PCR eine Quantifizierung von mRNA mittels Einlagerung eines fluoreszierenden Farbstoffs
in die DNA.

3.3.2.1 RNA-Aufreinigung

Das RNeasy Mini Kit der Firma Quiagen wurde zur Isolation von RNA aus Myoblasten
verwendet. Die fur samtliche Experimente eingesetzten Zellen wuchsen vorher in 24-Well-
Platten. Nach Abnahme des Mediums aus den Wells wurden die Zellen in 250 ul 1x PBS
gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Lyse der Zellen durch Hinzufiigen von 350 ul des im
Kit enthaltenen RLT-Puffers tber 30 Min. Die Homogenisierung der Zellsuspension erfolgte
durch zehnmaliges Auf- und Abpipettieren. Nachdem die Suspension anschlielend in ein
Reaktionsgefalt tberfuihrt worden war, wurden 350 pl 70 %iges RNase-freies Ethanol
zugegeben und (iber 3 Min bei 13400 g zentrifugiert. Die Uberstande wurden auf
Mikrosaulen des RNeasy Mini Kits pipettiert. Damit die RNA selektiv an die Silikagel-
Membran der Mikrosaulen binden konnte, wurden diese nun bei 10000 g tber 30 Sek
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Mikrosaulen auf ein neues
Reaktionsgefalt gegeben. Es schlossen sich Waschschritte mit 700 ul RWI-Puffer sowie zwei

Durchgange mit 500 ul RPE-Puffer an. Den Waschschritten folgte jeweils eine Zentrifugation
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bei 10000 g, wobei die ersten beiden Zentrifugationsschritte 30 Sek betrugen und der dritte
Uber 2 Min erfolgte, um ein Trocknen der Membran zu beschleunigen. Durch Zugabe von

33 yl RNase-freiem Wasser auf die Membran und anschlielRende Zentrifugation Gber 1 Min
bei 10000 g konnte die an der Membran adsorbierte RNA eluiert werden. Nachfolgend wurde

die RNA entweder direkt weiterverarbeitet oder bei —-80 °C gelagert.

3.3.2.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Mit Hilfe eines Nanodrop Spektralphotometers konnte die Konzentration der isolierten RNA
entsprechend den Herstellerangaben bestimmt werden. Da das Absorptionsmaximum der
Pyrimidin- und Purinringe der RNA-Basen bei 260 nm liegt, wurden die RNA-
Konzentrationen bei dieser Wellenlange durch Extinktionsmessung ermittelt. Das
Spektralphotometer erlaubt eine Quantifizierung bereits kleinster Mengen von
Nukleinsduren, so dass nur 1 ul der jeweiligen Probe zur Konzentrationsbestimmung

eingesetzt werden musste. Als Referenzwert wurde 1 pyl RNase-freies Wasser verwendet.

3.3.2.3 cDNA-Synthese/reverse Transkription
Wahrend der reversen Transkription wird eine zu der jeweiligen mRNA komplementéare
cDNA (engl. complementary DNA) unter Verwendung des Enzyms Reverse Transkriptase
erstellt. Hierbei entsteht ein RNA-DNA-Doppelstrang. Als Primer fur die RNA-abhangige
DNA-Polymerase wurde ein zum Poly-A-Schwanz der mRNA komplementares Oligo-dT-
Nukleotid verwendet. Der RNA-Teil des RNA-DNA-Hybridstranges wurde durch die
Endonukleaseaktivitat (RNase H) der Reversen Transkriptase entfernt. Der isolierte DNA-
Strang konnte nun als Kopie flir weitere Replikationen genutzt werden. Zur Synthese der zur
mRNA komplementéren cDNA wurde das Super Script™ II-Kit entsprechend den
Herstellerangaben verwendet.

Ein Reaktionsansatz setzte sich aus den in Tabelle 3.3.2.3-1 aufgefihrten

Komponenten zusammen.

Tabelle 3.3.2.3-1: Erster Reaktionsansatz fir die cDNA-Synthese

Reagenz Menge [ul]

RNA (200 ng) X (x =200/ c)
Oligo-dT 1

dNTP Mix (10 mM) 1

H20 yad12 (y=10-x)

Der in Tabelle 3.3.2.3-1 beschriebene Ansatz wurde zur Auftrennung der RNA-

Sekundarstrukturen und Anlagerung des Primers bei 65 °C fir 4 Min in einem Thermo-Cycler
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inkubiert. Anschliefend wurden die Ansatze auf Eis mit den in Tabelle 3.3.2.3-2 aufgefuhrten

Komponenten versetzt.

Tabelle 3.3.2.3-2: Zweiter Reaktionsansatz fiir die cDNA-Synthese

Reagenz Menge [pl]
5x first strand Puffer 4

DTT (0,1 M) 2

H20 1,5

Super Script 0,5

Die reverse Transkription erfolgte bei einer Temperatur von 42 °C tber 50 Min. Durch
Erhdhung der Temperatur auf 70 °C Uber 15 Min wurde die Reverse Transkriptase
inaktiviert. Nachdem die erstellte doppelstrangige cDNA auf 4 °C abgekuhlt war, wurde sie

bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.

3.3.2.4 Quantitative Real Time-PCR

Die Analyse des Expressionsgrades des Zielgens erfolgte mittels Real Time-PCR. Diese
beruht grundsatzlich auf dem Prinzip der herkdmmlichen PCR, erlaubt aber tiber Detektion
eines Fluoreszenzsignals die Quantifizierung der jeweiligen Nukleinsdure in Echtzeit. Das
Fluoreszenzsignal nimmt hierbei proportional zu der Menge der gebildeten PCR-Produkte zu
und kann in der exponentiellen Phase der PCR quantifiziert werden.

Die Quantifizierung erfolgte iiber ein TagMan®-Sonden-System. Dies ermdglichte,
wahrend der PCR gezielt nur das gewtinschte Zielgen-Produkt nachzuweisen. Die Sonden
bestehen grundsatzlich aus einer kurzen Nukleinsaurenabfolge, die an einem Ende mit
einem Reporterfarbstoff, am anderen Ende mit einem Quencher markiert sind. Quencher
sind Molekiile, welche die Fluoreszenz von Farbstoffen in ihrer Nahe abfangen. Wahrend der
Hybridisierungsphase befinden sich die Quencher in raumlicher Nahe zu den Reportern,
wodurch das Fluoreszenzsignal ausgeldscht wird. Durch ihre 5°-3"-Endonuklease-Aktivitat
sind die verwendeten Polymerasen des PCR-Ansatzes wahrend der Elongationsphase in der
Lage, die TagMan®-Sonden bei der Vervielfaltigung der Nukleinsdurenmatrize zu
hydrolysieren. Hierbei setzen sie zunachst den Reporterfarbstoff frei, welcher somit aus dem
Einflussbereich des Quenchers gelangt. Das Fluoreszenzsignal nimmt entsprechend der
Amplifikationsmenge zu und die vom Reporter emittierte Fluoreszenz wird somit nur dann
am Ende der Elongationsphase jedes Zykluses messbar, wenn die Polymerase tatsachlich
den gewilnschten Zielbereich kopiert hat. Jedes freigesetzte Molekiil Reporterfarbstoff steht
daher flr einen gebildeten DNA-Strang.

Die hier eingesetzten Sonden waren am 5 -Ende mit dem Reporterfarbstoff FAM (6-

carboxy-fluorescein) und am 3’-Ende mit einem Quencher markiert. Die Detektion des
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Fluoreszenzsignals erfolgte nach jedem Zyklus mit dem ABI-Prism-7500-Cycler, woflr ein

96-Well-PCR-Mikrotiterplatten-System verwendet wird.

Die in Tabelle 3.3.2.4-1 aufgefihrten Reagenzien waren Bestandteil des Hauptmixes
zur Quantifizierung von ATG12 und GAPDH.

Tabelle 3.3.2.4-1: Hauptmix der quantitativen Real Time-PCR

Reagenz Menge [pl]
PCR 2x Mix 10

H20 8,5

Rox 0,05 auf 25 pl

Der PCR 2x Mix enthielt die Tag-DNA-Polymerase, Magnesiumchlorid, DNA-
Glykosylasen sowie dNTPs. Der quantifizierbare Farbstoff Carboxy-X-Rhodamin (Abk. Rox)
wurde hinzugegeben, um pipettierbedingte Volumenunterschiede der PCR-Proben durch
Normalisierung auf die Rox-Menge zu vermeiden. Zu dem in Tabelle 3.3.2.4-1
beschriebenen Hauptmix wurden 0,5 pl der jeweiligen cDNA gegeben. Fur jedes Zielgen
wurden pro Well 1 pl der entsprechenden Primer-Proben sowie 19 ul des Mixes mit cDNA in
eine 96-Well-PCR-Microtiterplatte pipettiert. Die Quantifizierung erfolgte jeweils in Triplikaten.
Die RT-PCR lief entsprechend der in Tabelle 3.3.2.4-2 aufgefihrten Einstellung.

Tabelle 3.3.2.4-2: Konditionen der Real Time-PCR

PCR-Schritt Dauer Temperatur Zyklenzahl
Initialisierung 2 Min 50 °C
Hitzeaktivierung 10 Min 95 °C
Hybridisierung 15 Sec 95 °C 40
Elongation 1 Min 60 °C

Tabelle 3.3.2.4-3: Verwendete Primer-Proben

Assay ID Gensymbol Genname

Hs99999905_m1 GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

Hs00740818_m1 ATG12 Autophagy-related gene 12

Bei der Auswertung wurde die relative mRNA-Expression des zu analysierenden Zielgens
gegen die relative mMRNA-Expression von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Abk.
GAPDH) gemessen und verrechnet. Bei GAPDH handelt es sich um ein Enzym der

Glykolyse, das in allen Proben in vergleichbaren Mengen vorkommt.
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4. Ergebnisse

4.1 Makroautophagie ist ein konstitutiv aktiver Prozess in humanen
Skelettmuskelzellen

Der spezifische Autophagosomenmarker LC3 wurde verwendet, um Makroautophagie in
Skelettmuskelzellen zu quantifizieren. Um den lysosomalen Umsatz von LC3 sichtbar zu
machen, wurde eine humane Myoblasten-Zelllinie (CCL136) aus immortalisierten
Rhabdomyosarkomzellen verwendet, welche mit einem lentiviralen GFP-LC3-
Fusionskonstrukt stabil transfiziert worden war (SCHMID et al. 2007). Die GFP-LC3-
transfizierten Zellen wurden mit dem lysosomalen Azidifikationsinhibitor Chloroquin (Abk.
CQ) inkubiert. Somit wurde die lysosomale Proteolyse blockiert und die Akkumulation von
GFP-LC3 in Autophagolysosomen sichtbar gemacht. Um zu zeigen, dass die Myoblasten-
Zelllinie CCL136 konstitutive Aktivitdt von Makroautophagie aufweist, wurden die GFP-LC3"-
Zellen zunachst unter dem Konfokalmikroskop untersucht.

Im FlieRgleichgewicht (ohne CQ-Behandlung) wiesen die meisten Myoblasten nur
wenige GFP-LC3*-Autophagosomen auf und nur eine kleine Fraktion der Zellen zeigte GFP-
LC3*-Vesikel. Allerdings zeigte sich nach einer zehnstiindigen Exposition der Zellen
gegentiber CQ eine deutliche Akkumulation der GFP-LC3*-Vesikel. Dies legt die zahlreiche
Bildung von GFP-LC3-markierten Autophagosomen nahe, welche in der Folge mit
Lysosomen fusionierten. Um zu untersuchen, ob die Inkubation mit CQ auch in primaren
humanen Myoblasten zu einer Akkumulation von LC3*-Vesikeln fiihrt, wurden diese nach
zehnstundiger Inkubation mit einem fir LC3 spezifischen monoklonalen Maus Anti-human
Antikorper gefarbt. Auch hier konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit dem
Azidifikationsinhibitor CQ zu einer Akkumulation von LC3*-Vesikeln im Zytosol der

Myoblasten fuhrte.
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CQ+

GFP-LC3* CCL136

Abbildung 4.1-1 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): Analyse von LC3"-Vesikeln in An- und
Abwesenheit von CQ mittels Konfokalmikroskopie. Es kam zu einer deutlichen Zunahme der GFP-LC3'-
Vesikel nach zehnstiindiger Inkubation mit dem lysosomalen Azidifikationsinhibitor CQ (50 uM) in Myoblasten der
mit GFP-LC3 transfizierten Zelllinie CCL136. Die Zellkerne wurden durch eine DAPI-Farbung sichtbar gemacht.

Die Aufnahmen wurden mittels Konfokalmikroskopie angefertigt.

In einem nachsten Schritt wurde ermittelt, ob die Inhibition von Makroautophagie
mittels spezifischer ATG12-siRNA zu einer geringeren Akkumulation von GFP-LC3"-Vesikeln
fuhrt. Bei dem Genprodukt von ATG12 handelt es sich um ein fir die Formation von
Autophagosomen essentielles Protein (YORIMITSU und KLIONSKY 2005). Sowohl in der
Immunzytochemie als auch im Immunoblot konnte gezeigt werden, dass unter Inhibition von
Makroautophagie die Formation von LC3*-Vesikeln reversibel war. In der Real Time-PCR
konnte die knock-down-Effizienz auf mMRNA-Ebene ermittelt werden. Im Rahmen des
Immunoblots wurde zwischen dem Autophagosomen-assoziierten LC3 (Abk. LC3-11) und
dem freien zytosolischen LC3 (Abk. LC3-1) aufgrund ihres unterschiedlichen molekularen

Gewichts in der Gelelektrophorese unterschieden.
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Abbildung 4.1-2 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): Inhibition von Makroautophagie mittels ATG12-
spezifischer siRNA. A: Die Akkumulation der GFP-LC3"-Vesikel unter CQ-Behandlung war abhngig von
makroautophagischer Aktivitat, da sich unter Zuhilfenahme einer ATG12-spezifischen siRNA und der
konsekutiven Verringerung der Expression dieses Gens weniger GFP-LC3"-Vesikel bildeten. Als Kontroll-siRNA
wurde eine siRNA ohne Zielgen verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hilfe einer DAPI-Farbung sichtbar gemacht.
Die Aufnahmen wurden mittels Konfokalmikroskopie angefertigt. B: Immunoblot zur Proteindetektion von LC3-I1 in
Kontrollen und nach knock down von ATG12. Als Ladungskontrolle wurde der Nachweis von —Aktin verwendet.
Die Proteinaufreinigung fand 72 h nach ATG12-knock-down statt. Sowohl die in der Konfokalmikroskopie
aquirierten Daten (A) als auch der Immunoblot (B) zeigen eine deutliche Verringerung der LC3- (B) bzw. GFP-
LC3- (A) Expression unter ATG12-knock-down gegenliber Kontrollen. C: Expression der ATG12-mRNA nach
Transfektion mit ATG12-spezifischer siRNA. Mittelwerte und Standardabweichungen von Duplikaten eines

Experimentes. Die Expression wurde relativ zu dem Haushaltsgen GAPDH gemessen.

4.2 Hochregulation von Makroautophagie durch Rapamycin in Skelettmuskelzellen
Wenngleich Makroautophagie in Saugetierzellen auf der Ebene des Basalmetabolismus
stattfindet, kann diese im Sinne einer Hoch- bzw. Runterregulation iber zahlreiche Wege
chemisch moduliert werden (RUBINSZTEIN et al. 2007). Ein bereits beschriebener
Mechanismus zur Hochregulation von Makroautophagie ist die durch Rapamycin (Abk. RAP)
vermittelte Inhibition von mTOR (KAMADA et al. 2000). Um fiir die im Folgenden
beschriebenen Experimente eine suffiziente Positivkontrolle fir Makroautophagie im
Skelettmuskel zur Verfligung zu haben, wurde zunachst gezeigt, dass Rapamycin auch in

Myoblasten zu einer Hochregulation von Makroautophagie flihrt.

Rapamycin Kontrolle

cQ- cQ+ CQ- CQ+

18 kDa
16 kDa

42 kDa

Abbildung 4.2-1: Hochregulation von Makroautophagie in Myoblasten durch Inhibition von mTOR mittels
Rapamycin. Im Immunoblot konnte gezeigt werden, dass eine 48-stiindige Inkubation von Myoblasten der
Zelllinie CCL136 mit RAP (1ug/ml) in An- bzw. Abwesenheit von CQ (50 uM, 10 h) zu einer deutlichen Zunahme
der LC3-ll-Expression gegenuber der Kontrolle fiihrte. Als Ladungskontrolle wurde der Nachweis von B—Aktin

verwendet.
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Mit den in Punkt 4.1 und Punkt 4.2 beschriebenen Experimenten wurde gezeigt, dass
Makroautophagie in Myoblasten sowohl ein konstitutiv aktiver Prozess ist als auch Uber die
Inhibition von mTOR positiv regulativ oder unter Zuhilfenahme von ATG12-spezifischer
siRNA negativ regulativ beeinflusst werden kann. Rapamycin konnte somit im Rahmen der

folgenden Experimente als Positivkontrolle verwendet werden.

4.3 Zytokin-vermittelte Regulation von Makroautophagie in Myoblasten

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass sich in Muskelbiopsien von Patienten mit
sIBM vermehrt LC3*-Autophagosomen fanden, welche mit einer Hochregulation von MHC-
Klasse-I- und -Klasse-lI-Molekllen sowie einer T-Zell-Infiltration assoziiert waren
(LUNEMANN et al. 2007). Ferner wurde bereits beschrieben, dass proinflammatorische
Zytokine, welche im entziindeten Muskel Gberexprimiert werden, regulativ auf
makroautophagische Prozesse und das Zellliiberleben in verschiedenen Saugetierzelltypen
wirken (DJAVAHERI-MERGNY et al. 2006, HARRIS et al. 2007). T-Zellen und myeloide
dendritische Zellen stellen die Hauptzellpopulation in inflammatorischen Infiltraten der
meisten immun-mediierten Skelettmuskelerkrankungen dar (GREENBERG et al. 2007).

Im Folgenden wurde analysiert, ob Myoblasten suszeptibel gegeniiber Zytokin-
vermittelter Regulation von Makroautophagie sind. Hierzu wurden Myoblasten der Zelllinie
CCL136 24 h mit Uberstanden, die aus der Kultur Phytohamagglutinin-aktivierter
polyklonaler T-Zellen gewonnen wurden, inkubiert. Desweiteren wurden Myoblasten mit
Uberstanden aus der Kultur Monozyten-abgeleiteter maturierter dendritischer Zellen (Abk.

DCs) inkubiert.

T-Zell-Uberstand Medium
Kontrolle + PHA + PHA

A
cQ- cQ+ CcQ- cQ+ cQ-
' 2 : %..? 18 kDa
. - - i 4116 kDa
BAKIN— e FUTN N
DC-Uberstand  DC-Uberstand  DC-Uberstand
B Kontrolle ohne Poly I:C + Poly I:C + Poly I:C

ca+ CQ- ca+ CQ- ca+ CQ- ca+ CQ-
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Abbildung 4.3-1 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): Analyse autophagosomaler Aktivitit in CCL136-
Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit Ubersténden aus aktivierten T-Zell-Kulturen bzw. aus Kulturen
Monozyten-abgeleiteter maturierter DCs in An- und Abwesenheit von CQ (50 pM, 10 h). CD3" T-Zellen und
CD14" DCs wurden zunachst mittels MACS-Technik aus Leukozytenkonzentraten (engl. buffy coats) isoliert. Die
T-Zellen wurden in der Anwesenheit von Polyhdmagglutinin (Abk. PHA, 1 pg/ml) fir 48 h kultiviert. Die DCs
wurden durch Inkubation mit dem Toll-like Rezeptor (Abk. TLR)3-Agonisten Poly I:C (25 ug/ml) maturiert. Poly I:C
ist eine doppelstrangige RNA, die aus Polyinosin- und Polycytidylsduren besteht, eine Interferon-induzierende
sowie immunopotenzierende Aktivitat besitzt und regelmafig fur die Maturierung von DCs verwendet wird. A: Die
24-stiindige Inkubation der Myoblasten mit T-Zell-Uberstanden fiihrte im Immunoblot zu keiner Hochregulation
der LC3-II-Expression gegentber den Kontrollen und somit zu keiner Modulation von Makroautophagie. B:
Hingegen kam es nach 24-stiindiger Inkubation der Myoblasten mit Uberstanden aus der Kultur maturierter
Monozyten-abgeleiteter DCs im Immunoblot zu einer Hochregulation der LC3-1I-Expression. Die Ubersténde, die
aus der Kultur nicht-maturierter DCs gewonnen wurden, fiihrten gegeniiber der Kontrolle ohne Behandlung zu

keiner Hochregulation der LC3-1I-Expression. Als Ladungskontrolle wurde der Nachweis von —Aktin verwendet.

4.3.1 Inflammatorische Molekiile in Uberstinden Monozyten-abgeleiteter DCs

In einem n&chsten Schritt wurden die Uberstande aus den Kulturen maturierter DCs sowie
aktivierter T-Zellen mittels Luminex-Technologie analysiert. Hierzu wurden Zellen aus
Leukozytenkonzentraten von vier gesunden Blutspendern verwendet. Es konnten insgesamt
zwanzig lésliche inflammatorische Molekdile in den Uberstanden beider Gruppen detektiert
werden (KELLER et al. 2011). Folgende Molekile wurden in héherer Konzentration in den

Uberstanden der DCs detektiert als in den T-Zell-Ubersténden:

Tabelle 4.3.1-1 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): Quantifizierung inflammatorischer Molekidile in

Uberstanden aus der Kultur Monozyten- abgeleiteter maturierter dendritischer Zellen

Molekiil Konzentration (pg/ml)
IP-10 5070,61

MCP-1 1011,99

IL-8 1270,07

IL-12 1003,69

IL-1B 31,55

IL-4 2762,56

GM-CSF 3063,66

TNF-a 828,06

4.3.2 TNF-a moduliert die LC3-Expression in Myoblasten

Alle in Tabelle 4.3.1-1 genannten Molekile sowie IFN-y (0,1 und 1 ng/ml) als klassisches,
von zytotoxischen T-Zellen produziertes proinflammatorisches Molekul wurden nun im
Folgenden sukzessive auf ihre Fahigkeit hin untersucht, Makroautophagie in Myoblasten zu

modulieren. Hierzu wurden Myoblasten jeweils mindestens dreimal mit den betreffenden
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Substanzen in der im Luminex-Assay detektierten Konzentration sowie einer Konzentration,
welche einen Logarithmus darlber lag, fur jeweils 24 h inkubiert. Danach wurde mittels LC3-
Immunoblot analysiert, ob die jeweilige Behandlung zu einer Modulation von
Makroautophagie in den Myoblasten fuhrte.

Unter allen zehn getesteten Molekdlen fuhrte nur die Inkubation von Myoblasten mit
dem Zytokin TNF-a zu einer konsistenten Modulation von Makroautophagie im Sinne einer

Hochregulation der Expression von LC3.

Kontrolle TNF-a
A 0,005 ng/ml 0,05 ng/ml 0,5 ng/ml
CQ+ CQ- CQ+ CQ- Cao+ cCcQ- ca+ ca-
LC3-I
LC3-II
B-Aktin—‘
Kontrolle TNF-a Rapamycin
B CQ+ CQ- CQ+ CQ- cCcQ+ cCaQ-
18 kDa
16 kDa
C Kontrolle IL-8 IL-12 IL-1B

CQ+ CcQ- cQ+ CcaQ- ca+ CQ- ca+ CcaQ-

LC3-I
LC3-I

18 kDa
16 kDa

p-Aktin —| M- w“ 42 kDa

Abbildung 4.3.2-1 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): Imnmunoblot-Detektion der LC3-ll-Expression in

Myoblasten nach 24-stiindiger Exposition gegeniiber inflammatorischer Molekiile in Konzentrationen

gemal vorheriger Luminex-Analyse. A: Unter allen getesteten Molekiilen fihrte nur TNF-a zu einer
konsistenten Hochregulation der LC3-II-Expression im Immunoblot. Die LC3-II-Expression wurde in An- und
Abwesenheit von CQ (50 pM, 10 h) untersucht. TNF-a. fihrte bereits in Konzentrationen von 50 pg/ml zu einer
sichtbaren Hochregulation der LC3-II-Expression gegeniliber der Kontrolle. B: TNF-a zeigt im direkten Vergleich
mit dem etablierten Makroautophagie-Induktor Rapamycin einen ahnlichen Effekt bezuglich der Hochregulation
der LC3-Il-Expression. C: Stellvertretend fir die verbliebenen neun inflammatorischen Molekdile, welche getestet
wurden, zeigen IL-8 (10 ng/ml), IL-12 (5 ng/ml) und IL-18 (1 ng/ml) keine Modulation der LC3-II-Expression im

Immunoblot. Als Ladungskontrolle wurde der Nachweis von B-Aktin verwendet.
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In einem nachsten Schritt wurden Zellen der CCL136-Zelllinie, welche vorher mit
einem stabilen GFP-LC3-Fusionskonstrukt transfiziert worden waren, mit TNF-o inkubiert,
um eine Modulation des GFP-LC3-Signals in der Konfokalmikroskopie zu detektieren. Auch
hier konnte eine Zunahme der LC3-Expression nach Exposition der Myoblasten gegenliber
TNF-a beobachtet werden, die vergleichbar war mit einer Hochregulation der LC3-
Expression infolge einer Inkubation mit Rapamycin. Um zu untersuchen, ob es auch in
primaren humanen Myoblasten zu einer TNF-a-mediierten Hochregulation der LC3-
Expression kommt, wurden diese Zellen im Folgenden in An- und Abwesenheit von
Chloroquin tber 24 h mit TNF-a inkubiert und danach mit dem in Punkt 4.1 bereits
beschriebenen, fur LC3-spezifischen monoklonalen Maus Anti-human Antikérper, gefarbt.
Auch hier kam es unter der Exposition der primaren Myoblasten gegenliber TNF-a. zu einer

deutlichen Zunahme der LC3"-Vesikel.

A

Kontrolle TNF-a Rapamycin

4%
¢

GFP-LC3* CCL136

Kontrolle TNF-a Rapamycin Kontrolle TNF-a

GFP-LC3* CCL136 Primare humane Myoblasten

CQ+

B Cc
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Abbildung 4.3.2-2 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): Analyse der LC3-Expression nach Inkubation mit
TNF-a in An- und Abwesenheit von CQ mittels Konfokalmikroskopie. Die 24- (A) sowie 48- (B)stiindige
Exposition von Myoblasten gegeniiber TNF-a. (5 ng/ml) fiihrte zu einer sichtbaren Zunahme GFP-LC3"-Vesikel
sowohl in An- als auch in Abwesenheit des lysosomalen Azidifikationsinhibitors CQ (50 uM, 10 h). Die Zunahme
der GFP-LC3"-Vesikel war vergleichbar mit der Positivkontrolle RAP (1 ug/ml). C: Auch die 24-stiindige
Exposition von primaren humanen Myoblasten gegeniiber TNF-a (5 ng/ml) fihrte sowohl in An- als auch in
Abwesenheit des lysosomalen Azidifikationsinhibitors CQ (50 uM, 10 h) zu einer sichtbaren Zunahme der LC3"-
Vesikel. Die Zellkerne wurden mittels DAPI-Farbung sichtbar gemacht. Die Aufnahmen wurden mittels

Konfokalmikroskopie angefertigt.

Um zu evaluieren, ob die TNF-a-mediierte Hochregulation der LC3-Expression ein
ubiquitar zu beobachtender Effekt oder auf Myoblasten beschrankt ist, wurde in einem
nachsten Schritt die Induktion von Makroautophagie durch TNF-a in der humanen
Keratinozyten-Zelllinie HaCat sowie der Mammakarzinom-Zelllinie MDAMC untersucht.
Wahrend auch die MDAMC-Zelllinie suszeptibel gegenliber einer Hochregulation von LC3
durch Exposition zu TNF-a war, blieb in der HaCat-Zelllinie dieser Effekt aus. Obwohl somit
die Induktion von Makroautophagie durch TNF-a nicht spezifisch fur Myoblasten ist, so

scheint sie doch nicht ubiquitar vorhanden zu sein.
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Abbildung 4.3.2-3 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): TNF-a-mediierte Induktion von Makroautophagie
im Immunoblot ist kein ubiquitdr zu beobachtender Effekt. A: Die 24-stlindige Exposition der MDAMC-
Zelllinie gegenliber TNF-a in den gleichen Konzentrationen, die bei der CCL136-Zelllinie eingesetzt wurden
(0,005/0,05/0,5 ng/ml), fihrte im Immunoblot zu einer vergleichbaren konzentrationsabhangigen Zunahme der
LC3-II-Expression und somit zu einer Induktion von Makroautophagie. B: Die gleichen Konzentrationen von TNF-
a filhrten hingegen bei Exposition der HaCat-Zelllinie zu keiner veranderten LC3-Expression. Die CQ*-Proben

wurden 10 h mit 50 uM CQ inkubiert. Als Ladungskontrolle wurde der Nachweis von B-Aktin verwendet.

Mit den in Punkt 4.3.1 und Punkt 4.3.2 durchgeflihrten Experimenten konnte gezeigt werden,
dass Myoblasten der Zelllinie CCL136 Makroautophagie nicht nur auf basaler Ebene nutzen,
sondern daruber hinaus auch suszeptibel gegenuber Zytokin-vermittelter Induktion von
Makroautophagie sind. Unter den getesteten proinflammatorischen Substanzen fihrte nur

TNF-a zu einer reproduzierbaren Induktion autophagischer Aktivitat in Myoblasten.

4.4 Makroautophagie moduliert nicht die Suszeptibilitdat von Myoblasten gegeniiber
TNF-a-induziertem Zelltod

Da in der Vergangenheit gezeigt werden konnte, dass Makroautophagie eine protektive
Funktion gegentber Apoptose einnehmen kann (WANG et al. 2008), sollte in einem
nachsten Schritt analysiert werden, ob Myoblasten der CCL136-Zelllinie suszeptibel
gegenuber TNF-a-Rezeptor-vermitteltem Zelltod sind. TNF-Rezeptor (Abk. TNF-R) 1 und
TNF-R2 werden beide an der Oberflache von humanen Myoblasten (DE BLEECKER et al.
1999) exprimiert. TNF-R1 bildet einen Signallbertragungs-Komplex, welcher sowohl den
pro-apoptotischen Signallibertragungsweg Uber Caspase-8 als auch die anti-apoptotischen
Signalkaskaden Uber NF-«B und c-jun N-terminale Kinasen (Abk. JNK) aktiviert. Das
Gleichgewicht zwischen Zelltod und Zelliberleben wird auf Ebene der Signalstarke,
Regulation der Rezeptorexpression und Induktion anti-apoptotischer Gene moduliert. In den
meisten Zelltypen fihrt der Signallibertragungsweg iber TNF-R1 nur zum Zelltod, wenn der
Uberlebenssignalweg in diesen Zellen beispielsweise durch Inhibition der Proteinsynthese
blockiert ist (GUPTA 2002).

Im Folgenden wurden Myoblasten der CCL136-Zelllinie mit aufsteigenden
Konzentrationen von TNF-a in An- und Abwesenheit von Proteinsynthese-Inhibitor
Cycloheximid (Abk. CHX) inkubiert. Die Rate an apoptotischem Zelltod wurde nach 24 h
durch die Quantifizierung der TO-PRO®-3-Permeabilitit und der spezifischen DNA-
Fragmentation in hypodiploiden Zellen in der Durchflusszytometrie gemessen (RICCARDI
und NICOLETTI 2006). Myoblasten zeigten keinerlei Suszeptibilitdt gegentiber TNF-a-
induziertem apoptotischen Zelltod in Abwesenheit von Cycloheximid. Jedoch konnte in

Anwesenheit von Cycloheximid und TNF-a eine dosisabhangige Induktion von
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apoptotischem Zelltod beobachtet werden. Die alleinige Inkubation von Myoblasten mit

Cycloheximid fuhrte zu keiner Induktion von Zelltod.

Kontrolle Cycloheximid TNF-a TNF-a +
Cycloheximid
50 ng/ml 100 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml
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Abbildung 4.4-1 (modifiziert nach KELLER et al. 2011):
Myoblasten liber die Detektion der DNA-Fragmentation mittels Durchflusszytometrie. CCL136-Zellen

Analyse der apoptotischen Zelltodrate in

wurden mit TO-PRO®-3-lodid, einer DNA-interkalierenden Substanz, gefarbt, um hypodiploide DNA-Scheitelwerte

in der Durchflusszytometrie zu quantifizieren. Myoblasten, die 24 h mit CHX (1pg/ml) bzw. TNF-a alleine inkubiert

wurden, zeigen keine erhohte DNA-Fragmentation im Vergleich zu der Kontrolle. Wurden die Myoblasten 24 h mit

TNF-a in Anwesenheit von Proteinsynthese-Inhibitor CHX inkubiert, konnte eine signifikante Erhdhung der DNA-

Fragmentation detektiert werden (p < 0,0001).

Ob eine Modulation von Makroautophagie in Myoblasten zu einer Veranderung der

Suszeptibilitat gegenuber TNF-a-vermitteltem Zelltod fihrt, war Gegenstand des folgenden

Experiments. Hierzu wurde die DNA-Fragmentation unter knock down via ATG12-

spezifischer siRNA bzw. Hochregulation von Makroautophagie durch Rapamycin-mediierte
mTOR-Inhibition in Myoblasten mittels Durchflusszytometrie detektiert. Weder ATG12-
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spezifischer knock down noch die Inkubation mit Rapamycin zeigten einen Effekt auf die

Suszeptibilitat der Myoblasten gegentiber TNF-a-induzierter Apoptose.

Kontroll siRNA ATG12-siRNA

Kontrolle  RAP CHX RAP + CHX Kontrolle RAP CHX RAP + CHX

Kontrolle Kontrolle

3.8, _3.02, _3.46 383, 263, 3.9, 472, 383,
TNF-a TNF-a
S5ng/ml | 55 323, AT, 145, Sng/ml | 5o _5.53, 74, 188,

TNF-a
50 ng / ml
_3.94 6.26 20.2 18.7 4.58 7.28 175 23.3

L, 826, f - ~18.7_, [ el ] —

TNF-a
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Abbildung 4.4-2 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): Modulation von Makroautophagie verandert nicht
die Suszeptibilitidt gegeniiber TNF-a-induzierter Apoptose in humanen Myoblasten der CCL136-Zelllinie.
Weder die Inhibition von Makroautophagie durch ATG12-spezifische RNA-Interferenz, noch die Hochregulation
von Makroautophagie unter Zuhilfenahme von RAP (1 ug/ml) flihrten zu einer Veranderung der spezifischen

DNA-Fragmentation.

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass Inhibition von Makroautophagie in
Abhangigkeit des Zelltyps pro- oder anti-apoptotische Wirkung zeigen kann. Diese Effekte
stehen in Abhangigkeit zu der Art des Stimulus und den darauffolgenden kompensatorischen
Veranderungen innerhalb der Zelle und legen ein komplexes Zusammenspiel zwischen
Makroautophagie und Zelltodsignalwegen nahe (WANG et al. 2008). In den in Punkt 4.4
durchgefiihrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass, obwohl Makroautophagie in
Skelettmuskelzellen durch TNF-a induziert werden kann, diese Zellen resistent gegenliber
TNF-R vermitteltem Zelltod sind und Makroautophagie die Empfindlichkeit gegentuber TNF-
R-vermittelter Apoptose nicht beeinflusst.

4.5 TNF-a reguliert die MHC-Expression in Myoblasten nach Inkubation mit IFN-y

In der Vergangenheit konnte nachgewiesen werden, dass LC3*-Autophagosomen haufig mit
Beladungskompartimenten der MHC-Klasse-II-Molekiile (Abk. MIICs) fusionieren (DORFEL
et al. 2005, NIMMERJAHN et al. 2003, PALUDAN et al. 2005). In professionellen
antigenprasentierenden Zellen, wie beispielsweise DCs und B-Zellen, konnte eine
Kolokalisation von LC3 und MHC-Klasse-II-Molekulen von bis zu 50 % nachgewiesen
werden (SCHMID et al. 2007). Dies legt nahe, dass via Makroautophagie autophagosomaler
Inhalt zu MIICs transportiert wird.
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Obwohl einerseits MHC-Klasse-I-Antigene wie das Humane Leukozyten Antigen
(HLA) -A, HLA-B und HLA-C von in Kultur gehaltenen humanen Myoblasten konstitutiv
exprimiert werden, zeigen diese Zellen andererseits keine Expression des MHC-Klasse-lI-
Antigens HLA-DR. Durch das proinflammatorische Zytokin IFN-y kann allerdings die
Expression von MHC-Klasse-lI-Antigenen induziert sowie die Expression von MHC-Klasse-I-
Antigenen erhdht werden (HOHLFELD und ENGEL 1994, WIENDL et al. 2005). In aktivierter
Form sind humane Muskelzellen mit den flr die MHC-Klasse-II-Antigen-Prozessierung
wesentlichen Bestandteilen ausgestattet und in der Lage, sowohl exogene als auch
endogene Antigene gegeniiber CD4"-T-Zellen zu prasentieren (GOEBELS et al. 1992,
MICHAELIS et al. 1993). Um zu untersuchen, in welcher Weise TNF-a an der Regulation der
MHC-Klasse-I- bzw. -lI-Antigene beteiligt ist, wurden primare humane Muskelzellen
gegenuber TNF-a, IFN-y sowie einer Kombination dieser beiden proinflammatorischen
Zytokine Uber 48 h exponiert. Im Anschluss an diese Behandlung wurden die MHC-Klasse-I-
und -lI-Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. In den unbehandelten
Myoblasten konnten keine MHC-Klasse-Il-Antigene (HLA-DR) detektiert werden,
wohingegen MHC-Klasse-I-Antigene (HLA-A, -B und -C) in geringer Konzentration
nachgewiesen werden konnten. Um herauszufinden, ob es zu einer Modulation der MHC-
Klasse-I- und -llI-Expression durch Exposition gegentber TNF-a kommt, wurden die
Myoblasten im Folgenden mit diesem proinflammatorischen Zytokin inkubiert. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass es unter Anwesenheit von TNF-a zwar zu einer Zunahme der MHC-
Klasse-I-Antigene, nicht aber der MHC-Klasse-II-Antigene kommt. Die Behandlung mit IFN-y
hingegen fuhrte sowohl zu einer Induktion der MHC-Klasse-I-Antigene als auch der MHC-
Klasse-lI-Antigene. Obwonhl die alleinige Exposition der Myoblasten gegentiber TNF-a zu
keiner erhéhten HLA-DR-Expression flihrte, konnten nach Kombinationsbehandlung mit IFN-
y erhdhte MHC-Klasse-II-Oberflachenmarker detektiert werden. Dieser synergistische Effekt
konnte auch bei dem Nachweis der MHC-Klasse-I-Oberflachenmarker beobachtet werden.
Um untersuchen zu kdnnen, ob es sich bei den beschriebenen Ergebnissen um Zelltyp-
spezifische Phanomene oder um ubiquitar nachweisbare Auswirkungen handelt, wurden
Zellen der humanen Keratinozyten-Zelllinie HaCat der gleichen Behandlung unterzogen.
Hierbei konnte kein synergistischer Effekt im Rahmen der Kombinationsbehandlung mit TNF-
o und IFN-y bei der Detektion von MHC-Klasse-II-Molekiilen nachgewiesen werden. Zuvor
konnte bereits gezeigt werden, dass Zellen der HaCat-Zelllinie nicht suszeptibel gegenliber

TNF-a-mediierter Hochregulation von Makroautophagie sind (siehe Abbildung 4.3.2-3).
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Abbildung 4.5-1 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): Durchflusszytometrische Bestimmung von MHC-

Klasse-l-Oberflachenmarkern. Myoblasten und Zellen der humanen Keratinozytenzelllinie HaCat exprimieren

konstitutiv MHC-Klasse-I-Antigene auf ihrer Oberflache. Die Exposition beider Zelltypen gegentiber TNF-a. (50

ng/ml) bzw. IFN-y (100 ng/ml) sowie einer Kombinationsbehandlung beider Zytokine tber 48 h fuhrte zu einer

Hochregulation der MHC-Klasse-I-Antigene (HLA-A, -B und -C). Die Isotypenkontrolle der

durchflusszytometrischen Untersuchung wurde in grau wiedergegeben. Die Zahlen der individuellen Histogramme

geben die mittlere Fluoreszenzintensitat im Vergleich mit der Isotypenkontrolle wieder (AMFI). Die Analyse der

MHC-Klasse-I-Expression wurde mit Hilfe des gepaarten t-Tests durchgefiihrt (*p = 0,04; *p = 0,02).
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Abbildung 4.5-2 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): Durchflusszytometrische Bestimmung von MHC-

Klasse-ll-Oberflaichenmarkern. Myoblasten und Zellen der humanen Keratinozyten-Zelllinie HaCat zeigen keine

konstitutive Expression von MHC-Klasse-II-Antigenen (HLA-DR) auf ihrer Oberflache. Die Exposition beider

Zelltypen gegeniber IFN-y (100 ng/ml) flhrte zu einer Hochregulation der MHC-Klasse-II-Antigene. Durch

alleinige Inkubation mit TNF-a (50 ng/ml) konnte in keinem der beiden Zelltypen eine Hochregulation der HLA-

DR-Molekile beobachtet werden. Allerdings flhrte die Kombinationsbehandlung von IFN-y und TNF-a zu einer

erhéhten HLA-DR-Detektion in Myoblasten. Dieser Effekt konnte in Zellen der HaCat-Zelllinie nicht beobachtet

werden. Beide Zelltypen wurden jeweils Uber 48 h mit den entsprechenden Zytokinen inkubiert. Die

Isotypenkontrolle der durchflusszytometrischen Untersuchung wurde in grau wiedergegeben. Die Zahlen der

individuellen Histogramme geben die mittlere Fluoreszenzintensitat im Vergleich mit der Isotypenkontrolle wieder.

(AMFI). Die Analyse der MHC-Klasse-II-Expression wurde mit Hilfe des gepaarten t-Tests durchgefiihrt ("p =

0,002).
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In einem nachsten Schritt wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der
Induktion von Makroautophagie durch TNF-a und der Hochregulation der MHC-Klasse-II-
Oberflachenmarker in mit IFN-y-behandelten Myoblasten besteht. Hierzu wurden zunachst
Myoblasten mit Konzentrationen von TNF-a inkubiert, welche in bereits beschriebenen
Experimenten zu einer suffizienten Hochregulation von Makroautophagie gefiihrt hatten
(siehe Abbildung 4.3.2-1). Um untersuchen zu koénnen, ob die Inkubation von Myoblasten mit
TNF-a zu einer erhdhten Neusynthese von HLA-DR-Molekilen flihrt oder es zu einer
Translokation bereits intrazellular bestehender HLA-DR-Molekule kommt, wurde die HLA-
DR-Expression von permeabilisierten und nicht-permeabilisierten Myoblasten mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Wie in Abbildung 4.5-3 ersichtlich wird, ist der
synergistische Effekt der Kombinationsbehandlung mit IFN-y und TNF-a. im Hinblick auf die

HLA-DR-Expression nur in den nicht-permeabilisierten Myoblasten nachweisbar.
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Abbildung 4.5-3 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): Durchflusszytometrische Untersuchung des
synergistischen Effekts von TNF-a und IFN-y auf die MHC-Klasse-lI-Regulation. Die Bestimmung der
Expression von HLA-DR erfolgte nach Inkubation der Myoblasten tiber 48 h mit den entsprechenden Zytokinen
TNF-a (50 ng/ml) und IFN-y (100 ng/ml). Die zuséatzliche Inkubation der mit IFN-y behandelten Myoblasten mit
TNF-a fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der HLA-DR-Expression gegenuber den ausschlief3lich mit IFN-y
inkubierten Myoblasten. Dieser synergistische Effekt der Kombinationsbehandlung mit TNF-o. und IFN-y im
Hinblick auf die Hochregulation von HLA-DR war nur in den nicht-permeabilisierten Myoblasten nachweisbar
(linkes Diagramm, “p = 0,03). Um die Zellmembranen der Myoblasten zu permeabilisieren, wurden die Zellen in
0,5 %iger Saponinldésung bei Raumtemperatur flr zehn Minuten inkubiert. Bei den Myoblasten mit
permeabilisierter Zellmembran konnte kein signifikanter Unterschied der Expression von HLA-DR zwischen der
alleinigen Behandlung mit IFN-y und der Kombinationsbehandlung mit TNF-a festgestellt werden (rechtes

Diagramm).
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Die Ergebnisse, die in Abbildung 4.5-3 dargestellt werden, legen nahe, dass TNF-a
im Gegensatz zu IFN-y nicht die Neusynthese von HLA-DR-Molekiilen induziert, sondern
vielmehr zu einer Umverteilung bereits intrazellular bestehender HLA-DR-Moleklile an die
Zelloberflache fuhrt. Daraufhin wurde der Zusammenhang zwischen der TNF-a-vermittelten
Translokation von HLA-DR-Molekllen und Makroautophagie genauer untersucht. In der
Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass 3-MA als spezifischer Inhibitor von
Makroautophagie fungiert (SEGLEN und GORDON 1982). Die im Folgenden erneut
durchgefuhrte Inkubation von Myoblasten mit TNF-a, IFN-y und einer Kombination dieser
beiden Zytokine in An- und Abwesenheit des spezifischen Makroautophagie-Inhibitors 3-MA
zeigte, dass es unter pharmakologischer Inhibition von Makroautophagie zu einem Verlust
des synergistischen Effekts der Kombinationsbehandlung von TNF-a. und IFN-y im Hinblick

auf die Expression von HLA-DR kommt.
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Abbildung 4.5-4 (modifiziert nach KELLER et al. 2011): Durchflusszytometrische Untersuchung des
synergistischen Effekts von TNF-a und IFN-y auf die MHC-Klasse-lI-Regulation in An- und Abwesenheit
des spezifischen Makroautophagie-Inhibitors 3-MA. Die Bestimmung der Expression von HLA-DR erfolgte
nach Inkubation der Myoblasten uber 48 h mit den entsprechenden Zytokinen TNF-a (50 ng/ml) und IFN-y (100
ng/ml). Die zuséatzliche Inkubation der mit IFN-y behandelten Myoblasten mit TNF-a. fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg der HLA-DR-Expression gegeniiber den ausschlieflich mit IFN-y inkubierten Myoblasten (p = 0,04).
Dieser synergistische Effekt der Kombinationsbehandlung mit TNF-a. und IFN-y im Hinblick auf die
Hochregulation von HLA-DR war in Anwesenheit des spezifischen Makroautophaghie-Inhibitors 3-MA (10 mM)

reversibel.

Die unter Punkt 4.5 beschriebenen Experimente zeigen, dass TNF-o, in Anwesenheit

von IFN-y sowohl die Expression von MHC-Klasse-I- als auch von -Klasse-lI-Molekdilen in
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Myoblasten reguliert. Die Ergebnisse verdeutlichen weiterhin, dass der synergistische Effekt
von TNF-a und IFN-y auf die Oberflachenexpression von MHC-Klasse-II-Molektlen unter
Inhibition von Makroautophagie reversibel ist und legen somit einen funktionellen
Zusammenhang zwischen TNF-a-mediierter Hochregulation von Makroautophagie und

MHC-Klasse-ll-Expression nahe.

4.6 Modulation der Degradation von APP und pS-Amyloid durch TNF-a-mediierte
Induktion von Makroautophagie

Um zu untersuchen, ob es unter TNF-a-mediierter Induktion von Makroautophagie zu einer
Modulation der Prozessierung von APP kommt, wurden Myoblasten der Zelllinie CCL136 mit
TNF-a sowie dem Makroautophagie-Induktor Rapamycin inkubiert. Hierzu wurden
Konzentrationen eingesetzt, von denen bereits gezeigt wurde, dass sie Makroautophagie in
den Myoblasten suffizient induzieren konnten (siehe Abbildung 4.3.2-1). Die Detektion im
Rahmen eines Immunoblots erfolgte mit dem monoklonalen 6E10-Antikérper, der gegen ein

Epitop in der Aminosauresequenz 1-17 der 3-Amyloidsequenz innerhalb des APP gerichtet

ist.
A Kontrolle TNF-o. Rapamycin
CcQ+ cQ- cQ+ CQ- cQ+ CcQ-
120 kDa
TNF-a
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Abbildung 4.6-1: Erhéhte Akkumulation von APP durch Inkubation von Myoblasten mit TNF-a und

Rapamycin im Immunoblot. A: Die 48-stiindige Exposition von Myoblasten der Zelllinie CCL136 gegeniber
TNF-a (10 ng/ml) bzw. RAP (1 ug/ml) flihrte zu einer sichtbaren Zunahme von APP sowohl in An- als auch in
Abwesenheit von CQ (50 uM, 10 h). Als Ladungskontrolle wurde der Nachweis von B-Aktin verwendet. B: Die 48-
stlindige Exposition von Myoblasten der Zelllinie CCL136 gegeniiber TNF-a (5 ng/ml bzw. 10 ng/ml) zeigte einen

konzentrationsabhangigen Effekt hinsichtlich der vermehrten Akkumulation von APP im Immunoblot. Wenngleich
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es bei einer TNF-a-Konzentration von 5 ng/ml noch kaum zu einer erkennbaren Akkumulation von APP kam, so
fuhrte eine TNF-a-Konzentration von 10 ng/ml bereits zu einer deutlichen Verstarkung des Signals im

Immunoblot. Als Ladungskontrolle wurde der Nachweis von f—Aktin verwendet.

Um zu untersuchen, ob die Exposition der Myoblasten zu TNF-a auch zu vermehrter
Akkumulation des 4 kDa grofRen APP-Spaltprodukts B-Amyloid fihrt, wurden die Zellen nach
48-stundiger Exposition gegenuber TNF-o und unter Verwendung des monoklonalen 6E10-
Antikérpers im Immunoblot hinsichtlich einer Erhdhung von APP-Spaltprodukten untersucht.
Auf Héhe der 7 kDa-Bande konnte eine deutliche Signalerhéhung detektiert werden. Da der
6E10-Antikorper gegen ein Epitop in der Aminosauresequenz 1-17 der B-Amyloidsequenz
innerhalb des APP gerichtet ist, kann es sich bei der Signalerhdhung um Akkumulationen
von APP-Spaltprodukten wie beispielsweise B-CTF (C99) und Dimere des B-Amyloids
handeln.

Kontrolle TNF-a

B-Amyloid
7 kDa

B-Actin

Abbildung 4.6-2: Erhohte Akkumulation von APP-Spaltprodukten durch Inkubation von Myoblasten mit
TNF-a im Immunoblot. Die 48-stiindige Exposition von Myoblasten der Zelllinie CCL136 gegentber TNF-a. (10
ng/ml) flhrte zu einer sichtbaren Zunahme von APP-Spaltprodukten. Als Ladungskontrolle wurde der Nachweis

von B-Aktin verwendet.

Um die TNF-a-mediierte Akkumulation von Amyloid-Aggregaten weiter zu verifizieren,
wurde eine immunfluoreszente Farbung mit ThioflavinS durchgefihrt.
Die ThioflavinS-Farbung dient dem Nachweis von B-Amyloid-Aggregaten, indem es
spezifisch B-Faltblattstrukturen bzw. Aggregate aus B-Faltblattanordnungen fluoreszent
anfarbt (BUSSIERE et al. 2004).
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Kontrolle TNF-a

ThioflavinS

Abbildung 4.6-3: Inmunfluoreszenter Nachweis von B-Amyloid-Aggregaten mittels ThioflavinS-Farbung in
Myoblasten nach Inkubation mit TNF-a. Die 48-stiindige Behandlung von Myoblasten der Zelllinie CCL136 mit
TNF-a (10 ng/ml) fUhrte im Vergleich zur Kontrolle zu einer Zunahme des ThioflavinS-Signals in der

Immunfluoreszenz. Die Aufnahmen wurden mit einem 20x Objektiv angefertigt.

Da bereits nachgewiesen werden konnte, dass die Inkubation von Myoblasten mit
TNF-a einerseits zu einer Hochregulation von Makroautophagie fiihrt und andererseits die
Akkumulation von APP bzw. dessen Spaltprodukten wie beispielsweise Dimeren des -
Amyloid unterhalt, sollte in der folgenden Versuchsanordnung analysiert werden, ob die
TNF-a-vermittelte Akkumulation von -Amyloid-Aggregaten in Myoblasten durch Inhibition
von Makroautophagie mittels ATG12-spezifischer siRNA sowie des pharmakologischen
Makroautophagie-Inhibitors 3-MA moduliert werden kann. Hierbei zeigte sich, dass sowohl
durch spezifische RNA-Interferenz als auch unter Anwendung von 3-MA das ThioflavinS-
Signal in der Immunfluoreszenz reduziert werden konnte und somit die Verminderung
makroautophagischer Aktivitat in Myoblasten zu einer geringeren Akkumulation von f3-

Amyloid-Aggregaten fihrte.

A
Kontrolle Kontroll-siRNA ATG12-siRNA

ohne TNF-a

TNF-a
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Abbildung 4.6-4: Nachweis von p—Amyloid-Aggregaten mittels ThioflavinS-Farbung in Myoblasten nach
Inkubation mit TNF-a unter Inhibition von Makroautophagie mittels ATG12-spezifischer siRNA sowie des
pharmakologischen Inhibitors 3-MA. A: Myoblasten der Zelllinie CCL136 wurden 48 h gegenliber TNF-a
exponiert. Die in der Folge erhdhte B-Amyloid-Aggregation zeigte sich in einer Verstarkung des ThioflavinS-
Signals in der Immunfluoreszenz und konnte unter Inhibition von Makroautophagie mittels RNA-Interferenz nicht
beobachtet werden. Die Aufnahmen wurden mit einem 20x Objektiv angefertigt. Auch die quantitative Grauwert-
Analyse der ThioflavinS-Farbungen zeigt, dass es unter Inhibition von Makroautophagie mittels siRNA (B) sowie
3-MA (C) zu einer deutlichen Reduktion der Amyloid-Aggregate in den Myoblasten kommt. Die Myoblasten
wurden 48 h gegentber TNF-o (10 ng/ml) und 3-MA (10 mM) inkubiert (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).
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5. Diskussion

5.1 Einleitung

Das charakteristische Merkmal der Pathologie der sIBM ist das simultane Vorliegen
inflammatorischer und degenerativer Vorgange im Skelettmuskel der Erkrankten (DALAKAS
2006). Typischerweise lassen sich im sIBM-Muskel neben multifokalen lymphozytaren
Infiltraten (MUNTZING et al. 2003) und einer Hochregulation von MHC-Klasse-I-Molekilen
(WIENDL et al. 2005) auch eine Uberexpression verschiedener proinflammatorischer
Zytokine identifizieren (SCHMIDT et al. 2008). Zu den degenerativen Veranderungen
innerhalb des Muskels zahlen das Auftreten lysosomaler Vakuolen, Uberexpression von APP
sowie intrazellulare Einschlusskdérper mit Akkumulation von Degenerationsmarkern wie [3-
Amyloid (MENDELL et al. 1991).

Makroautophagie ist vor allem unter Nahrstoffdepletion neben dem Ubiquitin-
Proteasomen-System (Abk. UPS) der wichtigste Degradationsmechanismus innerhalb der
eukaryotischen Zelle und konnte mit der Entstehung verschiedener neurodegenerativer
Erkrankungen in Verbindung gebracht werden (NIXON 2006, VENTRUTI und CUERVO
2007).

Das Ziel dieser Arbeit war es, eine mogliche Rolle der Makroautophagie als
Bindeglied zwischen Zytokin-vermitteltem Zellstress, MHC-Expression und Akkumulation von

B-Amyloid in Skelettmuskelzellen zu untersuchen.

5.2 Makroautophagie als konstitutiv aktiver Prozess in humanen Skelettmuskelzellen
Nachdem ursprunglich vermutet wurde, dass Makroautophagie lediglich einen nicht-
selektiven Degradationsmechanismus vor dem Hintergrund eines zellularen
Nahrstoffmangels darstellt, gelang in der Vergangenheit der Nachweis, dass der Prozess in
zahlreichen Zelltypen selbst auf einem basalen Niveau exekutiert wird und eine wichtige
Rolle bei der Eliminierung unerwiinschter Proteine in der Zelle spielt (MIZUSHIMA et al.
2004, UCHIYAMA et al. 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zunachst mittels Analyse des
Autophagosomenmarkers LC3 nachgewiesen werden, dass es sich bei Makroautophagie um
einen in humanen Skelettmuskelzellen konstitutiv ablaufenden Prozess handelt, welcher
selbst unter ausreichendem Nahrstoffangebot in der Zelle aktiv ist. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass sich in der Rhabdomyosarkom-Zelllinie CCL136 Makroautophagie tber
Rapamycin-vermittelte Inhibition von mTOR hochregulieren lasst und der Einsatz einer
ATG12-spezifischen siRNA zu verminderter makroautophagischer Aktivitat fihrt. Anhand
dieser Daten lasst sich zeigen, dass Makroautophagie in Skelettmuskelzellen nicht nur als

ultima ratio im Angesicht eines akuten Nahrstoffmangels hochreguliert wird, sondern
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vielmehr auf einem basalen Niveau in diesem Zelltyp ablauft. Dies Iasst sich mit der
Erkenntnis in Einklang bringen, dass eine basale Aktivitat der Autophagie in
Skelettmuskelzellen zur Aufrechterhaltung der Muskelmasse notwendig ist und ihre Inhibition
zu Myatrophie und mitochondrialen Schaden fihren kann (MASIERO et al. 2009).

5.3 Zytokin-vermittelte Regulation von Makroautophagie in Sklettmuskelzellen
Infiltrate zytotoxischer T-Zellen in Muskelfasern der sIBM stellen ein wichtiges
morphologisches Kriterium der Erkrankung dar (DALAKAS 2006). In der sIBM kommt es zu
einer Uberexpression verschiedener proinflammatorischer Molekiile, welche nicht nur von
den beteiligten Immunzellen sezerniert werden, sondern auch von den Muskelfasern selbst
(SCHMIDT et al. 2008). Zusatzlich konnten auch myeloide DCs vor allem in Arealen nicht-
nekrotischer Muskelfasern im sIBM-Muskel identifiziert werden (GREENBERG et al. 2007).
Zentraler Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Frage, ob Zytokine bzw. Chemokine, welche
von den an der sIBM beteiligten Immunzellen bzw. Muskelzellen sezerniert werden, an der
Regulation von Makroautophagie beteiligt sind. Hierzu wurden Muskelzellen gegentber
Uberstanden aus aktivierten T-Zell- sowie myeloiden DC-Kulturen exponiert, um sie auf ihre
Fahigkeit zu untersuchen, Makroautophagie in Muskelzellen zu modulieren. Unter allen
untersuchten inflammatorischen Molekilen zeigte nur TNF-a einen
konzentrationsabhangigen, konsistenten Effekt hinsichtlich einer Induktion von
Makroautophagie. TNF-a wird vor allem von Makrophagen produziert und Iasst sich auch im
Endo- und Perimysium von Muskelfasern der sIBM sowie anderer inflammatorischer
Myopathien nachweisen (DE BLEECKER et al. 1999, LUNDBERG et al. 1995, SCHMIDT et
al. 2008). Dieses proinflammatorische Zytokin unterhalt normalerweise ein
Entziindungsgeschehen durch Erhéhung der vaskuldren Permeabilitat und endothelialer
Zelladhasion sowie Uber die Aktivierung Antigen-prasentierender Zellen wie DCs und
Makrophagen. In Ewing-Sarkom-Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass es unter
fehlender NFxB-Aktivierung durch die Exposition gegentber TNF-a zu einer Induktion von
Makroautophagie kommt (DJAVAHERI-MERGNY et al. 2006). Verschiedene Interferone und
die Stimulation von Mitgliedern der TNF/TNFR-Superfamilie wie beispielsweise CD40-CD40-
Ligand konnten bereits als Regulatoren von Makroautophagie identifiziert werden. Hierbei
kommt der Makroautophagie vor allem wahrend der Wirtszellantwort gegentber
intrazellularen Pathogenen eine tragende Rolle zu (ANDRADE et al. 2006, MILLS et al.
2004). So evadiert beispielsweise das Herpes-Simplex-Virus (Abk. HSV)-1 einer suffizienten
Wirtszellantwort durch Inhibition von Makroautophagie tber Bindung von Beclin-1
(ORVEDAHL et al. 2007). Der IFN-induzierbaren elF2alpha-Kinase kommt méglicherweise
eine Bedeutung bei der Regulation von Makroautophagie im Rahmen einer HSV-I-Infektion

zu (TALLOCZY et al. 2002). Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch IFN-y ist
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von entscheidender Bedeutung flr die Wirtsabwehr von Pathogenen. IFN-y induziert
normalerweise eine Reihe von Mediatoren, welche es potenziellen Pathogenen erschweren,
in der Wirtszelle zu Uberleben. Darlber hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass IFN-y in
Mausen die Degradation von Mycobacterium tuberculosis und Rickettsia conorii Gber
Induktion von Makroautophagie erhéhen kann und die Entfernung mykobakteriellen Materials
aus der Zelle heraus Uber immunitatsbezogene GTPasen vorantreibt (GUTIERREZ et al.
2004, SINGH et al. 2006, TAYLOR et al. 2004). Im Rahmen dieser Arbeit konnte kein IFN-y-
vermittelter Effekt hinsichtlich einer Regulation von Makroautophagie nachgewiesen werden.
Mdoglicherweise unterliegt die Regulation von Makroautophagie durch proinflammatorische
Zytokine gewebespezifischen Unterschieden. Dariber hinaus kénnte Maus-Gewebe
grundsatzlich suszeptibler gegeniber IFN-y-vermittelter Regulation von Makroautophagie
sein, da in Mausen die immunitatsbezogene GTPase im Gegensatz zu der im Menschen
IFN-y-induzierbar ist (BEKPEN et al. 2005).

5.4 Makroautophagie und TNF-a-vermittelter Zelltod

Zwischen Makroautophagie und Zelltod-Stoffwechselwegen bestehen komplexe
Interaktionen. Je nach Art des Zelltod-Stimulus und damit einhergehenden
kompensatorischen Prozessen innerhalb der Zelle kann Inhibition von Makroautophagie eine
pro- bzw. anti-apoptotische Rolle einnehmen (WANG et al. 2008). In Abhangigkeit des
zellularen Kontext nimmt somit Makroautophagie eine gegensatzliche Funktion im Hinblick
auf das ZellUberleben ein. Die genaue molekulare Maschinerie, welche sich fir das
Umschalten zwischen diesen beiden Funktionen verantwortlich zeigt, bleibt weiterhin im
Dunkeln. In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass es in Myoblasten
unter Behandlung von TNF-a. und gleichzeitiger Proteinsynthesehemmung durch CHX zu
einer konzentrationsabhangigen Induktion von Apoptose kam. Allerdings zeigte die
Modulation von Makroautophagie weder durch Hochregulation mittels Rapamycin noch
durch Inhibition via ATG12-spezifischer siRNA eine héhere Suszeptibilitdt gegentiber TNFR-
vermittelter Apoptose. Interessanterweise konnte bereits friiher gezeigt werden, dass
Apoptose in Skelettmuskelzellen der sIBM und anderer inflammatorischer Myopathien nur
eine untergeordnete Rolle spielt (FYHR et al. 2002, VARADHACHARY et al. 2010) und
Skelettmuskelzellen im Allgemeinen vergleichsweise resistent gegeniber programmiertem

Zelltod zu sein scheinen.

5.5 TNF-a-vermittelte Regulation der MHC-Expression in humanen Skelettmuskelzellen
Obwohl Skelettmuskelzellen normalerweise keine konstitutive MHC-Klasse-II-Expression an
ihrer Oberflache zeigen, kann durch Exposition der Zellen zu proinflammatorischen

Zytokinen wie IFN-y und TNF-a eine Hochregulation dieses Molekuls erreicht werden mit
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dem Ziel, exo- sowie endogene Antigene gegentiber CD4*-T-Zellen zu prasentieren
(CURNOW et al. 2001, GOEBELS et al. 1992, MICHAELIS et al. 1993). In Antigen-
prasentierenden Zellen wird sowohl die konstitutive als auch die IFN-y-induzierbare
Hochregulation von MHC-Klasse-Il-Molekilen mafigeblich Gber den MHC-Klasse-II-
Transaktivator (Abk. CIITA) als transkriptionellen Ko-Aktivator reguliert (STEIMLE et al.
1994). Es wurde bereits diskutiert, ob TNF-a mdglicherweise die MHC-Klasse-II-Expression
in nicht-professionellen Antigen-prasentierenden Zellen tber einen dem CIITA
nachgeschalteten bzw. von diesem unabhangigen Mechanismus erhdht (NIKCEVICH et al.
1999). Ferner konnte gezeigt werden, dass die ClITA-unabhangige Induktion von MHC-
Klasse-lI-Molekilen durch TNF-a eher die Prasentation von endogenen im Gegensatz zu
exogenen Peptiden unterhalt (ARANCIBIA-CARCAMO et al. 2004). Auch wurde bereits
anhand des Epstein-Barr-Virus (Abk. EBV)-spezifischen nukledren Antigens (Abk. EBNA)1
nachgewiesen, dass Makroautophagie an der Prasentation endogener viraler Antigene durch
MHC-Klasse-lI-Molekile beteiligt ist. Der Autophagie-vermittelten Beladung von MHC-
Klasse-1I-Molekulen mit endogenen Antigenen kdnnte eine Bedeutung im Rahmen
entziindlicher Veranderungen in Geweben zukommen, welche MHC-Klasse-II-Molekiile
hochregulieren (PALUDAN et al. 2005). Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es
nach Exposition von Myoblasten zu TNF-a in Kombination mit IFN-y zu einer Induktion von
MHC-Klasse-lI-Molekilen in nicht-permeabilisierten Myoblasten kommt. Wurde die
Expression von MHC-Klasse-II-Molekiilen in permeabilisierten Myoblasten untersucht,
konnte dieser synergistische Effekt zwischen TNF-o und IFN-y nicht mehr nachgewiesen
werden, was die Annahme nahelegt, dass TNF-a nicht zu einer Erhéhung der de-novo-
Synthese von MHC-Klasse-II-Molekulen fuhrt, sondern vielmehr eine Translokation bereits
intrazellular gebildeter Molekule an die Zelloberflache vermittelt. Die Tatsache, dass dieser
synergistische Effekt der Kombinationsexposition zu TNF-o und IFN-y auf die
Oberflachenexpression von MHC-Klasse-II-Molekilen unter Inhibition von Makroautophagie
reversibel ist, legt einen funktionellen Zusammenhang zwischen TNF-o-mediierter
Hochregulation von Makroautophagie und MHC-Klasse-II-Expression in den untersuchten
Skelettmuskelzellen nahe. Es ist denkbar, dass TNF-a via Induktion von Makroautophagie
den Grad an MHC-Klasse-II-Expression in Skelettmuskelzellen Gber die Beférderung
autophagosomalen Inhalts zu MIICs regulieren hilft, um eine effiziente lokale Antigen-
Prasentation gegenliber CD4"-T-Zellen zu gewahrleisten.

Durch den Nachweis APP- und -Amyloid-haltiger Autophagosomen in Muskelfasern
von sIBM-Patienten mit konsekutiver Hochregulation von MHC-Klasse-I- und -II-Molekilen
wurde der Makroautophagie bereits eine mdgliche Rolle im Pathomechanismus dieser
Erkrankung eingeraumt (LUNEMANN et al. 2007a). Auch die Mdglichkeit einer Beteiligung

von Antigen-Prasentation durch Muskelfasern an der Entstehung bzw. Unterhaltung der
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Erkrankung wird diskutiert (SCHMIDT et al. 2004). Unterstiitzend zu den in dieser Arbeit
gezeigten Daten konnte mittels immunhistochemischer ex-vivo-Analyse in Muskelbiopsien
von sIBM-Patienten nachgewiesen werden, dass 20 % der Autophagosomen enthaltenden
Muskelfasern auch ein positives Signal fir MHC-Klasse-II-Molekiile zeigten. Mehr als 40 %
dieser doppelt-positiven Muskelfasern hatten auRerdem Kontakt zu CD4*- und CD8*-T-
Zellen. Unter den CD4"-T-Zellen zeigten zusatzlich mehr als 56 % ein positives Signal fir
den T-Zell-Aktivierungsmarker CD3 (KELLER et al. 2011). Zwar setzen sich die
inflammatorischen Infiltrate im Muskel der sIBM hauptséchlich aus CD8*-T-Zellen
zusammen. Allerdings wurde bereits mehrfach auf eine mogliche Beteiligung CD4*-T-Zellen
hingewiesen. So konnte diese Subpopulation von Immunzellen nicht nur in den
entziindlichen Infiltraten nachgewiesen werden, sondern dartber hinaus auch gezeigt
werden, dass diese Zellen in der sIBM klonal expandieren (ENGEL und ARAHATA 1984,
PANDYA et al. 2010, SCHMIDT et al. 2004). Da Makroautophagie vor allem die MHC-
Klasse-lI-Prasentation von Antigenen intrazellularen Ursprungs unterstitzt (DENGJEL et al.
2005), darf die Vermutung geaulRert werden, dass TNF-a-vermittelte Induktion von
Makroautophagie und die damit einhergehende Hochregulation von MHC-Klasse-II-
Molekiilen moglicherweise eine lokale CD4*-T-Zell-mediierte Autoantigen-Prasentation im
Muskel der sIBM unterhalt. Der hier vorgeschlagene funktionelle Zusammenhang zwischen
Zytokin-vermittelter Induktion von Makroautophagie und konsekutiver Antigen-Prasentation
muss nicht zwangslaufig spezifisch fur die sIBM anzunehmen sein, sondern kénnte vielmehr
auch bei anderen inflammatorischen Myopathien wie beispielsweise der Polymyositis eine
Rolle spielen. So kommt es auch im Rahmen der Polymyositis zu einer T-Zell-vermittelten
Affektion von Muskelfasern vor dem Hintergrund eines anzunehmenden
Autoimmungeschehens (DALAKAS 2006).

5.6 Modulation der Degradation von APP und p-Amyloid durch TNF-a-mediierte
Induktion von Makroautophagie

Neben den bereits beschriebenen entzindlichen Veranderungen stellen degenerative
Prozesse ein wesentliches Charakteristikum der sIBM dar. Als wichtigste Komponente der
namensgebenden Einschlusskérper konnte eine Uberexpression von APP mit konsekutiver
intrazellularer Akkumulation von dessen Spaltprodukt B-Amyloid identifiziert werden, welche
zusammen mit anderen aberranten Degenerationsmolekilen die sIBM als myodegenerative
Erkrankung ausweisen (ASKANAS und ENGEL 2006, MENDELL et al. 1991). Nachdem
kurzlich gezeigt werden konnte, dass APP mit LC3"-Vesikeln in Muskelzellen kolokalisiert
und B-Amyloid als Substrat der lysosomalen Degradation durch Makroautophagie in der
sIBM in Frage kommt (LUNEMANN et al. 2007b), sollte in dieser Arbeit untersucht werden,

ob TNF-a-vermittelte Induktion von Makroautophagie zu einer Modulation von APP und (-
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Amyloid im Skelettmuskel fihrt. Die Exposition von Myoblasten zu TNF-a in einer
Konzentration, unter welcher zuvor Makroautophagie suffizient induziert werden konnte,
zeigte eine Uberexpression von APP im Western Blot. Diese war vergleichbar mit der
Hochregulation von APP nach Inkubation der Myoblasten mit dem Makroautophagie-Induktor
Rapamycin. Zuséatzlich fUhrte die Exposition von Myoblasten zu TNF-a auch zu einer
Akkumulation von B-Amyloid im Western Blot sowie in einer immunzytochemischen Analyse
zu einem erhohten Signal fur ThioflavinS, welches zum Nachweis von Aggregaten aus [3-
Faltblattanordnungen eingesetzt wird. Der unter TNF-o-Inkubation erhéhte Nachweis von
Aggregaten in der ThioflavinS-Farbung war unter Inhibition von Makroautophagie durch 3-
MA und ATG12-spezifischer siRNA reversibel. Diese Ergebnisse veranlassen zu der
Annahme, dass TNF-a-vermittelte Induktion von Makroautophagie zu einem vermehrten
Auftreten von B-Amyloid-Aggregaten in Muskelzellen fihrt und dieser Mechanismus auch im
Rahmen der Pathogenese der sIBM von Bedeutung sein kénnte.

Obwohl die genauen Mechanismen im Einzelnen nicht vollstandig geklart sind, konnte in
der Vergangenheit bereits gezeigt werden, dass Zytokine und Wachstumsfaktoren zu einer
Uberexpression von APP in verschiedenen Zelltypen fiihren kénnen. Im Rahmen des
Morbus Alzheimer beispielsweise kommt es neben den klassischen morphologischen
Charakteristika vor allem in sehr frihen Stadien zu einer Hochregulation von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a,, MCP-1 und IP-10. Es ist denkbar, dass diese
Molekdle in diesem frihen Stadium als regulatorische Faktoren die Suszeptibilitat gegentiber
den degenerativen Veranderungen im Gehirn von Alzheimer-Patienten erhéhen
(GALIMBERTI und SCARPINI 2011). Daruberhinaus wurde nachgewiesen, dass TGF-f in
humanen Astrozyten zu einer Hochregulation von APP und Anh&ufung von -Amyloid fuhrt
und in der Folge moglicherweise indirekt der f-Amyloid-Deposition im Rahmen des Morbus
Alzheimer zutraglich ist. TGF-B kolokalisierte hierbei auch mit f-Amyloid-Plaques (BURTON
et al. 2002). Auch APP- und TGF-B-lUberexprimierende transgene Mause zeigten vermehrte
zerebrale und zerebrovaskulare Deposition von 3-Amyloid (ONGALI et al. 2010).

Interessanterweise konnte in mesangialen Zellen auch eine TGF-B-vermittelte Induktion
von Makroautophagie gezeigt werden (DING et al. 2010), was eine funktionelle Verbindung
zwischen Zytokin-vermittelter Regulation von Makroautophagie und Anhaufung von
Degenerationsmolekulen nahelegt. Anhand eines APP-Uberexprimierenden Mausmodells
konnte ferner veranschaulicht werden, dass IFN-y und TNF-a zu einer vermehrten
Anhaufung von B-Amyloid-Aggregaten in den Gehirnen dieser transgenen Mause fuhrte und
ein direkter Zusammenhang zwischen proinflammatorischem Zellstress und der Anhaufung
aberranter Molekile in degenerativen Erkrankungen besteht (YAMAMOTO et al. 2007). Dass

vor allem TNF-a auch als Regulator von Autophagie eine wesentliche Bedeutung in
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verschiedenen Zelltypen zukommt, konnte schon mehrfach belegt werden (BAREGAMIAN et
al. 2009, DJAVAHERI-MERGNY et al. 2006, MIZUSHIMA und KLIONSKY 2007).

Die Grauwert-Analysen der ThioflavinS-Farbungen dieser Arbeit zeigen neben einer
TNF-a-vermittelten Zunahme des ThioflavinS-Signals einen Verlust dieses Effekts sowie
eine grundsatzliche Abnahme des ThioflavinS-Signals unter Ausschaltung von
Makroautophagie. Dieses war sowohl unter pharmakologischer als auch siRNA-vermittelter
Inhibition zu beobachten. Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine positive Korrelation
zwischen TNF-o-vermittelter autophagischer Aktivitat und der Menge an -Amyloid bzw.
dessen Aggregation in humanen Myoblasten besteht. Es erscheint zunachst Gberraschend,
dass die Menge an extra- sowie intrazellularem -Amyloid und dessen Aggregaten unter
Inhibition des Degradationsprozesses Autophagie abnimmt. In der Vergangenheit wurde
bereits die Mdglichkeit diskutiert, dass Makroautophagie eine unmittelbare Rolle bei der
Produktion von B-Amyloid zukommt (YU WH et al. 2004). In einer Fibroblasten-ahnlichen
Zelllinie konnte beispielsweise ein direkter Zusammenhang zwischen Modulation von
Makroautophagie und B-Amyloid-Produktion nachgewiesen werden. Hierbei flihrte sowohl
die Inhibition von mTOR als auch die Deprivation von Aminosauren zu einer Induktion von
Makroautophagie. Diese Hochregulation fiihrte in der Folge zu einer signifikanten Erhéhung
der intrazellularen B-Amyloid-Menge sowie einer Steigerung der 3-Amyloid-Sekretion
gegenlber den Kontrollen. Umgekehrt flhrte die Inhibition von Makroautophagie mittels 3-
MA zu einer deutlichen Reduktion von B-Amyloid in diesen Zellen, was den Verdacht eines
funktionellen Zusammenhangs zwischen autophagischer Aktivitat und der Generierung
dieses Peptids erhartet. Diese Ergebnisse werden weiterhin unterstiitzt durch den Nachweis
der y-Sekretase-Komponenten PS1 und Nicastrin in autophagosomalen Membranen der
Neuronen von Alzheimer-Patienten sowie in verschiedenen Zellkulturmodellen und weisen
das Autophagosom als B-Amyloid-generierendes Kompartiment aus (YU WH et al. 2005). Es
ist daher naheliegend anzunehmen, dass persistierende bzw. inkomplette autophagische
Degradation einer exzessiven 3-Amyloid-Produktion und konsekutiver Oligomer-Bildung
zutraglich sind, zumal das saure Milieu lysosomaler und Lysosomen-ahnlicher Organellen
diese B-Amyloid-Oligomer-Bildung substantiell beférdern (VASSAR und CITRON 2000). Es
wird angenommen, dass -Amyloid an mehreren Orten innerhalb der Zelle generiert werden
kann. So wurden diesbezlglich bereits Endosomen, das ER und der Golgi-Apparat als
mdgliche Entstehungsorte dieses Peptids identifiziert (CATALDO et al. 2004). Dieses wirde
erklaren, warum selbst unter Inhibition von Makroautophagie trotz Reduktion der -Amyloid-
Produktion noch immer eine detektierbare Bildung des Peptids stattfindet, da
autophagosomale Generierung des Molekils nur einen von mehreren maglichen

Entstehungswegen darstellt.
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Der genaue Ursprung der dem kompletten Autophagosom vorausgehenden
Isolationsmembran ist noch nicht bekannt. Neben mitochondrialen Strukturen werden
vesikulare Membranbestandteile des ERs und des Golgi-Apparates verdachtigt, an der
Bildung dieser autophagosomalen Vorlaufermembran beteiligt zu sein. Ferner ist bekannt,
dass sowohl APP als auch der y-Sekretase-Komplex in Membranen des ERs und des Golgi-
Apparates vorhanden sind. Es ist daher denkbar, dass diese beiden Strukturen nicht nur als
maogliche Zielstrukturen von Autophagosomen umschlossen werden, sondern vielmehr
strukturelle Bestandteile dieser Zellorganellen sind (MIZUSHIMA 2005). Dies ware auch
konsistent mit den Ergebnisse dieser Arbeit im Hinblick auf die Hochregulation von APP
unter TNF-a- sowie Rapamycin-vermittelter Induktion von Makroautophagie, zumal unter
Inhibition lysosomaler Azidifikation durch Chloroquin das APP-Signal im Western Blot noch
starker hochreguliert werden konnte. Dieses legt nahe, dass die Akkumulation von
Autophagosomen zu einem starkeren Signal des APP fiihrte und analog war zu dem
Markerprotein LC3 als integralem Bestandteil der autophagosomalen Membran. Dadurch
wird die Vermutung unterstutzt, dass APP struktureller Bestandteil von Autophagosomen
sein konnte.

Neuronale Induktion von Makroautophagie in einem Alzheimer-Maus-Modell, welches
sich APP- und PS1-doppelt-transgener Mause bedient, ist ein frihes Phanomen im
Krankheitsverlauf und manifestiert sich noch vor der charakteristischen Akkumulation von f3-
Amyloid-Aggregaten (YU WH et al. 2005). Dartberhinaus zahlt auch die Hochregulation
proinflammatorischer Zytokine wie beispielsweise TNF-o, MCP-1 und IP-10 zu den frihen
Veranderungen im Rahmen einer Alzheimer-Erkrankung (GALIMBERTI und SCARPINI
2011). Aufgrund der gegebenen Ahnlichkeit der vorhandenen degenerativen Veranderungen
in der sIBM und der Alzheimer-Erkrankung ist es denkbar, dass analog zu dem
proklamierten Pathomechanismus der Alzheimer-Erkrankung im Verlauf der sIBM eine frihe
Zytokin-vermittelte Hochregulation von Makroautophagie zu exzessiver Produktion von f3-
Amyloid fihrt und Makroautophagie somit ein wichtiges Bindeglied zwischen

inflammatorischen und degenerativen Pathomechanismen in der sIBM darstellt.

5.7 Schlussfolgerung

Zusammengenommen zeigen die in dieser Arbeit erhobenen Daten, dass Makroautophagie
ein in humanen Myoblasten konstitutiv aktiver Prozess ist, welcher liber das
proinflammatorische Zytokin TNF-a induziert werden kann. Dartberhinaus konnte dargestellt
werden, dass TNF-a in Kombination mit IFN-y einen synergistischen Effekt bezlglich der
MHC-Klasse-II-Oberflachenexpression aufweist. Dieser Effekt war abhangig von
makroautophagischer Aktivitat in den untersuchten Myoblasten und I&sst den Schluss zu,

dass TNF-a Uber Regulation von Makroautophagie an der Antigenprasentation tiber MHC-
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Klasse-1l-Molekule beteiligt ist. Weiterhin konnte in dieser Arbeit ein Zusammenhang
zwischen TNF-a-vermittelter Induktion von Makroautophagie und Hochregulation von APP
sowie vermehrtem Auftreten von 3-Amyloid-Aggregaten in humanen Myoblasten belegt
werden. Die unter Inhibition von Makroautophagie beobachtete Reduktion der Aggregate
unterstitzt die Vermutung, dass Autophagosomen mdglicherweise aktiv an der Generierung
von B-Amyloid beteiligt sind.

Wenngleich vergangene Studien bereits die Wirksamkeit TNF-a-blockierender
Antikérper in der Behandlung der sIBM untersucht haben, ist die Datenlage hierzu
unbefriedigend. Eine Pilotstudie mit dem TNF-a-Fusionsprotein Etanercept zeigte keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen Behandlung und Kontrollgruppe nach sechs
Monaten. Jedoch war nach zwélf Monaten eine geringe aber signifikante klinische
Verbesserung hinsichtlich der Muskelkraft des Handgriffs zu beobachten (BAROHN et al.
2006). Es ist vorstellbar, dass TNF-a vor allem in einem sehr friihen, klinisch noch
unauffalligen Stadium der Erkrankung eine Rolle zukommt und unter anderem Uber die
Induktion von Makroautophagie sowohl eine konsekutive Immunantwort als auch
charakteristische degenerative Veranderungen in Skelettmuskelfasern der sIBM unterhalt
bzw. initialisiert. Dieses wirde ein mangelndes Ansprechen einer gegen TNF-a gerichteten
Therapie zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt erklaren, da die Uber das Zytokin vermittelten
pathologischen Veranderungen sich bereits in einem irreversiblen Stadium befinden.

Die vorliegenden Daten legen einen funktionellen Zusammenhang zwischen TNF-a-
mediierter Regulation von Makroautophagie, Antigenprasentation und Akkumulation
aberranter Molekile in Myoblasten nahe und identifizieren sowohl das proinflammatorische
Zytokin TNF-a als auch den Zellstoffwechselweg Makroautophagie als mégliche Ziele neuer

therapeutischer Strategien in der Behandlung der sIBM.
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6. Zusammenfassung

Die sporadische Einschlusskérpermyositis (engl. sporadic inclusion body myositis, Abk.
sIBM) ist eine chronisch-progrediente entziindliche Muskelerkrankung, die neben der
Polymyositis, der Dermatomyositis und der nekrotisierenden Myopathie zu den
inflammatorischen Myopathien gehért.

Derzeit steht keine effektive Behandlung der sIBM zur Verfligung. Das komplizierte
Zusammenspiel der verschiedenen Pathomechanismen der sIBM ist bisher nur
unzureichend verstanden. Die Hauptmerkmale dieser komplexen Muskelerkrankung sind das
gleichzeitige Vorliegen entzindlicher sowie degenerativer Prozesse innerhalb des Muskels.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die Interaktionen proinflammatorischer Zytokine,
MHC-Expression, Makroautophagie und Akkumulation von APP bzw. 3-Amyloid im humanen
Skelettmuskel untersucht werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Makroautophagie ein in
humanen Myoblasten konstitutiv aktiver Prozess ist, welcher in Anwesenheit des Makrolids
Rapamycin induziert werden kann. Weiterhin konnte unter einer Vielzahl
proinflammatorischer Molekile das Zytokin TNF-a als Induktor von Makroautophagie
identifiziert werden. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Experimente zeigen
aullerdem, dass Makroautophagie in Skelettmuskelzellen durch TNF-a induziert werden
kann, diese Zellen resistent gegeniber TNF-R-vermitteltem Zelltod sind und
Makroautophagie die Empfindlichkeit gegentuber TNF-R-vermittelter Apoptose nicht
beeinflusst. Ferner konnte dargestellt werden, dass TNF-a in Kombination mit IFN-y einen
synergistischen Effekt bezuglich der MHC-Klasse-II-Oberflachenexpression aufweist. Dieser
Effekt war abhangig von makroautophagischer Aktivitat in den untersuchten Myoblasten und
lasst den Schluss zu, dass TNF-a Uber Regulation von Makroautophagie an der
Antigenprasentation iber MHC-Klasse-II-Molekiile beteiligt ist. SchlieRlich konnte in dieser
Arbeit ein Zusammenhang zwischen TNF-a -vermittelter Induktion von Makroautophagie und
Hochregulation von APP sowie vermehrtem Auftreten von -Amyloid-Aggregaten in
humanen Myoblasten belegt werden. Die unter Inhibition von Makroautophagie beobachtete
Reduktion der Aggregate unterstitzt die Vermutung, dass Autophagosomen moglicherweise
aktiv an der Generierung von -Amyloid im Muskel beteiligt sind.

Die hier dargestellten Ergebnisse tragen zu einem besseren Verstandis der
Interaktionen zwischen proinflammatorischen Zytokinen, makroautophagischer Aktivitat,
sowie MHC-Klasse-lI-Expression und Akkumulation aberranter Molekiile in Muskelzellen als
Mechanismus autoimmun-entzindlicher Muskelerkrankungen bei und kénnen somit helfen,

neue Therapiestrategien zu entwickeln.
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