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1 Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Sarkopenie und Kachexie

1.1.1 Definitionen

Sarkopenie und Kachexie sind weit verbreitete komplexe Syndrome bzw. Erkrankungen des
Muskelgewebes. Die European Working Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP)

beschreibt Sarkopenie in ihrer tiberarbeiteten Konsensusdefinition als

muscle disease rooted in adverse muscle changes that accrue across a lifetime |...] defined by low
levels of measures for three parameters: (1) muscle strength, (2) muscle quantity/ guality and (3)
physical performance as an indicator of severity. (Cruz-Jentoft et al. 2019).

Entsprechend dieser Definition handelt es sich bei Sarkopenie um eine Erkrankung, die
schleichend tber Jahre entsteht und sich insbesondere durch einen Kraft- und
Funktionsverlust der Muskulatur auszeichnet. Neben einem (eher geringen) Verlust an
Muskelmasse steht die reduzierte Qualitit der Muskulatur — z. B. durch Einlagerung von
Fettgewebe — im Vordergrund (Cruz-Jentoft et al. 2019). Der Verlust von Muskelkraft,
-masse und -funktion Gbersteigt bei sarkopenen Patienten das flr den Alterungsprozess
physiologische Mal} (Kemmler et al. 2017).

Kachexie wird von Evans et al. (2008) wie folgt definiert:

cachexia, is a complex metabolic syndrome associated with underlying illness and characterized by
loss of muscle with or without loss of fat mass. The prominent clinical feature of cachexia is weight

Joss in adults.

Damit ist sie im Gegensatz zur Sarkopenie ein metabolisches Syndrom und zeichnet sich
insbesondere durch das Zugrundeliegen einer Krankheit aus. Beispielhaft sind hier
chronische Herz- oder Niereninsuffizienz, chronisch-obstruktive Lungenerkrankung
(COPD), chronische Infektion, Sepsis sowie insbesondere maligne Erkrankungen zu
nennen. Klinisch apparent wird Kachexie durch einen schnellen und gravierenden
Gewichtsverlust aufgrund des Verlustes von Muskel- und teilweise auch Fettgewebe (Evans
et al. 2008).

Neben den zitierten Konsensusdefinitionen fir Sarkopenie und Kachexie existieren weitere
Definitionen derselben Phianomene. Unter anderem haben verschiedene Gruppen spezielle
Definitionen von Kachexie aufgrund einzelner Krankheiten (Tumorkachexie, Kachexie bei
chronischer Niereninsuffizienz) erarbeitet (Fearon et al. 2011; Koppe et al. 2019). In der

Literatur herrscht allen Bemithungen um klare Definitionen zum Trotz bisher ein
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uneinheitlicher Sprachgebrauch, indem beispielsweise beide Begriffe synonym verwendet

werden oder Sarkopenie unter Kachexie subsumiert wird.

Sarkopenie und Kachexie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Dynamik (Entwicklung von
Sarkopenie tiber Jahrzehnte gegeniiber wenigen Monaten bei Kachexie), Teilaspekten ihrer
Pathophysiologie (s. u.), sowie der klinischen Prisentation (Funktionsverlust gegentiber
Massen- und Gewichtsverlust). Dennoch ist die Unterscheidung beider Phinomene im
klinischen Alltag oft nicht méglich. Ein wichtiger Grund hierfiir ist, dass bisher fiir keine der
beiden Erkrankungen eine allgemein anerkannte operationale Definition oder ein
diagnostischer Algorithmus zur Verfugung steht. Auf der anderen Seite kénnen sich
Sarkopenie und Kachexie gegenseitig bedingen und treten in einem gemeinsamen Kollektiv

— dlteren und haufig vielfach erkrankten Patienten — auf (Rolland et al. 2011).

1.1.2  Klinische Bedeutung

Die Anwendung der bisher existierenden unterschiedlichen Definitionen von Sarkopenie
fihrt zu schwankenden Privalenzzahlen derselben (Bijlsma et al. 2013). Eine neuere
Metaanalyse ergab jedoch eine Privalenz von etwa 10 % bei gesunden Individuen ab 60
Jahren (Shafiee et al. 2017). Haufig zitierte Zahlen zur Privalenz von Kachexie reichen von
5 — 15 % bei schwerer chronischer Herzinsuffizienz (von Hacehling und Anker 2014) bis zu
80 % bei Pankreas- und Magenkarzinom (Argilés et al. 2014).

Sarkopenie und Kachexie haben weitreichende Konsequenzen, einerseits individuell fiir
betroffene Patienten, andererseits fiir Gesundheitssysteme weltweit. Zu diesen
Konsequenzen zahlen insbesondere Sturzereignisse, Frakturen, Funktionsverlust in der
Durchfihrung von Alltagsaktivititen, geringe Lebensqualitit und letztendlich eine
gesteigerte Mortalitit. Kosten fiir das Gesundheitssystem steigen sowohl direkt durch die
Behandlung von auftretenden Komplikationen als auch indirekt durch Produktivititsausfille
der Betroffenen (Tan und Fearon 2008; Morley et al. 2014; Cruz-Jentoft et al. 2019). Eine
Uberblicksarbeit und Metaanalyse von Beaudart et al. (2017a) vergleicht die Ergebnisse
mehrerer prospektiver Studien der letzten Jahre, in denen hdufig benannte Folgen von
Sarkopenie untersucht wurden. Unter Anwendung der Sarkopenie-Definition nach
EWGSOP (2010) konnte ein relevanter Anstieg von Mortalitit, Funktionsverlust,
Sturzereignissen und Krankenhauseinweisungen im sarkopenen Kollektiv bestitigt werden.
Der geringeren Lebensqualitit im Vergleich zu nicht-sarkopenen Personen triagt aktuell die
Entwicklung eines neuen Fragebogens Rechnung, der spezifisch die Lebensqualitit
sarkopener Menschen erfasst (Beaudart et al. 2017b). Die durch Sarkopenie verursachten
Gesundheitskosten der USA schitzt eine viel beachtete Arbeit fir das Jahr 2000 auf 18,5
Milliarden USD, entsprechend 1,5 % der gesamten Gesundheitsausgaben des Landes in
diesem Jahr. Da lediglich direkte Kosten in die Schitzung mit einbezogen wurden, ist
anzunehmen, dass es sich dabei um eine Unterschitzung des tatsichlichen Wertes handelt

(Janssen et al. 2004). Ein aktuelleres Review bestitigt den Trend zu hoheren
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Gesundheitskosten bei sarkopenen im Vergleich zu nicht-sarkopenen Personen. Die
Autoren beklagen jedoch eine grof3e Heterogenitit im Design der verglichenen Studien sowie
in der verwendeten Definition von Sarkopenie (Bruyere et al. 2019). Aussagekriftige und

aktuelle Zahlen zum ,,Kostenfaktor Sarkopenie® sind zu diesem Zeitpunkt nicht verfiigbar.

Kachexie verschlechtert zusitzlich das Therapie-Ansprechen von Patienten, beispielsweise
durch eine hoéhere Toxizitit von Chemotherapeutika bei kachektischen Tumorpatienten
(Vaughan et al. 2013). Fir Sarkopenie definiert als reduzierte Muskelmasse konnten sowohl
fir verschiedene onkologische (Joglekar et al. 2015) als auch nicht-onkologische (Hossain et
al. 2021) Operationen Nachteile gezeigt werden: Patienten mit geringerer Muskelmasse
zeigten mehr post-operative Komplikationen, lingere Krankenhausaufenthalte und ein

kiirzeres Ubetleben.

1.1.3 Pathophysiologie

Die Pathogenese von Sarkopenie und Kachexie ist multifaktoriell und weist einige
Gemeinsamkeiten auf. Durch Bewegungsmangel, unzureichende Nahrungsaufnahme und
einen Mangel an anabol wirksamen Hormonen wie Testosteron, Wachstumshormon und
insulin-like growth factor 1 (IGF-1) fehlt es an Reizen zur Muskelproteinsynthese. Entzindung
ist ein zentrales Schlusselelement der Kachexie, doch auch altersbedingt ldsst sich eine
(geringgradige) chronische Erhohung von Entziindungsmarkern nachweisen. Diese
Infektmarker beglnstigen den Abbau von Muskelprotein und verursachen gleichzeitig
Resistenzen gegen die anabole Wirkung von Insulin und IGF-1 (Rolland et al. 2011).
Gesteigerter oxidativer Stress wirkt zusatzlich katabol (Vaughan et al. 2013; Liguori et al.
2018). Im Rahmen der Sarkopenie-Entwicklung reduzieren aullerdem neuromuskulire
Verinderungen und die Finlagerung von Fett im Muskel die Muskelqualitit und -leistung
(Liguori et al. 2018). Fir die Kachexie bedingt die zugrunde liegende Krankheit weitere
Aspekte der Pathogenese: Tumore verbrauchen grofle Mengen an Glucose und
Aminosauren, welche durch Proteolyse und Gluconeogenese bereitgestellt werden. Zudem
werden Aminosauren flir die Synthese von Akute-Phase-Proteinen genutzt (Argilés et al.
2014). Bei COPD-Patienten tragen Hyperkapnie und konsekutive Azidose zur Aktivierung
der Proteolyse bei (Barreiro und Jaitovich 2018) und in Fallen von kardialer Kachexie erhoht

verstirkte Atemarbeit aufgrund von Dyspnoe den Energieverbrauch (Rahman et al. 2016)

Die molekularen Mechanismen, welche innerhalb von Muskelzellen Hypertrophie und

Atrophie regulieren, werden in Kapitel 1.2 eingehender beleuchtet.

1.1.4  Aktuelle Therapieansitze und Problematik

Wie in Kapitel 1.1.2 dargelegt, haben Sarkopenie und Kachexie relevante Auswirkungen auf
Morbiditat, Mortalitit und Gesundheitskosten. Durch niedrige Geburtenzahlen und eine
gestiegene Lebenserwartung steigt der Anteil dlterer Menschen in Deutschland. 2014 hatten

21 % der Deutschen bereits das 65. Lebensjahr erreicht oder iiberschritten (Statistisches



1 Einleitung 4

Bundesamt 2016) und auch die jingste Bevolkerungsvorausberechnung aus dem Jahr 2019
bestitigt den Alterungstrend in der Bevolkerung (Statistisches Bundesamt 2019). Da es sich
bei Sarkopenie und Kachexie um Folgeerscheinungen von Alter und chronischer Krankheit
handelt (s. 1.1.1), ist im Rahmen des demografischen Wandels auch mit einer steigenden
Belastung durch diese beiden Phidnomene zu rechnen. Trotz der groBen Relevanz und
intensiver Forschung (Cruz-Jentoft et al. 2019; Naito 2019) existiert bisher keine allgemein
anerkannte Therapie. Bisherige Therapieansitze fir Sarkopenie und Kachexie weisen
Uberschneidungen auf und lassen sich in medikamentése und nicht-medikamentdse
Mafinahmen  einteilen.  Nicht-medikamentdse =~ Malnahmen  sind  verschiedene
Trainingsprogramme sowie eine Optimierung der Ernidhrung, beispielsweise durch einen
erhohten Proteingehalt und Zusatz von Vitamin D. Medikamentdse Mal3nahmen zielen auf
anabole Effekte (durch Testosteron oder selektive Androgen-Rezeptor Modulatoren,
SARMs) oder Appetitsteigerung (durch den Ghrelin-Rezeptor Agonisten Anamorelin).
Ungliicklicherweise weisen diese Ansitze teils ein unglnstiges Nebenwirkungsprofil auf
(Testosteron) oder fihren trotz Zunahme der Muskelmasse zu widerspriichlichen
Ergebnissen in Bezug auf Kraft und Leistungsfihigkeit (Anamorelin, SARMs). Korperliches
Training ist bisher das einzige dieser Konzepte, fiir das ein positiver Effekt auf die
korperliche Leistungsfihigkeit von Probanden nachgewiesen werden konnte (Liguori et al.
2018; Naito 2019). So konnte in der breit angelegten LIFE-Studie (Lifestyle Interventions and
Independence for Elders) ein langfristiges und strukturiertes Trainingsprogramm das Risiko fiir
eine schwere und dauerhafte Einschrinkung der Mobilitit signifikant reduzieren (Pahor et
al. 2014). Es besteht somit weiterhin Bedarf an wirkungsvollen und gut vertraglichen

Medikamenten, um der Muskelatrophie entgegenzuwirken.

1.2 Molekulare Mechanismen von Muskelatrophie

Bislang sind vier Hauptwege bekannt, die im Skelettmuskel den Abbau von Proteinen
vermitteln: der Calpain-abhingige und der Caspase-abhingige Weg, das Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS) und der Autophagie-Lysosomen-Weg (Bowen et al. 2015), im
Folgenden kurz mit Autophagie bezeichnet. In diesem Kapitel soll nun eine Achse von
Regulatoren beschrieben werden, welche die Aktivitit des UPS und der Autophagie
beeinflusst. Eine Ubersicht dieses regulatorischen Systems bietet Abbildung 1.

Wie bereits in Kapitel 1.1.3 angedeutet, begtinstigen Wachstumsfaktoren die Synthese von
Muskelproteinen. Insulin und Wachstumsfaktoren wie IGF-1, Erythropoetin und weitere
aktivieren die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), welche wiederum die Serin/Threonin-
Kinase Akt tiber eine Phosphorylierung aktiviert. Akt aktiviert die Kinase wammalian target of
rapamycin (MTOR) und mTOR aktiviert Gber weitere Zwischenschritte die Synthese von
Muskelproteinen (Sartorelli und Fulco 2004; Greer und Brunet 2005). In 7 wvivo -
Experimenten fithrt der Akt/mTOR-Signalweg zu Muskelhypertrophie und kann Atrophie
durch Denervierung verhindern (Bodine et al. 2001). Zusitzlich zur Aktivierung von mTOR
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hemmt Akt den Transkriptionsfaktor forkhead box O3 (FOXO3) durch Phosphorylierung an
Threonin 32, Serin 253 und Serin 313 (Greer und Brunet 2005). FOXO3 reguliert die
Expression der beiden E3 Ubiquitin-Ligasen Atrogin-1 (Sandri et al. 2004) und muscle RING-
finger protein-1 (MuRF-1) (Stitt et al. 2004; Bollinger et al. 2014). Im UPS werden Proteine mit
Polyubiquitin-Ketten fir den Abbau im 26S-Proteasom markiert. Die Bindung der
Ubiquitin-Kette an ein ausgewihltes Protein wird durch die entsprechende spezifische E3-
Ligase katalysiert. Atrogin-1 und MuRF-1 werden muskelspezifisch exprimiert und sind bei
Atrophie maf3geblich am Abbau von —insbesondere kontraktilen — Muskelproteinen beteiligt
(Lecker et al. 2000). Weitere Gene, deren Transkription FOXO3 positiv reguliert, gehéren
dem Autophagie-Lysosomen-Weg an (Mammucari et al. 2007; Zhao et al. 2007). Dieser dient
dem Abbau von Proteinen und ganzen Organellen durch die Aufnahme in
Autophagosomen, deren Verschmelzung mit Lysosomen und anschlieBende Hydrolyse
durch lysosomale Enzyme. FEine basale Autophagie-Aktivitit ist essentiell fur die
Homéostase gesunder Zellen. Bei Uberaktivierung dagegen verstirkt sie durch den Verlust
wichtiger Zellbestandteile die Entwicklung von muskuldrer Atrophie (Fanzani et al. 2012).
Mit UPS und Autophagie koordiniert FOXO3 somit zwei essentielle Stoffwechselwege der
Atrophie-Entstehung (Mammucari et al. 2007). Zudem existieren Hinweise fur eine direkte
Aktivierung von forkhead box O (FOXO) - Transkriptionsfaktoren durch oxidativen Stress,
fir einen hemmenden Effekt von FOXO auf mTOR und von mTOR auf das Autophagie-
System (Hay 2011). In der Pathogenese der Kachexie wird dem UPS eine zentrale Rolle
zugeschrieben und Marker von Autophagie sind in katabolen Situationen erhoht. Zu UPS-
Markern bei dlteren Personen und im Tiermodell der Sarkopenie liegen bisher

widerspriichliche Daten vor (Bowen et al. 2015).

Muskelmasse ist abhingig von einem Gleichgewicht zwischen Muskelproteinauf- und -abbau
(Liguori et al. 2018). Der Transkriptionsfaktor FOXO3 aktiviert das UPS und das
Autophagie-System, zwei Hauptwege des Proteinabbaus im atrophierenden Muskel.
Gleichzeitig besteht die Moglichkeit einer hemmenden Wirkung auf die Proteinsynthese tber
die Wirkung auf mTOR. FOXO3 befindet sich somit an einem Knotenpunkt dieses
regulatorischen Systems. Im folgenden Kapitel soll FOXO3 mit seinen Funktionen

eingehender betrachtet werden.



1 Einleitung 6

Ps IGE-1 Y Oxidativer
® Stress

Transkription

.......... AW ..Atrogln
......................... _ | (e /
N\

~ L=

Muskulare Muskulare
Hypertrophie Atrophie

Abbildung 1: Molekulare Mechanismen von Muskelatrophie

Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) aktiviert Gber die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) die
Kinase Akt. Aktives Akt aktiviert uber mammalian target of rapamycin  (mTOR)
Muskelproteinsynthese und somit muskulire Hypertrophie und inaktiviert den
Transkriptionsfaktor forkhead box O3 (FOXO3). Ist FOXO3 aktiv, beglunstigt es die
Expression von Autophagie-Proteinen und den E3 Ubiquitin-Ligasen Atrogin-1 und muscle
RING-finger protein-1  (MuRF-1) des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS), welche zu
muskuldrer Atrophie fithren. Weitere mégliche Zusammenhinge sind die Aktivierung von
FOXO3 durch oxidativen Stress, Hemmung von mTOR durch FOXO3 und von
Autophagie durch mTOR. Modifiziert nach (Zhao et al. 2007; Hay 2011; Bowen et al. 2015).

1.3 Transkriptionsfaktor FOXO3

Die Familie der forkhead box (FOX) — Transkriptionsfaktoren ist evolutionar von einfachsten
Organismen bis zu Siugetieren erhalten und zeichnet sich durch eine gemeinsame Domine
zur Bindung von Desoxyribonukleinsdure (DNA) aus. Eine Untergruppe dieser Proteine
stellen die FOXO-Transkriptionsfaktoren dar. Bei Sdugern gehéren ihr FOXO1, FOXO3,
FOXO4 und FOXOG6 an (Liu et al. 2018). Je nach Gewebe zeigen die vier FOXO-Gene
unterschiedliche Expressionsmuster und erfiillen andere Aufgaben (Stefanetti et al. 2018)
tber die Transkriptionsregulation verschiedenster Gene. Die Bindung der FOXO-Faktoren
an die DNA wird tber die forkhead box vermittelt und fuhrt iberwiegend zu einer Aktivierung
der Transkription. Doch auch eine hemmende Wirkung ist moéglich (Greer und Brunet 2005).
Die Aktivitit von FOXO3 wird durch vielfiltige Mechanismen wie Acetylierung,
Methylierung und die Bindung von mikro Ribonukleinsidure (miRNA) reguliert (Stefanetti et
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al. 2018). Den prominentesten Regulationsmechanismus stellt die bereits in 1.2 erwihnte
Phosphorylierung durch Akt oder andere Kinasen dar (Liu et al. 2018). Phosphoryliertes
FOXO3 wird vom Protein 14-3-3 gebunden und aus dem Kern transportiert (Greer und
Brunet 2005). Im Zytoplasma wird es anschlieBend vom UPS abgebaut (Liu et al. 2018).

Zu den zelluliren Funktionen, welche von den FOXO-Transkriptionsfaktoren und ihren
Zielgenen beeinflusst werden, zihlen Glukosemetabolismus, Apoptose, DNA-Reparatur
und die Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS). Durch Aktivierung
von Zellzyklus-Inhibitoren und Unterdrickung von promitotischen Faktoren hemmen sie
die Proliferation von Zellen. Gemeinsam mit der FOXO-vermittelten Hochregulierung von
Genen zur DNA-Reparatur und ROS-Entgiftung kénnte die bremsende Wirkung auf den
Zellzyklus erkliren, warum FOXO hiufig als Tumorsuppressor wirkt (Greer und Brunet
2005). Zudem werden FOXO-Transkriptionsfaktoren mit aul3ergewShnlicher Langlebigkeit
assoziiert, sowohl in diversen Modellorganismen als auch beim Menschen. In verschiedenen
Populationsstudien konnte ein Zusammenhang zwischen bestimmten Varianten von
FOXO3 und hohem Alter (sowie dem spiten bzw. selteneren Auftreten altersbedingter
Erkrankungen) nachgewiesen werden. Der Mechanismus, tber welchen FOXO zur
Langlebigkeit beitragt, scheint pleiotrop zu sein und beinhaltet vermutlich verschiedene
FOXO-kontrollierte Zellfunktionen wie Metabolismus und Apoptose (Martins et al. 2010).
Auch bei der Differenzierung von Zellen spielt FOXO eine Rolle. Je nach Zellart und
FOXO-Typ wurden sowohl Stimulation als auch Hemmung der Differenzierung
beschrieben (Greer und Brunet 2005). Fur die Differenzierung von Muskelvorliduferzellen
zu Muskelfasern konnten einige Arbeiten eine positive Rolle von FOXO3 zeigen (Hu et al.
2008; Dentice et al. 2010; Peng et al. 2017). In ausdifferenzierten Muskelzellen fihrt eine
dauerhafte Aktivierung von FOXO3 zu Atrophie (Greer und Brunet 2005), wie im

vorhergehenden Kapitel beschrieben.

1.4 RNA-Interferenz

Bei der Ribonukleinsiure (RNA) -Interferenz (RNAi) handelt es sich um eine
molekularbiologische Methode, die sich einen endogenen Prozess zur Genregulation
zunutze macht. Seit ihrer Entdeckung in den 1990er Jahren hat sie sich schnell

weiterentwickelt und zu einer Standardmethode etabliert.

Der zentrale Mechanismus der RNAI spielt sich im Zytoplasma ab: doppelstringige RNAs
(dsRNA) werden von der Nuklease Dicer zu kiirzeren Doppelstringen geschnitten, den short
interfering RNAs (siRNA). Diese besitzen eine Liange von ca. 21 Nukleotiden mit je zwei
Nukleotiden Uberhang an den 3‘-Enden. Im nichsten Schritt wird die fertig geschnittene
siRNA in den RINA induced silencing complex (RISC) geladen (Kurreck 2009), ein Komplex, der
neben der siRNA verschiedene Proteine enthilt (Dana et al. 2017). Bei Aktivierung des RISC
wird die Doppelstrang-Struktur der siRNA aufgetrennt: Wahrend der Strang mit dem
thermodynamisch stabileren 5-Ende abgespalten wird, bildet der verbleibende Strang den
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Leitstrang. Er ermdglicht die Bindung des RISC an komplementire messenger RNA (mRNA),
welche anschlieBend durch das im Komplex enthaltene Protein Argonaut 2 gespalten wird.
Durch den so vermittelten Abbau von mRNA konnen siRNAs sequenz-spezifisch

Genexpression auf post-transkriptioneller Ebene hemmen.

siRNAs werden chemisch synthetisiert und mit verschiedenen Techniken in Zellen
eingebracht, um Genexpression kinstlich zu beeinflussen. Es handelt sich hierbei um einen
vortibergehenden Effekt. In Zellkultur kann ein Effekt meist 48 h nach Transfektion mit
siRNA beobachtet werden und hilt in der Regel einige Tage an. Da das Zielgen nicht
vollstindig abgeschaltet wird, spricht man von knockdown statt von knockont wie im
transgenen Tiermodell (Kurreck 2009). Die Techniken, mit denen siRNAs in ihre Zielzellen
eingebracht werden, lassen sich in virale und nicht-virale Systeme unterscheiden. Ein weit
verbreitetes nicht-virales System stellen Liposomen-basierte Trager dar (Dana et al. 2017),
zu denen unter anderem das hier verwendete Lipofectamine® 2000 gehort (Dalby et al. 2004).
Liposomen-basierte Transfektion wird auch Lipofektion genannt. Die Funktionsweise von

Lipofectamine® 2000 wird in Kapitel 2.2.3.1 erliutert.

Neben siRNAs existieren weitere kleine nicht-kodierende RNAs, die auf dhnliche Weise
tunktionieren: small hairpin RINAs (shRNA) beinhalten sense und antisense Strang in einer
Haarnadelstruktur und werden von Dicer zu siRNA geschnitten. Sie werden durch virale
Vektoren eingebracht und exprimiert (Mulhardt 2013) und ermdéglichen einen langfristigeren
knockdown. Die bereits in Kapitel 1.3 erwihnten miRNAs werden endogen gebildet. Durch
RNAi und Hemmung der Translation sollen sie ca. 30 % aller Protein-kodierenden Gene bei
Sdugern regulieren (Kurreck 2009). Hudson et al. zeigten beispielsweise in einer Arbeit von
2014, dass die miRNA miR-182 die FOXO3-Expression in atrophierendem Skelettmuskel
senkt. Pavi-interacting RNAs (piIRNA) werden ebenfalls endogen gebildet und kommen in
Keimbahnzellen vor (Kurreck 2009). Neben der Spaltung von mRNA und der Hemmung
der Translation sollen dsRNAs auch die Transkription beeinflussen kénnen. Dies wurde
jedoch bisher nicht fiir Sduger nachgewiesen (Kurreck 2009; Miilhardt 2013). Abbildung 2
stellt den Mechanismus der RNAi schematisch dar.

Praktisch kommt die RNAi in der Analyse von Genfunktionen 7 vitro und in vivo zur
Anwendung. Zudem ldsst sich das Prinzip der RNAi fir die Entwicklung moderner
Medikamente nutzen, da es ermoglicht, pathogenetische Schliisselgene selektiv abzuschalten.
Fir die Tumortherapie wurden beispielsweise siRNAs bestimmt, welche sich gegen
Onkogene richten oder gegen Faktoren, die Resistenz gegen Chemo- und Radiotherapie
vermitteln (Dana et al. 2017). Unerwiinschte Wirkungen von siRNAs in der Anwendung
stellen gff-target Effekte und die Aktivierung der Interferonantwort dar. Bereits eine relativ
geringe Homologie zu einer mRINA, die nicht dem Zielgen entspricht, kann in Rahmen des
off-target Effekts zu deren knockdown durch die eingesetzte siRNA fithren. Derartige
Nebenwirkungen sollen insbesondere in der therapeutischen Anwendung vermieden

werden. Eine weitere Herausforderung fir die Entwicklung wirksamer Medikamente stellt
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die systemische Gabe dar. Die siRNAs sollen das Zielgewebe erreichen, ohne auf dem Weg
dorthin abgebaut zu werden. Chemische Modifikationen des Begleitstranges kénnen unter
anderem das Risiko von gff-zarget Eftekten reduzieren und gleichzeitig die Stabilitdt der siRNA
erhohen. Aufgrund verschiedener Schwierigkeiten, die mit dem systemischen Transport von
siRNAs einhergehen, wurden fur die ersten klinischen Studien topisch wirksame

Medikamente mit intravitrealer oder intranasaler Applikation ausgewihlt (Kurreck 2009).

Synthetische siRNA

Einbringen der siRNA,
z.B. durch Lipofektion

Spaltung der Ziel-mRNA
und Abbau durch RNasen

sense-Strang

\ s B
RISC RISC___ Ziel-mRNA
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Transkription und
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Abbildung 2: Mechanismus der RN A-Interferenz

Kiinstlich synthetisierte short interfering Ribonukleinsiuren (siRNA) werden durch Lipofektion
oder andere Verfahren in die Zelle eingeschleust. Mikro RNAs (miRNA) werden endogen
gebildet und wie andere doppelstringige RNAs (dsSRNA) von der Nuklease Dicer zu kiirzeren
Doppelstrangen geschnitten, den aktiven siRNAs oder miRNAs. Gemeinsame Endstrecke
ist das Laden in den RINA znduced silencing complex (RISC), das Auftrennen der Doppelstrang-
Struktur und Abspalten des semse-Stranges. Der antisense-Strang bindet als Leitstrang an
komplementire messenger RIN.A (mRNA) und ermdglicht deren Spaltung und Abbau.
miRNAs hemmen zusitzlich auf anderem Weg die Translation. Modifiziert nach (Kurreck
2009; Dana et al. 2017).

1.5 Myogene Differenzierung

Skelettmuskulatur besteht aus Biindeln langer und mehrkerniger Muskelfasern (Chal und
Pourquié 2017). Der Begriff Myogenese beschreibt die Entstehung von Muskelgewebe ab
der frihen Embryonalphase bis hin zur reifen Muskulatur des Erwachsenen. Sie ldsst sich in
verschiedene Phasen unterteilen und wird durch ein komplexes Zusammenspiel von
Botenstoffen und Transkriptionsfaktoren gesteuert. Wird adultes Muskelgewebe geschidigt,
so aktiviert dies die Regeneration durch Satellitenzellen. Diese liegen den Muskelfasern
innerhalb der Basalmembran an und befinden sich bis zu ihrer Aktivierung in einem
Ruhezustand. Bei Muskelverletzungen proliferieren sie und differenzieren zu neuen

Muskelfasern. Gleichzeitig erhalten sie durch asymmetrische Zellteilung einen Pool an
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Stammzellen aufrecht. Myogenese und Regeneration durch Satellitenzellen weisen viele
Gemeinsamkeiten auf, so z. B. bei den beteiligten Transkriptionsfaktoren (Bentzinger et al.
2012). Beiden gemeinsam ist aullerdem die Entstehung von Muskelfasern in einem
mehrschrittigen Prozess: teilungsfihige Vorlduferzellen - die Myoblasten - proliferieren, bis
sie zu Myozyten differenzieren. Diese wiederum fusionieren miteinander, zuerst zu kleinen
unreifen, dann zu gréBeren reifen Myotuben. Erkenntnisse tiber diese Abliufe wurden
tberwiegend anhand von Zellkultur-Versuchen gewonnen, unter anderem an der hier
verwendeten Zelllinie C2C12 (s. 1.5.2). Vollstindig ausgereifte und strukturierte
Muskelfasern lassen sich dagegen nur 7z vivo nachweisen (Abmayr und Pavlath 2012). Die
wichtigsten  Schritte der myogenen  Differenzierung und die  beteiligten

Transkriptionsfaktoren sind schematisch in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Zellpopulationen im Laufe der Myogenese mit Marker-Genen (Auswahl)

Aus embryonalen Vorliuferzellen gehen aktive Myoblasten und Satellitenzellen hervor.
Wihrend die Myoblasten an der embryonalen Myogenese beteiligt sind, werden
Satellitenzellen im spiteren Leben bei Verletzungen aktiviert und differenzieren zu
Myoblasten. Myoblasten konnen umgekehrt als Satellitenzellen in den Ruhezustand
zurickkehren. Aktivierte Myoblasten differenzieren zu Myozyten, welche durch Fusion
Myotuben und schlieBlich adulte Muskelfasern bilden. Die Marker-Gene lassen sich in den
entsprechenden Entwicklungsstadien nachweisen, zu ihren Funktionen siehe FlieBtext.
myogenic factor 5 (Myf-5), meyoblast determination protein 1 (MyoD), Myogenin (Myog), muscle-specific
regulatory factor 4 (MRE4), nyosin beavy chain 4 (MyH4). Modifiziert nach (Abmayr und Pavlath
2012; Bentzinger et al. 2012; Singh und Dilworth 2013; Chal und Pourquié 2017)

1.5.1 Differenzierungsmarker Myog und MyH4

Eine prominente Rolle unter den erwiahnten Transkriptionsfaktoren nehmen die
sogenannten zzyogenic regulatory factors (MRFEs) ein. Zu dieser Gruppe gehoren myogenic factor 5
(Myft-5), myoblast determination protein 1 (MyoD), Myogenin und wuscle-specific regulatory factor 4
(MRF4). Die vier MRFs zeigen strukturelle Gemeinsamkeiten und werden raumlich und

zeitlich nach einem komplexen Muster unterschiedlich stark exprimiert. Nach aktuellem
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Wissensstand wirken Myf-5 und MyoD wpstream der beiden anderen MRFs und vermitteln
die grundsitzliche Determination von Vorliuferzellen zur Myogenese. Myogenin und MRF4
ermoglichen die Expression von spezifischen Genen, z. B. zur Fusion von Myoblasten oder

von strukturellen Proteinen (Bentzinger et al. 2012).

Die vorliegende Arbeit untersucht im Rahmen des Hauptversuches die Expression von Myogg
(dem Gen, welches fiir Myogenin codiert), sowie von Myosin schwere Kette 4 (mzyosin heavy
chain 4, MyH4). Myog lisst sich in C2C12-Zellen, welche zur Differenzierung angeregt
wurden, vor dem Auftreten phinotypischer Verinderungen nachweisen (Andrés und Walsh
1996). Das Gen MyH4 kodiert fir das muskulire Protein Myosin schwere Kette IIb (zyosin
heavy chain 11b, MHCIIb), welches im erwachsenen Muskel in schnell-zuckenden
Muskelfasern vorkommt (T'sukamoto et al. 2018). In differenzierenden C2C12-Zellen tritt
MHCIIDb erst nach Myogenin und nach seinen Isoformen MHCIIa und MHClIIx auf (Brown
et al. 2012). Entsprechend werden Myogenin und MyH4 in dieser Arbeit als Marker fir frihe

respektive terminale Differenzierung der C2C12-Zellen genutzt.

1.5.2  Zelllinie C2C12

Bei der hier verwendeten Zelllinie C2C12 handelt es sich um Mausmyoblasten, die sich von
Satellitenzellen ableiten (Burattini et al. 2004). Sie wurden von Blau et al. (1983) als Subklon
der Linie C2 generiert. Die C2-Zellen wiederum wurden urspriinglich von Yaffe und Saxel
(1977) aus Muskeln von C3H-Maiusen isoliert, welche 70 Stunden zuvor mit einer Zange
verletzt worden waren. C2C12-Zellen wachsen adhirent als Monolayer, proliferieren bei
hohem Serumgehalt im Medium und differenzieren unter Serumentzug (Burattini et al.
2004). Unter Zusatz von 20 % fetalem Rinderserum (fezal bovine serum, FBS) zeigen sie eine
Verdopplungszeit von etwa zwolf Stunden. Nach Wechsel auf serumarmes Medium
beginnen sie innerhalb von ein bis zwei Tagen zu fusionieren, bilden im weiteren Verlauf
Strukturen des kontraktilen Apparates aus und zeigen schlieBlich sogar spontane
Kontraktionen (McMahon et al. 1994).

1.6  Zielsetzung und Fragestellung

Wie in Kapitel 1.1.4 dargelegt, fehlt es fiir Sarkopenie und Kachexie bisher an wirksamen
und vertraglichen Medikamenten, um der Muskelatrophie entgegenzuwirken. Argilés et al.
forderten bereits 2014, dass Medikamente gegen tumorbedingte Kachexie sowohl anti-
katabol als auch anabol wirksam sein sollten. Der Transkriptionsfaktor FOXO3 befindet sich
an einer Schlisselstelle der Regulation von anabolen und katabolen Prozessen im
Skelettmuskel (s. 1.2) und stellt somit ein interessantes Ziel fiir die Entwicklung neuer
Medikamente dar. Eine Reduktion der FOXO3-Aktivitit mithilfe von RNAi-Techniken
konnte den Muskelkatabolismus hemmen und im besten Falle sogar umkehren. Als erster
Schritt in diese Richtung soll in dieser Arbeit die Ausschaltung von FOXO3 in der Zellkultur

untersucht werden.
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Dabei werden folgende Fragen gepriift:

Wie lassen sich C2C12-Zellen besonders effektiv zu Myotuben differenzieren? Lassen sich
undifferenzierte und differenzierte C2C12-Zellen mittels Lipofektion transfizieren? Lasst
sich durch siRNA ein &nockdown von FOXO3 erzielen? Wenn ja, wie stark ist der &nockdown,
wie lange hilt er an und wie wirkt er sich auf die Expression des FOXO3-Zielgens Atrogin-1
sowie auf die zelluliren Funktionen Differenzierung und Proliferation aus? Hat das
Transfektionsreagenz Lipofectamine® 2000 einen eigenen Effekt auf die Foxo3-Expression
in C2C12-Zellen?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden zunichst verschiedene Protokolle zur
Differenzierung und Transfektion auf ihre Effektivitit iberprift. AnschlieBend wurden im
Rahmen des Hauptversuches C2C12-Zellen mit siRNA gegen Foxvo3 transfiziert und zur
Differenzierung angeregt. Uber einen Beobachtungszeitraum von zehn Tagen wurden die
Zellen mikroskopisch beurteilt und mittels quantitativer rea/ time-Polymerase-Kettenreaktion
(qPCR) die mRNA-Level von Foxo3, Atrogin-1 und den zwei Differenzierungsmarkern Myog
und MyH4 bestimmt. Mittels Celigo® wurde die Proliferationsrate von &nockdown-Zellen mit
der von kontroll-transfizierten Zellen verglichen. Zum Ausschluss von eigenen Effekten des
Transfektionsreagenz auf die Foxo3-Expression wurden mRNA-Level von FOXO3 aus

Wildtypzellen und kontroll-transfizierten Zellen mittels qPCR untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1  Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialen

Einfrierrohrchen CryoPure Gefal3 (1,0 ml)

SARSTEDT, Nimbrecht, Deutschland

Pasteurpipetten, Glas

Brand, Wertheim, Deutschland

PCR-Platte 96-Well Multiplate®, farblos

BioRad, Hercules, CA USA

PCR SingleCap 8er-Softstrips 0,2 ml,
farblos

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

PCR SoftTubes 0,2 ml, farblos

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

PCR-Versiegelungsfolie Microseal® ,B°
Film

BioRad, Hercules, CA USA

Pipetten, serologisch (5 ml, 10 ml, 25 ml)

SARSTEDT, Nimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen Biosphere® plus Filter Tips
(20 pl, 100 pl)

SARSTEDT, Nimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen Biosphere® Filter Tips
(1250 )

SARSTED, Numbrecht Deutschland

Pipettenspitzen TipOne® (10 ul, 200 ul,
1000 pl)

STARLAB, Hamburg, Deutschland

ReaktionsgefiRe EPPENDORF TUBES®
DNA LoBind (1,5 ml, 2,0 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Rohrchen, Falcon Tube (15 ml, 50 ml)

SARSTED, Niumbrecht Deutschland

Zellkulturflaschen T75

SARSTED, Nimbrecht Deutschland

Zellkulturplatten 24-Well LABSOLUTE®

Th. Geyer, Renningen, Deutschland




2 Material und Methoden

14

2.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien

Ethanol, vergillt 99,8 %

Carl Roth, Katlsruhe, Deutschland

4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPT)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Formaldehydlosung 4 % (stab.)
phosphatgepuffert

CHEMSOLUTE?®, Th. Geyer, Renningen,
Deutschland

Kristallviolett

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Mayers Himalaunl6sung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Methylenblau-Lésung alkalisch nach
Loffler

Fluka BioChemika, Sigma-Aldrich, Buchs,

Schweiz

Paraformaldehyd

Catl Roth, Katlsruhe, Deutschland

Phosphate buffered saline (PBS) Tabletten

Gibco® by Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

2-Propanol

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Wasser, destilliert; DNase- und RNasefrei
UltraPure™

Invitrogen ' by Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

2.1.3  Zelllinie und Zellkulturreagenzien

Tabelle 3: Zelllinie C2C12

C2C12, ATCC® CRL-1772™

American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, VA, USA

Tabelle 4: Zellkulturreagenzien

Antibiotikum Pen Strep (P/S), (+ 10.000
Units/ml Penicillin, 10.000 pg/ml

Streptomycin)

Gibco® by Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), (+
4,5 g/L D-Glucose, L-Glutamine; Pyruvat)

Gibco® by Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA
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Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS)

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Fetales Rindeserum (fezal bovine serum, FBS)
FBS Premium

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Lipofectarnine® 2000

Invitrogen'~ by Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Opti-MEM Reduced Sernm Medium

Gibco® by Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Pferdeserum (donor horse serum, HS)

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Trypan Blau (0,4 %)

Gibco® by Life Technologies, Catlsbad,
CA, USA

Trypsin/EDTA 10x (0,5 %/0,2 %)

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Tabelle 5: Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Wachstumsmedium (growth medinn, GM)

DMEM + 1 % P/S

+ 10 % FBS

Differenzierungsmedium (DM)

DMEM + 1% P/S

+ 1% HS

(in Vorversuchen alternativ auch 2 % HS,

1 % FBS, 2 % FBS)

Dulbecco’s modified eagle medinm (DMEM), Penicillin/Streptomycin (P/S), fetales Rinderserum (FBS);

Pferdeserum (HS).

2.1.4 siRNAs, Plasmid

Tabelle 6: short interfering Ribonukleinsauren (siRNAs)

Foxo3a Silencer Pre-designed siRNA
100380, 40 nmol

Ambion® by Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Luciferase GL2 Duplex D-001100-01-20,

20 nmol

Dharmacon™, Lafayette, CO, USA
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Tabelle 7: Plasmid

pmaxGEFP™ (green fluorescent protein) (3486
bp)

Lonza, Basel, Schweiz

2.1.5 PCR-Puffer, Primer

Tabelle 8: Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Puffer

SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green

Supermix

BioRad, Hercules, CA, USA

Tabelle 9: Primer

Primer Sequenz [5” - 3]
mAtrogin-1 F CAG CTT CGT GAG CGA CCT C
R GGC AGT CGA GAA GTC CAG TC
mGAPDH F AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG
R GGG GTC GTT GAT GGC AAC A
mFOXO3 F CGCTGT GTG CCCTACTTC
R CCC GTG CCTTCATTCTGA
mMyH4 F AGG ACC AACTGA GTG AAG TGA
R GGG AAA ACT CGC CTG ACT CTG
mMyog F GCA GGC TCA AGA AAG TGA ATG
R TAG GCG CTC AAT GTA CTG GAT

Alle Primer wurden hergestellt von Microsynth Seqlab in Géttingen, Deutschland.

(F = forward, R = reverse, m = mouse)

2.1.6 Kits

Tabelle 10: Kits

iScript " cDNA Synthesis Kit (cDNA =

komlementirer Desoxyribonukleinsdure)

BioRad, Hercules, CA, USA
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RNeasy”™ Mini Kit (250)

Quiagen, Hilden, Deutschland

217 Gerite

Tabelle 11: Gerate

Celigo® S Cell Imaging Cytometer

Nexcelom Bioscience LLC, Lawrence, KS,
USA

Eismaschine S-No. 140693

Ziegra, Isernhagen, Deutschland

Einfrierbox Nalgene® Mr. Frosty® Cryo

1°C Freezing Containers

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Inkubator C200

Labotect, Gottingen, Deutschland

Kihltruhe (-20 °C) 6ko super

LIEBHERR, Bulle, Schweiz

Kiihltrahe (-20 °C)

LIEBHERR, Bulle, Schweiz

Kiihltruhe (-80 °C) DF9014

iIShin® Europe, Ede, Niederlande

Kihltruhe (-80 °C) TSX Series with V-

Drive

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Kihltruhe (-140 °C)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Mikroskop DMi8 mit Kamera DMC6200

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop DM IRBE mit Kamera DC 200

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop DM IRE2 mit Kamera DFC
350 FX

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

PCR-Gerit C1000™ Thermal Cycler
CFX96™ Real-Time System

BioRad, Hercules, CA, USA

Pipetten Eppendorf Reference (10, 100,
1000)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe accu-jet”

Brand, Wertheim, Deutschland

Pumpe Vacusafe

INTEGRA Biosciences, Biebertal,
Deutschland

Scanner Epson V700 Photo

Seiko Epson, Suwa, Japan

Spektrophotometer/Fluorometer DS-11
FX+

DeNovix, Wilmington, DE, USA
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Sterilbank SterilGard Hood (Class 11, Typ
A/B3)

The Baker Company, Sanford, ME, USA

Thermocycler Labcycler

Sensoquest, Gottingen, Deutschland

Vortexmischer REAX 2000

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Vortexmischer Vortex-Genie

Wilten Instrumenten, Etten-Leut,
Niederlande

Wasserbad C76 Water Bath Shaker

New Brunswick Scientific, Edison, NJ,
USA

Zihlkammer Neubauer improved

Brand, Wertheim, Deutschland

Zentrifuge Centrifuge 5702

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Heraeus Fresco 21

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Zentrifuge Labofuge 400

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Mikro 120

Andreas Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge SPROUT™

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

2.1.8 Computer Software

Tabelle 12: Computer Software

CFX Manager 3.1

BioRad, Hercules, CA, USA

GraphPad Prism v5.04

GraphPad Software, La Jolla, CA, USA

Image] 1.52a

NIH, Bethesda, MD, USA (Schneider et al.
2012)

Image] 1.52¢

NIH, Bethesda, MD, USA (Schneider et al.
2012)

Leica Application Suite X

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica DC Camera Leica IM 50

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica FW 4000

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Microsoft Office 2016

Microsoft, Redmond, WA, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Handhabung der Zelllinie

Die verwendeten C2C12-Zellen (ATCC® CRL-1772"; American Type Culture Collection
(ATCC) wurden in T75-Kulturflaschen mit 10 ml Wachstumsmedium (growsh medium, GM)
kultiviert. Ihre Konfluenz erreichte maximal 90 %. Die Kulturflaschen wurden im Inkubator
bei 37 °Cund 5 % CO, in Wasserdampf-gesittigter Atmosphire gehalten. Jede Manipulation
an den Zellen wurde unter der Sterilbank mit sterilen Medien durchgefithrt. Verwendete
Gerite und Hilfsmittel waren entweder steril verpackt oder wurden vor der Nutzung mit
70 % Ethanol abgespriiht, um potenzielle Kontaminationen zu beseitigen. Zwei- bis dreimal
pro Woche wurden die Konfluenz und der Phinotyp der Zellen im Lichtmikroskop (LM)
beurteilt und diese entsprechend der Konfluenz gesplittet. Dulbecco’s phosphate-buffered saline
(DPBS), Differenzierungsmedium (DM) und GM wurden vor Subkultivierung, Aussaat und
Mediumwechsel im Wasserbad auf 37 °C erwirmt. Alle Arbeitsschritte erfolgten - wenn nicht
anders angegeben - bei Raumtemperatur (RT). Die Zusammensetzung der Kulturmedien ist

in 2.1.3 aufgefiihrt.

2.2.1.1 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Konfluente Zellen in Passage 14 wurden als Stockkultur eingefroren. Als Medium hierfiir
wurde komplettes GM mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt. DMSO wird beim
Einfrieren von Zellen als Frostschutzmittel verwendet. Es diffundiert in die Zellen und
verhindert dort die Bildung von Eiskristallen, wirkt in der eingesetzten Konzentration aber
auch toxisch (Gstraunthaler und Lindl 2013). Aus diesem Grund miussen einzelne Schritte
beim Auftauen und Finfrieren ziigig erfolgen, um die Zellen nicht zu lange dem toxischen
Einfluss des DMSO auszusetzen. Die Zellen wurden wie in den folgenden Abschnitten
beschrieben trypsiniert und gezahlt, um die Zellzahl in einem Milliliter Zellsuspension zu
ermitteln. AnschlieBend wurden die Zellen fiir drei Minuten bei 300 x g abzentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde nun mit dem DMSO-haltigen Medium resuspendiert und dabei so
verdinnt, dass eine Verdinnung von zwei Millionen Zellen pro Milliliter entstand. Aliquots
von 1 ml Zellsuspension wurden in Einfrierréhrchen abgefillt und eingefroren. Hierfiir
wurden sie zunichst in einer Einfrierbox mit 2-Propanol fir 24 h in den -80 °C
Gefrierschrank gestellt. Am nichsten Tag konnten sie in den -140 °C Gefrierschrank

verbracht werden.

Zur Kultivierung frischer Zellen wurde der Inhalt eines Kryoréhrchens in der Hand erwirmt
und anschlieBend in einer T75-Flasche mit 10 ml GM angesit. Das Wirmen in der Hand
sollte das Auftauen beschleunigen und eine rasche Verdinnung des DMSO durch das
Medium ermoéglichen. Am nichsten Tag wurden die Zellen mikroskopisch beurteilt und das
Medium ausgetauscht, um den schiadigenden Einfluss des DMSO weiter zu reduzieren.
Weitere ein bis zwei Tage spiter wurden die Zellen entsprechend ihrer Konfluenz gesplittet

wie im Folgenden beschrieben.
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2.2.1.2 Subkultivierung der Zellen

In der Regel hatten die Zellen nach etwa drei Tagen in Flaschen der GréBe T75 eine
Konfluenz von 80-90 % erreicht. Aufgrund ihrer hohen Wachstumsrate konnten sie in einem
Verhiltnis von 1:30 oder 1:40 gesplittet werden. Hierfiir wurde zunichst das alte Medium
abgesaugt und die Zellen mit 10 ml DPBS gesptlt, um etwaige Reste des Mediums zu
entfernen. Proteaseinhibitoren, die naturlicherweise in tierischem Serum und somit in den
verwendeten Medien enthalten sind, wiirden sonst das Trypsin inaktivieren (Gstraunthaler
und Lindl 2013). Nach Absaugen des DPBS wurden die Zellen fur ca. sechs Minuten mit
2 ml Trypsin bei 37 °C inkubiert. Lief3 sich die durch Trypsin vermittelte Ablésung der Zellen
vom Untergrund sowie von den Nachbarzellen im Mikroskop bestitigen, wurde die Reaktion
durch die Zugabe von 8 ml GM gestoppt und die Suspension in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt.
Dieses wurde fiir drei Minuten bei einer Beschleunigung von 800 x g zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand erneut abgesaugt, das entstandene Zellpellet mit 10 ml
GM resuspendiert und eine adiquate Menge der Suspension in einer frischen T75-Flasche
mit GM angesit. Um die Zellen méglichst gleichmiBig tiber den gesamten Flaschenboden
zu verteilen, wurde die Flasche mehrfach in Form einer liegenden Acht geschwenkt. Auf die

gleiche Weise wurden auch Zellen nach der Aussaat in Wellplatten (s. u.) verteilt.

2.2.1.3 Ermittlung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl und anschlieBende Aussaat der gewilinschten Anzahl von
Zellen erfolgte in der Regel nach Subkultivierung unter Verwendung der verbliebenen
Zellsuspension. Gezihlt wurde in einer Neubauer smproved -Zihlkammer unter dem
Mikroskop mit zehnfacher VergroBerung. 20 ul Zellsuspension wurden in einem 1,5 ml-
Tube mit 20 pl Trypan Blau vermischt. Der Farbstoff Trypan Blau firbt tote Zellen blau an,
wihrend er die Zellmembran vitaler Zellen nicht durchdringen kann und ermoglicht so eine
Unterscheidung (Gstraunthaler und Lindl 2013). Je 20 pl dieser Mischung wurden in jede
Hilfte der Zahlkammer pipettiert und jeweils die Zellen innerhalb der vier Eckquadrate oben
und unten gezahlt. Jedes Eckquadrat besteht aus vier Mal vier kleineren Quadraten. Gezihlt
wurden alle vitalen Zellen, die sich im Inneren eines dieser Quadrate sowie auf der rechten
und der oberen Begrenzungslinie eines Eckquadrats befanden. Aus den Zellzahlen der vier
Eckquadrate wurde der Mittelwert gebildet, die Mittelwerte der oberen und unteren Hailfte

erneut gemittelt. Durch die Formel
Mittelwert x Verdinnungsfaktor (2) x kammerspezifischer Faktor (10.000)

ergab sich die Zellzahl in einem Milliliter. Unter Anwendung des Dreisatzes konnte von
diesem Wert ausgehend das Volumen berechnet werden, welches die gewtlinschte Anzahl an
Zellen enthielt. Dieses wurde dann in die Wells von 24-Well-Platten pipettiert. Das
Gesamtvolumen in einem Well betrug in der Regel 500 pl, die entsprechende Menge GM

wurde vor Zugabe der Zellsuspension vorgelegt.
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2.2.1.4 Wechsel des Mediums

Ein Austausch des Mediums wurde nur bei Zellen durchgefiihrt, welche in 24-Well-Platten
ausgesit waren. Hierfiir wurde das alte Medium abgesaugt, jedes Well mit 500 pul DPBS
gespult und mit 500 pl frischem Medium aufgefillt. Dieser Vorgang war nétig, wenn von
GM zu DM gewechselt wurde, um die Differenzierung einzuleiten (s. u.). Dartiber hinaus
wurde in allen Differenzierungsversuchen das DM alle 48 h gewechselt, um die ausreichende
Versorgung der Zellen mit Nihrstoffen und die Entfernung von Stoffwechselprodukten zu

gewihrleisten.

2.2.1.5 Aussaat- und Konfluenzversuch

Der Aussaatversuch wurde durchgefihrt, um zu ermitteln, welche Zellzahl nach 24 h zu
welcher Zelldichte im Well fithrt. Die Ergebnisse des Versuchs wurden der Planung aller
weiteren Experimente zugrunde gelegt. Zunichst wurde die Zellzahl in einem Milliliter
Suspension ermittelt wie oben beschrieben. Auf einer 24-Well Platte wurden dann
unterschiedliche Volumina davon angesit, je zwei Wells mit der gleichen Zellzahl. Getestet
wurden Anzahlen von 20.000 Zellen bis 240.000 Zellen pro Well in 20.000er Schritten
(20.000, 40.000, 60.000 usw.). Da die C2C12-Zellen ecine sehr rasche Adhirenz am
Wellboden zeigten, wurde die Platte nach jedem zweiten pipettierten Well geschwenkt, um
eine gleichmaBige Verteilung der Zellen am Wellgrund zu gewihrleisten. Aufgrund des 72-
stiindigen Beobachtungszeitraums wurde ein Gesamtvolumen von 2 ml pro Well verwendet,
welches nicht gewechselt wurde. 24, 48, und 72 h nach dem Aussden wurden alle Wells unter
dem LM in funf- und zehnfacher VergroB3erung fotografiert und hinsichtlich ihrer Konfluenz

beurteilt.

2.2.1.6 Auswahl des Differenzierungsmediums

Fir einige Versuche war die Differenzierung der myoblastischen Zellen zu Myotuben
notwendig. Hierfiir wurde 24 h nach Aussaat das Medium im Well von GM zu DM
gewechselt wie bereits beschrieben. Generell zeichnet sich DM durch einen geringeren
Serumgehalt im Vergleich zum proliferationsférdernden GM aus. Der Wechsel von Serum-
reichem zu Serum-armem Medium ist eine etablierte Methode, um Differenzierung in
Myoblasten zu induzieren (De Arcangelis et al. 2003) und verschiedene Autoren verwenden
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) mit geringen Konzentrationen von FBS oder
Pferdeserum (horse serunz; HS) (Burattini et al. 2004; Song und Lee 2010; White et al. 2013).
Um ein Medium auszuwihlen, welches die Zelllinie besonders effektiv zur Differenzierung
anregt, wurde zunichst eine 24-Well-Platte mit 80.000 Zellen pro Well besiat. Am nichsten
Tag wurde das Medium durch mogliche DM ersetzt. Hierbei wurden jeweils sechs Wells mit
dem gleichen DM versetzt. Die Zusammensetzung der DM ist in Tabelle 13 aufgefiihrt.
Nach der Induktion der Differenzierung wurde die Platte fiir acht Tage weiter kultiviert. Alle
48 h erfolgte ein Mediumwechsel mit dem jeweiligen DM. Von Tag vier bis acht der
Differenzierung wurden die Wells unter dem LM in fiinf-, zehn- und 20-facher Vergroflerung
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fotografiert, um die Entwicklung der Morphologie zu dokumentieren. Der Tag der Induktion
(Wechsel von GM zu DM) wurde hier und in allen folgenden Versuchen Tag 0 genannt.

Tabelle 13: Zusammensetzung der getesteten Differenzierungsmedien im Vergleich

Grundmedium Serumkomponente
2% HS
1% HS
DMEM +1%P/s |
2 % FBS
1% FBS

Dulbecco’s modified eagle medinm (DMEM), Penicillin/Streptomycin (P/S), Pferdeserum (HS),
fetales Rinderserum (FBS).

2.2.2 Farbung differenzierter Zellen

Ein Versuchsziel war zu zeigen, dass sich die myoblastischen C2C12-Zellen durch lingere
Kultivierung in DM zu Myotuben differenzieren lassen. Myotuben sind lang gestreckte
Synzytien mit mehreren Zellkernen. Sie sind kleiner als Muskelfasern zz vivo, enthalten im
Vergleich weniger Kerne und sind weniger organisiert (Abmayr und Pavlath 2012). Dennoch
bietet sich eine Kernfirbung an, um die Mehrkernigkeit der entstehenden Fasern zu
demonstrieren. Es wurden drei unterschiedliche Farbungen durchgefithrt und die Ergebnisse

miteinander verglichen: Himalaun, Methylenblau und 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI).

2.2.2.1 Himalaun- und Methylenblau-Firbung

Fir die Himalaun- und die Methylenblau-Farbung wurden 80.000 Zellen pro Well ausgesat.
24 h spiter waren sie etwa 80-90 % konfluent und es wurde die Differenzierung mit 2 % HS
in DMEM + 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) begonnen. Alle 48 h erfolgte ein
Mediumwechsel. An Tag sechs der Differenzierung wurden sie in folgender Weise gefarbt:
Die Wells wurden mit 500 ul DPBS gewaschen, zehn Minuten lang mit 400 ul 4 %
Formaldehydl6sung fixiert und erneut mit 500 ul DPBS gewaschen. AnschlieBend folgte die
Farbung von je einem Well mit 300 pl Himalaun oder Methylenblau fiir zwei, fiinf oder zehn
Minuten. Der Farbstoff wurde hiernach mit sterilem destilliertem Wasser abgewaschen, bis
er nicht mehr ins Wasser ausfarbte. Zum Aufbewahren und Fotografieren der Zellen wurde
das destillierte Wasser abgesaugt und erneut durch DPBS ersetzt. Unter dem LM wurden

Bilder in fiinf-, zehn- und 20-facher VergroB3erung angefertigt.

2.2.2.2 DAPI-Firbung

Zellen fir die DAPI-Farbung wurden ebenfalls als 80.000 pro Well ausgesit und mit 1 % HS
in DMEM + 1 % P/S fir sechs Tage differenziert. Auch hier wurde das DM alle 48 h
gewechselt. Sie wurden mit 500 ul DPBS gewaschen, zehn Minuten mit 400 ul 4 %
Formaldehydlésung fixiert und erneut mit 500 ul DPBS gespilt. DAPI wurde 1:1000 in
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unsterilem DPBS verdiinnt und 300 pl der verdiinnten Lésung wurden fiir fiinf Minuten
zum Firben auf die Zellen gegeben. AbschlieBend wurde fiinf Mal mit DPBS gesptilt und
schlieBlich 500 ul DPBS auf den Zellen belassen. Bei DAPI handelt es sich um einen
fluoreszierenden Farbstoff, welcher speziell an DNA bindet und somit die Kerne anfirbt
(Gstraunthaler und Lindl 2013). Durch einen noch nicht vollstindig geklirten Mechanismus
bleicht die Fluoreszenz von DAPI unter Lichteinfluss aus (Gallardo-Escarate et al. 2007).
Um dies zu vermeiden, wurden sowohl alle Gefil3e, die DAPI enthielten, als auch die damit
gefirbten Zellen als Lichtschutz mit Aluminiumfolie bedeckt. Fotos der gefirbten Zellen
wurden als Lichtbilder und als Fluoreszenzbilder jeweils in zehn- und 20-facher
VergroBerung aufgenommen. Overlay-Bilder wurden mithilfe von Image] (Schneider et al.

2012) aus den Originalbildern erstellt.

2.2.3 Transfektion mit siRNA

2.2.3.1 Transfektionsprotokoll

Die Transfektion der Zellen wurde mit Lipofectamine® 2000 durchgefiihrt. Wie andere lipid-
basierte Transfektionsreagenzien bildet Lipofectamine® 2000 in serumfreiem Medium
positiv geladene Liposomen. Diese koénnen mit negativ geladenen Nukleinsiuren
komplexieren und diese durch Fusion mit der ebenfalls anionischen Zellmembran und durch
Endyzytose ins Zytoplasma einschleusen. Im Plasma verlassen die Komplexe die
Endosomen. Eingeschleuste DNA gelangt - nun ohne die Komplex-Lipide - in den Zellkern,
wo sie zur Expression kommt. Der Eintritt in den Zellkern erfolgt vermutlich tiberwiegend
durch Kernoffnung wihrend der Mitose (Chesnoy und Huang 2000; Dalby et al. 2004).
siRNA entfaltet ihre Wirkung im Zytoplasma und muss daher nicht in den Zellkern
aufgenommen werden (s. 1.4). Fur die durchgefiihrten gnockdown-Versuche wurden C2C12-
Zellen mit siRNA gegen Foxo3 oder Luciferase-siRNA als Kontrolle transfiziert. Bei den
vorher durchgefithrten Versuchen zum Transfektionserfolg wurde ein green fluorescent protein
(GFP)-exprimierendes Plasmid eingebracht (pmaxGFP). Die Funktionsweise von
Lipofectamine® ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt.
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Abbildung 4: Komplexbildung und Mechanismus von Lipofectamine

Links: Lipofectamine® bildet Liposomen, die mit Nukleinsiuren komplexieren. Rechts:
Komplexe aus Liposomen und Desoxyribonukleinsiure (DNA) oder short interfering
Ribonukleinsdure (siRNA) gelangen per Endozytose in die Zielzelle. In der Zelle verlassen
die Nukleinsauren Endosom und Lipid, DNA gelangt in den Zellkern und kommt dort zur
Expression, siRNA entfaltet ihre Wirkung im Zellplasma durch Bindung an den RN.A znduced
silencing complex: (RISC). Modifiziert nach (Chesnoy und Huang 2000; Kurreck 2009; Thermo
Fisher Scientific Inc. 2020a; Thermo Fisher Scientific Inc. 2020b).

In leichter Abweichung vom empfohlenen Protokoll des Herstellers (Thermo Fisher
Scientific, invitrogen by life technologies 2013) wurde nach Vorversuchen (s. u.) wie folgt
vorgegangen: Am Vortag der Transfektion wurden in 24-Well-Platten 60.000 Zellen pro Well
ausgesit. Diese erreichten innerhalb der 24 h bis zur Transfektion eine Konfluenz von 60-
80 %. Unmittelbar vor der Transfektion wurde das Medium mit frischen GM gewechselt.
Fiir jedes zu transfizierende Well wurde 1 ul Lipofectamine® 2000 in ein Reaktionsgefil3 mit
49 ul Opti-MEM gegeben. In einem zweiten Tube wurden 1000 ng Plasmid-DNA bzw. 3 ul
einer 20 uM siRNA-Losung mit Opti-MEM ebenfalls auf ein Gesamtvolumen von 50 pl
gebracht. Beide Gemische wurden durch einmaliges kurzes Starten und Stoppen der
Zentrifuge ,,anzentrifugiert und dann fir fiinf Minuten stehen gelassen. Anschlieend
wurde das DNA- bzw. siRNA-Gemisch dem Lipofectamine-Gemisch zugeftigt. Der neue
Mix (Gesamtgemisch) wurde durch Pipettieren durchmischt und fiir weitere 20 Minuten
stehen gelassen. Danach wurden 100 ul des Gesamtgemisches in jedes Well gegeben. Die
Zugabe erfolgte tropfenweise in Kreisform. Nach Zugabe des Transfektionsgemisches
wurde die Wellplatte geschwenkt wie bereits beschrieben und zuriick in den Inkubator
gestellt. Der gesamte Transfektionsvorgang wurde bei RT unter der Sterilbank durchgefiihrt.
Das Opti-MEM wurde vor der Verwendung im Wasserbad auf 37 °C erwirmt.
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2.2.3.2 Prifung des Transfektionserfolges

Der Erfolg der Transfektion mittels Lipofectarnine® 2000 wurde vor den Hauptversuchen in
verschiedenen Settings gepruft. Getestet wurden dabei verschiedene Protokolle und die
Transfektion unterschiedlicher Zellpopulationen. Tabelle 14 gibt einen Uberblick tiber diese

Versuche.

Tabelle 14: Versuche zur Prufung des Transfektionserfolges

Protokoll Zellpopulation Details

Herstellerprotokoll 80.000 C2C12 undifferenziert | Lipofectamine-

(Thermo Fisher Scientific, Gemisch/DNA-Gemisch:

invitrogen by life technologies keine Inkubationszeit

2013) Gesamtgemisch: 5 min
Inkubation bei RT

Modifiziert 80.000 C2C12 undifferenziert | Lipofectamine-

Gemisch/DNA-Gemisch: 5
min Inkubation bei RT
Gesamtgemisch: 20 min
Inkubation bei RT
Modifiziert 60.000 C2C12 undifferenziert | Lipofectamine-
Gemisch/DNA-Gemisch: 5
min Inkubation bei RT
Gesamtgemisch: 20 min
Inkubation bei RT
= Nach48h
Fotodokumentation
Induktion der
Difterenzierung (DM
mit 2 % HS, Wechsel
alle 48 h) und
Beobachtung fiir
weitere sechs Tage
Modifiziert 80.000 C2C12, sechs Tage Lipofectamine-
DM (2 % HS, Wechsel alle 48 | Gemisch/DNA-Gemisch: 5
h) min Inkubation bei RT
Gesamtgemisch: 20 min
Inkubation bei RT
Desoxyribonukleinsiaure (DNA), Raumtemperatur (RT), Differenzierungsmedium (DM),
Pferdeserum (HS).

Um die Transfektion tberpriifbar zu machen, wurden die Zellen mit pmaxGFP transfiziert
(s. 2.2.3.1). GFP lasst sich zum qualitativen Nachweis erfolgreicher Transfektion in lebenden
Zellen einsetzen. Unter Anregung mit ultraviolettem Licht oder blauem Licht leuchtet es
grin. Die volle Leuchtintensitit wird dabei erst nach 48 bis 72 h erreicht, da das Protein nach
Transfektion zunidchst exprimiert werden muss und dann eine gewisse Reifezeit benotigt
(Milhardt 2013) Die transfizierten Wells wurden nach 24 h und 48 h kontrolliert und
fotografiert. Lichtbild-Fotos wurden in zehn- und 20-facher VergréBlerung mit 70 %
Autobelichtung aufgenommen. Fluoreszenzbilder wurden zehnfach vergréBert mit 70 %

Autobelichtung sowie 1,9 s Belichtungszeit und 20-fach vergroBert mit 1,9 s Belichtungszeit
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fotografiert. Fluoreszenzbilder undifferenzierter Zellen in zehnfacher VergréBerung wurden
mit dem Image] Multipoint Tool ausgezihlt. Fir jedes Protokoll (Hersteller, modifiziert mit
80.000 und modifiziert mit 60.000 Zellen) und jeden Zeitpunkt (24 und 48 h nach
Transfektion) wurde in jeweils drei Bildern die Zahl der fluoreszierenden Zellen bestimmt.

AnschlieBend wurden Mittelwert und Standardabweichung in Microsoft Excel berechnet.

2.24  Genexpressionsversuch Foxo3 knockdown und Differenzierung

2.2.4.1 Versuchsaufbau und Ablauf

In diesem Versuch wurde die Expression verschiedener Gene in C2C12-Zellen im Verlauf
der Differenzierung und nach Aknockdown von Foxo3 oder nach Behandlung mit einer
Kontroll-siRNA untersucht. Analysierte Gene waren Foxo3, Atrogin-1, Myog und MyH4. Far
den Versuch wurden in zwei 24-Well-Platten jeweils 10 Wells zu 60.000 Zellen angesit. Am
Folgetag zeigten sie eine Konfluenz von ca. 70 % und wurden entsprechend dem
modifizierten Protokoll (s. o.) transfiziert (Versuchstag 0). Auf einer Platte erfolgte die
Transfektion mit siRNA gegen Foxo3, auf der anderen als Kontrolle mit einer siRNA gegen
das beim Menschen nicht exprimierte Gen Luciferase. Am nun folgenden Versuchstag 1
wurde auf beiden Platten mit der Differenzierung der Zellen durch DM mit 1 % HS
begonnen. Insgesamt wurde der Versuch bis zu Versuchstag 9 (acht Tage Differenzierung)
fortgefiihrt. Ab Versuchstag 0 (Tag der Transfektion, 24 h nach Aussaat) wurden die Zellen
taglich einmal unter dem LM in zehn-, 20- und 40-facher VergroB3erung fotografiert, um ihre
Vitalitat sowie die Entwicklung der Morphologie zu dokumentieren. Zudem wurde ab Tag 0
jeden Tag aus einem Well pro Gruppe (Behandlungsgruppe B und Kontrollgruppe K) RNA
isoliert (s. u.). Das Medium in den Wells wurde nach Beginn der Differenzierung alle 48 h
gewechselt wie oben beschrieben. Insgesamt wurde die Analyse mit den beschriebenen
Techniken an drei unterschiedlichen Wells pro Zeitpunkt und Gruppe (B und K)
durchgefiihrt, entsprechend drei biologischen Replikaten. Einen schematischen Uberblick
tiber den Versuchsaufbau gibt Abbildung 5.
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Weiterflihrung der Differenzierung
Tag 0 Tag 1 bis Versuchstag 9
Taglich (Tag 0 bis 9) Beurteilung im
OOQ| |I0O0O OO Mikroskop sowie Isolation von RNA
O0OQ| |IOOO OO0 — |. Drei biologische Replikate
OQO0O| OO OO0
4 4 Behandlung » nach Versuchsabschluss gqPCR fir
siRNA Foxo3 .
t 1t Foxo3, Atrogin-1, Myog und MyH4

Differenzierungsmedium

Abbildung 5: Aufbau Hauptversuch

short interfering Ribonukleinsdure (siRNA), forkbead box O3 (Foxo3), quantitative real time-
Polymerase-Kettenreaktion (QPCR), Myog (Myogenin), myosin heavy chain 4 (MyH4). Weitere
Erlduterung siehe Text.

2.2.4.2 RNA-Isolation

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Kulturzellen erfolgte unter Verwendung des RNeasy™
Mini Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland) entsprechend dem Herstellerprotokoll. Erginzend
zu den Anweisungen des Herstellers wurden die zu lysierenden Zellen vor dem ersten Schritt
einmal mit DPBS gespiilt, welches hierfiir nicht erwirmt werden musste. Zentrifugationen
wurden statt mit 8000 x g mit 13.523 x g durchgefihrt, Zentrifugation bei voller
Geschwindigkeit entsprach bei der verwendeten Zentrifuge 18.406 x g. Die isolierte RNA
wurde in einem Gesamtvolumen von 30 pl Ribonuklease (RNase)-freiem Wasser gelost. Ab
der Lyse der Zellen war es wichtig, wenn moglich auf Eis zu arbeiten und alle
Reaktionsgefifle weitestgehend geschlossen zu halten. Fir jedes Tube und jeden
Arbeitsschritt  wurde eine neue Desoxyribonuklease (DNase)- und RNase-freie

Pipettenspitze verwendet.

Der RNA-Gehalt der gewonnenen Probe wurde unmittelbar nach der Isolation bestimmt.
Hierfir wurden 1,5 pl Probe auf die Messsonde des Spektrophotometers pipettiert, nachdem
dieses auf das verwendete RNase-freie Wasser geeicht worden war. Neben dem RNA-Gehalt
jeder Probe wurden als Qualititskontrolle auch die Quotienten der Absorption bei 260
nm/280 nm und 260 nm/230 nm protokolliert. Nukleinsduren absorbieren Licht mit einer
Wellenlinge von 260 nm. Das Verhiltnis der Absorption bei 260/280 sollte fiir RNA etwa
bei 2,0 liegen. Ein Quotient tber 2,2 gibt Hinweise auf Kontamination mit basischen
Verbindungen, ein Wert unter 1,9 auf Verunreinigung durch Siuren, Phenol oder Proteine.
Erginzend deutet ein 260/230-Wert tber 2,0 - 2,2 auf Kontamination mit organischen
Verbindungen hin (DeNovix, Inc. 2014). Nach dieser Messung wurden die Proben

bei -80 °C zur Lagerung eingefroren.
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2.2.4.3 cDNA-Synthese

Zur Synthese von komplementirer DNA (cDNA) wurde das iScript” cDNA Synthesis Kit
(BioRad, Hercules, CA, USA) nach Herstellerprotokoll verwendet. Die im Kit enthaltenen
Substanzen iScript~ Reverse Transkriptase und iScript 5x Reaction Mix wurden auf Eis
aufgetaut, gevortext und durch einmaliges kurzes Starten und Stoppen der Zentrifuge
wanzentrifugiert”. 1000 ng RNA wurden mit 5 ul Mastermix und einer variablen Menge
RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20 ul pro Reaktion gebracht. Der
Pipettiervorgang wurde auf Eis durchgefthrt. Die Synthese erfolgte im Sensoquest Labcycler
ebenfalls nach dem Protokoll von iScript (s. Tabelle 15). Die fertige cDNA wurde
bei -20 °C gelagert.

Tabelle 15: Protokoll zur Synthese von komplementirer Desoxyribonukleinsidure (cDNA)

Schritt Dauer Temperatur Anzahl der Bemerkung
Durchginge

1 5 min 25°C 1 Anlagerung der
Primer

2 20 min 46 °C 1 Reverse
Transkription

3 1 min 95°C 1 Inaktivierung der
Reversen
Transkriptase

4 0 4°C 1 Kuhlung bis zur
Entnahme der
Proben

2.2.4.4 Prinzip und Durchfihrung der qPCR

Bei der qPCR wird die Amplifikation einer cDNA-Probe in Echtzeit mitverfolgt. Der
Farbstoff SYBR Green I im Reaktionsansatz interkaliert mit der sich vermehrenden
doppelstringigen DNA. Seine Fluoreszenz steigt proportional zur Amplikon-Menge und
wird im Verlauf der PCR-Zyklen gemessen. Referenzpunkt fir die spitere Auswertung der
Messung ist der Ct-Wert (¢ycle threshold), der der Anzahl von Zyklen entspricht, nach denen
das Fluoreszenzsignal den Hintergrund iibersteigt (Miilhardt 2013; BioRad 2018). Zu diesem
Zeitpunkt enthalten alle Reaktions-Tubes die gleiche Menge DNA. Ist der Ct-Wert hoch,
war eine lingere Amplifikation nétig und die Ausgangsmenge entsprechend gering (Pfaffl
2004).

qPCRs wurden fiir die Gene Foxo3, Atrogin-1, Myog und MyH4 durchgefthrt. Als housekeeping-
Gen diente die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Fir jedes Gen
wurde eine eigene 96-Well-Platte auf Eis pipettiert und im Thermocycler gemessen. Fir jede
Probe wurden drei technische Replikate zu Messung aufgetragen, zusitzlich wurden pro
Platte zwei Negativkontrollen pipettiert. Diese enthielten ausschlieBlich den Mastermix
bestehend aus SsoAdvanced SYBR-Green, den Primern fiir das zu untersuchende Gen

(vorwirts und ruckwirts) und RNase-freiem Wasser, jedoch keine cDNA-Probe. Jedem
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anderen Well wurde nach Vorlage des Mastermix 1 pul cDNA zur Vervielfiltigung zugesetzt.
Bis auf das Wasser wurden alle Bestandteile des Mastermix sowie die cDNA fir ihre
Verwendung auf Eis aufgetaut, gevortext und durch einmaliges kurzes Starten und Stoppen
der Zentrifuge ,,anzentrifugiert™. Das verwendete Temperaturprogramm (CFX 3-Schritt-
Amplifikation mit Schmelzkurven-Analyse) ist der folgenden Tabelle 16 zu entnehmen.

Tabelle 16: Temperaturprogramm fiir die quantitative rea/ time-Polymerase-Kettenreaktion

(qPCR)
Schritt Dauer Temperatur Anzahl der Bemerkung
Durchginge

1 3 min 95,0 °C 1 Denatutierung,
initial

2 10's 95,0 °C Denaturierung

3 10s 55,0 °C 40 Anlagerung der
Primer

4 30 s 72,0 °C Elongation

5 10's 95,0 °C 1 Denatutierung

6 5s 89,5 °C -95,0 1 Schmelzkurven-

°C analyse

2.2.4.5 Auswertung der qPCR

Die Rohdaten der qPCR-Ergebnisse wurden aus BioRad CFX Manager zu Microsoft Excel
exportiert und dort nach der 204“Y Methode ausgewertet (Livak und Schmittgen 2001).
Hierbei wird zunichst der sogenannte ACt-Wert ermittelt, indem der Ct-Wert des

housekeeping-Gens von dem des Zielgens subtrahiert wird:
ACt = Ct (Zielgen) — Ct (housekeeping-Gen).

In einem néchsten Schritt werden die ACt-Werte der Behandlungs- und der Kontrollgruppe

voneinander abgezogen:
AACt = ACt (Behandlung) — ACt (Kontrolle).

Um den relativen Expressionsunterschied des untersuchten Gens zwischen den beiden

Gruppen zu errechnen, wird schlief3lich die folgende Formel verwendet:
Effekt = 2044 (Pfaffl 2004).

In der durchgefiihrten qPCR wurden fiir jede biologische Probe drei technische Replikate
gemessen. In einer ersten Auswertung wurde fur jeden Zeitpunkt des Versuchs die
behandelte Probe auf ihre Kontrolle normiert. Dies sollte die Effektivitit des Foxo3-
knockdown bzw. seinen Effekt auf die Expression weiterer Gene Uberprifen. Fir die
Kontrollgruppe wurde aus den ACt-Werten der drei technischen Replikate der Mittelwert
gebildet. Dieser wurde zur Errechnung des AACt-Wertes vom ACt jedes technischen
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Replikats der Behandlungsgruppe abgezogen. Mit dem so erhaltenen AACt-Wert wurde
weitergerechnet, wie in der Literatur beschrieben. Dieses Verfahren wurde fur jede

biologische Probe wiederholt.

In weiteren Auswertungen wurden die Ct-Werte innerhalb einer Gruppe (K bzw. B) auf
Versuchstag 0 normiert, um die Genexpression im zeitlichen Verlauf der Differenzierung zu
testen. Hierbei wurde aus den ACt-Werten der technischen Replikate von Tag 0 der
Mittelwert gebildet und dieser zur Berechnung von AACt von den einzelnen ACt Werten der
anderen Versuchstage abgezogen. Tag 0 diente also als Kontrolle fiir die anderen

Versuchstage. Die weitere Berechnung erfolgte wie beschrieben.

2.2.4.6 Statistische Auswertung

Alle Effektwerte wurden nach ihrer Berechnung in GraphPad Prism tbertragen. Dort
wurden sie als Balkendiagramme dargestellt und statistisch ausgewertet. Im Balkendiagramm
sind die Daten als Mittelwert * Standardabweichung dargestellt. Da bei Stichproben mit
n = 3 keine Normalverteilung angenommen werden kann und sich ein Platteneffekt nicht
sicher ausschlieBen lieB, wurden fir die interferenzstatistische Auswertung
nichtparametrische Tests fiir verbundene Stichproben angewendet. Fir die
Gruppenvergleiche (Normierung der Behandlungsgruppe auf die Kontrollgruppe) war dies
der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, fir die Reihentestung mit Normierung auf 0 der
Friedman-Test. Zuletzt wurden die Ergebnisse der Normierung auf 0 auf Unterschiede
zwischen den Gruppen getestet. So lie3 sich der Verlauf der jeweiligen Genexpression in
behandelten Zellen und Kontrollzellen miteinander vergleichen. Hierfiir kam erneut der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zum Finsatz. Bei allen Testungen wurde ein

Signifikanzniveau von 5 % verwendet.

2.2.5 Proliferationsassay Foxo3-knockdown

2.2.5.1 Versuchsaufbau und Ablauf

Ziel dieses Versuchs war es, die Auswirkung eines &nockdown von Foxo3 in C2C12-Zellen auf
deren Proliferationsfihigkeit zu testen. Hierfiir wurden auf einer 24-Well-Platte sechs Wells
zu 20.000 Zellen angesiat. Am Folgetag wurde bei ca. 10 % Konfluenz die eine Halfte der
Wells mit siRNA gegen Foxo3, die andere Hilfte mit siRNA gegen Luci