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Einleitung

1 Einleitung

Mitochondrien sind in fast allen eukaryontischen Zellen zu finden. Sie besitzen eine doppelte
Membranhiille, die sie in elektronenmikroskopischen Aufnahmen gut sichtbar macht. Die
innere Membran ist in der Regel zur Oberflichenvergroerung stark eingefaltet. Dem
Erscheinungsbild der inneren Membran nach werden Cristae-Typ (blattformige Auffaltung)
und Tubuli-Typ (rShrenformige Einstiilpungen) unterschieden '. Die Gestalt von
Mitochondrien variiert extrem; je nach Zelltyp und physiologischem Zustand treten eher
einzelne Mitochondrien oder vernetzte Strukturen auf, die sich bewegen, teilen und
miteinander verschmelzen konnen > >*

Auch die mitochondriale Masse einer Zelle ist variabel: In stark oxidativem Gewebe wie
Herzmuskel betrdgt der Volumenanteil bis zu 35 % 1, in Leber 18 % 6, weille Muskulatur
dagegen besitzt nur 2 % Mitochondrien’.

Innerhalb einer Zelle ist die Verteilung der Mitochondrien in den verschiedenen subzelluldren
Doménen unterschiedlich: In Nervenzellen und Spermatocyten z. B. ist die liberwiegende
Zahl von Mitochondrien am Ort des groften Energiebedarfs, am Axon bzw. an der Geilel,

lokalisiert 2. In Nierenepithelzellen, die den GroBteil ihrer Energie durch ATP-abhingigen

Ionentransport verbrauchen, sind Mitochondrien in der basolateralen Membran konzentriert.

Gemeinsam mit Chloroplasten sind Mitochondrien die einzigen Organellen, die ein
eigenstindiges Genom besitzen. Der Endosymbiontenhypothese ® nach deutet dies auf eine
Abstammung von phagozytierten Eubakterien, die nach und nach integraler Bestandteil der
eukaryontischen Zellen wurden. Fiir eine eigenstindige Vergangenheit der Mitochondrien
sprechen ihr zirkuldres Genom und eine eigene Maschinerie zur Proteinbiosynthese, die grofie
Ahnlichkeit mit der von Bakterien aufweist’.

Allerdings haben Mitochondrien im Laufe der Evolution ihre Selbstéindigkeit verloren; ein
GrofBteil der Gene fiir mitochondriale Proteine wurde in den Zellkern transferiert. Die Zahl
und Anordnung der im mitochondrialen Genom (mtDNA) verbliebenen Gene ist je nach

systematischer Zugehorigkeit unterschiedlich.
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1.1 Funktion von Mitochondrien

Mitochondrien stellen ein abgetrenntes Kompartiment fiir den Energiestoffwechsel dar, in
dem verschiedene energieliefernde Abbauprozesse zusammenlaufen und in der Oxidation der
erzeugten Reduktionsdquivalente enden. Durch den Transport der bei der Oxidation
freiwerdenden Elektronen iiber in Reihe geschaltete Redox-Komplexe und die Ubertragung
auf Sauerstoff wird ein Protonengradient iiber der inneren Mitochondrienmembran erzeugt,
der durch eine Protonen-transportierende ATP-Synthase zur Phosphorylierung von ADP
genutzt werden kann. Der Grof3teil der von einer Zelle bendtigten ATP-Menge wird so in

Mitochondrien erzeugt '

Cytosol
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Abbildung 1:

Bild der Atmungskette und der zufiihrenden Stoffwechselwege (nach ™)

Neben dieser Hauptfunktion, der Umsetzung von Metaboliten in ATP, finden im

mitochondrialen Kompartiment

auch Stoffwechselwege

statt,

die eng mit der

Elektronentransportkette bzw. dem dadurch erzeugten Membranpotential verkniipft sind.
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So wird z. B. im braunen Fettgewebe von Kleinsdugern durch einen Protonenkanal
(uncoupling protein UCP-1) in der mitochondrialen Membran der Elektronentransport von der
ATP-Synthese entkoppelt. Dabei wird Energie als Wérme frei, die der Aufrechterhaltung der
Kérpertemperatur dient . Das hohe Reduktionspotential der Atmungskettenkomplexe wird
zur Reduktion von Fe’-Ionen bei der Himsynthese genutzt 12
Auch eine Vielzahl weiterer Synthesewege findet in den mitochondrialen Kompartimenten
statt 1. Unter anderem finden einige Schritte der Synthese von Nukleotiden, Pyrimidinen,
Phospholipiden, Harnstoff sowie einigen Aminosduren im mitochondrialen Kompartiment
statt. Weitere Funktionen von Mitochondrien liegen in der Regulation der cytosolischen Ca*'-
Konzentration ' und der Beteiligung an der Apoptose **.
Storungen der mitochondrialen Funktionen wurden in den letzten Jahren immer héufiger als
Ursache schwerer, degenerativer Erkrankungen von Nerven, Muskeln und anderen stark
energiekonsumierenden Geweben ausgemacht. Der tiberwiegende Teil dieser Erkrankungen
wird durch Mutationen im mitochondrialen Genom verursacht '. Bei einigen deutet jedoch
die Vererbung nach Mendelschen Regeln auf Mutationen im Kerngenom als Ausloser fiir
Verdnderungen der mitochondrialen DNA hin '”. Auch der ProzeB des Alterns sowie
neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer, Chorea-Huntington und Parkinson treten
zusammen mit mitochondrialen Verdnderungen auf. Hier ist jedoch der kausale
Zusammenhang noch nicht aufgeklzrt '® %2,
1.2 Die Biosynthese der Mitochondrien
Mitochondrien unterliegen, wie andere Zellbestandteile auch, einem stéindigen “turnover”.
Einerseits werden einzelne Proteine innerhalb eines Mitochondriums abgebaut, andererseits
werden auch ganze Mitochondrien von Lysosomen phagozytiert 2!. Die Synthese von
Mitochondrien geschieht ausschlieflich durch Teilung und Abschniirung aus bereits
existierenden Mitochondrien.
In allen Organismen gibt es eine Vielzahl an physiologischen Situationen, in denen sich der
Energiebedarf einzelner Zellen oder Gewebe deutlich dndert.
Hierzu gehoren

e die Differenzierung von Zellen wihrend der Ontogenese >

e die Adaption von braunem Fettgewebe zur Wirmeregulation *

o Muskelaufbau durch Kraft- oder Ausdauertraining **

e hypoxische Bedingungen **

e hormonale Verinderungen 2%’
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Auf diese Situationen reagieren Zellen mit einer Anpassung ihrer oxidativen Kapazitit, teils
durch Verdnderung ihrer Mitochondrienmasse, teils durch Umorganisation der

Mitochondrienstruktur.

Auch eine Reihe von pathophysiologischen Situationen fiihrt zu Verdnderungen bei
Mitochondrien:

e Tumorbildung **%

e mitochondriale Myopathien, Entstehung von “ragged red fibers”**

e Uber- oder Unterproduktion von Hormonen *"

e Hypertrophie, z. B. von Herzmuskel **
o Alter

e Denervierung und Nichtgebrauch von Muskulatur ****

Die Vielzahl der fiir die Mitochondrienbiogenese bendtigten Proteine 146t aus 6konomischen
Griinden eine Regulation der energieaufwendigen Proteinexpression sinnvoll und
wahrscheinlich erscheinen. Dabei ist allerdings nicht nur eine Koordination der Gene
innerhalb des Mitochondriums bzw. des Kerns erforderlich. Zumindest fiir die Generierung
der Atmungskettenkomplexe I, III, IV, und V, die sowohl aus mitochondrial kodierten als
auch aus kernkodierten Untereinheiten bestehen, ist auch eine intergenomische

Kommunikation und Abstimmung zwischen Kern und Mitochondrium zu erwarten.

Der tiberwiegende Teil der ca. 700 bis 1000 fiir die Mitochondrienbiosynthese bendtigten
Proteine wird im Zellkern kodiert und posttranslational importiert. Die korrekte Faltung der
Proteine und die Bildung von Komplexen geschieht erst am Zielort *.

Zu den kernkodierten mitochondrialen Proteinen gehoren alle Faktoren fiir Replikation und
Expression des mitochondrialen Genoms, der grofite Teil der mitochondrialen
Translationsmaschinerie und ca. 70 Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe, die Enzyme
fiir Krebs-Zyklus und B-Oxidation, auBerdem Chaperone und Transportproteine.

Die mitochondriale DNA in Sdugerzellen ist ein hochgradig 6konomisch organisiertes Genom
von 16,6 kb. Es umfalit 37 Gene, darunter die beiden mitochondrialen rRNAs, 13 Gene fiir
Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe I, III, IV und V und alle 22 fiir die
mitochondriale Proteinbiosynthese bendtigten tRNAs. Schidtzungen nach besitzen einzelne

Mitochondrien ca. 2-10 ringférmige Molekiile mitochondrialer DNA %,
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1.2.1 Regulation mitochondrial kodierter Gene

Die Expression der mitochondrial kodierten Gene in Vertebraten ist zu einem betrdchtlichen
Teil von der Transkriptionsrate abhingig, nur geringe Modulationen der mitochondrialen
Genexpression erfolgt teilweise auf RNA- und Protein-Ebene durch unterschiedliche
Stabilitdten und Turnover-Zeiten *®.

Die Transkription der mitochondrialen Gene geht von zwei unabhéngigen Promotoren in der
“D-Loop”-Region der mtDNA aus. Die dicht hintereinander liegenden Gene jedes Strangs
werden dabei als polycistronische RNA transkribiert. Die zwischen den proteinkodierenden
Genen liegenden tRNAs dienen als Splei3signal, durch prozessierende RNAsen werden die
einzelnen RNAs freigesetzt und die mRNAs polyadenyliert **. Eine “vorzeitige” Termination
der RNA-Synthese am 3’-Ende des 16S rRNA-Gens in der Mehrzahl der
Transkriptionsereignisse am H-Strang fiihrt dabei zu einer hoheren Konzentration der beiden
rRNAs .

Beide Promotoren der mitochondrialen DNA weisen Bindungsstellen fiir den mitochondrialen
Transkriptionsfaktor A (mtTFA) auf, der zusammen mit der mitochondrialen RNA-
Polymerase essentiell fiir die Transkriptionsinitiation in vitro nachgewiesen wurde *'. Dem
kernkodierten mtTFA wird eine zentrale Rolle bei der Regulation der mitochondrialen
Transkription durch den Zellkern zugeschrieben.

Auch die Replikation der mtDNA wird durch mtTFA reguliert: eine kurze RNA-Spezies am
leichten Strang der mtDNA dient als Startpunkt fiir die Neusynthese der mtDNA **. Den
EinfluB des Kerns auf die mtDNA-Replikation bestétigt auch der Befund, dal Mitochondrien

in Kernnihe eine hohere DNA-Syntheserate besitzen als weit entfernte 2.

1.2.2 Regulation kernkodierter mitochondrialer Gene

Die Regulation der mitochondrialen Biogenese mit schitzungsweise 1000 beteiligten Genen
ist ein komplexer ProzeB3, der priazise den jeweiligen physiologischen Bedingungen der Zelle
angepallt werden mull. Auf welche Weise dabei die Expressionskoordination der kern-
kodierten Gene erfolgt, ist noch unbekannt. Erste Ansdtze zur Identifizierung regulatorischer
Elemente wurden durch die Analyse von Promotorregionen einzelner Gene gemacht.

Wie die meisten ,,house-keeping“-Gene, die in einer Zelle stets exprimiert werden, wird auch
die basale Expression vieler mitochondrialer Gene durch den ubiquitéren Transkriptionsfaktor
Spl aktiviert. Dieser Aktivator gehort zur Familie der Zinkfinger-Proteine und ist an der

Regulation einer Vielzahl von konstitutiven und zellspezifischen Funktionen beteiligt **.
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Je nach Gen, Zelltyp und physiologischer Situation erfolgt eine zusétzliche Aktivierung
kernkodierter mitochondrialer Gene durch ein breites Spektrum an weiteren ubiquitdren oder
Zelltyp-spezifischen Transkriptionsfaktoren.

Unklar ist bisher jedoch, welche gemeinsamen Elemente fiir die Koordination der
mitochondrialen Gene verantwortlich sind. Ein erster Schritt zur Aufkldrung war die

Identifizierung der nuclear respiratory factors NRF-1 und NRF2:

Der Transkriptionsfaktor NRF-1 wurde iiber seine Aktivierungsdomidne im somatischen
Cytochrom C-Promotor der Ratte entdeckt. Neben dem Einflu3 einer CAAT-Box und einigen
Sp1-Erkennungssequenzen ist die Bindung von NRF-1 fiir eine Stimulierung der Cytochrom
C-Expression essentiell **. Die entwickelte Consensus-Sequenz fiihrte zur Identifizierung von
funktionellen NRF-1-Bindungsstellen in einer Vielzahl von kernkodierten mitochondrialen
Genen, unter anderem in Komplex III und IV-Untereinheiten, der ATP-Synthase und
Cytochrom C *.

Uber die Aktivierung des mtTFA-Gens und der an der mitochondrialen Replikationsinitiation
beteiligten MRP-Endonuclease besitzt NRF-1 auch EinfluB3 auf Transkription und Replikation
der mitochondrialen DNA und ist somit Bestandteil der intergenomischen Regulation der
mitochondrialen Biogenese *°. Die essentielle Funktion des NRF-1 fiir die Integritit der
mtDNA wurde durch die Inaktivierung des Gens in der Maus bestdtigt: NRF-1-defiziente
Embryonen weisen deutlich verringerte mtDNA-Mengen auf und sterben zwischen Tag 3,5
und 6,5 ¥’. Allerdings wurden auch in nicht-mitochondrialen Genen funktionelle NRF-1-
Bindungsstellen identifiziert, so dal weitere Funktionen als trans-aktivierender Faktor zu

vermuten sind *®,

Der ebenfalls an der Regulation kernkodierter mitochondrialer Gene beteiligte Faktor NRF-2
wurde aufgrund seiner transaktivierenden Funktion im cox IV-Promotor identifiziert *.
Konservierte Bereiche in NRF-2-Bindungsstellen und Homologien der Sequenz zeigten die
Zugehorigkeit von NRF-2 zur Familie der ETS-Transkriptionsfaktoren. NRF-2 bindet DNA
als Heterodimer. Die DNA-Bindung wird dabei von der Untereinheit o vermittelt, wihrend
die zweite Untereinheit vom Typ 3 oder y die transkriptionsaktivierende Funktion besitzt. Fiir
den humanen NRF-2 sind bisher die Untereinheiten o, B, B2, y1 und y, bekannt, bei dem
identischen Faktor GAPB (GA-bindung protein) in der Maus fehlen die durch

SpleiBvarianten entstehenden Untereinheiten y; und y» 50
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Funktionelle NRF-2-Zielsequenzen wurden unter anderem in mehreren Untereinheiten der
Cytochrom C-Oxidase gefunden, aulerdem im Gen fiir die B-Untereinheit der ATP-Synthase
und — in Kombination mit einer NRF-1-Bindungsstelle - im mtTFA-Promotor " ** *6. Dabei
sind die Consensus-Sequenzen haufig tandemartig angeordnet und haben synergistische
Eigenschaften, die durch die B-Untereinheiten des NRF-2 vermittelt werden **. Auch NRF-2
reguliert wie NRF-1 nicht-mitochondriale Gene, z.B. fiir einige ribosomale Proteine **, konnte

also eine allgemeinere Bedeutung als Transkriptionsregulator haben.

Neben den zahlreichen durch NRF-1, NRF-2 oder durch beide aktivierbaren kernkodierten
mitochondrialen Genen existiert allerdings eine ebenso grofle Zahl an NRF-unabhingigen
mitochondrialen Genen. Die koordinierte Regulation der Mitochondrienbiogenese erfordert

demnach noch zusétzliche Faktoren, Elemente und Signalwege.

physiologische

Effektoren
/ Transkription, Replikation itocho L L

<+—— | mtDNA |

Atmungsketten-
Untereinheiten

Abbildung 2: Modell fiir die Kontrolle der mitochondrialen Atmungskette durch

kernkodierte Transkriptionsfaktoren 3,

Eine wichtige Rolle spielen dabei sogenannte Co-Aktivatoren, die durch Protein-Protein-
Interaktionen indirekten EinfluB auf die Transkriptionsrate eines Gens haben. Die
Vielfiltigkeit der Co-Aktivator-Regulation besteht darin, daB3 ein Co-Aktivator verschiedenste
Transkriptionsfaktoren aktivieren kann, wihrend ein Transkriptionsfaktor wiederum von

unterschiedlichen Co-Aktivatoren beinflufit werden kann.
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Zwei dieser Co-Aktivatoren wurden im Zusammenhang mit der Regulation kernkodierter
mitochondrialer Gene gefunden:

PGC-1, der “pPARy coactivator 17, bindet an NRF-1, pPARa und vy, den Glucocorticoid-
Rezeptor, Thyrosinrezeptor und weitere Transkriptionsfaktoren ** . Der iiberwiegend in
mitochondrienreichen Geweben wie Herz, Muskel, Leber und braunem Fett exprimierte PGC-
1 wirkt bei erhohtem Energiebedarf zelltypspezifisch auf die Mitochondrienfunktion ein: er
vermittelt z. B. in braunem Fettgewebe die Aktivierung der UCP-1-Expression in der
Thermogenese. In Muskelzellen induziert PGC-1 sowohl die entkoppelte Atmung tiber UCP-
2 als auch die ATP-Produktion, wihrend in Herzzellen nur die ATP-gekoppelte Atmung
stimuliert wird *°.

Die Expression von NRF-1 und NRF-2 wird ebenfalls von PGC-1 reguliert>’. Bestitigend fiir
die Rolle von PGC-1 im Energiestoffwechsel der Zelle wurde ein aktivierender Einflufl auf
einen Glucose-Transporter in Muskel *® und die Gluconeogenese in Leberzellen beschrieben
» PGC-1 ist zudem auf noch unbekannte Weise in den SpleiBprozeB von pri-mRNA

involviert %.

Der zweite in die Regulation mitochondrialer Gene involvierte Co-Aktivator PRC (PGC-1
related coactivator) wurde durch Homologie einiger Proteindoménen zu PGC-1 gefunden.
Die in PGC-1 charakterisierte N-terminale Transkriptionsaktivierungsdoméne ist auch in PRC
vorhanden; zudem ist die vermutlich an der Regulation des RNA-Spleifiens beteiligte C-
terminale Domine der beiden Proteine homolog. PRC aktiviert ebenso wie PGC-1
mitochondriale Gene liber Bindung an NRF-1 und wird gewebespezifisch exprimiert, spielt
jedoch bei der Regulation der Thermogenese in braunem Fettgewebe keine Rolle. Die grofite
Aktivierung der PRC- Expression wurde in proliferierenden kultivierten Zellen gefunden.
Denkbar ist demnach eine Funktion von PRC in der Aktivierung der Mitochondrienbiogenese

bei der Proliferation von Zellen °!.

Weitere regulatorische Elemente in den Promotoren mitochondrialer Gene wurden {iber
Sequenzvergleiche und Homologien zwischen bekannten Promotoren prognostiziert. Hierzu
gehoren die konservierten Bindungsmotive Mtl, Mt3 und Mt4 *2, die sowohl in einigen
kernkodierten mitochondrialen Genen als auch in der Promotorregion der mtDNA gefunden
wurden. Die bisher noch nicht identifizierten Bindungspartner dieser DNA-Sequenzen

kénnten also sowohl Kern- als auch mitochondrial kodierte Gene regulieren .
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Das besser untersuchte OXBOX/REBOX-Motiv wurde ebenfalls hiufig in mitochondrialen
Gene gefunden. Das OXBOX-Motiv bindet eine Vielzahl von bisher noch nicht
charakterisierten Proteinen, besitzt aber ausschlieBlich in Muskel eine aktivierende Wirkung.
Die {iiberlappende REBOX-Sequenz bindet ebenfalls ubiquitire Proteine, bisher wurde
allerdings keine transkriptionssteuernde Funktion gefunden *.

Der bisherige Wissensstand ergibt zusammenfassend ein sehr liickenhaftes Bild eines
Netzwerkes von Faktoren und Elementen, die die Expression kernkodierter mitochondrialer
Gene koordinieren und verkniipfen. Die Identifizierung und Analyse weiterer regulatorischer
Faktoren und Mechanismen der Mitochondrienbiogenese ist erforderlich, um die fehlenden
Elemente dieser Regulationskaskade zu identifizieren. Auch die Sensoren, mit denen Zellen

Verdnderungen ihrer Energiebilanz registrieren, sind noch unbekannt.

1.3 Mitochondrienbiogenese in Muskel

Muskeln sind aufgrund ihres hohen Energiebedarfs und der resultierenden Abhdngigkeit von
der mitochondrialen ATP-Produktion oft von mitochondrialen Fehlfunktionen betroffen. Es
existieren mehrere unabhéngige Einfliisse auf die Mitochondrienbiogenese im Muskel:
einerseits kann der Gehalt an Mitochondrien in Herz- und Skelettmuskel durch intensives
Ausdauertraining um 50 bis 100 % gesteigert werden **. Auf eine noch unbekannte Weise
aktiviert der Stimulus “Kontraktion” dabei die Expression mitochondrial und kernkodierter
Proteine gleichermafB3en und fiihrt zu einem Anstieg der Mitochondrienmasse und —aktivitat.
Ahnliche Einfliisse auf die Mitochondrienbiogenese haben einige Hormone. So steigert z. B.
das Thyroidhormon T3 die Mitochondrienbiogenese in Muskelzellen *.

Andererseits scheinen Mitochondrien auch bei der Differenzierung von Muskelzellen eine
entscheidende Rolle zu spielen: Wihrend der Differenzierung und Fusionierung von
Myoblasten zu vielkernigen Myotuben steigt der Mitochondriengehalt deutlich an, auch ohne
daB kontraktile Reize einwirken.

Muskelvorlduferzellen mit gestorter Mitochondrienbiogenese konnen zwar proliferieren und
ihren Energiebedarf durch Glykolyse decken, sind aber in der Regel nicht mehr zur

Differenzierung befihigt % ¢

Bisher ist noch nicht geklart, ob die steigende
Mitochondrienbiogeneserate wéhrend der Muskeldifferenzierung durch ein genetisch
verankertes Differenzierungsprogramm verursacht wird oder ein erhohter Bedarf an Energie
oder mitochondrialen Syntheseprodukten besteht, der die Organellenproliferation aktiviert.

Die Differenzierung von Muskelzellen ist nicht ausschlielich im Embryonalstadium présent.
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Die Regeneration von Muskel durch Differenzierung muskuldrer Stammzellen, sogenannter
Satellitenzellen, findet auch im ausgewachsenen Organismus statt. Die im differenzierten
Muskel ruhenden Satellitenzellen werden bei Faserverletzungen, Training oder Wachstum zur
Proliferation angeregt, exprimieren myogene Marker und fusionieren schlieBlich mit den
vorhandenen Muskelfasern oder untereinander . Zudem haben sie das Potential, auch
Osteozyten und Adipoyten zu generieren "’

Diese Satellitenzellen bieten durch ihre Proliferationspotenz die Moglichkeit, primére
myogene Zellen in vitro zu kultivieren. Bei Versorgung mit embryonalen Wachstumsstoffen
durch fetales Kdlberserum verbleiben die Zellen im proliferativen Myoblasten-Stadium und

konnen z. B. im Fall der murinen Myoblastenzell-Linie C2F3 bis zu 40 Passagen kultiviert

werden, bei Entzug dieser Stoffe differenzieren sie zu vielkernigen, kontraktilen Myotuben.

Abbildung 3:  Myoblasten Myotuben

Der Vorteil einer Zellkultur gegeniiber Gewebe besteht hauptséchlich in der Mdoglichkeit der
direkten EinfluBnahme auf eine homogene Zellpopulation, z. B. durch genetische
Manipulationen oder Zusatz von Effektorsubstanzen. Vor allem die Transfizierbarkeit von
Zell-Linien ermdglicht ein breites Spektrum von Experimenten, z. B. “Reportergen-Assays”
oder die Uberexpression spezifischer Proteine.

Der Nachteil der Arbeit mit kultivierten Zellen liegt in dem fehlenden organischen Umfeld,
das signifikanten Einflul auf das Verhalten der einzelnen Zellen haben kann. Obwohl es sich
bei den meisten myogenen Zell-Linien um Primédrzellen ohne bekannte karzinome
Verdanderungen handelt, sind Unterschiede zwischen Muskel und kultivierten Muskelzellen
der gleichen Spezies bekannt . Aus diesem Grund ist der Vergleich der an Zellkulturen

erzielten Ergebnisse mit Gewebe in vivo notwendig, wenn auch schwierig.
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1.4 Methoden zur Untersuchung von Genregulation

Die spezifische Regulation eukaryotischer Gene fndet in der Regel auf der Ebene der
Transkription statt. Bekannt sind allerdings auch Einfliisse auf die RNA- und Proteinstabilitét
und Variationen des SpleiBmusters, die zu unterschiedlichen Varianten eines Proteins fiihren.
Die basale Transkription von kernkodierten Genen wird in der Regel durch Protein-DNA-
Interaktionen im Sequenzbereich von ca. 1 kb um das Gen herum reguliert. Im Bereich der
Initiationsregion enthilt die Sequenz eines Gens Bindungsmotive, die die Anlagerung der
Polymerase II und der am Initiationskomplex beteiligten Faktoren (TBP, TAFs, TFlla-f)
ermoglichen. Durch die Position dieser Bindungsmotive wird der Transkriptionsstart
bestimmt. Die meisten Gene enthalten in dieser Region die sogenannte TATA-Box;
kernkodierte mitochondriale Gene sind allerdings, wie die meisten bestdndig exprimierten
housekeeping-Gene, in der Regel TATA-los.

Die Sequenz von wenigen hundert Basen um den Transkriptionsstart wird als ,,Promotor*
bezeichnet und besteht in der Regel aus mehreren konservierten Bindungssequenzen fiir
Transkriptionsfaktoren, die die Anlagerung der Polymerase II erleichtern und steuern. Neben
ubiquitdr vorkommenden Promotorelementen wie AP1, Spl oder CAAT-Box koénnen hier
auch Sequenzen enthalten sein, deren Bindungspartner gewebs- und situationsspezifisch
reguliert werden. Jeder dieser Transkriptionsfaktoren hat direkt EinfluB auf die Bildung des
Initiationskomplexes  oder  wirkt indirekt {iber die Beeinflussung anderer
Transkriptionsfaktoren. Durch die Anordnung und Interaktion der verschiedenen
Transkriptionsfaktoren wird die spezifische Expression eines Gens ermdglicht 7,
Sogenannte Enhancer-Elemente enthalten die gleichen Transkriptionsfaktor-Bindungsmotive
wie Promotoren und wirken in der Regel verstirkend auf die Transkription durch den
Kernpromotor, konnen aber mehrere Kilobasen vom regulierten Gen entfernt liegen und

entziehen sich dadurch zunichst einer einfachen Analyse.

i
= [c0d. Sequenz

Initiationsregion

Enhancer Promotor

Abbildung 4: Schema der Transkriptionsregulation durch Transkriptionsfaktoren
11
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Zur ersten Untersuchung der Expressionsregulation eines Gens bietet sich die Identifizierung
und Analyse der Promotor-Sequenz an.

Potentielle Bindungsstellen fiir bereits bekannte trans-aktivierende Faktoren und Sequenzen
ohne bekannte Funktion konnen dann durch Reportergen-Assay auf ihren EinfluB auf die
Transkription des Gens untersucht werden. Hierbei wird in einem Expressionsvektor unter der
Kontrolle des =zu analysierenden Promotors ein Reportergen exprimiert, dessen
Translationsprodukt anhand von Enzymaktivititen oder Farbstoffbildung gut quantifizierbar
ist und als MaB fiir die Aktivitdt des Promotors genutzt wird. Durch transiente Transfektion
konnen auf diese Weise z.B. Serien von Promotorsequenzen mit verschiedensten
Modifikationen auf ihre Funktionalitit und Aktivitdt hin untersucht werden. So koénnen

Aussagen iiber die funktionalen Bereiche des Promotors gemacht werden.

Wurde die Funktionalitit von FElementen nachgewiesen, deren Bindungspartner nicht
eindeutig oder unbekannt ist, kann die Protein-DNA-Interaktion an diesen Sequenzbereichen
durch Elektromobility shift assays (EMSA) und Footprint-Analysen ndher charakterisiert
werden.

Bei Elektromobility shift assays werden relativ kurze, radioaktiv markierte DNA-Sequenzen
unter nativen Bedingungen mit Proteinextrakten oder aufgereinigten Proteinen inkubiert. In
der anschlieBenden nativen Gelelektrophorese konnen DNA-Proteinkomplexe und
ungebundene DNA durch ihre unterschiedliche Mobilitét getrennt werden.

Die genaue Position einer DNA-Proteinbindung innerhalb der DNA-Sequenz wird durch
Footprint-Analyse bestimmt. Hierbei wird der durch Proteinbindung sterisch vor DNase-

Abbau oder Methylierung geschiitzte Bereich einer DNA-Sequenz genauer bestimmt.

Weitere Schritte zur Charakterisierung des Einflusses von Transkriptionsfaktoren auf die
Transkription eines Gens sind Uberexpression und “Knockout” spezifischer Faktoren, die
potentiellen EinfluB auf die Regulation der Transkription haben, und die Beobachtung der

Genexpression unter diesen Bedingungen.
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1.5 Auswahl der untersuchten Gene
Um moglichst allgemeine Prinzipien bei der Regulation kernkodierter mitochondrialer Gene
wihrend der Mitochondrienbiogenese zu analysieren, wurden drei Gene ausgewéhlt, die auf

unterschiedliche Weise an der Funktionalitdt der Organellen beteiligt sind.

1.5.1 Cytochrom C (cytC)

Cytochrom C ist als Bestandteil der Atmungskette an der Intermembranseite der inneren
Membran lokalisiert und iibertrdgt Elektronen der Ubihydrochinon-Cytochrom C-Reduktase
auf die Cytochrom C-Oxidase. In Sdugern wurden bisher eine ubiquitédre, somatische und eine
testis-spezifische Form des Cytochrom C gefunden.

Cytochrom C wird oft als Marker der Mitochondriendichte und der oxidativen Kapazitt
verwendet, da sich der Cytochrom C-Gehalt parallel zu den meisten Bestandteilen der
Atmungskette verindert ** und eine ratenlimitierende Funktion im Elektronentransport
wahrscheinlich ist .

Promotorstudien des somatischen Cytochrom C-Promotors aus Ratte in HeLa-Zellen, der
Nierenkarzinomlinie CV-1 und kultivierten Kardiomyozyten ergaben eine starke
Abhéngigkeit der Promotoraktivitit von der Bindung des Nuclear Respiratory Factors NRF-1

und Sp1 * 76,

1.5.2 coxIV

Der Komplex IV der Elektronentransportkette, die Cytochrom C-Oxidase, ist ebenso wie
Komplex I und III aus mitochondrial und kernkodierten Proteinen aufgebaut. Die drei
mitochondrialen  Untereinheiten bilden dabei das katalytische Zentrum, das
Elektronentransport und Proton-Translokation bewirkt, wédhrend den kernkodierten
Untereinheiten regulatorische Funktionen zugeschrieben werden ”’. Fiir die Untereinheit IV
der Cytochromoxidase sind in Mensch, Ratte und Maus zwei Isoformen bekannt, von denen
eine (cox IV-2) nur in Lungengewebe in hdherem MaBe exprimiert wird .

Die ubiquitdre Form cox IV-1 in Ratte ist ein 19,5 kD grof3es Protein, das an der Oberflache
des Holoenzyms lokalisiert ist °. Vergleichbare RNA-Gehalte in verschiedenen Geweben
sprechen  gegen eine starke Regulation der  Transkription, die  hochsten
Proteinexpressionsraten weisen Herz- und Skelettmuskel auf. Im Gegensatz zu Cytochrom C
16sen Thyroidhormone nur einen geringen Anstieg der cox IV-mRNA aus, auch sonst

unterscheiden sich die Expressionsmuster von Cytochrom C und cox IV **#!,
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1.5.3 mtTFA

Der zur Gruppe der “High mobility group-box”-Proteine gehdrende mitochondriale
Transkriptionsfaktor A bindet durch zwei HMG-Doméinen an die mitochondriale DNA im
Bereich der Promotoren HSP und LSP, entwindet dort die helikale DNA-Struktur und initiiert
die Transkription *2. Uber die Initiation eines RNA-Primers am L-Strang bildet mtTFA auch
einen Regulationsmechanismus fiir die Replikation der mtDNA.

Die Analyse des humanen mtTFA-Promotors in COS-1-Zellen =zeigte funktionale
Bindestellen fiir die nuclear respiratory factors NRF-1 und NRF-2 sowie Spl-

Erkennungsstellen .

1.6 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollten Regulationsmechanismen identifiziert werden, die die koordinierte
Expression der kernkodierten Gene bei der mitochodrialen Biogenese steuern. Hierzu wurde
die Expressionsregulation einiger kernlokalisierter mitochondrialer Gene bei stimulierter
Mitochondrienbiogenese untersucht.

Als eine solche Situation aktivierter Mitochondrienbiogenese diente die Differenzierung von
Skelettmuskulatur. Hierzu mufite zunichst die Eignung der murinen Skelettmuskelzell-Linie
C2F3 als Modell fiir die Differenzierung in vivo untersucht werden.

In diesem System wurde die Regulation des mitochondrialen Transkriptionsfaktors A, des
Cytochrom C und der Untereinheit IV der Cytochromoxidase auf Protein, RNA- und DNA-
Ebene untersucht. Nachdem die Regulation der analysierten Gene auf Transkriptionsebene
nachgewiesen wurde, sollte die Transkriptionsregulation durch Promotorstudien aufgeklart
werden, wobei gemeinsame Regulationsmuster und —strukturen identifiziert und analysiert

werden sollten.
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2 Material

2.1 Gerite und Chemikalien

2.1.1 Chemikalien und Materialien

Sofern nicht angegeben, wurden alle Chemikalien mit dem Reinheitsgrad p.a. von den Firmen

Merck, Sigma oder Roth bezogen.

Coelenterazin
complete” Proteaseinhibitor-Cocktail

D-Luciferin freie Sdure

Fugene-6 Transfektionsreagenz
Mowiol 4-88
Optiprep™ 60 % lodixanol

poly[dI-dCT*[dI-dC]

Gene Screen Plus Hybridization transfer membrane

doppelstriangig, Na-Salz

Optitran BA-S 83 reinforced nitrocellulose
Aclar™ Folie

Slide-a-Lyzer Dialyserahmen MWO 3500

2.1.2 spezielle Ger:iite

Biotium

Roche

Biotium, Molecular Probes
Roche

Calbiochem

Axis Shields

Amersham Pharmacia
NEN

Schleicher & Schuell
Plano

Pierce

Agarosegel-Kammern Easycast Owl Scientific
Gelscanner CCD-Video Raytest
Hybridisierungsofen Amersham Pharmacia
Inkubatoren HeraCell Heraeus

inverses Mikroskop DMIL Leica

Luminometer Sirius-1 Berthold Detetction Systems
PCR-Thermocycler PTC-100 MJ Research Inc.
Polyacrylamidgelkammer  V14*16 Life Technologies
Sauerstoff-Elektrode CBI1D Hansatech
SDS-PAGE-Kammer Tall Mighty Small  Hoefer
Sequenziersystem S48 Owl Scientific
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2.2 Organismen

Bakterienstamm: XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
relAl, lac, [F’proAB, lacl’ZDM15, Tn10 (tet")]

Zell-Linien: C2F3 murine Muskelzell-Linie %
HepG2 humane Hepatomazell-Linie, ATTC HB-8065
Tiere: Ratten vom Stamm Wistar Rats

2.3 Material zur Arbeit mit Bakterien

LB-Medium/Agar 1 % NaCl pH 8,0
1 % bacto-Trypton
0,5 % Hefeextrakt
(1 % bacto-Agar)

Antibiotika Stock Endkonzentration
Ampicillin 50 mg/ml 50 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml 50 pg/ml
Tetracyclin 12,5 mg/ml in EtOH 12,5 pg/ml

2.4 Material zur Kultivierung von Zell-Linien

16

DMEM mit Glutamax I, 4,5g/1 Glucose, Pyridoxin Gibco BRL Cat.No. 61965-026
Penicillin-Streptomycin 10000 IU/ml, 10000 pg/mlGibco BRL Cat.No. 15140-114

MEM Nonessential Amino Acids 100x Gibco BRL Cat.No. 11140-035
Na-Pyruvat 100 mM sterilfiltriert Gibco BRL Cat.No. 11840-048
Trypsin-EDTA 0,25%in HBSS Gibco BRL Cat.No. 25200-056
PBS-Puffertabletten Gibco BRL Cat.No. 18912-014
FCS (fetal calf serum) Sigma Cat.No. F7524

Horse Serum Gibco BRL Cat.No. 16050-098
DMSO, cell culture tested Sigma Cat.No. D-4540
Zellkultur-Flaschen und —Schalen Nunc, Costar Corning
Cryo-Rohrchen, Zellschaber Costar
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Zusitze zu allen Nahrmedien:

2.5 Material fiir molekularbiologische Arbeiten

ImM Na-Pyruvat
1x Nonessential Amino Acids

1 % Penicillin-Streptomycin

2.5.1 Puffer und Losungen

50x TAE

10x TBE

10x TBST:

20x SSC

20x SSPE

RNase-freies Wasser: Reinstwasser wurde mit 0,1

2 M Tris-Acetat
50 mM EDTA pH 8,0

1 M Tris
1 M Borsiure

20 mM EDTA, pH 8,0

200 mM Tris pH 7,6
1,3 M NaCl
1 % Tween-20

3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

3 M NaCl

0,2 M NaH,PO,
0,02 M Na-EDTA
pH 7.4

DEPC versetzt und zur

Inaktivierung von Nucleasen {i. N. geriihrt. Das DEPC wurde durch Autoklavieren

zersetzt, der entstehende Akohol durch anschliefendes Rithren entfernt.
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2.5.2

253
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Kits

Aufreinigung von Nucleinsiuren:
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAGEN Plasmid Midi Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Nucleotide Removal Kit

QIAEX II Gel Extraction Kit
RNeasy Mini Kit

Random Primed DNA Markierungs Kit

ECL-Kit

Enzyme

Proteinase K

RNase A

DNase |

Tag-Polymerase

AMYV Reverse Transcriptase

T4 Polynucleotid-Kinase
Klenow-Enzym

(DNA Polymerase I, groles Fragment)
T4-DNA-Ligase

Shrimp alkaline Phosphatase

Restriktionsenzyme

QIAGEN

Roche
NEN

QIAGEN

Q-Biogene

Roche

Gibco BRL, Sigma, Promega
Promega

New England Biolabs

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
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2.5.4 Oligonucleotide

pGL3 Sequenzierprimer:

RV3 5’ CTA GCA AAATAG GCT GTCCC 3
GL2 5’ CTTTATGTTTTT GGC GTC TTCCA 3’
PCR-Primer:

humaner mtTFA-Promotor

mtTFAP-F

5" GGT ACC ACG CGT GCT AGC CTG AAC TCC GAG CTC CAG ¥
mtTFAP-R

5" AAG CCT TCT AGA GAG CTC TGC GAC CCT CCG GCG TGT 3’
mtTFAP-86F

5" GGT ACC ACG CGT GCT AGC GAT CCC GGG GTA CGC TCT 3°
mtTFAP+20R

5" AGG CTT AGA TCT CTC GAG CAT GGT ACG GGC CAT GCC 3°
consens-1

5> GAG CTC GGT ACC GCT GCC HCA CGT CCG GCC GCG GCT CTTATTC 3

Ratten cox/V-Promotor

coxIVP-667F

5> GGT ACC ACG CGT GCT AGC GGA TCC GCTTGCCTCCCTA 3
coxIVP+31R

5> AAG CCT TCT AGA GAG CTC GAC CGG AAG AGC GGG TCCC 3

Ratten Cytochrom C-Promotor

cytP-633F

5 GGT ACC ACG CGT GCT AGC AAG CTT GCC TGC ACA CCC 3’
cytP+135R

5" AAG CCT TCT AGA GAG CTC GCA TGT CTT TGT AGG TCA 3’
cytP-177F

5’ TAC CAT GCT AGC CCG ¥’

cytP-50R

5 CTT GTT CTG CCC TCC 3°
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Mismatch-Primer Cytochrom C-Promotor:

complf

5’GTG CCC GGC TCC TCC GCA CGT CCG GCC 3°
complR

5" GGC CGGACG TGC GGA GGA GCC GGG CAC ¥
compCETSF

5" GTG CCC GGC GCT GCC GCA CGA AAAGCC ¥
comp3F

57 GTG CCC GGC GCT GAA AAA AAT CCG GCC 3’
comp3R

5> GGC CGG ATT TTT TTC AGC GCC GGG CAC 3’
compSF

5> GGC TAC GTC AAA AAG CAG TGC 3°

comp6F

5> GGC TAC GTC ACG GCA AAATGC ¥

comp7F

5> CAG AAAACGGCGCTGCCGCA Y

comp8F

5" CAG TGC CAA AAGCTG CCG CA 3’

PCR-Primer fiir DNA-Sonden:

20

mouse coxIIl cDNA
5> AAG ATG GTG AACTATGCCTG 3’
5> GCA GGT GAGTTG TTA CACAC ¥

mouse coxIV cDNA
5 TGG CAG AAT GTT GGC TTC CA 3°
5" TTG TCA TAG TCC CACTTG GC 3’



Material

Oligonucleotide fiir Electromobility shift assays:
cyt-147 ->-113
5’ TGC TAG CGC TCC CAA TCC TGG AGC CAA TGA CATGC 3’
5" GCA TGT CAT TGG CTC CAG GAT TGG GAG CGCTAGCA ¥

cyt-123 > -90
5’ CAA TGA CAT GCG GCT ACG TCA CGG CGC AGT GCC C 3’
5’ GGG CAC TGC GCC GTG ACG TAG CCG CAT GTC ATT G 3’

cyt-95 -> -68
5" GTG CCC GGC GCT GCC GCA CGT CCG GCC ¥
57 GGC CGG ACG TGC GGC AGC GCC GGG CAC ¥

Alle Oligonucleotide wurden bei den Firmen Sigma, MWG oder Gibco BRL in

Standardreinheit synthetisiert.

2.5.5 Vektoren

pBSIIKS'/ (pBluescript) Stratagene
pGL3 basic Promega
pRL-CMV Promega
pRL-SV40 Promega
pRCO4CAT RC Scarpulla **
pRC4CAT/-631 RC Scarpulla %

pBSSK " human mtTFA promoter S Ohta *

2.5.6 Nucleinsauren

1kb-Ladder Gibco BRL

100 bp Marker New England Biolabs
Hefe-RNA Roche
Heringsspermien-DNA Serva

Calf Thymus DNA Amersham Pharmacia
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2.5.7 DNA-Sonden

Cytochrom C

mouse cox IV

mouse cox 11

mouse mtTFA full length cDNA
human 18 S

human 28 S

2.5.8 Radiochemikalien

o?P-ATP 5000 Ci/mmol
v?P-dCTP 5000 Ci/mmol

2.5.9 Antikorper

Erstantikorper:

Polyclonal cox IV

Polyclonal anti-mouse mtTFA
Monoclonal anti-myogenin (F5D)

Monoclonal anti-cytC

aus pRC4CAT/-631
RT-PCR-Produkt

PCR-Produkt

Garman, Clayton (unverdffentlicht)

kloniert aus PCR-Produkt

PCR-Produkt

Hartmann Analytics

Hartmann Analytics

Kadenbach et al.

Clayton et al.
Santa-Cruz

BD Biosciences

Zweitantikoper:
Donkey-anti-rabbit Igg Peroxidase-konjugiert
Donkey-anti-mouse Igg Peroxidase-konjugiert
Goat-anti-mouse Igg Alexa 488-markiert

3 Methoden

3.1 Plasmide und Bakterienarbeiten

3.1.1 Anzucht von E.coli

Zur Amplifikation von Plasmiden wurde der Recombinase-negative E. coli-Stamm XL1-Blue
verwendet: die Bakterien wurden in LB-Medium, bei transformierten Bakterien mit dem
entsprechenden Antibiotikazusatz, angeimpft und in der Regel ii. N. bei 37°C geschiittelt. Bei

festen Medien wurden die Bakterien ausplattiert oder per Quadrantenausstrich vereinzelt und

ii. N. bei 37°C inkubiert ¥’.
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3.1.2 Herstellung ultrakompetenter Bakterien

E. coli XL-1 blue wurden 1. N. auf LB-Agar + Tetracyclin angezogen. 3-4 Kolonien wurden
in 100 ml LB+ Tetracyclin iberimpft und ca 30 h bei RT bis zu einer OD von 0,6 geschiittelt.
Anschliefend wurde die Bakteriensuspension 10 min auf Eis abgekiihlt und 10 min bei 2500
g und 4° C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 32 ml eiskaltem TB resuspendiert, erneut 10

min auf Eis abgekiihlt und abzentrifugiert.

Transformationspuffer TB: 10 mM BES pH 6,7
15 mM CaClp

250 mM KCl
55 mM MnClp

sterilfiltrieren

Das neue Pellet wurde in 8 ml TB resuspendiert, mit DMSO in einer Endkonzentration von
7% versetzt und weitere 10 min auf Eis inkubiert. Die nun kompetenten Zellen wurden in

100 pl-Aliquots in fliissigem N, schockgefroren und bei —80°C gelagert.

3.1.3 Transformation

Ein Aliquot ultrakompetenter Zellen wurde auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von ca. 0,1 pg der
zu transformierenden DNA oder der Hilfte eines Ligationsansatzes wurde der Ansatz
vorsichtig gemischt und 10-30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die
Bakteriensuspension einem Hitzeschock von 90 s bei 42° C ausgesetzt. Nach 5 min
Inkubation auf Eis wurden 1 ml LB-Medium ohne Antibiotika zugefiigt und die Mischung 1 h
bei 37° C geschiittelt.

Je nach zu erwartender Koloniedichte wurde ein Teil oder der gesamte Ansatz bei 2000 g

abzentrifugiert und auf LB-Agar mit dem entsprechenden Antibiotikazusatz ausplattiert.

3.1.4 Plasmidpriparationen

Die Aufreinigung von Plasmiden aus transformierten Bakterienkulturen erfolgte nach
Anleitung des jeweils verwendeten Kits. Die DNA wurde dabei mit H,O eluiert, die
Konzentration durch Messung der Absorption bei 260 nm photometrisch bestimmt und {iber
eine Abschitzung im Agarose-Gel kontrolliert.

Die DNA aus Spin Minipreps wurde flir Restriktionen, Ligationen und Transformationen

eingesetzt, die reinere DNA aus Midi- oder Maxiprédparationen zur Transfektion von Zellen.
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3.1.5 Glycerolstocks

Zur dauerhaften Lagerung von transformierten Bakterien wurde 1 ml Bakteriensuspension in
LB mit 15 % Glycerin versetzt und bei —80° C eingefroren. Zur Entnahme wurde mit einer
sterilen Impfése etwas gefrorene Bakteriensuspension abgeschabt und auf LB-Agar mit

entsprechendem Antibiotikumzusatz ausgestrichen.

3.2 Zellkultur

3.2.1 Kultivierung

Alle Zellen wurden bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit auf
Zellkulturschalen oder in beliifteten Zellkulturflaschen kultiviert. C2F3-Myoblasten wurden
in DMEM + 5 % FCS kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte dabei je nach Zelldichte alle
zwel bis drei Tage, bei ca. 70 % Konfluenz wurden die Zellen durch kurze Inkubation mit
Trypsin abgelost, durch Zentrifugation bei 1000 rpm pelletiert und 1:5 bis 1:15 in DMEM
verdiinnt wieder ausgesdt. Myotuben wurden durch Differenzierung von Myoblasten
gewonnen. Dazu wurden Myoblasten 24 h nach Erreichen der Konfluenz durch
Mediumwechsel zu DMEM high Glucose + 4% Horse Serum zur Differenzierung angeregt.
Innerhalb von drei Tagen war die Differenzierung abgeschlossen, die Myotuben konnten bei

taglichem Mediumwechsel weitere zwei bis drei Tage in Kultur gehalten werden.

3.2.2 Einfrieren, Lagerung und Auftauen

Zur langerfristigen Lagerung einer Zellkultur wurden die Zellen einer 10 cm-Schale oder
Flasche trypsinisiert und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 500 pl Einfriermedium (FCS
+ 10 % DMSO) resuspendiert und in Cryoréhrchen mit ca. 1° C/min auf —80° C abgekdihlt.
Zur langerfristigen Lagerung wurden die Cryordhrchen in fliissigen N, iiberfiihrt und gelagert.
Zur erneuten Kultivierung wurden die Cryoréhrchen im 37° C-Wasserbad schnell aufgetaut
und die Zellen in DMEM resuspendiert und ausgesédt. Durch Mediumwechsel nach dem

Anheften der Zellen wurden DMSQO-Reste entfernt.

3.2.3 Transfektion

Die Transfektion von Myoblasten erfolgte bei 30-50 % Konfluenz mit Fugene-6. Hierzu
wurde lh vor Transfektion das Zellkulturmedium gewechselt, um die Zellen im Zustand
optimalen Wachstums zu transfizieren. 15 pl Fugene-6 und 20 pg Plasmid-DNA pro 12-well-

Platte wurden nach Herstelleranleitung eingesetzt.
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3.3 Klonierung

Zur Erzeugung definierter DNA-Fragmente und Schnittstellen wurden Restriktionsenzyme
nach Herstelleranleitung eingesetzt. Zur Kontrolle der vollstindigen Restriktion und zur
Abtrennung einzelner DNA-Fragmente wurde die DNA iiber ein Agarosegel entsprechender
Konzentration aufgetrennt und das erwiinschte Fragment isoliert. Zur Erzeugung von glatten
Enden aus 3’ oder 5° Uberhiingen nach einem Restriktionsverdau wurde das gereinigte DNA-
Fragment mit Klenow-Enzym im mitgelieferten Puffersystem nach Anleitung inkubiert.

Um bei einer Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor die Religation des Vektors zu
verhindern, wurden die 5’-Enden der Vektor-DNA mit Shrimp alkaline Phosphatase
dephosphoryliert. Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit T4-DNA-Ligase ii. N. bei
RT, bei blunt end Ligationen bei 16° C. Ligationsansidtze wurden anschliefend direkt in

Bakterien transformiert oder maximal 24 h bei 4° C aufbewahrt.

3.4 Gelelektrophoresen

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten zwischen 100 bp und 10 kb wurden 0,8 bis 2,5 %ige
Agarosegele in TAE mit 1 pg/ml Ethidiumbromid verwendet ¥. Die Proben wurden zur
Féarbung und Erh6éhung der Dichte mit >1/10 Vol Ladepuffer versetzt und zusammen mit

einem GroBenstandard (z.B. 1Kb-Marker, Gibco) bei ca. 5-10 V/cm aufgetrennt.

DNA-Ladepufter: 0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Xylencyanol
6,5 % Saccharose

in 100 mM Na-EDTA pH 8,0

Die Dokumentation erfolgte mit einer CCD Videokamera. Eine Aufreinigung von DNA aus
Agarosegelen erfolgte iiber das QIAquick Gel Extraction Kit der Firma QIAGEN.

Kurze DNA-Fragmente und Oligonucleotide wurden {iber Polyacrylamidgele getrennt und
aufgereinigt: Fiir nicht-denaturierende Elektrophoresen wurden 10-20%ige Acrylamidgele in
TBE eingesetzt, die Proben wurden mit Ladepuffer versetzt und bei ca. 5 V/em aufgetrennt *.
Oligonucleotide wurden iiber denaturierende 15 %ige Acrylamidgele mit 7 M Harnstoff
getrennt, als Ladepuffer wurde 1x TBE in Formamid + 0,5 % Bromphenolblau verwendet ¥’
Die Gele wurden anschlieBend in 0,5 pg/ml Ethidiumbromid fiir 1/2 h gefarbt und unter UV-
Licht visualisiert. Die Extraktion aus Acrylamidgelen erfolgte mit Hilfe des QIAEx II Gel

Extraction Kits.
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3.5 Polymerase chain reaction (PCR)

3.5.1 Primerdesign

Je nach zu amplifizierendem Fragment wurden als Primer Oligonucleotide von 15-35 bp
Linge eingesetzt. Hierbei wurde die Spezifitit der Bindung nur an die gewiinschte Sequenz
durch Datenbankscreening abgesichert und die Annealing-Temperatur der beiden Primer
eines Paares in etwa gleich gewihlt. Bei Bedarf wurden Restriktionsschnittstellen durch ein
iiberhdngendes Primerende in das PCR-Produkt integriert. Mismatch-Primer enthielten die

Mutation in der Regel 4-5 Basenpaare vor dem 3’-Ende.

352 PCR

DNA-Fragmente bekannter Sequenz wurden durch PCR vervielfiltigt **. Hierzu wurden Tag-

Polymerasen verschiedener Hersteller mit dem zugehorigen Puffersystem verwendet:

0,5 pl Template (Gesamt-DNA-Extrakt oder 1:10 verdiinnte Plasmid-Préparation)
25 mM MgCl,

2,5 mM pro dNTP

0,25 uM Primer 1+2

2,5-5 U Taq-Polymerase

in 1x PCR-Puffer ohne MgCl,

Temperaturprotokoll:

1. Initiale Denaturierung 94°C 3 min

2 Denaturierung 94°C 45s

3. Annealing 50-60°C 45s

4 Elongation 72°C 1 min pro 500 bp PCR-Produkt
40x Zyklus 2>4

5. Finale Elongation 72°C 10 min

Standard-PCR-Reaktionen wurden im 100 pl-Malistab angesetzt; es wurde immer eine
Negativ-Kontrolle ohne Template eingeschlossen. Die Gréfe und Art der PCR-Produkte
wurde durch Gelelektrophorese und Restriktionsverdau kontrolliert.

Zur weiteren Verwendung wurde die DNA iiber das QIAquick PCR Purification Kit nach

Anleitung aufgereinigt oder iiber ein Agarosegel von Primern und Nebenprodukten getrennt.
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Zum Screening von Bakterienklonen nach einer Transformation wurde eine geringe Menge
Bakterien direkt von einer Kolonie auf Agarmedium entnommen und in 20 ul PCR-Ansatz
resuspendiert. Nach der PCR wurde der gesamte Ansatz durch Gelelektrophorese aufgetrennt

und auf Vorhandensein und Grofe eines PCR-Produkts iiberpriift.

3.5.3 RT-PCR

Zur Erzeugung einiger Sonden fiir Northern Blots wurde durch RT-PCR nach Sellner et al. *

eine cDNA erzeugt, die dann als template fiir weitere normale PCRs diente.

Als Malistab wurde ein 50 pl-Ansatz eingesetzt:
100-500 ng denaturierte Gesamt-RNA
10 U AMV Reverse Transcriptase
2 U Taqg-Polymerase
200 uM dNTP
500 uM Primer 1+2
0,2 mg/ml Gelatine
2,5 ul Detergens W1

in 1x Taqg-Polymerase-Puffer

Temperaturprofil:
1. 42° C 30 min
2 95°C 2 min
3 95°C 30s
4. 55°C 45s
5 72°C 45s
30x Zyklus 325

3.5.4 Modifikation von DNA-Sequenzen durch Megaprimer-PCR

Mutationen in DNA-Sequenzen wurden durch PCR mit Megaprimern erzeugt ”.
Hierbei wird durch Verwendung eines normalen und eines Mismatch-Primers in einer
PCR zunichst ein kleines DNA-Fragment erzeugt, das die gewiinschte Mutation an
einem Ende trdgt. Das aufgereinigte PCR-Produkt wird in einer zweiten PCR als
»Megaprimer® eingesetzt und ergibt mit einem zweiten, normalen Primer ein PCR-
Produkt beliebiger Grof3e, das die Mutation inmitten der Sequenz trégt. Diese Sequenz

kann dann zur weiteren Verwendung in ein Plasmid kloniert werden.
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1. PCR (Mismatch-PCR) 2. PCR (Megaprimer-PCR)
' !
N = e
='F G < ‘

Mega-Primer

Abbildung 5:  Prinzip der Megaprimer-Mutation

3.6 Nachweis von Nukleinsiauren

3.6.1 Praparation genomischer DNA

Gesamt-DNA-Extraktionen aus Gewebe oder kultivierten Zellen wurden durch Lyse in SDS-
haltigen Puffer erhalten.

DNA-Lysepuffer: 10 mM Tris-HCI1 pH 7,4
10 mM EDTA pH 8,0
150 mM NaCl
0,4 % SDS

Durch Proteinase K-Verdau (0,5 mg/ml, 2-3 h bei 50° C) und RNase A-Verdau (0,5 mg/ml
RNase + 0,4 M NaCl, 30 min bei 37° C) mit anschlieBender Phenol-Chloroformextraktion
wurde die genomische DNA freigesetzt und durch Ethanolfillung aufgereinigt. Die
Konzentrations- und Reinheitsbestimmung erfolgte photometrisch durch Absorptionsmessung

bei 260/280 nm.

3.6.2 Praparation von RNA aus Zellen

RNA aus Zellen wurde mit Hilfe des RNeasy-Kits prépariert. Hierzu wurden die Zellen auf
10-cm-Schalen angezogen, mehrfach mit angewdrmtem PBS-Puffer gewaschen und dann
entsprechend der Anleitung lysiert. Die Homogenisierung erfolgte iiber QIAShredder Sdulen.
Die aufgereinigte RNA wurde in RNase-freiem Wasser gelost und die Konzentration und

Reinheit photometrisch bei 260/280 nm bestimmt.
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3.6.3 Southern Blot

Fiir Southern Blots wurden 10 pg genomische DNA mit Nhel vollstindig verdaut und {iber
ein 0,8 % Agarosegel 24 h aufgetrennt. Zur Visualisierung der Auftrennung wurde das Gel
30 min in 0,5 pg Ethidiumbromid in H,O gefarbt und photographiert. Zur Erzeugung von
Strangbriichen durch Depurinierung wurde das Gel 30 min in 0,2 M HCI und mehrfach in
H,O gewaschen. Durch 2 x 15 min Inkubation in alkalischer Denaturierungslosung wurde die

DNA im Gel denaturiert; die Neutralisation erfolgte 30 min in Neutralisierungslosung.

Denaturierungslosung: 1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

Neutralisierungslosung: 3 M NaCl
1 M Tris pH 7,4

Die denaturierte DNA wurde durch Kapillartransfer 14-16 h auf Nylonmembran geblottet, als
Tragerpuffer wurde 20x SSC verwendet. Zur Bindung der DNA an die Blotmembran wurde
diese 2h bei 80°C gebacken.

Definierte DNA-Sequenzen wurden durch Hybridisierung mit homologen DNA-Sonden
nachgewiesen *’, die durch Endlabeling (siche Kap.3.8.2) oder random primed labeling
(Herstelleranleitung) **P-markiert wurden.

Hierzu wurde die Membran zunichst >5h bei 65° C in Prahybridisierungslosung vorinkubiert,

die Hybridisierung erfolgte durch Zugabe der Sonde bei 65° C ii. N.

Priahybridisierungslosung:  10% Dextransulfat
1 M NaCl
1 % SDS

Durch je zwei Waschschritte in 2x SSC + 0,1 % SDS und 0,1 x SSC + 0,1 % SDS wurde
unspezifisch gebundene Sonde entfernt, die Temperatur der Waschschritte (40-65° C)
bestimmte dabei die Stringenz. Die spezifisch gebundene Sonde wurde autoradiographisch
detektiert und densitometrisch ausgewertet.

Zur erneuten Hybridisierung eines Blots wurde restliche Radioaktivitit durch zweimaliges

Waschen in 0,1 % SDS (20 min, 100° C) entfernt.
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3.6.4 Northern Blot

RNA-Proben fiir Northern Blots wurden {iber ein denaturierendes Agarosegel (1,2 % Agarose
in 1x MOPS + 0,66 M Formaldehyd) elektrophoretisch aufgetrennt *'.

10x MOPS: 0,4 M Morpholinosulfonsdure
100 mM Na-Acetat
10 mM Na-EDTA pH 8,0

Pro Spur wurden 10 ng RNA eingesetzt, die Auftrennung erfolgte 1h bei 30 V und 3-5 h bei
80 V. Der Kapillartransfer der RNA auf Nylonmembran und die anschlieende
Hybridisierung mit spezifischen Sonden erfolgte analog zu Kap.3.6.3; als Tragerpuffer fiir
den Transfer wurde 10x SSPE verwendet. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit
Hilfe des Computerprogramms AIDA2.1 (Raytest), die Werte wurden auf die 18S oder 28S-
rRNA-Menge pro Spur normiert 2

3.7 Arbeiten mit Proteinen

3.7.1 Préparation von Proteinen aus Zellen

Gesamt-Proteinextrakte aus Zellkulturen wurden durch Lyse der Zellen in einem Detergens-

und Proteaseinhibitorhaltigen HEPES-Puffer erhalten.

Totex-Proteinextraktionspuffer:
20 mM HEPES pH 7,9
400 mM NaCl
20% Glycerin
1% NP-40
1 mM MgCl,
0,5 mM EDTA
0,1 mM EGTA
10 mM B-Glycerophosphat
10 mM NaF
5mM DTT
0,5 mM Na3;VOy,
1 mM PMSF
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Hierzu wurden die Zellen nach Entfernen des Ndhrmediums mehrfach mit eiskaltem PBS-
Puffer gewaschen, abgeschabt und durch Zentrifugation pelletiert (5 min bei 1000 g). Das
Zellpellet wurde in Totex-Puffer resuspendiert und unter hdufigem Vortexen 10 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz fiir 20 min bei -80° C schockgefroren, aufgetaut
und erneut 10 min auf Eis inkubiert. Unlosliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation
(5 min bei 20000 g) pelletiert. Der Uberstand wurde entnommen und bis zur Verwendung bei
—20° C gelagert.

Die Konzentration der geldsten Proteine wurde kolorimetrisch nach Bradford ** mit Biorad
Protein Assay bestimmt, die Eichung erfolgte mit BSA-Ldsungen verschiedener

Konzentrationen in Totex-Puffer.

3.7.2 Immunologische Detektion von spezifischen Proteinen durch Western Blot

Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen (SDS-PAGE) wurden nach Liammli
durchgefiihrt **.

Es wurden 12,5%ige SDS-Acrylamidgele eingesetzt, pro Spur wurden 20 pg Protein in
TOTEX + 4 pl Lammli-Ladepuffer aufgetragen. Fiir den Nachweis von nicht-
membranstindigen Proteinen wurden die Proben vor dem Laden 3 min bei 95° C denaturiert.

Als GroBenstandard wurde Benchmark Prestained Marker von Life Technologies aufgetragen.

Durch ein elektrophoretisches Naf3-Blot-Verfahren wurden die Proteine aus dem SDS-Gel auf
eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Der Blotvorgang erfolgte bei Proteinen <80 kD fiir
1,5 h. Zur Kontrolle der gleichmiBigen Ubertragung der Proteine wurde die Membran mit
Ponceau S gefarbt.

Die Ponceau-gefirbte Membran wurde mehrere Stunden in 4% Milchpulver in 1x TBST
blockiert. Die Inkubation mit einem spezifischen Erstantikdrper und einem Peroxidase-
markierten Zweitantikdrper erfolgte ebenfalls jeweils fiir 2-3 h in 4% Milchpulverldsung,
jeweils gefolgt von ausgiebigem Waschen in 1x TBST.

Die Bildung von Antikorper-Komplexen wurde durch Chemilumineszenz nachgewiesen und

auf Rontgenfilm dokumentiert *°.

3.7.3 Extraktion von Zellkern-Proteinen aus kultivierten Zellen

Zur Isolation von Proteinextrakten, die Transkriptionsfaktoren in hohen Konzentrationen
enthalten, wurden Zellkerne aus Zellkulturen und Geweben isoliert und fiir eine

Proteinextraktion eingesetzt.
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Die Zellen aus zehn 15cm-Schalen wurden mehrfach mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen,
abgeschabt und und 5 min bei 300g abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde schnell in 5 Vol
hypotonem Puffer resuspendiert und erneut 5 min bei 4000 g zentrifugiert. Zur Osmolyse der
Zellen wurde das Pellet in 3 Vol frischem hypotonem Puffer resupendiert, 10 min auf Eis
inkubiert und im Potter homogenisiert. Der vollstindige AufschluB wurde mikroskopisch

durch Trypanblau-Farbung kontrolliert.

Hypotoner Puffer: 10 mM HEPES pH 7,9
1,5 mM MgCI2
10 mM KCI
0,2 mM PMSF
0,5 mM DTT

Die freigesetzten Kerne wurden 15 min bei 4000 g pelletiert und in 1/2 Vol Niedrigsalz-
Puffer aufgeschwemmt. Unter stindigem Riihren wurde die Suspension langsam mit 1/2 Vol
Hochsalzpuffer versetzt und 30 min gemischt. Durch 30 min Zentrifugation bei 10 000 g

wurden ungeloste Bestandteile abgetrennt.

Niedrigsalzpuffer: 20 mM HEPES pH 7,9
25 % Glycerin
1,5 mM MgCl,
20 mM KC1
0,2 mM EDTA
0,2 mM PMSF
0,5mM DTT

Hochsalzpuffer: 20 mM HEPES pH 7,9
25 % Glycerin
1,5 mM MgCl,
1,2 M KCl
0,2 mM EDTA
0,2 mM PMSF
0,5mM DTT
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Je nach Verwendungszweck wurde der Uberstand mehrere Stunden gegen 1x Bindepuffer fiir
Electromobility shift assays oder Footprint Assays (Kap. 3.8.2 bzw 3.8.3) dialysiert, erneut
30 min bei 10 000 g abzentrifugiert und in Aliquots schockgefroren. Die Lagerung erfolgte
bei -80° C.

3.7.4 Extraktion von Zellkern-Proteinen aus Muskelgewebe

Die in Muskelgewebe enthaltenen Myofilamente stellen bei der Isolation von Zellkernen ein
Problem dar, da sie beim AufschlieBen der Zellen alle Organellen zerstoren und eine
Auftrennung verhindern. Bei der Aufreinigung nach Zak et al. °® kann dieser Effekt durch
Relaxation der Muskelfasern weitgehend verhindert werden.

Herz- und Skelettmuskelgewebe wurde direkt nach der Entnahme in feine Stiicke geschnitten
und 10 min in Relaxationspuffer gewaschen. Nach mehrfachem Waschen in Homogenisie-

rungspuffer wurde das Gewebe mit einem Ultrathurrax in ca. 5 Vol Puffer homogenisiert.

Relaxationspuffer: 0,1 M KCl
5 mM MgCl,
5 mM EGTA
5 mM Na-Pyrophosphat
pH 6,8

Homogenisierungspuffer: 0,25 M Sucrose
0,05 M KCl
5 mM MgCl,
5 mM EGTA
1 mM Na-Pyrophosphat
complete® Proteaseinhibitorcocktail

pH 6,8

Durch Zentrifugation (5 min, 1000 g) wurden Zellkerne und dichtere Zellbestandteile
pelletiert. Die Aufreinigung der Zellkerne erfolgte iiber einen Iodixanol-Gradienten *:

Das Pellet wurde in 30 % lodixanol in Homogenisierungspuffer aufgenommen und mit 35 %
Iodixanol unterschichtet. Durch 50 min Zentrifugation bei 5000 g und 4° C wurden die
Zellkerne an der Phasengrenze angereichert und abpipettiert. Die Zellkerne wurden mehrfach

in hypotonem Puffer gewaschen und dann nach Kap. 3.7.3 weiterbehandelt.
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3.8 Promotoranalysen

3.8.1 Reportergen-Assay

Zur Analyse der Promotoraktivititen wurde ein Luciferase Reportergen-Assay mit zwei
Expressionsvektoren eingesetzt. Eins der Plasmide trug ein durch einen viralen Promotor
gesteuertes Renilla-Luciferase-Gen, das zweite Plasmid ein durch den zu analysierenden
Promotor kontrolliertes Firefly-Luciferase-Gen.

Die in 12-well-plates gewachsenen Zellen wurden bei 30-40% Konfluenz mit Fugene-6
transfiziert. Frithestens 24 h nach Transfektion wurden sie mehrfach mit PBS-Puffer

gewaschen, mit 200 pl Lysepuffer pro well vesetzt und 10 min bei 4° C geschiittelt.

Lysepuffer: 25 mM Gly-Gly pH 7,8
15 mM MgSO,
4 mM EGTA
0,2% Tween-20
I mM DTT
pH 7,8

Die Zellen wurden abgeschabt, das Zell-Lysat-Gemisch in Eppis tiiberfiihrt und kurz

abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis zur Lumineszenzmessung bei -80° C eingefroren.

Die Enzymaktivitét der Firefly- und Renilla-Luciferase in diesen Zell-Lysaten wurde in einem
Sirius-Luminometer als Einzelmessungen bestimmt. Je 50 pl Lysat wurde mit 400 pl des
jeweilgen Puffers gemischt. Nach Injektion von 100 pl der jeweiligen Substratlosung wurde

die Lichtemission iiber 10 s gemessen.

Firefly-Substrat: 25 mMGly-Gly pH 7,8
15 mM MgSO,
4 mM EGTA
2mM DTT
0,2 mM D-Luciferin
pH 7,8
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Renilla-Puffer: 0,5 M NaCl
0,1 M KH,PO,
1 mM EDTA
0,02 % (w/v) BSA
0,6 mM NaN;
pH 7,6

Renilla-Substrat: Renilla-Puffer + 0,5 uM Coelenterazin

Pro Zeitpunkt und Zustand der Zellen wurden je zwolf Proben gemessen und die
Werte gemittelt, als Nullwert wurde die Emission untransfizierter Zellen gesetzt, die
der Emission bei Transfektion des Promotor-losen pGL3 basic entsprach. Der

endgiiltige Wert wurde nach folgender Gleichung berechnet:

RLUFjreny(transfizierte Zellen)- RLUF;rqy(untransfizierte Zellen)

RLUgenina(transfizierte Zellen)- RLUgenina(untransfizierte Zellen)

3.8.2 Electromobility shift assay

Die Interaktion von Transkriptionsfaktoren mit Promotorstrukturen wurde durch
Electromobility Shift Assay (EMSA) analysiert. Hierfiir wurden 20-35 bp lange,
komplementire gelgereinigte Oligonucleotide zunéchst 5 min bei 95° C denaturiert und durch

langsames Abkiihlen zu doppelstringigen DNA-Fragmenten hybridisiert. Durch Endlabeling

mit T4-Kinase und y[32P]-ATP wurden diese radioaktiv markiert:

2 pmol/ul Doppelstrang-DNA
10 U T4-Kinase
75 uCiy[’P]-ATP  [3000 Ci/mmol]

in 25 pl 1x Kinasepuffer
30-60 min 37° C

Das nicht inkorporierte ATP und die Kinase wurden iiber ein QIAquick Oligonucleotide

Purification Kit abgetrennt, die markierte DNA in Wasser gel0st.
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Die Bindereaktion erfolgte mit ca. 25 nmol radioaktiver DNA und 8 ng Kern-Proteinextrakt
in 12,5 pl 1x Bindepuffer fiir ca. 30 min bei RT.

10x Bindepufter: 100 mM Tris-HCI pH 7,5
500 mM NacCl
1 mM DTT
1 mM EDTA
50% Glycerin
10 mM MgCl2
500 mM KCl

Zur Vermeidung unspezifischer Protein-DNA-Bindung wurde diesem Ansatz 1 ug poly [dl—
dC]*[dI—dC] zugefiigt.

Fiir Kompetitionsstudien wurden auflerdem 1-1000fache Mengen unmarkierter Oligo-DNA
eingesetzt, teilweise mit variierten Sequenzen. Nach Ablauf der Bindezeit wurde der Ansatz
mit 1 pl Bromphenolblau in 1x Bindepuffer versetzt und iiber ein natives Acrylamidgel
aufgetrennt. Dabei wurde je nach Oligonucleotid-Linge ein 4 bis 5%iges Gel
(Acrylamid/Bisacrylamid 29:1) in Low ionic strength Puffer verwendet.

AnschlieBend wurde das Gel getrocknet und ein Autoradiogramm auf Rontgenfilm erzeugt.

Low ionic strength Puffer: 1 mM EDTA
3,3 mM Na-Acetat
6,7 mM Tris-HCI1 pH 7,5

3.8.3 Footprint assay

Durch Footprint Assays sollten DNA-Sequenzen indentifiziert werden, die durch
Proteinbindung rdumlich vor enzymatischem Abbau geschiitzt sind.

Eingesetzt wurden hierzu 100 bis 300 bp lange Doppelstrang-DNA-Fragmente mit einem
endmarkierten Strang. Als besonders praktikabel erwiesen sich sdulengereinigte PCR-
Produkte, die durch Einsatz eines markierten und eines unmarkierten Primers erzeugt wurden

(Endlabeling von Oligos Kap. 3.8.2).
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Fiir den Bindungsassay wurden zunichst in einem 50 pl-Ansatz 10-50 pg Zellkern-Protein

und 2 pg poly[d[—dC]*[d[—dC] in 1x Bindepuffer 10 min auf Eis vorinkubiert, um

unspezifische Proteinbindungen an die markierte DNA zu vermeiden. Pro Ansatz wurden

dann >50 000 cpm DNA zugefiigt und 10 bis 20 min bei RT inkubiert.

10 x Bindepuffer:

100 mM Tris-Cl pH 7,5
500 mM NacCl

25 mM MgCl,

5mM DTT

Durch Zugabe von 1-10 pg DNase I in DNase-Puffer wurde der Verdau gestartet und nach

exakt 1 min bei RT durch Zugabe von 90 pl Stop-Puffer gestoppt.

DNAse-Puffer:

Stop-Losung:

10 mM Tris-Cl pH 7,5
10 mM CaCl,

10 mM MgCl,

50 % Glycerin

200 mM NaCl
30 mM EDTA
1% SDS (w/v)
100 pg/ml Hefe-RNA

Durch zweimalige Phenol-Chloroform-Extraktion wurden die Proteine aus der Mischung

entfernt, die DNA wurde mit 400 pl 100 % Ethanol auf Trockeneis gefillt und 1x mit 100 pl

Ethanol gewaschen. Das getrocknete Pellet wurde in 3 pl Ladepuffer aufgenommen, 4 min

bei 95° C denaturiert und {iber ein 8 %iges denaturierendes Acrylamidgel mit 7 M Harnstoff

in TBE aufgetrennt.

Ladepufter:

100 mM NaOH

0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Xylencyanol

80 % Formamid (v/v)
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Als GroBenstandard diente eine G+A-Sequenzreaktion nach Maxam und Gilbert **:

Hierzu wurden 3-6 ng markierter DNA mit 1 ug Calf Thymus DNA in einem Volumen von
10 pl mit 1 pl 4% Ameisensdure versetzt und bei 37° C inkubiert. Nach Ablauf von 25 min
wurden 150 pl 1M Piperidin zugefiigt. Der Ansatz wurde fiir 30 min auf 90° C erhitzt, mit
1 ml n-Butanol gefillt und in 5-10 pl Ladepuffer aufgenommen.

Die Elektrophorese erfolgte bei 50 W fiir 2-5 h. Das Gel wurde anschlieend getrocknet und

ein Autoradiogramm ii. N. bei —80° C erzeugt.
3.9 Physiologische und biochemische Messungen

3.9.1 Cytochromoxidase-Assay

Die Aktivitdt der endogenen Cytochrom-Oxidase in kultivierten Zellen wurde photometrisch
bestimmt. Zur Messung der Enzymaktivitit wurde 60 uM reduziertes Cytochrom C in
Phophatpuffer eingesetzt. Die Reduktion des Cytochrom C erfolgte durch Zugabe von kleinen
Mengen 0,02 M Na-Dithionit, bis der Extinktionsquotient Esso/Esqs grofer als 6 war, das

Dithionit wurde durch anschlielende Reinigung iiber eine Sephadex (G50)-Saule entfernt.

Pro Ansatz wurde eine 10 cm-Schale erst mit PBS-Puffer und dann mit Phosphatpuffer
gewaschen. Die Zellen wurden in 500 pl Phosphatpuffer abgeschabt und durch Sonifizierung
aufgeschlossen (10 s, je 0,2s Puls, 0,6 s Pause). Zelltrimmer wurden durch 5 min
Zentrifugation bei 2000 g abgetrennt und die Proteinkonzentration des Uberstandes

kolorimetrisch bestimmt.

Je 10 und 30 pl Uberstand wurden im Photometer mit 290 pl bzw. 270 pl Cytochrom C-
Losung gemischt und sofort die Absorption bei 550 nm bestimmt. Als relative Aktivitét

wurde AE/min bestimmt.

3.9.2 Sauerstoff-Verbrauch

Der Sauerstoff-Verbrauch kultivierter Zellen mit endogenen Substraten wurde mit Hilfe einer
0,-Elektrode leicht modifiziert nach Scarpulla et al. bestimmt ’°.

Je nach Zelldichte wurden die Zellen von 1-3 16 cm-Schalen mit angewdrmten PBS-Puffer
mehrfach gewaschen, vorsichtig abgeschabt und bei 1000 g abzentrifugiert.

Das Pellet wurde in 250 pl O,-Puffer resuspendiert; 20 pl wurden zur spiteren Bestimmung
des Proteingehalts eingefroren, 200 ul zu 500 pl dquilibriertem Puffer in die MeBkammer der
Elektrode gegeben.
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O,-Puffer: 30 mM Tris-HCI pH 7,4
75 mM Saccharose
50 mM KCI
0,5 mM EDTA
0,5 mM MgCl,
2 mM K;PO,
10 mM BDM (zum Relaxieren der Myotuben)

Die Abnahme der Sauerstoffkonzentration wurde zundchst ohne Zusitze gemessen, dann
wurde durch Zugabe von 5 mM CCCP die Atmung der Zellen vom der ATP-Syntheserate
entkoppelt. Durch Zugabe von 1 mM KCN wurde die Atmung der Zellen blockiert und die

unspezifische Sauerstoff-Abnahme ermittelt.

3.9.3 Quantifizierung von DNA-, RNA- und Proteinmengen

Das Verhéltnis von RNA und Protein zu DNA in kultivierten Zellen wurde durch
Perchlorsdure-Extraktion bestimmt.

Eine 6 cm-Schale wurde 2-3x mit eiskaltem H,O bidest gespiilt, {iberschiissiges Wasser
abgesaugt. Durch Zugabe von 1 ml kalter 1 M Perchlorsédure wurden die Zellen denaturiert
und anschlieend abgeschabt.

Die Suspension wurde 1 min bei 20 000 g und 4° C abzentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Pellet mit 1 ml PCA und einer Spatelspitze Seesand 15 min im Ultraschallbad
aufgeschlossen. Der Uberstand nach 1 min Zentrifugation wurde erneut verworfen, das Pellet
in 1,3 ml PCA resuspendiert.

Durch 30 min Inkubation bei 80° C wurden DNA und RNA hydrolysiert, der verbleibende
Proteinriickstand wurde abzentrifugiert, in 1 ml 1M NaOH gelost und die
Proteinkonzentration kolorimetrisch bestimmt.

Der Uberstand der letzten Zentrifugation wurde zur Bestimmung von DNA- und RNA-
Mengen nach Schneider eingesetzt *°.

Je 0,5 ml Uberstand wurden mit 150 pl Orcinol und 0,5 ml FeCl; gemischt und in einem
Reagenzglas 45 min in kochendem Wasser inkubiert. Als Nullwert und Standard dienten 1 M
PCA und 100 pg/ml tRNA in PCA. Die Absorption bei 660 nm wurde zur Berechnung der
RNA-Konzentration genutzt.
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Die Konzentration der hydrolysierten DNA wurde durch Reaktion von 250 ul Uberstand mit
500 pl frischem Diphenylamin-Reagens fiir 10 min bei 100° C und anschlieende
Absportionsmessung bei 660 nm bestimmt. Als Nullwert diente 1 M PCA, als Standards
wurden 1-15 pg Lachsspermidin-DNA in 250 ul PCA verwendet.

3.9.4 Messung endogener Metabolite des Energiestoffwechsels
Der Gehalt von ATP, ADP, AMP und Creatinphosphat in kultivierten Zellen wurde durch

HPLC-Auftrennung und durch enzymatische Messungen bestimmt.

Hierzu wurden 10 cm-Schalen mehrfach mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen und die Zellen
dann in 0,5 ml 0,6 M Perchlorsdure lysiert (mind. 150 pg Zellprotein/ml Perchorsdure). Das
ausgefillte Protein wurde abgeschabt, die Perchlorsdure-Protein-Suspension quantitativ in ein
Reaktionsgefal tiberfiihrt und 15 min bei 4° C und 20 000 g abzentrifugiert.

Das resultierende Pellet wurde durch Zugabe von 1 M KOH neutralisiert, in TOTEX-Puffer
gelost und die Proteinkonzentration kolorimetrisch bestimmt. Der Uberstand wurde mit ca.
10 Vol 5M KOH neutralisiert, ausfallendes KC10y abzentrifugiert und der Uberstand bis zur
Messung bei -80° C eingefroren. Die Messung erfolgte durch Mitarbeiter des Instituts fiir

Experimentelle Medizin der Unikliniken Koln unter der Leitung von Prof. Dr. Fischer.
3.10 Mikroskopische Verfahren

3.10.1 Elektronenmikroskopie
Die Anzucht von kultivierten Zellen fiir elektronenmikroskopische Aufnahmen erfolgte auf

Aclar®-F olie, die Fixierung wurde fir >1 h in DMEM + 1,5% Cacodylat und 6 %
Glutaraldehyd bei RT durchgefiihrt. Die Schnitte und Aufnahmen wurden von Prof. Neiss im
Anatomischen Institut der Unikliniken K6ln durchgefiihrt.

3.10.2 Immuncytochemie

Immuncytochemische Aufnahmen von Zellkulturen wurden mit paraformaldehyd-fixierten
Zellen angefertigt. Hierzu wurden die Zellen auf unbeschichteten Deckgldschen angezogen,
mehrfach mit PBS-Puffer gewaschen und 10 min bei 37° C in 2 % Paraformaldehyd in PBS
fixiert. Nach der Permeabilisierung mit 0,1 % Triton X-100 in PBS fiir 3 min bei 37° C
erfolgte ein Blockierungsschritt fiir 1 h in 4 % Milchpulver in PBS.

Die Zellen wurden fiir 1 h mit Erstantikorper in PBS behandelt, dann fiir >30 min mit

fluoreszenzmarkiertem Zweitantikdrper in PBS.
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Nach jedem Inkubationsschritt wurden die Zellen mehrfach fiir einige Minuten mit PBS-
Puffer gewaschen. Die leicht angetrockneten Deckgldschen wurden mit Mowiol auf einen

Objekttriiger eingedeckt und ii. N. bei RT getrocknet '*°.

Mowiol: 2,4 g Mowiol 4-88
6 g Glycerin
6 ml H,O
12 ml 0,2 M Tris pH 8,5
2,5 % 1,4-diazobicyclo-(2.2.2)-octane DABCO
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse der Zell-Linie C2F3
Zunichst wurde die Eignung der Zell-Linie C2F3 als Modell fiir die Differenzierung von

Skelettmuskulatur {iberpriift. Hierzu wurden einige physiologische und biochemische
Parameter der Zellen vor, wiahrend und nach der Differenzierung analysiert, die Aufschlufl

iiber die Funktion und Biogenese der Mitochondrien geben sollten.

4.1.1 Differenzierung der Zellen

Um einschitzen zu konnen, welcher Prozentsatz der Zellen einer Kultur unter den
eingesetzten Bedingungen differenziert, wurden Zellen einer differenzierten Kultur durch
Immuncytochemie gefarbt. Als Differenzierungsmarker wurde Myogenin verwendet, da
Satellitenzellen und Myoblasten diesen muskelspezifischen Transkriptionsfaktor nicht
exprimieren, differenzierte Muskelzellen jedoch in hohem Malf3e.

Myogenin-haltige Zellkerne wurden durch Antikdrperfarbung mit CY3 fluoreszenzmarkiert.
Eine unspezifische Anfarbung aller Zellkerne erfolgte durch den DNA-Farbstoff DAPI. In
der Regel waren 65-75 % der Zellkerne einer differenzierten Myotubenkultur Myogenin-

positiv.

Abbildung 6:  Fluoreszenzmikroskopie von differenzierten Myotuben. Die Fiarbung erfolgte
mit einem monoklonalen anti-Myogenin-Antikérper, einem Alexa-488-

markierten anti-Maus-Zweitantikdrper und 300 uM DAPI
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4.1.2 Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Eine Untersuchung der Zellorganisation von Myoblasten und Myotuben durch
Elektronenmikroskopie sollte kldren, ob auffillige Verdnderungen der Lokalisation, GrofB3e
und Struktur der Mitochondrien mit dem erhohten Energieumsatz der Mitochondrien
einhergehen. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbildungen 7 und 8) zeigten
sowohl in Myoblasten als auch in Myotuben eine verstirkte Lokalisation der Mitochondrien
in der Umgebung des Zellkerns. Die Form der Mitochondrien blieb unverdndert
schlauchformig, allerdings waren sowohl die Anzahl der Mitochondrien als auch die Dichte
der Cristae innerhalb der Mitochondrien in Myotuben etwas erhoht. Auffillig war das
ausgeprigte endoplasmatische Reticulum in Myotuben, das in dieser Form bisher nur bei
sekretorischen Zellen beschrieben wurde. Die Funktion dieses Sekretionsapparates in

Myotuben ist unbekannt.
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Abbildung 7:  Elektronenmikroskopische Aufnahmen von fixierten Myoblasten

(N=Nucleus, M=Mitochondrium, ER= Endoplasmatisches Reticulum)
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Abbildung 8:  Elektronenmikroskopische ~Aufnahmen von differenzierten Myotuben

(N=Nucleus, M=Mitochondrium, ER= Endoplasmatisches Reticulum)
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4.1.3 Metabolitgehalt der Zellen

Durch HPLC-Analyse konnte in Myoblasten und Myotuben der Gehalt einiger Metabolite
bestimmt werden, die direkt am Energiestoffwechsel beteiligt sind. Untersucht wurden die
Konzentrationen an ATP, ADP, AMP und, da es sich um Muskelzellen handelt,
Creatinphosphat und Lactat.
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Abbildung 9: Konzentration einiger Metabolite wihrend der Differenzierung von

Myoblasten zu Myotuben. Angegeben sind die Konzentrationen bezogen auf

den Proteingehalt der Zellen (n=5).

Die Konzentration von ATP steigt in konfluenten Myoblasten zu Beginn der Differenzierung
deutlich an, mit einsetzender Fusionierung sinkt sie wieder auf 120% des Myoblasten-Wertes.
Parallel zum Anstieg von ATP nimmt auch der Gehalt an ADP deutlich zu, nimmt aber mit
fortschreitender Differenzierung wieder etwas ab. Die Konzentration an AMP, das in
Myoblasten nicht nachweisbar ist (Nachweisgrenze 0,05 nmol/mg Protein), steigt mit
einsetzender Fusionierung auf 2 nmol/mg Protein an und bleibt auch in Myotuben auf diesem
Niveau. Die Konzentration an Creatinphosphat verhdlt sich wéhrend der Differenzierung
zundchst dhnlich wie die ATP-Konzentration, steigt mit zunehmendem Alter der Myotuben
aber wieder an. Wéhrend der gesamten Differenzierungsphase bleibt die Konzentration an
Lactat in den Zellen auf sehr niedrigem Niveau.

Zur Kontrolle der erhaltenen HPLC-Werte wurden die Proben gepoolt und enzymatischen

Tests unterworfen. Die Ergebnisse bestdtigten die HPLC-Daten.
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4.1.4 Protein- und RNA-Gehalt der Zellen

Wihrend der Verschmelzung der Myoblasten zu vielkernigen Synzytien findet, auch optisch
sichtbar, eine Vergroerung des Zellvolumens statt.
Durch Bestimmung des DNA-, RNA- und Proteingehalts von Myoblasten und Myotuben

konnte diese Steigerung der Transkription und der Proteinbiosynthese quantifiziert werden.
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Abbildung 10:  Verhéltnis von RNA und Protein zu DNA in Myoblasten,

differenzierenden Zellen und Myotuben (n=5)

Schon in konfluenten Zellen steigt der Gesamt-RNA-Gehalt pro DNA auf das 6,4-fache von
subkonfluenten Myoblasten an; in differenzierten Myotuben betrdgt der RNA-Gehalt das
Zehnfache des Myoblastenwertes. Der Gehalt an Protein pro DNA ist in konfluenten Zellen
doppelt so hoch wie in Myoblasten, in Myotuben 3,7 fach erhoht.

Diese Werte wurden im Nachfolgenden als Grundlage verwendet, wenn Daten pro RNA- oder
Proteingehalt bestimmt wurden. Die Normierung der Daten auf den DNA-Gehalt der Zellen
erfolgte durch Umrechnung der gemessenen RNA- oder Proteinkonzentration auf den zu

erwartenden DN A-Gehalt.
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4.1.5 Sauerstoff-Verbrauch

Der Sauerstoff-Verbrauch der kultivierten Zellen wurde durch eine Sauerstoff-Elektrode
bestimmt und auf den Proteingehalt normalisiert. Gemessen wurde der Umsatz endogener
Substrate in nicht-permeabilisierten Zellen, als Referenz diente die Abnahme der

Sauerstoffkonzentration nach KCN-Inhibition.
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Abbildung 11:  Sauerstoffverbrauch von Myoblasten, differenzierenden Zellen und Myotuben.
Gemessen wurde der Sauerstoffverbruach pro Zeit in intakten Zellen mit
endogegen Substraten. Durch Zugabe des Ionophors CCCP wurde der
maximale Sauerstoffverbrauch bei Entkopplung des Elektronentransportkette
von der ATP-Synthese gemessen. Die Normalisierung erfolgte auf den
Protein- bzw. DNA-Gehalt der Zellen.

(n=6, % entspricht p<0,05, %% entspricht p<0,01, t-Test)
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Der Sauerstoffkonsum der Zellen steigt wihrend der Differenzierung kontinuierlich an. Auf
den Proteingehalt der Zellen bezogen verbrauchten Myotuben ca. doppelt so viel Sauerstoff
wie Myoblasten. Auf den DNA-Gehalt der Zelle umgerechnet setzen sie die 8,3fache Menge
Sauerstoff gegeniiber Myoblasten um. Durch Zusatz von 1 mM des lonophors CCCP von der
ATP-Synthase entkoppelt, verflinffacht sich in Myoblasten der Sauerstoffumsatz, wihrend
Myotuben mit CCCP nur den 1,6fachen Wert der gekoppelten Atmung aufweisen.

4.1.6 Aktivitat der Cytochrom C-Oxidase

Zum Vergleich des Sauerstoffumsatzes der Zellen mit der maximalen Elektronentransport-
Kapazitit der Atmungskette wurde die gut quantifizierbare Enzymaktivitit der Cytochrom C-
Oxidase in Zell-Lysaten bestimmt. Die Messung erfolgte durch photometrische Bestimmung
der Oxidationskinetik von reduziertem Cytochrom C und Normierung auf den Proteingehalt

der eingesetzten Lysate.
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Abbildung 12:  Relative Cox-Aktivitdt in Myoblasten und Myotuben
Bestimmt wurde die maximale Enzymaktivitit der Cytochrom C-Oxidase in
sonifizierten Zellen bei UberschuB an reduziertem Cytochrom C, die
Normalisierung erfolgte auf den Protein- bzw. DNA-Gehalt der Extrakte.
(n=5, %% entspricht p<0,01, t-Test).
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Die Aktivititsbestimmung bestétigte die Ergebnisse der Sauerstoff-Verbrauchsmessung.

Die Cytochromoxidase-Aktivitdt pro Protein war in Myotuben um den Faktor 2,5 erhoht, auf
den DNA-Gehalt bezogen sogar um den Faktor 9. Da die Messung mit zwei verschiedenen
Mischungsverhéltnissen an Zell-Lysat und Cytochrom C die gleichen Enzymaktivitétsraten
ergaben, ist davon auszugehen, daf3 keine Substratlimitierung durch endogene Elektronen-
akzeptoren auftritt und die bestimmte Rate die maximale Enzymaktivitit des

Cytochromoxidase-Komplexes darstellt.

4.1.7 Proteingehalt

Zur Bestitigung, dall die Zunahme des Sauerstoffumsatzes wirklich durch eine gesteigerte
Mitochondrienbiosynthese und damit eine Zunahme der Mitochondrienmasse bedingt wird,
wurden die Mengen einiger kerncodierter mitochondrialer Proteine in Gesamtproteinextrakten
durch Western Blot bestimmt.

Analysiert wurden Cytochrom C und die Untereinheit IV der Cytochromoxidase als
Strukturproteine der Atmungskette und der mitochondriale Transkriptionsfaktor A (mtTFA)
als essentieller Bestandteil des Transkriptionsapparates (Abbildung 13).

Die Quantifizierung der Western Blots ergab fiir CytC, CoxIV und mtTFA eine Zunahme
zwischen 20 bis 50 % verglichen mit dem Gesamtproteingehalt der Extrakte. Auf den DNA-

Gehalt einer Zelle bezogen ist dies allerdings eine Steigerung um den Faktor 7 bis 9.

4.1.8 RNA-Gehalt

Die Frage, ob die Steigerung der Proteingehalte durch die in Myotuben aktivierte
Proteinbiosyntheserate oder durch erhohte RNA-Mengen verursacht wird, wurde durch
Northern Blot Analyse einiger RNA-Spezies untersucht (Abbildung 14).

Auf die RNA-Gesamtmenge bezogen war nur eine schwache Zunahme der analysierten
messenger-RNAs nachzuweisen. Die Transkripte fiir cyrC nahmen um ca. 80 % zu, wihrend
die Steigerung fiir cox/V und mtTFA nur 45 bzw. 25 % betrug.

Normiert man die RNA-Gehalte allerdings auf die DNA-Menge, also auf die
Transkriptionsrate pro Genkopie, betrugen die RNA-Mengen in Myotuben das fiinf- bis
achtfache der in Myoblasten detektierten Mengen.

50



Ergebnisse

cth e e e

coxIV ol o=

mtTFA -

Myoblasten Myotuben

2,5

O Myoblasten
20 H Myotuben

1,0 A

0,5 A

0,0

relative Proteinmengen pro Gesamtprotein

coxIV mtTFA
12
< oM
Z yoblasten l
Qo 10 B Myotuben
g,
= 8
(&)
an
S
[}
g 61
g
2
2 4
[a W
o
2
g2
e
0

cyt C coxIV mtTFA

Abbildung 13:  Relative Proteinmengen von Cytochrom C, CoxIV und mtTFA in
Gesamtproteinextrakten von Myoblasten und Myotuben. Die Proteine wurden
durch Western Blots quantifiziert und auf den Gesamtprotein- bzw. DNA-
Gehalt bezogen (n=4).
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Abbildung 14: Relativer mRNA-Gehalt von c¢ytC, coxIV und mtTFA in Gesamt-RNA-

Extrakten von Myoblasten und Myotuben. Die mRNA-Spezies wurden durch
Hybridisierung mit spezifischen Sonden auf einem Northern Blot quantifiziert

und auf den 18S-Gehalt bzw. den DNA-Gehalt der Zellen bezogen.
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4.2 Analyse der Promotor-Regulation

Die Untersuchungen im ersten Teil dieser Arbeit gaben Anlal zur Hypothese, daB3 die
Steigerung der mitochondrialen Atmung in ausdifferenzierten Muskelzellen auf der Ebene der
Genexpression der an der Mitochondrienbiosynthese beteiligten Gene verursacht wird.

Zur Aufkldarung der zugrundeliegenden Regulation wurden Promotorstudien an den drei
bereits auf RNA-Ebene untersuchten kernkodierten mitochondrialen Genen cytC, cox IV und
mtTFA durchgefiihrt.

4.2.1 Promotorkarten

Zur Analyse der Promotorstrukturen wurden die Sequenzen der Promotoren von cytC und
coxIV aus Rattus norvegicus gewdihlt, da sie bereits in mehreren Zellmodellen untersucht
wurden und die Sequenzen aus Maus noch nicht zur Verfiigung standen.

Da die Sequenz des mtTFA-Promotors weder von Ratte noch von Maus zur Verfiigung stand,
wurde im Folgenden der Promotor des humanen m¢TFA analysiert.

Zundchst wurden die Promotoren der drei Gene nach potentiellen Transkriptionsfaktor-
Bindungssequenzen durchsucht. Fiir jeden Promotor wurde ein Bereich zwischen 500 und

800 bp Linge ausgewihlt, der den Kernbereich des Promotors enthielt.

Fiir Cytochrom C wurde die Sequenz zwischen —631 bp und +135 bp gewihlt, um alle
Elemente einzuschlieBen, die in bereits untersuchten Zell-Modellen Einflul} besitzen 44,76, 85
Hierzu zédhlen vor allem eine NRF-1-Bindestelle im Bereich zwischen —166 und —149 bp und
eine Spl-Bindestelle im Intronbereich nach dem Transkriptionsstart, die beide an der
Aktivierung der cytC-Transkription in COS-1-Zellen beteiligt sind. Im Bereich zwischen —
139 und -84 liegt eine dritte Region mit zwei CAAT-Boxen, die fiir die basale
Expressionsrate eine Rolle spielt. In Fibroblasten konnte eine Steigerung der cytC-Expression
durch Serum auf die Aktivierung von NRF-1 und CREB zuriickgefiihrt werden ™.

Die gesamte verwendete Sequenz wurde zundchst auf alle bekannten potentiellen
Transkriptionsfaktor-consensus-Sequenzen hin untersucht. Hierzu wurde das Computer-

101 . . .
%' Neben einer Vielzahl an consensus-Sequenzen fiir

programm Matlnspector benutzt
Transkriptionsfaktoren der AP-Familie, mehreren Spl- und CREB-sites (cAMP-responsive
element binding site) und anderen Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen wurden zwei
Bindestellen fiir MyoD gefunden, einem der muskelspezifischen Transkriptionsfaktoren der

Myogenin-Familie (Ubersichtskarte siche Anhang).
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Der Kernpromotor des cox/V-Gens liegt nach einer Analyse in HeLa-Zellen in einem relativ
kleinen Bereich um den Transkriptionsstart, aus Vergleichbarkeitsgriinden wurde jedoch auch
hier eine 800 bp groBe Sequenz zwischen —675 und +31 gewéhlt. Auffallend sind hier die
tandemartig angeordneten NRF2-Bindungsstellen direkt nach dem Transkriptionsstart, deren
Funktionalitit in HeLa-Zellen bereits gezeigt wurde 3.

Die Suche nach weiteren consensus-Sequenzen ergab einige potentielle Bindungsstellen fiir

AP1, 2 und 4, auBBerdem zwei CREB-sites und zwei Sp1-Bindestellen (Karte siche Anhang).

Bei dem Promotor des mtTFA-Gens lag der gewéhlte Bereich zwischen —414 und +43 bp.

Im direkten Bereich vor dem Transkriptionsstart enthilt die Sequenz eine NRF1 site, drei
iiberlappende Spl-sites und eine Bindungsstelle fiir NRF2 in Folge. Weiter upstream sind
unter anderem consensus-Sequenzen fiir AP1, 2, 4 und CREB zu finden (Karte siche

Anhang).

4.2.2 Voriiberlegungen zur Auswahl des Reportergenassays

Zur ndheren Analyse von Promotorstrukturen sind Reportergenassays ein einfaches, aber
aussagekriftiges Mittel. Im einfachsten Fall wird der zu analysierende Promotor in einen
Expressionsvektor kloniert und kontrolliert nach transienter Transfektion in Zellen ein
Reportergen, dessen Genprodukt in diesen Zellen quantifiziert werden kann.

Als Reportergene werden in der Regel [-Galactosidase, CAT (Chloramphenicol-
Acetyltransferase) oder Luciferase eingesetzt, die sich leicht in Enzymassays messen lassen.
GFP als Markerprotein wird seltener verwendet, da die quantitative Auswertung von
Fluoreszenz technisch aufwendiger ist.

Der Einsatz von -Galactosidase hat den Vorteil, da3 er gut reproduzierbare Daten ergibt,
allerdings ist der zugehdrige Enzymassay relativ unempfindlich, fiir niedrige
Promotoraktivititen also weniger geeignet. Eine weiterer Nachteil dieses Assays ist, daB3 3-
Galactosidase in kultivierten Zellen nicht abgebaut wird, iiber die Zeit also akkumuliert.
Hierdurch sind Messungen im Zeitverlauf nicht méglich. Ahnliches gilt fiir Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT).

Als sehr viel sensitiverer Reporter bietet sich Firefly-Luciferase an. Da die Empfindlichkeit
des Luciferase-Assays um mehrere Groflenordung unter den Nachweisgrenzen von [3-
Galactosidase und CAT liegt, sind auch niedrige Transfektionsraten ausreichend. Hierdurch
wird einerseits die Uberladung der transfizierten Zellen mit dem verwendeten
Promotorkonstrukt und damit die Kompetition um DNA-bindende Proteine vermieden,

andererseits lassen sich so auch schlecht transfizierbare Zellen beobachten.
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Diese Protein hat zudem den Vorteil einer relativ kurzen Halbwerts-Zeit, die experimentell
auf ca. 6 h bestimmt wurde. Hierdurch sind Messungen der Promotoraktivitit im Zeitverlauf
nach der Transfektion moglich. Nachteil des Luciferase-Reportergen-Assays ist die relativ
hohe Streuung der Daten, die durch die hohe Sensitivitit entsteht und durch eine entsprechend

hohe n-Zahl ausgeglichen werden muf3.
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Abbildung 15: Halbwertszeit der Firefly-Luciferase in Myoblasten
Die Enzymaktivitit der Firefly-Luciferase in transient Luciferase-
exprimierenden Zellen wurde nach Inhibition der Proteinbiosynthese durch 10

ug/ml Cycloheximid im Zeitverlauf bestimmt (n=12).

Zur Optimierung der Transfektionsrate wurde die Transfizierbarkeit der Zellen mit
verschiedenen Methoden (CaPOg-Prézipitation, verschiedene kommerzielle Liposomen-
reagenzien) und GFP- bzw. B-Gal-Expressionsvektoren getestet. Als besonders geeignet
erwies sich die Transfektion mit Fugene-6, da hier bis zu 80 % Transfektionseffizienz in
Myoblasten erreicht wurden. Bei Myotuben wurde mit keiner Methode eine nennenswerte
Transfektionsrate (>2%) erzielt. Zur Losung dieses Problems wurde im weiteren getestet,
tiber welchen Zeitrahmen bei transienter Transfektion von Myoblasten der entsprechende
Vektor in den Zellen stabil war. Sowohl GFP als auch B-Gal und Luciferase waren 10 Tage
nach Transfektion durch Fluoreszenz bzw. Enzymassays nachweisbar. Die Differenzierung

der transfizierten Myoblasten zu Myotuben beeinflulte die Expression des Reportergens
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nicht, so daB im Folgenden stets Myoblasten transfiziert wurden, die anschlieBend zu

Myotuben differenziert wurden.

Um Schwankungen der Transfektionseffizienz und den Abbau des Plasmids iiber den
Zeitraum der Differenzierung einzubeziehen, wurde als interner Standard ein von viralen
Promotoren gesteuerter zweiter Reportergen-Vektor cotransfiziert. Hierbei wurde aus den
oben erwihnten Griinden ebenfalls eine Luciferase, die Renilla-Luciferase aus Renilla
reniformes, eingesetzt, was u. a. den Vorteil bot, beide Reporteraktivititen in einem Assay

messen zu koénnen.

Um auszuschlieBen, dafl die Aktivitit des viralen Promotors wéhrend der Differenzierung von
Muskelzellen eigenen Schwankungen unterliegt und somit als Standard ungeeignet ist,
wurden mehrere MeBreihen sowohl mit dem CMV-Promotor als auch mit dem SV40-
Promotor analysiert. Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse schlof einen Einflul des zur
Normalisierung verwendeten Promotors auf die Daten aus; allerdings waren die
Enzymaktivititen der Firefly-Luciferase bei Cotransfektion mit dem SV40-Promotor um den
Faktor 10 niedriger, weshalb im Folgenden ausschlieBlich der CMV-Promotor als

Vergleichsstandard verwendet wurde.

4.2.3 Klonierung der Promotorkonstrukte

Ausgehend von Plasmiden mit den Sequenzen der Promotoren wurden die ausgewihlten
Bereiche der Promotoren durch PCR und Klonierung in pBSIIKS" isoliert. Von jedem
Promotor wurden jeweils die gesamte Sequenz und mehrere verkiirzte Sequenzen in den

Luciferase-Expressionsvektor pGL3 kloniert (Vektorkarten siche Anhang).

4.2.4 Luciferase-Reportergen-Assay

Myoblasten wurden transient mit den Luciferase-Expressionsvektoren mit den
unterschiedlichen Promotorkonstrukten transfiziert und die Luciferase-Aktivitit in
Myoblasten, konfluenten Zellen und Myotuben bestimmt. Als Promotoraktivitit wurde dabei
der Quotient der relativen Lichtemission der Firefly-Luciferase durch die Lichtemission der
Renilla-Luciferase gewertet. Als Referenz dienten jeweils die Luciferase-Aktivitdten untrans-

fizierter Zellen, die den Werten bei Transfektion des promotorlosen Vektors entsprachen.
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Abbildung 16:

Myoblasten konfluent Myotuben

Aktivitdt des cytC-Promotors im Luciferase-Assay

Bestimmt wurde das Verhiltnis der durch den cytC-Promotor regulierten
Firefly-Luciferase-Aktivitit zur durch den konstitutiv aktiven CMV-Promotor
exprimierten  Renilla-Luciferase in transient transfizierten Zellen.

(n=12, %% entspricht p<0,01, t-Test)

Die Aktivitit des cytC-Promotors dnderte sich wihrend der Differenzierung bereits in

konfluenten Zellen, hier konnte eine Steigerung der Aktivitdt um ca. 40 % beobachtet werden.

In differenzierten Myotuben stieg die Aktivitit der Firefly-Luciferase weiter auf das 3,5fache

der Aktivitdt in Myoblasten, wihrend die Expression der Renilla-Luciferase durch den CMV-

Promotor stabil blieb.
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Abbildung 17:

Myoblasten konfluent Myotuben

Aktivitdt des coxIV-Promotors im Luciferase-Assay
Bestimmt wurde das Verhiltnis der durch den cox/V-Promotor regulierten
Firefly-Luciferase zur konstitutiv exprimierten Renilla-Luciferase.

(n=12, %> entspricht p<0,01, t-Test)
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Fiir den coxIV-Promotor wurde in konfluenten Zellen eine im Vergleich zu Myoblasten um
das 3,4fache gesteigerte Promotoraktivitit bestimmt. In Myotuben stieg die Promotoraktivitit

weiter auf das vierfache.
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Abbildung 18:  Aktivitit des mtTFA-Promotors im Luciferase-Assay
Angegeben ist das Verhiltnis der durch den m¢TFA-Promotor regulierten
Firefly-Luciferase =~ zur  konstitutiv  exprimierten  Renilla-Luciferase.

(n=12, %% entspricht p<0,01, t-Test)

Die Aktivitit des mtTFA-Promotorfragments nahm bereits in konfluenten Zellen auf das
16,5fache des Wertes in Myoblasten zu. In ausdifferenzierten Myotuben betrug die Aktivtét
das 26fache der Myoblasten. In mehreren unabhédngigen Experimenten wurde nicht immer
eine derart starke Steigerung beobachtet, die Aktivitdt in Myotuben betrug aber meistens mehr

als das 10fache des in Myoblasten bestimmten Wertes.

Zur ndheren Identifizierung der Sequenzbereiche, die die Steigerung der Promotoraktivitat
auslosen, wurden die Promotorsequenzen schrittweise verkiirzt und im Reportergen-Assay
analysiert und verglichen. Hierbei wurden interne Restriktionsschnittstellen der Sequenzen
verwendet (Klonierungsstrategien und Vektorkarten sieche Anhang).

Die Entfernung der proximalen Hélfte der cytC-Promotorsequenz hatte kaum Auswirkung auf
die Aktivitdt des Promotors in Myoblasten, es konnte nur eine leichte Zunahme der Aktivitit
beobachtet werden. Die Entfernung weiterer 85 bp bewirkte einen Abfall der
Promotoraktivitét auf 8 % der Aktivitit des Gesamtpromotors. Das kleinste Fragment umfalite

lediglich den Bereich von —68 bis +135 bp, und besal} eine Restaktivitdt von ca. 0,1 %.
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Abbildung 19:  Promotorakivitit verschiedener c¢ytC-Konstrukte in Myoblasten und
Myotuben.
Bestimmt wurde das Verhéltnis der durch die unterschiedlich verkiirzten
Promotorsequenzen regulierten Firefly-Luciferase-Aktivitit zur konstitutiv

exprimierten Renilla-Luciferase (n=12, %% entspricht p<0,01, t-Test).

Fiir die Identifizierung von Transkriptionsfaktoren, deren Einflul auf die Transkription sich
wihrend der Differenzierung von Myoblasten zu Myotuben dndert, ist die basale Aktivitét des
Promotorkonstruktes allerdings wenig aussagekriftig. Hier ist vor allem das Verhiltnis der

Werte in Myotuben und Myoblasten von Interesse.
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Abbildung 20:  Steigerung der Promotoraktivitit wahrend der Differenzierung
Dargestellt ist der Quotient der Promotoraktivititen der untersuchten cytC-

Promotorkonstrukte in Myotuben und Myoblasten.
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Sowohl die Ausgangssequenz als auch die verkiirzten Konstrukte cytP/-236 und cytP/-210
wiesen eine deutliche Aktivierung um den Faktor 3 bis 6 auf. Bei der nachstkiirzeren Sequenz
cytP/-145, deren basale Aktivitdt in Myoblasten sehr viel niedriger war, war sogar eine
Steigerung auf das 11fache in Myotuben zu beobachten. Das kiirzeste Fragment, bei dem
weitere 77 bp entfernt wurden, wies keine Aktivierung mehr auf; die Myotubenwerte

entsprachen den Werten in Myoblasten.

Der coxIV-Promotor wurde auf die gleiche Weise analysiert, es wurden drei verschieden lange

Promotorsequenzen kloniert und beobachtet:
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Abbildung 21:  Promotorakivitit der cox/V-Konstrukte in Myoblasten und Myotuben
Bestimmt wurde das Verhéltnis der durch die unterschiedlich verkiirzten
Promotorsequenzen regulierten Firefly-Luciferase-Aktivitdt zur konstitutiv

exprimierten Renilla-Luciferase. (n=12, %% entspricht p<0,01)
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Abbildung 22:  Steigerung der Promotoraktivitit der cox/V-Konstrukte wéhrend der
Differenzierung. Dargestellt ist der Quotient der Promotoraktivititen der

untersuchten cox/V-Promotorkonstrukte in Myotuben und Myoblasten.
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Durch Verkiirzung der Promotorsequenz um 377 bp bzw. 549 bp wurde kein Einfluf3 auf die
Aktivitit des Promotors ausgeiibt. Auch die Steigerung der Aktivitdit wédhrend der

Differenzierung blieb relativ unveréndert.

Beim mtTFA-Promotor wurde die Aktivitit des Gesamtpromotors mit zwei verkiirzten
Konstrukten verglichen, von denen eines eine Deletion im mittleren Bereich enthielt

(mtTFA/D-117) und ein weiteres nur die Sequenz um den Transkriptionsstart (mtTFA/-117).
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Abbildung 23:  Promotorakivitdt verschiedener mitTFA-Konstrukte in Myoblasten und
Myotuben. Bestimmt wurde das Verhéltnis der durch die unterschiedlich
verkiirzten Promotorsequenzen regulierten Firefly-Luciferase-Aktivitidt zur

konstitutiv exprmimierten Renilla-Luciferase (n=12, %% entspricht p<0,01).
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Abbildung 24:  Steigerung der Promotoraktivitit der mitTFA-Konstrukte wéhrend der
Differenzierung. Dargestellt ist der Quotient der Promotoraktivititen der

untersuchten m¢TFA-Promotorkonstrukte in Myotuben und Myoblasten.
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Die Deletion einer 135 bp groBen Sequenz zwischen -252 und —117 hatte weder
Auswirkungen auf die basale Aktivitit in Myoblasten noch auf die Steigerung der
Aktivierung bei der Differenzierung zu Myotuben. Die Entfernung der in 5’-Richtung dieses
Bereichs liegenden Sequenz zwischen —414 und -252 fiihrte zu einer hoheren Aktivitéit in
Myoblasten, nicht aber in Myotuben, so da3 die Steigerung wéhrend der Differenzierung

nicht mehr beobachtet wurde.

4.2.5 Electromobility shift assay

Die Ergebnisse der Reportergen-Assays von cytC wurden als Grundlage fiir die Auswahl von
Sequenzen des Promotors fiir eine Analyse durch Electromobility Shift Assay verwendet.
Untersucht wurde der Bereich zwischen —145 und —68, der fiir eine hohe Steigerung der
Promotoraktivitdt wihrend der Differenzierung essentiell ist. Ziel des Assays war es,
Interaktionen von Proteinen mit diesem Abschnitt der DNA zu entdecken, die sich in

Myoblasten und Myotuben unterscheiden.

Die zugrundeliegende Sequenz wurde in drei 25 bis 35 bp lange iiberlappende Abschnitte
unterteilt, am 5°-Ende radioaktiv markiert und mit Gesamtproteinextrakten aus isolierten
Myoblasten- und Myotubenzellkernen inkubiert. Zum Abfangen unspezifischer DNA-Protein-
Bindungen wurde den Ansitzen ein groBer UberschuBl einer artifiziellen DNA-Sequenz
(poly[dI-dC]*poly[dI-dC]) zugesetzt.

Durch Polyacrylamidgele niedriger Ionenstirke konnten dann ungebundene Oligo-DNA und
intakte Protein-DNA-Komplexe aufgetrennt werden. Die verschiedene Grofle und Zahl der
gebundenen Proteine verringerte dabei die Mobilitit der DNA unterschiedlich stark, so daf3
mehrere Protein-DNA-Komplexe unterschieden werden konnten. Riickschliisse auf die

GroBe, Zahl und Art der Proteine lieBen sich aus diesem Assay allerdings nicht ziehen.
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Abbildung 25:
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Electromobility Shift Assay mit der Sequenz cytC/-147—-113

Die radioaktiv markierte Sequenz von —147 bis -113 des cytC-Promotors wurde mit

Zellkern-Proteinextrakten von Myoblasten und Myotuben inkubiert. Die entstehen-

den Protein-DNA-Komplexe wurden iiber ein natives Polyacrylamid-Gel der Grof3e

nach aufgetrennt. Durch Zugabe von steigenden Mengen unmarkierter DNA dersel-

ben Sequenz wurden spezifische DNA-Proteinbindungen (Doppelpfeile) kompeti-

tiert, wihrend unspezifische Bindungen erhalten blieben.

Abbildung 26:
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Electromobility Shift Assay mit der Sequenz cytC/-123—-90

Der Assay erfolgte analog zu dem in Abb. 25 dargestellten Experiment
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Abbildung 27:  Electromobility Shift Assay mit der Sequenz cytC/-95—>-68
Der Assay erfolgte analog zu dem in Abb. 25 dargestellten Experiment

Im Sequenzbereich zwischen —147 und —113 bp wurden bei der Analyse des Myoblasten-
Zellkernextraktes vier unterschiedliche DNA-Protein-Komplexe nachgewiesen. Durch
Kompetition mit ansteigenden Mengen unmarkierter DNA der gleichen Sequenz wurde die
Spezifitit von drei dieser Bindungen bestdtigt. Die gleichen Komplexe wurden auch bei der
Verwendung von Myotuben-Protein wiedergefunden, allerdings unterschieden sich die
Mengen der gebundenen Radioaktivitdt und damit die Menge an Protein-DNA-Komplex in
den jeweiligen Banden: Der Komplex mit der groBten Mobilitit war stirker prisent, von den
beiden Komplexen niedriger Mobilitit war einer stirker, der andere schwéicher vertreten.

Im Bereich zwischen —123 und —90 bp wurde nur eine spezifische Bande detektiert, deren
Intensitét sich bei Myoblasten- und Myotubenprotein nicht deutlich unterschied.

Der Bereich zwischen —95 und —68 bp wies vier spezifische Protein-DNA-Interaktionen auf.
Drei davon bildeten eine Gruppe dhnlicher Mobilitit im oberen Bereich des Gels, wihrend die
vierte Bande im Bereich mittlerer Mobilitit zu finden war. Dieser Komplex war bei gleichen
Proteinmengen bei Myotubenprotein in einer hoheren Konzentration vorhanden als bei
Myoblastenprotein. Bei den drei Banden im oberen Teil des Gels war eine interessante
Verschiebung des Verhiltnisses zu finden. In undifferenzierten Zellen war die obere Bande
stark ausgepragt, wihrend die untere die niedrigste Konzentration der drei Banden aufwies. In
differenzierten Myotuben dagegen war die untere Bande die deutlichste, wihrend die obere

die niedrigste Konzentration hatte.

64



Ergebnisse

4.2.6 Footprint

Um die im Electromobility shift detektierten Protein-DNA-Bindungen ndher zu
charakterisieren, wurde der Bereich zwischen —210 bp und +115 bp des cytC-Promotors durch
“Footprint Assays” untersucht.

Auch hierbei werden radioaktiv endmarkierte DNA-Doppelstrangsequenzen mit
Zellkernextrakten inkubiert, um Protein-DNA-Komplexe zu erzeugen. Nach der
Bindereaktion werden die DNA-Fragmente durch DNase I enzymatisch zerschnitten und iiber
ein Sequenzgel der GroBe nach aufgetrennt. Durch Vergleich des Bandenmusters des DNA-
Proteingemischs mit dem reiner DNA konnen Bereiche in den Sequenzen identifiziert
werden, an denen die Bindung eines Proteins den Abbau der DNA inhibiert.

Der Vergleich des Footprint-Musters von Myoblasten-Protein mit Myotubenprotein ergab
keine eindeutigen Unterschiede im Bindeverhalten der Proteine, da die Konzentration der
bindenden Proteine im eingesetzten Extrakt zu niedrig war, um quantitative Bewertungen des
Footprint-Musters vornehmen zu kdnnen.

Die Mehrzahl der detektierten Proteinbindungen konnte bereits bekannten Regulatoren der
cytC-Genexpression zugeordnet werden; so wurde z. B. eine Proteinbindung an der NRF-1-
Consensus-Sequenz nachgewiesen (Footprint-Assay der gesamten Sequenz cytC/-210-> +115
im Anhang).

Das Footprint-Muster im fiir die Aktivierung der Mitochondrienbiogenese im Muskel
interessierenden Bereich —145 bis —68 bp ist in Abbildung 28 dargestellt. Es konnten vier
relativ schwache Protektionsbereiche identifiziert werden. Drei der vier detektierten
Proteinbindungen liegen im Bereich von funktionalen Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen.
Die vierte Proteinbindung konnte bisher nur auf dem (+)-Strang gezeigt werden und umfaf3t

mindestens 13 Basen, unter anderem die c-ETS-1-Consensus-Sequenz.
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Abbildung 28: Footprint-Muster im Bereich —130 bis —90 des cytC-Promotors
Durch Inkubation der radioaktiv markierten Sequenz cytP/-210—+115 mit bzw. ohne
Kernprotein aus Myoblasten und Myotuben und anschlieBenden DNasel-Abbau wur-

den Bereiche der Sequenz identifziert, die von gebundenem Protein bedeckt waren.
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4.2.7 Sequenzvergleich der Promotoren

Der Bereich des Cytochrom C-Promotors zwischen —145 und —60 bp enthdlt bei der

Sequenzanalyse mit Matinspector neben den bereits beschriebenenen funktionalen CAAT-

85

Bindungsstellen und der CREB-site potentielle Bindungsstellen fiir mehrere

Transkriptionsfaktoren der AP-Familie und fiir c-ETS.

-145 CAAT CAAT CREB -60
GCTAGCCGTCERRECCTGGAGEEARTGACATGCGGCTACBHEBACGGCGCAGTGCCCGGCGCTGCCGCACGTCCGGCCGCGGG
APl AP1 AP4 CETS1P54 AP2

Abbildung 29: Sequenz des cyrC-Promotors im Bereich von —145 bis —68 bp. Die
Kernsequenzen der von Scarpulla et al. beschriebenen CAAT-Boxen und die
CREB-site sind grau unterlegt. Unterstrichen sind Kernsequenzen potentieller

Bindungsstellen fiir weitere Transkriptionsfaktoren.

AuBerdem weist dieser eine palindromische Sequenz mit signifikanter Homologie auf, ein

relativ hiufiges Merkmal von Proteinbindungsmotiven 2.

AP4 c-ETS-1  AP2
- 87 CGECAECT GCCGCACGT CCEECCELEEG - 60
*xkkk*k* * * * * k% k*kk*k*%

- 60 GGECGECCGECCTECACGCCGTCGCEEC —87  invertierte Sequenz

GGCGCYGSCKYRCRYKCSGYCGCGG extrahierte Palindromsequenz
> <

Y = Pyrimidin C/T; R = Purin A/G; S = C/G

Der Vergleich der cytC-Sequenz von —145 bis —60 bp mit den Promotoren des mtTFA- und
des coxIV-Gens zeigte Abschnitte mit deutlichen Homologien in allen drei Promotoren.
Im coxIV-Promotor fand sich eine 12 bp lange exakte Ubereinstimmung mit der an die AP1-

site anschlieenden Sequenz.

AP4 c-ETS-1 AP2
cytC -102 ACGGCGCAGT GCCCGECECTGCCGCACGT CCEECCECEESE - 62
kkkkkkkikkkk*
coxl|V - 329 ACGGCGCAGICGC - 307

Auch die Palindrom-Region ist im cox/V-Promotor vorhanden, allerdings getrennt in zwei

kurze Abschnitte mit einer Insertion von 17 Basen.

AP4 c-ETS-1 AP2
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cytC -85 GOGCTGCCGCACGICC - - - - == == - - - GGOCGCGGGAG 60
*k*kk*k*k )k k)% * * % * % * % %
coxl V - 81 CAGCTGCCGCACCGCGATCTGAAGCTGATGGGOGTGGROGG - 40

Die Homologie zum mtTFA-Promotor betrug 66 % in 36 bp gegeniiber 49 % Homologie der

gesamten Promotoren und umfafite unter anderem die Palindrom-Sequenz.

APA4 c-ETS-1 AP2
cytC - 98 CGCAGT GCCCGECECT GCCECACGT CCEECCECEEG - 62
nt TFA -515 CGCTGGEECECGCAGCAGCCGECCGATCGGACCTCAESG - 480

Insgesamt ergibt sich das Bild einer zweiteiligen consensus-Sequenz:

coxlV —~— ---------- ---GCTACCG CACcgcgATC t gaagct gat GEGCCGTGEG
cytC CCCAGTECCC GECECTECCG CAG----GIC G -------- cecoscecee
nt TFA CCCTGEECEC GCAGCAGCCG CCG----ATC G -------- GACCTCGGG
consensus-Sequenz: GCWGCCGCMS 4-17 bp GRMCKYGGG

Die Suche nach diesem Motiv in den Promotorsequenzen von 28 kernkodierten
mitochondrialen Genen zeigte die Prisenz in 13 Genen, wihrend die Suche in allen

Sequenzen der EMBL-Datenbank eine um den Faktor 200 niedrigere Haufigkeit ergab.
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4.2.8 Mutationsstudien des cytC-Promotors

Durch Mutationsstudien sollte die Relevanz einzelner Basenpaare der Palindromsequenz fiir
die Proteinbindung im Cytochrom-C-Promotor untersucht werden. Hierzu wurden EMSA-
Studien mit Oligonukleotiden durchgefiihrt, bei denen durch Austausch von 3-4 Basen die
Bindesequenz zerstort wurde:

AP4 c-ETS-1
GTGCCCGGCGCTGCCGCACGTICCGGCC cytP/-94 -> -68
GTGCCCGGCTCCTCCGCACGTCCGGCC compl
GTGCCCGGCGCTGCCGCACGAAAAGCC c-ETS-1
GTGCCCGGCGCTGAAAAAAATCCGGCC comp3

Diese verdnderten Sequenzen wurden zunéchst zur Kompetition der Originalsequenz im

UberschuB eingesetzt. Bei Bindung der Proteine an die modifizierte Sequenz wird die
Bindung an das markierte Fragment kompetitiv. gehemmt, so daB das
Komplexbildungsvermdgen der unterschiedlichen Sequenzen anhand der Bandenintensitit

beurteilt werden kann.

-94 compl cETS comp3 -145
v
= o= o o o o
s o S o S o S o & S
—_ o S S o S S e S S o S S S
I o B S R S R s s s e T T et O o e e

Abbildung 30: EMSA mit modifizierten Kompetitions-Oligonukleotiden.

Die radioaktiv markierte Originalsequenz wurde mit Myotuben-Zellkernprotein
inkubiert, die Kompetition erfolgte mit steigenden Mengen modifizierter Sequenzen.
Bei erfolgreicher Kompetition wird so die Bindung der beteiligten Proteine auch an
die modifizierten Sequenzen, also die Irrelevanz der modifizierten Basen fiir die
Proteinbindung gezeigt. Der Verlust der Kompetition dagegen bestétigt die Bedeutung
der verdnderten Basen fiir die Proteinbindung. Die erfolgreiche Kompetition mit einer
fremden DNA-Sequenz (cytP/-145) zeigt die fehlende Spezifitat der Kompetition bei
1000fachem UberschuB.

69



Ergebnisse

Das Prinzip dieses Kompetitionsassays beruht darauf, daBl bei Austausch einzelner Basen
innerhalb der Erkennungssequenz fiir ein spezifisch bindendes Protein die
Proteinbindungsrate an die modifizierte Sequenz abnimmt. Ist also die Kompetition der
Proteinbindung an die Originalsequenz durch die modifizierte Sequenz verringert, ist die
Erkennungssequenz von der Mutation betroffen; ist die Kompetition weiterhin vorhanden,
wurden nicht-relevante Basen substituiert.

Der Kompetitionsassay ergab fiir die Substitution des c-ETS-1-Motivs keine deutliche
Verringerung der Proteinbinde-Eigenschaften. Die Modifikation ,,comp3* verringerte die
Bindeeigenschaften geringfiigig. Nur fiir die Modifikation ,,compl®“ war eine deutlich
verminderte Kompetition zu beobachten. Die vollstindige Inhibierung der Proteinbindung bei
1000fachem UberschuB einer fremden DNA (cytP-145) zeigte, daB die Kompetition in dieser
GroBenordnung nicht mehr spezifisch ist.

Zur detaillierteren Uberpriifung der Proteinbindung an die modifizierten Sequenzen wurden
diese als radioaktiv markierte Oligonukleotide im EMSA eingesetzt.

Auch hier zeigte die Modifikation ,,compl” eine verringerte Proteinbindung. Die
Modifikation der c-ETS-1-Sequenz hatte kaum Auswirkungen auf die Komplexbildung,

wihrend die Modifikation comp-3 leicht schwéchere Proteinbindungen erzeugte.

Blank

cytP/-94

cytP/-94 + 10fach cytP/-94
cytP/-94 + 100fach cytP/-94
compl

: . cETS
. . . ' . . comp3

Abbildung 31:  Electromibility Shift Assay mit modifizierten Sequenzen

. .
2 5 .
Ry AN W RN (98] \S) —_

Die Originalsequenz wurde mit Myotuben-Zellkernprotein inkubiert und zur
Identifizierung spezifischer DNA-Proteinbindungen mit steigenden Mengen
unmarkierter DNA gleicher Squenz kompetitiert. Die Proteinbindung an die

markierten modifizierten Sequenzen ist zum Vergleich in Spur 5-7 dargestellt.
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Zur Uberpriifung der Funktionalitit des analysierten Bereichs wurden die Modifikationen
compl, c-ETS-1, comp3 und einige weitere Basenaustausche durch Megaprimer-PCR in den

Vektor cytP/-210 eingefiihrt und im Reportergenassay analysiert:

AP1 AP4 c-ETS-1
TGCGGCTACGTCACGGCGCAGTGCCCGGCGCTGCCGCACGTCCGGCCGCGGGAGG  Original
TGCGGCTAC%CGGCGCAGTGCCCGGC-CCGCACGTCCGGCCGCGGGAGG compl
TGCGGCTAC@CGGCGCAGTGCCCGGCGCTGCCGCACG!GCCGCGGGAGG C-ETS-1
TGCGGCTACGTCACGGCGCAGTGCCCGGCGCTG TCCGGCCGCGGGAGG comp3

TGCGGCTACGTC GCAGTGCCCGGCGCTGCCGCACGTCCGGCCGCGGGAGG  compS

TGCGGCTACGTCACGGC TGCCCGGCGCTGCCGCACGTCCGGCCGCGGGAGG compb
TGCGGCTACGTCACGGCGCAG] CGGCGCTGCCGCACGTCCGGCCGCGGGAGG comp?
TGCGGCTACGTCACGGCGCAGTGCC GCTGCCGCACGTCCGGCCGCGGGAGG  comp8
50000 e
45000
I O Myoblasten
40000
B Myotuben
35000 -
30000 -
* * * Fok ok Yok Yok

25000 -

RLU

20000 -

15000 ~

10000 -

5000 -

cytp/- compl cETS comp3 comp5 comp6 comp7 comp8 cytP/full
210 length

5,0
4,5
4,0

3,5 4

3,0 4
2,5 4
2,0 +
1,5 4
1,0
0,5 4
0,0 T T T T T

cytp/- compl cETS comp3 compS5 comp6 comp7 comp8 cytP/full
210 length

RLU Myotuben
RLU Myoblasten

Abbildung 32: Promotoraktivitdt der cy?C/-210-Sequenz mit verschiedenen Modifikationen im
Luciferase-Reportergen-Assay
Dargestellt sind die Promotoraktivititen der modifizierten Sequenzen in My-
oblasten und Myotuben und die sich daraus ergebende Steigerung der Promo-

toraktivitdt wiahrend der Differenzierung. (n=12, %% entspricht p<0,01, t-Test).
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Bei keiner der eingefiihrten Modifikationen wurde die Aktivierung der Promotoraktivitit des
klonierten Cytochrom C-Promotorabschnitts vollstindig unterbunden. Eine reduzierte
Aktivierung war jedoch in den Konstrukten comp5, 6, 7 und 8 zu beobachten, bei denen die
Modifikationen die Basenpaare zwischen APl und AP4-Consensus-Sequenz betreffen.
Ebenfalls leicht erniedrigt war die Aktivierung in dem Konstrukt, indem die c-ETS-
consensus-sequenz verdandert wurde. Bei den Modifikationen compl und comp3, bei denen
die Basen vor dieser c-ETS-1-site betroffen waren, war keine Abnahme bzw. sogar eine

Zunahme der Aktivierung zu beobachten.

4.3 Vergleich von kultivierten Zellen mit Muskelgewebe
Durch Vergleich des Myotuben-Proteinextrakts mit Proteinextrakten aus Ratten-Gewebe im
Electromobility shift Assay sollte die Ubereinstimmung der verwendeten Skelettmuskelzell-

Linie C2F3 mit dem physiologischen Zustand in vivo analysiert werden.

cytP/-145 cytP/-120 cytP/-94
2 2 3 2 £ 3 E Z 3
e = = ] 5] et = = = 5] e = = = =
E 2 = = = g = = = E = = =
= = = = 3 = = = 3 =2 5 = = B

Abbildung 33: EMSA-Vergleich der kultivierten Muskelzellen mit Gewebeextrakten aus
Ratte (w. Muskel = weiBle Muskulatur, Quadriceps; r. Muskel = rote
Muskulatur, Diaphragma). Identische, in kultivierten Zellen als spezifisch
nachgewiesene Banden sind durch schwarze Pfeile markiert, unterschiedliche

spezifische Banden durch weifle Pfeile.
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Aufgrund der besonderen Struktur von Muskulatur war keine saubere Aufreinigung von Zell-
kernen aus Muskelgewebe moglich; die Proteinextrakte wurden aus einer Mischung von Zell-
kernen und Myofibrillen gewonnen. Durch die hieraus resultierende unterschiedliche Qualitat
der eingesetzten Proteinextrakte war ein quantitative Analyse der Protein-DNA-
Komplexierung nicht méglich. Der qualitative Vergleich zeigte jedoch eine weitgehende U-
bereinstimmung im Bandenmuster der Protein-DNA-Komplexe zumindest beim Vergleich
von weillem Muskel und Myotuben. Der Vergleich mit rotem Muskelgewebe war aufgrund
der geringeren Proteinkonzentration im erzeugten Extrakt nicht moglich.

Bei dem Vergleich wurden nur die Banden beriicksichtigt, die im Kompetitions-EMSA mit
Kernprotein aus kultivierten Zellen als spezifisch erkannt wurden. Die Banden mit schwiche-
rer Intensitdt in Myotuben konnten bei Proteinextrakten aus Gewebe nicht beobachtet werden.
Dies wurde auf die zu erwartenden niedrigen Konzentrationen zuriickgefiihrt und nicht als
Fehlen dieser Protein-DNA-Komplexe interpretiert.

Der zum Vergleich eingesetzte Zellkern-Extrakt aus Rattenleber wies eine hohe Konzentrati-
on an Proteinen auf, die an die eingesetzten DNA-Sequenzen binden. Dadurch wurden DNA-
Proteinkomplexe gebildet, die aufgrund ihrer GroBe nicht iliber das verwendete Gel aufge-
trennt wurden. Die Proteinbindung von Zellkernprotein aus Muskel und Leber ist daher nicht
vergleichbar, so daB3 die leicht zu isolierenden Zellkernproteine aus Lebergewebe nicht als Er-
satz fiir die Extraktion aus Muskelgewebe dienen konnen.

Einzelne iibereinstimmende Banden zwischen Leber- und Muskelextrakten wurden jedoch ge-
funden. Dies spricht dafiir, dal zumindest einige der an die analysierte Sequenz bindenden

Proteine nicht ausschlieBlich in Muskelgewebe exprimiert werden.

4.4 Promotoraktivitit des cyrC-Promotors bei Stimulation der AMPK

Um die Rolle der AMP-abhéingigen Kinase AMPK bei der Differenzierung von Muskelzellen
zu beleuchten, wurde die endogene AMPK von Myoblasten durch Zugabe von 0,5 uM
AICAR, einem AMP-Analogon, ins Medium konstitutiv aktiviert und die Promotoraktivititen
des Cytochrom C-Promotors mit und ohne Stimulation in Myoblasten und Myotuben vergli-

chen.
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Abbildung 34:  Promotoraktivitit des cyrC-Promotors mit AICAR
Durch Zusatz des AMP-Analogons AICAR wurde die endogene AMP-
abhingige Kinase AMPK konstitutiv aktiviert und ihr Einflu3 auf die Aktivitit
des cytC-Promotors im Reportergen-Assay analysiert.

(n=12, %% entspricht p<0,01, t-Test)

Die Promotoraktivitdt war mit AICAR in Myoblasten um ca. 50 % und in Myotuben um ca.
120 % hoher als in Kontrollzellen ohne AICAR. Die grofite Aktivierung wurde nach 12 h
Inkubation mit AICAR erreicht und blieb iiber 24 h ohne Anzeichen eines toxischen

Finflusses konstant.

74



Diskussion

5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Regulation kernkodierter mitochondrialer Gene wéhrend
der Differenzierung von Skelettmuskel untersucht werden. Als Modell wurde hierzu die aus
muskulédren Satellitenzellen erzeugte murine Myoblastenzell-Linie C2F3 verwendet, die unter
entsprechenden Bedingungen zu Muskelfaser-dhnlichen Myotuben differenziert werden kann.
Als Grundlage zur Untersuchung der Regulation der Genexpression wurden zunéchst einige

physiologische und biochemische Parameter der Mitochondrienbiogenese analysiert.

5.1 Differenzierungsgrad der Zellen

Die eingesetzten Myoblasten differenzieren unter Entzug der fetalen Wachstumsfaktoren zu
vielkernigen Myotuben, die den muskelspezifischen Transkriptonsfaktor Myogenin
exprimieren. Myogenin bildet mit MyoD, Myf-5 und MRF-4 die MRF-Familie von
ausschlieBlich in Skelettmuskel exprimierten Transkriptionsfaktoren, die an die E-box, ein
DNA-Motiv in vielen Promotoren skelettmuskelspezifischer Gene, binden und Heterodimere
mit anderen Helix-loop-helix-Proteinen bilden. Uberexpression einzelner MRF-Faktoren
induziert in einem weiten Spektrum an Zellen die Differenzierung zu Muskelgewebe,
wihrend die Deletion einzelner Faktoren die Redundanz der vier bekannten Proteine gezeigt

103

hat ™. Waihrend MyoD auch in Myoblasten exprimiert wird, ist die Expression von

Myogenin der erste Nachweis einer beginnenden Differenzierung zu Myotuben und wird
haufig als Kriterium fiir die Differenzierung verwendet '**.

Wiéhrend in Myoblasten keine spezifische Immunfluoreszenz bei anti-Myogenin-Féarbung
sichtbar war, wiesen 65-75 % der Zellkerne in einer differenzierten Myotuben-Kultur die
Expression von Myogenin auf, waren also differenziert (Abbildung 6, S. 42). Auch Zellen mit
nur einem Zellkern und Myoblasten-formiger Gestalt wiesen teilweise hohe Myogenin-

Gehalte auf, wihrend vielkernige Myotuben in einzelnen Féllen nur eine schwache

Myogenin-Farbung der Zellkerne, dafiir aber eine stirkere Farbung des Cytoplasmas zeigten.

5.2 Protein- und RNA-Gehalt der Zellen

Wiéhrend der Differenzierung von Myoblasten findet nicht nur eine Fusionierung zu
mehrkernigen Myotuben statt, auch das Zellvolumen vergroflert sich deutlich. Mit dieser
Volumenvergroferung einher gehen gesteigerte RNA- und Proteingehalte pro Zellkern
(Abbildung 10, S.47). Diese Zunahme konnte einerseits durch eine allgemeine Aktivierung
der Transkription und Proteinbiosynthese oder andererseits durch eine spezifische

Aufregulation vieler einzelner Gene verursacht werden.
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Eine generelle Aktivierung der Transkriptionsrate in Zellen wird in der Regel {iiber
Modulation des Initiationsvorganges reguliert. Z. B. ist die Bildung eines Holoenzym-
komplexes ohne vorhergegangene DNA-Bindung bekannt, der bereits einen GroBteil der

Proteinkomponenten ~ des  Initiationskomplexes  enthalt %,

Diese préiformierten
Transkriptionseinheiten sind ein Okonomischer Mechanismus, die Bildung eines
inititationskompetenten Transkriptionskomplexes zu erleichtern.

Eine weitere die allgemeine Transkriptionsrate bestimmende Komponente ist die
Konzentration von Mediatoren am Initiationskomplex. Dies sind Proteinkomponenten des
Initiationskomplexes, die durch Interaktion mit der C-terminalen Domine die
Phosphorylierung dieser Doméne und damit die H&ufigkeit der Transkriptionsinitiation
steuern '*

Zellzyklus '

. Dieser Mechanismus moduliert z. B. die Transkriptionsrate im Verlauf des

Die gezielte Steuerung einzelner Gene dagegen wird in der Regel {iber spezifisch an die
Promotorsequenz bindende Transkriptionsfaktoren bewirkt. Dies kann {iber Variationen der
Expression dieser Transkriptionsfaktoren geschehen, wie z.B. beim Transkriptionsfaktor AP2
1% Auch die Modulation der trans-aktivierenden Eigenschaften von DNA-bindenden
Faktoren ist ein hiufiger Weg der Expressionsregulation, z. B. durch Phosphorylierung '*
oder Bindung von Inhibitoren ''*. Als Vermittler der transaktivierenden Eigenschaften der
spezifischen Transkriptionsfaktoren werden zudem hiufig Koaktivatoren bendtigt, die eine

Briickenfunktion zwischen Transkriptionsfaktor und Initiationskomplex iibernehmen. Diese

Koaktivatoren bilden einen weiteren Ansatzpunkt der Transkriptionsregulation "',

Ob wihrend der Muskeldifferenzierung die generelle Transkriptionsrate der Zellen ansteigt,
ist bisher noch ungeklart. Fiir die Funktionalitit der differenzierten Muskelzelle ist vor allem
die Synthese der Proteine des Kontraktionsapparates notwendig, aber auch die gesteigerte
Expression von lonenkandlen zur Erregungsleitung und eine Umorganisation der
energieliefernden Prozesse, um dem erhohten Energiebedarf Rechnung zu tragen. Erste
Analysen belegen, daB3 sich das Expressionsmuster eines Grofteils, allerdings nicht aller in

Myoblasten exprimierten Gene wihrend der Differenzierung 4ndert ''?

. Dies spricht fiir eine
gezielte Regulation einzelner Gene, schlieBBt eine allgemeine Aktivierung der Transkription

jedoch nicht aus.
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Die spezifische Genaktivierung fiir muskelspezifische kontraktile Proteine ist schon lange

bekannt '

, aber auch fiir einige mitochondriale Enzyme beschriecben '*: Die drei
kernkodierten Matrix-Enzyme Citratsynthase, Isocitratdehydrogenase und 3-Hydroxyacyl-
CoA-Dehydrogenase werden bei der Differenzierung einer murinen Muskelzell-Linie in
gleichem Mafle aktiviert. Das glykolytische Enzym Hexokinase, das partiell mit der dufleren
Mitochondrienmembran assoziiert ist, zeigte ein vergleichbares Aktivierungsmuster. Die
Atmungskettenenzyme Cytochromoxidase und NADH-Dehydrogenase dagegen wurden zwar
ebenfalls bei beiden Differenzierungsvorgéngen aktiviert, das Aktivierungsmuster unterschied

sich jedoch deutlich von dem der Matrix-Enzyme, so dall bisher zwei Gruppen an

koregulierten mitochondrialen Proteinen beschrieben wurden.

Diese Verdnderung der stochiometrischen Verhéltnisse ebenso wie der Gehalt der
Matrixenzyme bei der Differenzierung von Zellen kann auf unterschiedliche
Aktivierungsmechanismen  zuriickzufiihren sein. Ursache koOnnte einerseits eine
unterschiedliche Sensitivitit geegniiber den gleichen regulatorischen Einfliissen oder die
unabhingige Regulation von Gen-Gruppen sein. Auch die Uberlagerung spezifischer
Regulationsmechanismen einzelner Gene mit einer allgemeinen Expressionsmodulation aller
Gene konnte zu dem beobachteten unterschiedlichen Expressionsmuster von mitochondrialen

Genen wihrend der Muskeldifferenzierung fiihren.

Neben der Fragestellung, ob Gen-Aktivierungsphdnomene in der Muskeldifferenzierung
durch selektive Regulation oder allgemeine Stimulation der Expression verursacht werden,
ergeben sich aus den beobachteten Steigerungen der RNA- und Proteingehalte bei der
Fusionierung von Myoblasten zu Myotuben auch verschiedene Interpretationsmoglichkeiten
der folgenden Daten. Bei Normierung der Werte auf den Protein- bzw. RNA-Gehalt der
Zellen wird die Moglichkeit der spezifischen Regulation einzelner Gene vernachléssigt.
Andererseits ist eine Beziehung der Daten auf die Einheit “Zelle” beim Vergleich
einzelzelliger Myoblasten mit vielkernigen Myotuben nicht moglich. Als entsprechendes
Agivalent bietet sich daher eine Betrachtung der Ergebnisse im Hinblick auf den Zellkern,
also die Kopienzahl der entsprechenden Gene, an. Da sich die Menge an DNA pro Zellkern
unabhdngig vom Differenzierungsgrad der Zelle nicht &ndert, ist auch eine vereinfachte

Normierung auf den Gehalt an DNA moglich.
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5.3 Metabolitgehalt in Myoblasten und Myotuben

Die Konzentrationsbestimmung der am Energichaushalt der Zelle direkt beteiligten
Nucleoside ATP, ADP und AMP sollte zur Einschitzung des zelluldren Energiestatus dienen
und Hinweise auf mogliche interne Signalmolekiile geben, die als Sensor Anderungen der
Energiebilanz detektieren. Um den muskelspezifischen Hintergrund zu beriicksichtigen,
wurde auch die Konzentration an Creatinphosphat und Lactat analysiert (Abbildung 9, S.46).
Die Kontrolle der Atmung in Mitochondrien wird u. a. durch das Angebot an ADP bzw. das
Konzentrationsverhiltnis von ATP zu ADP bestimmt '°. Dieses Verhiltnis ist in Zellen eines
Typs strikt reguliert und beeinflullt die Aktivitit verschiedenster Stoffwechselprozesse. Bei
Verschiebung der Bilanz wird das Gleichgewicht durch die von der Adenylat-Kinase
katalysierte Dissoziation von zwei ADP-Molekiilen zu einem ATP- und einem AMP-Molekiil
wieder ins Gleichgewicht gebracht ''>.

Die Werte sind allerdings vor dem Hintergund zu betrachten, daB3 die gemessene ADP-
Konzentration nicht den Gehalt an freiem ADP einer Zelle wiederspiegelt, da ein GroBteil des
ADP-Pools durch Bindung an Proteine am Energieumsatz unbeteiligt ist, durch die hier
angewandte Perchlorsdureextraktion jedoch freigesetzt und damit in die Messung einbezogen
wird. Aus diesem Grund entsprechen die Werte nicht dem tatsédchlichen Verhiltnis von ATP
zu freiem ADP von ca. 200:1 und koénnen daher nicht zur Beurteilung des Energiestatus
herangezogen werden.

Auffillig ist aber die deutliche Steigerung der AMP-Konzentration von Werten unterhalb der
Nachweisgrenze (<0,05 nmol/mg) auf 2 nmol/mg Protein AMP. Fiir Herzmuskulatur wurde

eine normale Konzentration von 30 pmol/ml beschrieben '*°.

Zur weiteren Einschédtzung des zelluliren Energiestatus wurden in differenzierenden Zellen
die Konzentrationen an Creatinphosphat und Lactat gemessen. Lactat, das Endprodukt der
Glykolyse, diente als Indikator fiir den anaeroben Stoffwechsel der Zellen, wihrend das
Creatin/Creatinphosphat-System in differenzierten Muskelzellen als Speicher fiir aktiviertes
Phosphat dient, das durch Creatinkinase auf ADP iibertragen werden kann '**. Die reziproke
Expressionsregulation von glykolytischen und mitochondrialen Transkripten wurde sowohl
bei der Differenzierung von primdren humanen Myoblasten als auch unter Hypoxie
beschrieben ', Die Analyse der Creatinphosphat-Konzentration ergab schon in Myoblasten
hohe Creatinphosphat-Werte, obwohl die Expression der Creatinkinase und damit die

Funktionalitit des Creatinphosphat-Speichers erst mit der Differenzierung der Zellen einsetzt
118
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Im Lauf der Differenzierung schwanken die Werte fiir Creatinphosphat parallel zum ATP-
Gehalt der Zellen und nehmen mit zunehmendem Alter der Myotuben zu. Die zu allen
Zeitpunkten der Differenzierung geringen zelluldren Lactat-Konzentrationen sprechen gegen
eine steigende Rate an anaerober Energiegewinnung.

In der vergleichbaren Myoblastenzell-Linie C2C12 wurde von Leary et al. 9 der Anteil der
oxidativen Phosphorylierung an der gesamten ATP-Produktion auf ca. 30 % in Myoblasten
bestimmt, wihrend der Differenzierung wurde keine deutliche Anderung des
Gesamtenergieumsatzes beobachtet, aber ein steigender Anteil der mitochondrialen
Energieproduktion, die in differenzierten Myotuben schlieBlich 60 % zur gesamten ATP-
produktion beitrug.

Insgesamt ergeben die Konzentrationen der beobachteten Metabolite eine Verdnderung des
Energiestatus der Zellen schon bei einsetzender Differenzierung: eine leichte Abnahme der
ATP- und Creatinphosphat-Konzentration geht einher mit einem extremen Anstieg der AMP-
Konzentration.

AMP ist bereits als Signalmolekiil fiir Verdnderungen des Energieniveaus einer Zelle bekannt:
In hypertrophierten Rattenherzen wurde der Effekt einer steigenden AMP-Konzentration auf
die AMP-abhiingige Kinase (AMPK) beschrieben ''®. AMPK gilt als Schliisselenzym fiir die
Regulation einiger Energiestoffwechselwege, z. B. aktiviert sie die Glycogenolyse und die
Fettsdure-Oxidation in Muskel '** und inhibiert die Gluconeogenese in Leber '2!. Die meisten
regulatorischen Funktionen iibt AMPK iiber Phosphorylierung von Enzymen aus, allerdings
wurde auch der EinfluB von AMPK auf die Genexpression von UCP im Muskel
nachgewiesen 2. Gerade im Muskel wurde eine hohe Expression einer AMPK-Isoform und
die Regulation der Creatinkinase durch AMPK beschrieben '*. Bei chronischer Stimulation
der AMPK in adulten Ratten durch ein Creatinphosphat-Analogon wurde die Aktivierung der

mitochondrialen Biogenese durch NRF-1 beobachtet '**

. Dementsprechend konnte die
beobachtete Steigerung der AMP-Konzentration in differenzierenden Myoblasten iiber die
Aktivierung der AMP-Kinase eine Signalkaskade auslosen, die in der Aufregulation der
Mitochondrienbiogenese endet und somit zu einer Deckung des steigenden Energiebedarfs

fiihrt.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde die endogene AMPK in Myoblasten und Myotuben
durch das AMP-Analogon AICAR konstitutiv aktiviert und der Einflufl auf die Expressionrate

des Cytochrom C-Promotors im Reportergen-Assay analysiert.
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Der beobachtete Anstieg der Promotoraktivitdt auf das Doppelte in Myotuben zeigte jedoch,
daB die Steigerung der mitochondrialen Biogenese bei der Differenzierung von Myoblasten
nicht allein auf eine Aktivierung der AMPK zurlickzufiihren ist. Eine solche Funktion der
AMPK bei der Muskeldifferenzierung in vivo wurde hiermit jedoch nicht ausgeschlossen, da
die Expression von AMPK in kultivierten Zellen in der Regel deutlich geringer als in

vergleichbarem Gewebe ist '*°

. Da jedoch in dieser Arbeit die Zunahme der mitochondrialen
Biogenese in kultivierten Muskelzellen iiber die AMPK-induzierbare Aktivierung hinaus
gezeigt wurde, existiert zumindest in diesen Zellen ein weiterer, AMPK-unabhédngiger Weg

der Aktivierung.

5.4 Sauerstoff-Verbrauch und Cytochrom-Oxidase-Aktivitat

Wihrend der Differenzierung von Myoblasten zu Myotuben steigt der Sauerstoff-Verbrauch
der Zellen kontinuierlich an (Abbildung 11, S.48). Auf den Proteingehalt bezogen verdoppelt
sich der Sauerstoff-Verbrauch wéhrend der Differenzierung. Diese Werte liegen in der
GroBenordung der in der verwandten Zell-Linie C2C12 beobachteten Zunahme des

Sauerstoff-Verbrauchs um 60 % '*°

. Zieht man allerdings auch die steigende Proteinmenge
pro Zellkern wéhrend der Differenzierung in Betracht, so steigt der Sauerstoffverbrauch pro
ug DNA in Myotuben auf das 11-fache des Wertes in Myoblasten.

Auch in kultivierten Zellen, die in der Regel einen Grofteil ihres Energiebedarfs tiber
Glykolyse decken, fiihren die Differenzierungsprozesse demnach zu einer Steigerung der
Zellatmung und einer Abnahme der glykolytischen ATP-Produktion. Diese Kopplung der
Muskeldifferenzierung an Verdnderungen des Metabolismus konnte erkldren, warum
Myoblasten, deren Atmungskette durch mtDNA-Depletion oder Inhibitoren gehemmt wurde,

nicht mehr zur Differenzierung fihig sind 2% 127> 128,

Interessant ist die unterschiedliche maximale Verbrauchsrate bei Entkopplung der
Atmungskette von der ATP-Synthese. Wihrend in Myoblasten durch Zusatz des Ionophors
CCCP der Sauerstoff-Verbrauch um den Faktor 5 gesteigert wird, betrdgt die Steigerung in
Myotuben nur 1,6. Bezogen auf die Gesamt-Proteinmenge bleibt der maximale Sauerstoff-
Vebrauch also ungefihr konstant. Die normale Atmungsrate in Myotuben liegt also deutlich
ndher an der maximalen Auslastung der Atmungskette als in Myoblasten.

Dies kann durch ein in Relation zur Enzymaktivitit niedrigeres Substratangebot begriindet
sein, da die Messung des Sauerstoff-Verbrauchs mit endogenen Substraten in intakten Zellen
erfolgte und hier eine Ratenlimitierung des Elektronenflusses durch die

Diffusionsgeschwindigkeit von Cytochrom C 7 oder ADP '?* 1** diskutiert wird.
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Denkbar ist aber auch ein hoherer Energiebedarf, der nicht vollstandig durch eine Steigerung
der Atmungskettenenzym-Kapazitit ausgeglichen wird, so dal die vorhandene

,»Reserveleistung® geringer wird.

Zur Eingrenzung dieser Moglichkeiten wurde zusétzlich die maximale Enzymaktivitit der
Cytochrom-Oxidase in Zell-Lysaten bestimmt (Abbildung 13, S.49). Cytochromoxidase weist
als einziger Komplex der Atmungskette gewebespezifische Isoformen einzelner
Untereinheiten und damit eine zusitzliche Moglichkeit der Aktivititsregulation auf *'. Die
koordinierte Expression und Regulation der einzelnen Untereinheiten dieses Komplexes wird

. . 132, 133, 134
noch kontrovers diskutiert

. Zudem ist Cytochromoxidase der Komplex der
Atmungskette mit den groBten Ubetragungsfehlern (“slippage”) des Elektronentransports zum
Protonengradienten **, eine hohe Cytochromoxidase-Aktivitit fiihrt somit zu einer geringeren
Effizienz der oxidativen Energiegewinnung ** ¥7. Aufgrund dieser Besonderheiten ist die
Aktivitit des Komplexes IV in der Atmungskette von besonderem Interesse.

Die Cytochromoxidase-Aktivitit in Myotuben war gegeniiber Myoblasten um den Faktor 2,5
erhoht, auf den DNA-Gehalt der Zellen normalisiert sogar um den Faktor 9. Unter der
Annahme, daBl die Enzymaktivitit ausschlieBlich durch die Enzymmenge und nicht durch
noch unbekannte Aktivierungsmechanismen bestimmt wird, bedeutet dies eine spezifische
Zunahme der Cytochromoxidase iiber den steigenden Gesamt-Proteingehalt der Zelle hinaus.
Damit wird eine Begrenzung des maximalen Sauerstoff-Verbrauchs durch Substrat-
Limitierung oder einzelne schrittmachende Komponenten der Atmungskette wahrscheinlich.
Letztendlich zeigte auch der elektronenmikroskopische Vergleich von Myoblasten und
Myotuben keine auffillige Verdnderung der Lokalisation und Form der Mitochondrien,

bestitigte aber die zum steigenden Cytoplasma-Volumen parallele Zunahme der

Mitochondrienzahl in Myotuben.

5.5 Gehalt an mitochondrialen Proteinen und mRNAs

Zur weiteren Bestitigung, dall die beobachtete Zunahme der Mitochondrienmasse und
-aktivitit mit steigenden Mengen mitochondrialer Proteine einhergeht, wurde der
Proteingehalt dreier kernkodierter mitochondrialer Proteine bestimmt (Abbildung 13, S.51).

Cytochrom C wurde analysiert, da einerseits der Cytochrom C-Gehalt einer Zelle gut mit der
mitochondrialen Aktivitit korreliert '**, und Cytochrom C andererseits durch seine Rolle bei
der Einleitung der Apoptose auch eine wichtige Funktion abseits der mitochondrialen

Energiegewinnung besitzt '*°.
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Die Untereinheit IV der Cytochrom C-Oxidase wurde als einzige kernkodierte Untereinheit

140 .
, eine

der Cytochromoxidase gewihlt, von der ein homologes Protein in Hefe bekannt ist
zentrale Funktion demnach wahrscheinlich ist. Die koordinierte Regulation von cox/V mit
anderen mitochondrialen Proteinen ist umstritten. Zumindest fiir die Serum-induzierte
Aktivierung in Fibroblasten wurde ein unterschiedliches Verhalten von cytC und coxIV
gezeigt ’°, so daB der Vergleich gerade dieser beiden Proteine interessant ist.

Der mitochondriale Transkriptionsfaktor A (mtTFA) wurde aufgrund seiner Funktion bei der
Transkription mitochondrial kodierter Gene untersucht. Eine Zunahme der mtTFA-Expression

141, 142 1nd hat zudem

geht mit einer Zunahme der mitochondrialen Transkriptionsrate einher
Einfluf auf die Replikation der mtDNA '*, so daB durch mtTFA eventuell die koordinierte
Expression von Kern- und Mitochondriengenom erfalit werden kann.

Bezogen auf die Gesamtproteinmenge wurde eine geringe Steigerung der spezifischen
Proteinmengen iiber die allgemeine Proteinzunahme hinaus beobachtet. Bezogen auf den
DNA-Gehalt, also die Kopienzahl der Gene, nehmen die Proteinmengen allerdings auf das
sechs- bis neunfache zu, so daB von einer starken Aktivierung ihrere Syntheseraten
auszugehen ist.

Durch Analyse der mRNA-Mengen (Abbildung 15, S.52) sollte gezeigt werden, ob diese
Zunahme durch eine verldngerte Proteinhalbwertszeit, also Stabilisierungsmechanismen,
durch die allgemein steigende Proteinbiosyntheserate oder durch erhohte RNA-Mengen
verursacht wird. Eine solche Translationsaktivierung durch die 3’-untranslatierte Region der
mRNA ist z. B. fiir die katalytische p-Untereinheit der ATP-Synthase bekannt '**. RNA-
Stabilisierung wurde ebenfalls fiir mitochondriale Gene beschrieben, z. B. fiir die
leberspezifische Isoform coxVia '**.

Auch bei dem Vergleich der mRNAs mit dem Gesamt-RNA-Gehalt wurde eine Steigerung
von nur 20 bis 70 % in Myotuben beobachtet. Normalisiert auf den DNA-Gehalt der Zelle ist

dies allerdings eine Zunahme um den Faktor 10 bis 15.

Die Zunahme von cytC, coxIV und mtTFA-mRNA bei der Muskeldifferenzierung entspricht
also ungefdhr der beobachteten Proteinzunahme, so daB3 davon auszugehen ist, da3 weder
Proteinstabilisierung noch erhohte Proteinsynthese-Raten Ursache fiir die zunehmende
Mitochondrienaktivitdt sind, sondern eine Aktivierung der Transkription und/oder eine
Stabilisierung von mRNA. Vergleichbare Werte wurden fiir die Differenzierung weiterer

Myoblastenzell-Linien beschrieben .
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5.6 Analyse der Promotor-Regulation
Studien an vielen Zelltypen haben gezeigt, daB Zelldifferenzierung hauptsichlich durch

W7 148 19 Die Regulation der

Transkriptionsregulation spezifischer Gene erreicht wird
Transkription stellt die einfachste und effektivste Kontrolle iiber die Proteinsynthese dar, da
keine weiteren Zwischenprodukte entstehen.

Daher wurde zur Aufklirung der Aktivierung der Mitochondrienbiogenese bei der
Differenzierung von Myoblasten zundchst die Regulation der drei betrachteten Gene

untersucht.

Hierzu wurden zundchst die Promotorregionen der drei gewahlten Gene untersucht und durch
Sequenzanalysen verglichen:

Alle drei Promotoren besitzen funktionelle Bindungsmotive fiir einen oder beide nuclear
respiratory factors NRF1 und NRF2 . Diese Transkriptionsfaktoren sind an der
Transkriptionsregulation vieler kernkodierter mitochondrialer Gene beteiligt, haben aber auch
regulatorische Funktionen in nicht-mitochondrialen Genen.

Zudem sind im cytC und mtTFA-Promotor funktionelle Spl-sites nachgewiesen, auch der
coxIV-Promotor weist zwei Sp1-consensus-Sequenzen auf.

Spl als ubiqitdrer Aktivator bindet in der Regel an GC-Boxen in housekeeping-Genen, die an
den Grundfunktionen der Zelle beteiligt sind und stets exprimiert werden. Spl aktiviert die
Initiation des Transkriptosoms iiber eine glutaminreiche Aktivierungsdomine '*, die Rate der
Aktivierung ist dabei hauptsédchlich von der Anzahl und Lokalisierung der Sp1-Bindungen in
der Promotorregion des Gens abhéngig. Auch viele, wenn nicht alle mitochondrialen Gene
werden durch Spl aktiviert "*°. Eine Rolle als einziger Regulator fiir die situationsabhingige
Aktivierung der mitochondrialen Gene wihrend der Muskeldifferenzierung ist fiir Spl
allerdings unwahrscheinlich, da die Aktivierung durch gesteigerte Spl-Expression auch
nicht-mitochondriale housekeeping-Gene betrifft und andere Aktivierungsmechanismen von
Spl, z. B. durch Interaktion mit weiteren Faktoren, nicht bekannt sind.

Die Promotoren von cytC und coxIV weisen zudem, im Gegensatz zu mtTFA, je zwei
Bindestellen fiir Faktoren der MyoD-Familie auf, muskelspezifischen Transkriptionsfaktoren,
die die Differenzierung zu Muskelzellen steuern. Neben der Kontrolle der
Muskeldifferenzierung hat MyoD, wie Uberexpressionsexperimente in Miusen gezeigt haben,
auch einen aktivierenden EinfluB auf die Rate des oxidativen Metabolismus in Muskel '*".

Zudem enthalten alle drei Promotoren ein CREB-Motiv (cAMP-responsive element).
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In Mpyoblasten wurde bisher die Aktivierung der mitochondrialen Atmung durch
Phosphorylierung einer Untereinheit von Komplex I iiber die cAMP-abhingige Proteinkinase

PKA gezeigt "2

. ¢cAMP konnte demnach eine Rolle als Sensor des Energiestatus einer Zelle
spielen und tiber Phosphorylierungen die Modulation der Mitochondrienaktivitdt katalysieren.
Die Funktionalitdt von cAMP auch als Transkriptionsregulator wurde fiir eine CREB-site im
cytC-Gen bei der Serumaktivierung von HeLa-Zellen und der elektrischen Stimulation von

Kardiomyocyten ebenfalls gezeigt "% '**.

Weitere in allen drei Promotoren mehrfach vertretene Motive binden Transkriptionsfaktoren
der GATA-Familie und der AP-Familie (AP1, AP2 und AP4).

Die Transkriptionsaktivatoren der GATA-Familie sind vor allem fiir ihre Funktion bei der
Transkription himatopoetischer Gene bekannt '>*. Die Proteine GATA-4, -5 und -6 allerdings
regulieren die gewebespezifische Expression von Genen auch in anderen mesodermalen und
endodermalen Geweben wie Herz, Leber und Lunge . In Skelettmuskulatur wurde bisher

anscheinend keine Expression von Faktoren der GATA-Familie gefunden.

Die Gruppe der “Activator proteins” (AP) umfaBt eine Vielzahl an DNA-bindenden
Proteinen, die eine transkriptionsaktivierende Funktion besitzen und {iber Leucinzipper
dimerisieren.

Unter AP1 werden Heterodimere von Jun- und Fos-Proteinen, Jun-ATF-Dimere und Jun-

156 .
. Diese

Homodimere zusammengefaflt, die an die Zielsequenz TGAGTCA binden
Transkriptionsaktivatoren sind in allen untersuchten Zelltypen bekannt und werden durch eine
Vielzahl von Einfliissen stimuliert, z. B. UmweltstreB und Strahlung, aber auch Cytokine,
mitogene Wachstumsfaktoren und neoplastische Transformation. Die Spezifitit der Reaktion
auf diese Einfliisse wird vermutlich durch die Bandbreite der mdglichen Dimere vermittelt '’
AulBlerdem wird die Bindung und Transkriptionsaktivierung von AP1-Dimeren stark durch die
kooperative Interaktion mit weiteren Faktoren beeinflullt, hier sind z. B. NFyB und
Glucocorticoidrezeptor zu nennen. AP1-Bindungsmotive treten héufig als Tandem mit
Bindestellen fiir Faktoren der ETS-Familie auf, moglicherweise erleichtert AP1 die
Anlagerung der ETS-Proteine an ihre relativ kurze Erkennungssequenz und vermittelt so die
kooperative Funktion. Entsprechende funktionale Tandems von AP1 und ETS wurden z. B.
im Gen fiir Typl Collagenase gefunden '**. In Hefen ist eine Untergruppe der AP-1-Proteine,
die yAP-1-Proteine, als Sensoren fiir oxidativen Strefl der Zelle identifiziert worden, die

Funktionalitit der homologen Proteine in Eukaryonten muf jedoch noch gezeigt werden '*°.
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Die drei bisher bekannten Faktoren der AP-2-Familie binden ebenfalls als Dimer an eine
palindromische Erkennungssequenz und aktivieren die Transkriptionsinitiation iliber eine
prolinreiche Region am Aminoterminus. AP-2 gilt als regulierender Faktor bei Zellwachstum,
Differenzierung und Apoptose, die Regulation der Aktivitét erfolgt z. B. liber Retinolsdure
und cAMP "%,

AP-4, ein ubiquitdr exprimierter Transkriptionsfaktor, bildet ebenfalls Dimere, ein
zusitzlicher Leucin-Zipper in der Proteinstruktur spricht jedoch fiir ausgeprégte Interaktionen

mit weiteren Faktoren '6!.

Insgesamt weisen alle drei Promotoren zwei Abschnitte mit hoher Homologie auf:

Die Homologe Region 1 (siche Promotorkarten im Anhang) umfaft ca 35 bp und liegt im
cytC-Promotor nahe am Transkriptionsstart bei —100 bp, wéhrend sie im cox/V- und im
mtTFA-Promotor ca. 350 bp vom Transkriptionsstart entfernt liegt (-387 bp bzw. -332 bp).
Der zweite Homologie-Bereich umfaf3t ca. 20 bp und liegt im cytC-Promotor relativ weit vom
Transkriptionsstart entfernt bei —325 bp, im cox/V-Promotor bei — 172 bp und im mtTFA-
Promotor bei —104 bp.

5.6.1 Reportergen-Assay

Die Analyse der klonierten Promotor-Ausschnitte im Luciferase-Reportergen Assay zeigte
eine deutliche Steigerung der Promotoraktivitit wahrend der Differenzierung von Myoblasten
zu Myotuben (Abbildungen 17-25, S. 57ff). Die klonierten c¢ytC- und coxIV-
Promotorsequenzen wurden um den Faktor 3,5 aktiviert, die Promotoraktivitdt von mtTFA
wurde sogar auf iber 10fache Werte aktiviert.

Diese Steigerungen der Transkription im Reportergen-Assay liegen unter den gemessenen
Anstiegen der mRNA-Spezies wihrend der Differenzierung. Diese Unterschiede konnen aber
z. B. durch eine Ubersittigung der transfizierten Zellen mit dem Reportergen-Vektor und
dadurch auftretende Kompetition um Transkriptionsfaktoren entstehen. Vor allem aber
konnen auch das Fehlen von Enhancer-Strukturen in nicht-klonierten Bereichen der
Promotoren oder Einfliisse der RNA-Stabilitdt der mRNAs diese Unterschiede verursachen.
Dennoch bestitigen die MeBwerte die Eignung des verwendeten Reportergen-Systems zur
detaillierteren Analyse der Promotor-Regionen, durch die das oder die aktivierenden

Elemente bei der Muskeldifferenzierung identifiziert werden sollen.
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Die sequentielle Verkiirzung der Promotorsequenzen ergab Hinweise auf die Lokalisation der
gesuchten Bereiche. Als MaBl wurde dabei die beobachtete Steigerung der basalen
Promotoraktivitit wihrend der Differenzierung verwendet: Im cyfC-Promotor wurde eine
Aktivierung nur dann beobachtet, wenn die Sequenz zwischen —145 und —68 bp im
analysierten Promotor enthalten war. Im m¢7TFA-Promotor war dies die Sequenz zwischen —
414 und —252 bp. Fiir den cox/V-Promotor konnte bestimmt werden, dafl der gesamte in
C2F3-Zellen funktionale Promotor, also auch die aktivierenden Elemente, zwischen —126 und
+31 bp liegen.

Auffillig ist die Ubereinstimmung des im cytC-Promotor fiir die Aktivierung eingegrenzten
Bereichs mit der homologen Region I, die auch im cox/V- und mtTFA-Promotor vorhanden
ist. Im Bereich dieser homologen Region befinden sich im Cyfochrom C-Promotor
Consensus-Sequenzen fiir die Transkriptionsfaktoren AP4, c-ETS-1 und AP2.

c-ETS-1 gehort zur Familie der ETS-Transkriptionsfaktoren, die eine konservierte DNA-

162, 163

Bindungsdomine enthalten . ETS-1 ist bisher vor allem fiir die Regulation der

164, 165 .
. Zur Familie der

Angiogenese und durch die onkogene Wirkung in Leuk&dmien bekannt
ETS-Proteine gehort allerdings auch der an der Regulation kernkodierter mitochondrialer
Proteine beteiligte NRF-2 (bzw. der homologe Faktor GABP in Maus) **. Zudem liegt der
beschriebene Bereich in der bei Scarpulla et al. *** beschriebenen “aktivierenden Region 27,
die in den Nierenzell-Linien COS-1 und CV-1 einen deutlichen Beitrag zur Promotoraktivitit
leistet.

Die vergleichbare Region im m¢TFA-Promotor liegt ebenfalls innerhalb der Sequenz, die im
Reportergen-Assay als auslosend fiir die Aktivierung wihrend der Differenzierung bestimmt
wurde. Der Computer-Analyse nach enthélt sie Bindemotive fiir die Transkriptionsfaktoren
AP2 und 4, nicht jedoch fiir c-ETS-1. Im cox/V-Promotor liegt die homologe Region
auBerhalb des Minimalpromotors im 5’-Bereich der klonierten Promotorsequenz, allerdings

findet sich ein kurzer homologer Abschnitt im cox/V-Promotor innerhalb dieser Sequenz (s.

Kap. 4.2.7, S. 67ff).

5.6.2 Electromobility shift Assays und Footprint-Analysen

Im Folgenden wurde die Analyse der Promotorstrukturen durch EMSA-Studien der Protein-
DNA-Interaktionen fortgesetzt. Hierbei wurden die Untersuchungen auf den Cytochrom C-
Promotor konzentriert. Analysiert wurde der Bereich zwischen —145 und —68 bp, der im Re-
portergen-Assay essentiell fiir eine Aktivierung der Cytochrom C-Transkription bei der Mus-

keldifferenzierung war (Abbildungen 26-28, S. 63f).
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Hierbei wurden ausschlieBlich quantitative Unterschiede der detektierten DNA-
Proteinkomplexe festgestellt, so daB3 ein nur in Myoblasten oder differenzierten Myotuben
aktives Regulatorprotein als Ausloser der steigenden Expression mitochondrialer Gene
auszuschliefen ist.

Ingesamt wurden im untersuchten Sequenzbereich acht DNA-Protein-Komplexe gefunden,
die unterschiedliche Konzentrationen in Myoblasten und Myotuben besa3en. Hierbei wurden
in sechs Fillen Zunahmen der Komplexbindung beobachtet, nur bei zwei Banden wurde in
Myoblasten eine stiarkere Bindung von Proteinen an das markierte DNA-Fragment gefunden
als in Myotuben.

Zur Art und Anzahl der beteiligten Proteine konnte keine Aussage getroffen werden, da
ausschlieBlich Gesamt-Proteinextrakte eingesetzt wurden.

Im Bereich —145 bis —113 bp wurden drei spezifische Protein-DNA-Bindungen gezeigt, eine
sehr deutliche Konzentrationszunahme nach der Differenzierung wurde bei einem dieser
Komplexe detektiert. Innerhalb dieser Sequenz befinden sich zwei funktionale CAAT-Boxen
und eine AP1-site.

Die {iiberlappende Sequenz von —123 bis -90 zeigte nur eine eindeutig spezifische
Proteinbindung, die nur leichte Konzentrationsunterschiede zwischen Myoblasten und
Myotuben zeigte. Innerhalb dieser Sequenz liegt ebenfalls die AP-1 site, aulerdem eine
potentielle Octamer-Sequenz und das bereits beschriebene CREB-Bindungsmotiv ’°.

Im Bereich —-95 bis —68 bp wurden Konzentrationsverschiebungen bei vier Banden
beobachtet, davon drei im Bereich hoher Mobilitit. Dieser Bereich entspricht ungeféhr der
beschriebenen Homologen Region I und enthilt Bindestellen fiir AP4 und c-ETS-1, iiber

deren Funktionalitit bisher nichts bekannt ist.

Die im EMSA beobachteten Protein-DNA-Interaktionen sollten durch Footprint-Analysen
definierten Sequenzabschnitten der DNA zugeordnet werden. Hierzu wurden die
Bindungssequenzen von Proteinen aus Kernextrakten der analysierten Zellen durch DNase-
Abbau identifiziert. Als Hindernis stellte sich dabei die extrem schwache Protein-DNA-
Bindung heraus, die entweder durch geringe Mengen der DNA-bindenden Proteine oder
durch sehr geringe Bindungsaffinitidten von Protein und DNA verursacht wurde. Aufgrund
des dadurch schwachen Footprint-Musters war ein quantitativer Vergleich von Myoblasten
und Myotuben nicht sinnvoll. Die Identifizierung des durch Protein bedeckten

Sequenzbereichs war allerdings eingeschriankt moglich.
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Die Region —150 bis —95 bp war beinahe vollstindig vor DNase I-Abbau geschiitzt
(Abbildung 28, S. 66). Ursache konnte die Bindung von Proteinen an die bereits
beschriebenen zwei CAAT-Motive in diesem Bereich der Sequenz sein. Direkt im Anschlul3,
im Bereich um —100 bp, war eine weitere Proteinbindungsregion von nur wenigen Basen
Lénge identifizierbar, eventuell die in 7® beschriebene CREB-site.

Eine weitere Proteinbindung im Bereich von —90 bis —70 bp umfalBite unter anderem die
c-ETS-1-consensus-Sequenz, fiir die in den bisher untersuchten Zellmodellen keine
Funktionalitét beschrieben wurde.

Die innerhalb dieses Bereichs gefundene Palindrom-Sequenz unterstiitzt die Annahme, dass in

diesem Bereich ein regulatorisches Proteindimer unbekannter Art bindet.

5.6.3 Mutationsanalysen

Die Funktionalitit der Proteinbindung im Bereich zwischen —100 und —68 bp des
Cytochrom C-Promotors wurde durch Mutationsstudien in Electromobility Shift Assays und
im Reportergen-Assay analysiert.

Die EMSA-Studien, durch die der Vergleich der Proteinbindung an modifizierte Sequenzen
erfolgte (Abbildung 30Abbildung 31, S. 69f), deuten dabei auf eine Bedeutung der AP4-site
bei —84 bp fiir die Proteinbindung in diesem Bereich: Modifikationen der am Bindungsmotiv
beteiligten Basen verursachen eine schwéchere Proteinbindung an das eingesetzte DNA-
Fragment. Die benachbarten Basen, deren Substitution im Fragment “comp3” analysiert
wurde, haben eine geringere Wirkung auf die Bildung von Protein-DNA-Komplexen mit
dieser Sequenz, wihrend Mutationen des 8 bp entfernten c-ETS-consensus-Motiv keinen

EinfluB auf die Proteinbindung hatten.

Die Analyse der gleichen Region im Reportergen-Assay (Abbildung 32, S. 71) ergab, dal3 die
Verdnderung der AP4-site die basale Promotoraktivitidt in proliferierenden Myoblasten
insgesamt deutlich verringerte, die Aktivierung des Promotors wihrend der
Muskeldifferenzierung jedoch unverdndert blieb. Mutationen der 16 Basen vor dem AP4-
Motiv fiihrten zu einer Abnahme der Promotoraktivierung bei gleichbleibender basaler
Transkriptionsrate, wihrend die Substitution der folgenden Basen sowohl eine deutlich
gesteigerte basale Promotoraktivitdt als auch eine hohere Aktivierbarkeit bewirkte.

Da die Modifikation der AP4-Site einen Abfall der basalen Promotoraktivitit zur Folge hat,
ist die alleinige Bindung des aktivierenden Faktors AP4 an diesen Abschnitt des cytC-

Promotors auszuschlief3en.
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An die AP4-site bzw. die direkt folgenden Basen konnte jedoch ein Protein binden, das nicht
als Aktivator wahrend der Differenzierung funktioniert, sondern im Gegenteil die Expression
des Gens in Myoblasten stirker als in Myotuben reprimiert.

Die Substitution der Bindungsstelle wiirde dann einerseits die beobachtete gesteigerte
Promotoraktivitit in Myoblasten ausldsen, da hier die Repression wegfillt. Andererseits
bedeutet dies gleichzeitig den Verlust der Promotoraktivierung bei der Differenzierung.

Die palindromische Sequenz dieses Bereichs deutet dabei auf ein Dimer als funktionaler

Repressor.

Diese Inhibition erkldrt auch im m¢TFA-Promotor die Steigerung der Promotoraktivitéit in
Myoblasten bei Deletion des Bereichs zwischen —414 und —252 bp, die ebenfalls mit dem
Verlust der Aktivierbarkeit in Myotuben wihrend der Differenzierung einhergeht.

Auch die Daten der cytC- und coxIV-Promotoraktivititen im Reportergen-Assay lassen sich
in diesem Sinne interpretieren:

Die Deletion des beschriebenen Bereichs im cyfC-Promotor betrifft neben der Repressor-
Bindestelle auch einige aktivierende Doménen (CAAT-Boxen, CREB-site) und fiihrt somit zu
einer insgesamt verringerten Promotoraktivitat.

Im coxIV-Promotor wurde die homologe Sequenz im Bereich von —90 bis —50 bp duch die
Deletionsstudien nicht beriihrt; dementsprechend war auch die Aktivierung des Promotors bei

bzw. die Inhibierung der Expression vor der Differenzierung der Zellen unbeeinfluf3t.

Die Suche nach dem Auftreten der aus diesen Ergebnissen und dem Sequenzvergleich der drei
Promotoren entwickelten consensus-Sequenz in den Genen anderer kernkodierter Proteine
ergab die hiufige Priasenz in den Promotorsequenzen kernkodierter Gene. Eine Analyse der

Funktionalitit erfolgte bisher allerdings noch nicht.

5.7 Vergleich des verwendeten Zellmodells mit Gewebe

Ein kritischer Punkt bei allen experimentellen Analysen an kultivierten Zellen ist die Rele-
vanz der erhaltenen Daten fiir das Verhalten einer Zelle in vivo, das heil}t, im gewebespezifi-
schen und physiologischen Kontext.

Allerdings ist es eine experimentelle Herausforderung, diese Vergleichbarkeit des verwende-
ten Zellmodells mit der differenzierenden Skelettmuskulatur im Embryo oder auch nur im
ausgereiften Muskel aufzuzeigen, da die hier verwendeten Reportergenassays nur mit groBem
Aufwand im Tier durchfiihrbar sind. Als erster moglicher Ansatz wurde daher ein Electromo-

bility Shift Assay mit Kernproteinen aus differenzierten Myotuben und Muskulatur gewéhlt.
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Da sich die saubere Prédparation von Zellkernen aus Muskel der Maus als duferst schwierig
erwies, wurde Gewebe aus Ratte zum Vergleich mit Maus-Zellen eingesetzt, um mehr Mate-
rial verwenden zu konnen. Trotzdem enthielten die erzeugten Proteinextrakte nur geringe
Konzentrationen an Kernproteinen, so dafl die Qualitdt der erzeugten Electromobility shifts
(Abbildung 33, S. 72) relativ schlecht war. Die Aussagekraft des EMSA ist daher einge-
schriankt, dennoch 148t sich die vergleichbare Elektromobilitét einiger Komplexe in kultivier-
ten Zellen und Muskel erkennen. Dies ist ein erster Beleg dafiir, da3 die beobachteten Regula-
toren der Genexpression in kultivierten Zellen auch im differenzierten Muskelgewebe priasent
sind. Eine Absicherung der Vergleichbarkeit von kultivierten Zellen mit Muskelgewebe sollte

jedoch durch weitere Analysen erfolgen.

Schluf3folgerungen

Die hier postulierte Regulation der untersuchten reprisentativen Gene durch einen Repressor
filhrt zu einem Modell, in dem Zellen ihre mitochondriale Biogenese auf einem mdglichst
niedrigen Niveau halten. Vorteil dieser strikten Kontrolle wire einerseits der dkonomische
Umgang mit Ressourcen, da mitochondriale Gene ca. 10-20 % der von einer Zelle
exprimierten Gene ausmachen. Andererseits sprechen auch die durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) verursachten Schiden in einer Zelle fiir die Vermeidung “unnétiger”
Mitochondrienaktivitit. Diese freien Radikale entstehen nicht nur durch UV-Strahlung,
sondern vor allem auch durch den Elektronentransport der mitochondrialen Atmungskette und
die Ubertragung von Elektronen auf Sauerstoff durch die Atmungskettenkomplexe I und III
166 und verursachen oxidative Schiden an Proteinen, Lipiden und DNA. Die vielfiltigen
Mechanismen, die zum Schutz vor mitochondrialen ROS entstanden sind, betonen dabei die
Bedeutung dieser oxidativen Schéden fiir eine Zelle "7 6%,

Demnach ist es fiir eine Zelle durchaus sinnvoll, die Energieproduktion durch Mitochondrien
sehr eng dem aktuellen Bedarf anzupassen und bei Anderung der energetischen Bilanz auch
die mitochondriale Masse bzw. Aktivitit entsprechend anzugleichen. Wéahrend der
Muskeldifferenzierung mufl also ein Sensor den gesteigerten Energieverbrauch der Zellen
registrieren und die Hemmung der Genexpression reduzieren, was zu dem beobachteten
Anstieg der Transkription und Translation fiihrt. Dieses Signalmolekiil ist zur Zeit noch
unbekannt, eine mogliche Rolle in diesem Zusammenhang koénnte AMP zukommen,

allerdings wird auch die Funktion der ROS als Mediator der mitochondrialen Auslastung

diskutiert '%.

90



Diskussion

Unbertihrt von der hier dargelegten Hypothese der Inhibitionsregulation verbleiben allerdings
die bereits beschriebenen Regulationen der Promotoraktivitit durch andere Faktoren und
Signalwege wie z. B. hormonelle Einfliisse, z. B. von Thyroxin * oder die Anderung
physiologischer Bedingungen wie bei der Kilteadaption von braunem Fettgewebe 2.
Insgesamt ergibt sich also ein weitgespanntes Netzwerk von Signalkaskaden und Effektoren,

dessen Komponenten erst zu einem kleinen Teil bekannt sind.

6 Ausblick

Innerhalb dieser Studie wurde ein neues Sequenzelement als potentielles Transkriptionsfak-
tor-Bindungsmotiv identifiziert, dessen Interaktionspartner im Zellkern von murinen Muskel-
zellen noch unbekannt sind. Die Identifizierung der an diese Sequenz bindenden Proteine
durch Aufreinigung und Ansequenzieren wird Auskunft dariiber geben, ob es sich um ein
neues Bindemotiv fiir bereits bekannte Transkriptionsregulatoren handelt oder ein noch unbe-
kannter Faktor die Expression der hier untersuchten kernkodierten mitochondrialen Proteine
beeinflult. Das Expressionsmuster des so identifizierten Proteins in unterschiedlichen Gewe-
ben kann durch Protein bzw. RNA-Nachweise analysiert werden, damit konnen erste Riick-
schliisse auf die Korrelation von Mitochondriengehalt und Expression des Faktors in ver-
schiedenen Zelltypen gezogen werden.

Vor allem aber ist die Funktionalitit des bzw. der Proteine bei der Regulation unterschiedli-
cher mitochondrialer Gene interessant, um das noch liickenhafte Wissen tiber die koordinierte
Regulation der Mitochondrienbiosynthese zu vervollstdndigen.

Hierzu wire nach der Identifizierung des entsprechenden Gens der Ansatz des gene targeting
von grofler Bedeutung: Durch Modulation der spezifischen Expression kann die Bedeutung
des Proteins fiir die Kontrolle des Energichaushaltes einer Zelle untersucht werden. Dabei
reicht das Spektrum der EinfluBnahme von der totalen Deletion des Gens im transgenen

Maus-Modell iiber gewebespezifische und konditionelle Repression bis zur Uberexpression.

Der zweite wichtige Ansatz zur Erforschung der Biogeneseregulation von Mitochondrien ist
die Identifizierung der Signalmolekiile, die als Sensor den Energiestatus einer Zelle erfassen
und eine entsprechende Riickkopplung auf die Expression mitochondrialer Proteine triggern.
Hier stellt AMP den Ausgangspunkt einer potentiellen Signalkette dar, deren Bedeutung fiir

die Zelle aber noch belegt werden mul.
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten regulatorische Mechanismen identifiziert werden, die die mi-
tochondriale Aktivitdt bzw. den Mitochondriengehalt bei der Muskeldifferenzierung steuern.
Hierzu wurde zunichst die Eignung der Zell-Linie C2F3 als Modell fiir die Mitochondrien-
biogenese bei der Muskeldifferenzierung iiberpriift und bestéitigt. Wihrend der Differenzie-
rung von Myoblasten dieser Zell-Linie zu differenzierten Myotuben steigt die mitochondriale
Atmung pro Zellkern, gemessen an Sauerstoffverbrauch und Aktivitét der Cytochromoxidase,
um den Faktor 8 bis 9 an. Ursache hierflir ist eine gesteigerte Genexpression der an der Mito-
chondrienbiogenese beteiligten Proteine, wie am Beispiel der Gene fiir den mitochondrialen
Transkriptionsfaktor A, Cytochrom C und der Untereinheit IV der Cytochromoxidase gezeigt
wurde.

Durch Promotorstudien konnten die Bereiche der Promotoren eingegrenzt werden, die an der
Aktivierung der Genexpression beteiligt sind. Im Cyfochrom C-Promotor wurde so ein Se-
quenzelement von 24 bp identifiziert, das an der Bildung eines Protein-DNA-Komplexes be-
teiligt ist und eine reprimierende Wirkung auf die Transkriptionsrate des Gens in Myoblasten
vermittelt. Sequenzvergleiche zeigten die Anwesenheit dieser Basenfolge auch in den Effek-
torbereichen der beiden anderen untersuchten Promotoren.

Die hieraus resultierende Hypothese fiihrt die Expressionssteigerung kernkodierter mito-
chondrialer Gene wihrend der Muskeldifferenzierung auf die abnehmende Hemmung der

Transkription durch einen noch unbekannten Repressor zurtick.
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9 Anhang

9.1 Promotorkarten

9.1.1 Cytochrom C-Promotor

A GCTTGCCTGC ACACCCTCCT TGTTTTTTCT -601

SRY

CEBPB

ACAAACTAGG GGAAGAAAAC
CEBPB

GCACCATCCC CAGCTTTGAG
AP4

ACAGAGTGAA GGTCACCAGC
AP1

AATCTAGACC AAGCCTGGGT

TTAGCACTAC CCGTGGGCGG
AP1 SP1
CEBPB GC

CCTGAGCCCA GCCGCACCCA
AP4

GCTCCTCCCC AACACGCAGG

AGGGATAAGA TCCCGTCTGC CACATGTACC
GATA GATA USFEF MyoD

GCTTTCACTG GGAGAACAGA AGATGGTTTA

ATGAGTCCGG TGCAGTTACG CTAGTCAGGG
AP1

AAAGGTCGCC TTCAGACTGG GCGGCGG-TC
SP1/GC

AGGCAGAAGG AGTCCTAAGA GCCGGTGTTA

AATCC TACTC
AP2

CCGGAGGGTG ACGTCATCCA

GC sP1

GC

TTACGTCCAA

AAGGGCGCCC

CCTTGCTAGC

GCGCAGTGCC

TGTGGTTGCA

USF

CTAGAGAGCG

AGCCCGGACC

GGAGACCGAG

106

AP2 CREB/ATF
AP1 APl

GGGCCTGTCG TAAGTGTCGG GCAAACGAGG
CEBPB CEBPB

TCTCGGTACA ACCTACCATG CTAGCCCGCA

GCTCCCAATC
CAAT

CGGCGCTGCC
AP4

TTGACACCGG
AP1

GGACGTCTCC

GGTGAGCGCG
USFE

GCAGGCCTGA
AP1

AP2

CTGGAGCCAA TGACATGCGG
CAAT APl Oct

GCACGTCCGG CCGCGGGAGG
c-ETS-1 AP2

TACATAGGCG CGGGCCGGCG

CTAAGAGTCT GATCCTTTGT
GATA

CGTCCACGCC

CCTCTAGAGG
NRE2

TGCGCGCGCA

CTACGTCACG
CREB/ATF

GCAGAACAAG
MyoD

TGTCCTTGGG

GGTGTTGACC
AP1

CGACGGGGAC GCGGGGCGGG AAGAGGGCGA

AP2SP1 NRF2
GC

CCTACAAAGA CATGCG

-551

-501

-451

-401

-351

-301

-251

-201

-151

-101

-51

+50

+100
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9.1.2 CoxIV-Promotor

TCCCGAGCGC TGCCTTTAAG
AP4

TTTACGAAAC TTCGAGAGCT
CEBPB
CEBPB

CGCTCCTCCT CCCTCGAAGG

CCGTGGCCCC GAGCTTACTA

GAGCCAGCGT GCCGTGGAAG

TTGCCCGCGC CGGGAGGATG

CAGAAGCCCG TTGACGGCGC
AP2 CREB/ATF
AP1

TCTTGCAGTA GGCCTGGGTG

AATGTACACC

CGCTCGTTAG

GCGCCTGACT
AP1

GGGTGAGCGC

AGCGGGATGC

CTCCTTGCGC

AGTGCGGGTA

GTCAGCTTCA

GGATCCGCT

ACACTCGGTT

GCTGCGTACT

TCGCCCAGCC

CACCTCCAGC

AGTCCACGAA

GGCCTCTGCC

CTTGGCGCCG

CGCCAGGCAT

TGCCTCCCTA
GATA

TCTTGGTAAT

CGGGAGCAGG

CAGAACCCCG

ATGGGCGTCA
CREB/ATF
AP1

GAGAGTGTGG

TCTCTGCCAC

TGTAGCACCA

GCTGAGCCTA

CEBPB

GCTGCTCGCG
AP4

CACGCTAAGA

CCCGCCGGAA
AP2

CCTGCTCGGC

GCGTIGGGCGG
SP1/GC

CTCTTCCGGT
NRF2

AP1/AP4

TCGCGACCAA CGCACCACAG TACGAAACAC GACCCCACTG

TGAGCTCCCA CCACCAGC ANCAGCOTCCCCNCCTOAGTON

AP4 SP1

AGCGTAGTCG CTAGCTAGCG TCTGCCAGAA AGCAGCGCGG
AP4

CTTTCGCGAC AGCTGCCGCA CCGCGATCTG AAGCTGATGG
CEBPB MYOD MYOD GATA AP4
E2F AP4

GGCTTCTTCG ATTCCCGCGA TGCTTCGCGG CACCGTCTTG

GCGGGACCCG CTCTTCCGGT C
NRF2

-651

-601

-551

-501

-451

-401

-351

-301

-251

-201

-151

-101

-51
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9.1.3 mtTFA-Promotor

AGCT CCAGCCCTGG -401

CTTGAACTGA GACGCTCCGC TGGGCGCGCA GCAGCCGCCG ATCGGACCTC -351
AP2/4 AP4
GGGGTCCTGG ATGCAGGACT GTCTGTTACG TACAGCCCTT GTGACCGTCA -301
CREB USF CREB/ATF
AP1
CGGGCGGATA CCGGCCAACG CCGGGTTGGG GTGAGGCCGC CGCCGCGGTC -251
USF GATA
CCTCCATCAC CCTCCTGGCC CGGCAGAGGA ACCCACTGCT CCGGGCGGCC -201
AP2
GGGGACAGAG GTGGCTCAAC AGAGCCGCCT CGAAGCCAGA GCCCTCCGCA -151
GGCTAGAGGA TTGCGGTTTC CCTTCATCTC CGCGGCTCTT ATTCCTEEEE -101
GATA
EECEAGEEIIIIEEGCGG TACGCTCTCC CGCGCCTGCG CCAATTCCGC  -51
SP1 AP2 NRF1 SP1
GC
CCCGCCCCGC CCCCATCTAC CGACCGGATG TTAGCAGATT TCCCATAGTG -1
SP1 SP1 NRE2
GC GC
CCTCGCTAGT GGCGGGCATG ATAACACACG CCGGAGGGTC GCA +43
GATA AP2

AP1 Activator Protein 1 ubiquitir exprimierte Transkriptionsfaktoren
AP2 Activator Protein2
AP4 Activator Protein 4
ATF Activating Transcription Factor
CAAT CAAT-Box Binding Protein
CEBPB CCAAT/Enhancer Binding Protein 3
c-ETS-1 c-ETS-1, Transkriptionsfaktor aus der ETS-Familie
CREB cAMP-responisve element binding site
E2F E2F-myc activator, Zellzyklus-regulator
GATA GATA-bindende Faktoren
GC GC-reiche Region
MyoD MyoD, muskelspezifischer Transkriptionsfaktor aus der Myogenin-Familie
NRF1 nuclear respiratory factor 1, hdufig in mitochondrialen Genen
NRF2 nuclear respiratory factor 2, hdufig in mitochondrialen Genen, ETS-Familie
Oct Octamer Binding Factor 1
SP1 SP1, ubiquitdrer Aktivator in housekeeping-Genen
USF Upstream Stimulating Factor
Homologe Region I
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9.2 Vektorenkarten

pGL3 basic
4818 bp

pGL3 basic
Promega

EMBL Acc.-No. U47295

pGL3cytP

Insert aus PCR-Produkt

(Kpnl/HindIII geschnitten),

kloniert in Kpnl/HindII-Schnittstellen
des Vektors pGL3 basic
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pGL3 cytP/-236

eytCri.23g

-

pGL3 cytP/-210

110

pGL3cytP/-236

Insert bei Restriktion von pGL3cytP mit
Nhel und HindIII entstanden,

kloniert in pGL3(HindIII, Sacl->blunt)

pGL3cytP/-210

Insert aus Restriktion von pGL3cytP
mit Stul,

kloniert in pGL3 (Smal)



Anhang

pGL3cytP/-145

Insert aus Restriktion von pGL3cytP
mit Nhel und HindIII,

kloniert in pGL3 (Nhel, HindIII)

pGL3 cytP/-145

pGL3cytP/-68
enstanden durch Verdau von pGL3 cytP
mit Sacll und Kpnl und Religation nach

Glatten der Enden mit Klenow-Enzym
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112

pGL3 coxIV

polyd

pGL3 coxIV

pGL3coxIV

Insert aus PCR-Produkt

(Kpnl/HindIII geschnitten),

kloniert in Kpnl/HindII-Schnittstellen des
Vektors pGL3 basic

pGL3coxIV/-298
enstanden durch Verdau von pGL3coxIV
mit Stul und Kpnl und Religation nach

Glatten der Enden mit Klenow-Enzym
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coxIVi oy,

pGL3coxIV/-126

-

% enstanden durch Verdau von pGL3coxIV
PGL3 coxIV/-126 mit Nhel und Kpnl und Religation nach

Glatten der Enden mit Klenow-Enzym

pGL3 mtTFA

Insert aus PCR-Produkt

(Sacl/BglII geschnitten),

kloniert in Sacl/BgllI-Schnittstellen
des Vektors pGL3 basic

o —

113



Anhang

pGL3mtTFA/D-117
entstanden aus pGL3 mtTFA durch

pGL3 mtTFA/D-117

g

Verdau mit Sacll und Religation

pGL3mtTFA/-117
pGL3 mtTFA/-117 enstanden durch Verdau von
pGL3mtTFA mit Kpnl und Sacll

o

und Religation nach Glitten der

Enden mit Klenow-Enzym
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pRL-CMV
Promega

EMBL Acc.-No. AF025843

pRL-SV40
Promega

EMBL Acc.-No. AF025845

pRL-SV40

3705 bp
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9.3 Footprint Cytochrom C Promotor —210 bis +115 bp
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