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1  Einleitung

1.1 Gap Junctions

1.1.1 Struktur von Gap Junctions

Gap Junctions bilden sich aus zwei Halbkanélen, @ennexonen (Goodenough 1976).
Sie liegen in der Plasmamembran benachbarter Zefidrbilden nach Zusammenlagerung
eine hydrophile Pore. Connexone ihrerseits setzeim aus sechs Untereinheiten, den
Connexinen (Cx) zusammen (s.Abb.1).

Identifiziert wurden 20 Connexine im Maus- und 2dn@exine im menschlichen Genom,
von denen 19 orthologe Paare bilden (Kumar andl&ii®96; Willecke et al. 2002).
Connexine werden in fast allen Geweben exprimigabei kbnnen die Expressionsmuster
der verschiedenen Connexine Uberlappen, so daBildieng heteromerer Kanale maoglich
wird (Kumar and Gilula 1996), und vermutlich einedendanz der Connexine in einem
Gewebe auftritt. In der adulten Skelettmuskulatur, bestimmten Blutzellen und
Spermatozoen wurde bis zu diesem Zeitpunkt keinen€an Expression beschrieben
(Gilula 1987).

Die Topologie der Connexine zeichnet sich wie fags: Das Protein durchspannt die
Membran viermal, besitzt eine intrazellulare uncezextrazellulare Schleifen, sowie den
cytoplasmatisch gelegenen N- und C- Terminus (sb.Bb Untereinander zeigen
Connexine die gro3ten Unterschiede in Sequenz uimge. des C-Terminus. Hoch
konserviert hingegen ist die Anordnung von jeweitigei Cysteinresten in den beiden
extrazellularen Schleifen (Willecke et al. 2002)ie Ssind wahrscheinlich an der
Zusammenlagerung von Connexonen beteiligt (Yeaged daNicholson 1996).
Disulfidbriicken stabilisieren die Sekundar-Struktler Schleifen (Kumar and Gilula
1996). Die meisten Connexin-Gene bestehen aus Ewmien, getrennt Gber ein Intron
variabler Lange. Exon 1 tragt die 5" untranslagiéegion, Exon 2 die kodierende Region
mit anschlieBender 3~ untranslatierter Region @&Ke et al. 2002). Es gibt jedoch
Ausnahmen. Die kodierende Region kann auf Exon d 2irverteilt sein oder die 5°
untranslatierte Region setzt sich aus mehreren éxoalternativ spleil3bar, zusammen
(Sohl and Willecke 2003). Verwendung findet folgefdomenklatur: Das Connexin wird

mit Cx abgekurzt, und die Spezies (m=Maus, r=Réitd/ensch) sowie die theoretische
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Molekularmasse in Kilodalton kDa angegeben (z.B.xdf). Die Connexin kodierenden
Gene werden mi6Gj abgekurzt, wobei sie chronologisch nach ihrer Ezkdeg beziffert
werden z.BGjal (Cx43) (http://www.genenames.org/genefamiliy/gpp

1.1.2 Funktion von Gap Junctions

Gap Junctions verbinden Zellen untereinander unaglichen den Austausch von lonen,
Metaboliten und sekundaren Botenstoffen wie Ind4ditd,5-triphosphat (1), Kalzium—
lonen (C&"), cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat), und d®tikemiddenin-
ukleotide (NAD+) (Harris and Locke, 2010). So bretsie die Mdoglichkeit eines
koordinierten Agierens von Zellgruppen auf extragéte Signale. Dies ist zentral fur
Homoostase und Funktion von Geweben.

Als elektrische Synapsen bieten sie einen Weg genirelektrischen Widerstandes und
ermdoglichen eine Ladungsiubertragung von Zelle 4le Zwit geringer Verzdgerung (Gros
and Jongsma 1996), wie z.B. im reizleitenden Gewelss Herzens und des
Nervensystems verwirklicht. In wenig oder schleduotrchbluteten Geweben, wie der
Linse, werden Metabolite aus dem Blut von ZelleZalle Uber Gap Junction Kandle
weitergegeben (DeRosa et al. 2007).

Zudem sind eine Reihe humaner Erkrankungen mit filuten in Connexin Genen
assoziiert, die die Eigenschaften der Connexineterschiedlichster Weise verandern und
die vielfaltigen Funktionen von Connexinen in Geerlaufdecken.

Bestimmte Mutationen inGjal Gen (Cx43) kénnen zum Beispiel im Menschen zur
Ausbildung der ODDD Krankheit fuhren (Occludentatite Dysplasie), die einen
vielgestaltigen Phanotyp aufweist (Paznekas é&X(f13). So leiden ODDD Patienten unter
Verwachsungen und Missbildungen der Finger, lichtel@ar und unterentwickelten
Zahnen. Die Pealizeus-Merzbacher-Ahnliche Erkragkutie Myelinisierungsdefekte im
Nervensystem hervorruft, kann mit Mutationen im Tx3@en (Gjal2) korreliert werden
(Orthmann-Murphy et al. 2007). Das Charcot Mari®thaSyndrom, eine Erkrankung der
peripheren Nerven, die in Patienten zur Muskeldegdion fuhrt, kann u.a. durch
Mutationen in Cx32 hervorgerufen werden (Omori letl@96). Mutationen in Cx26 und
Cx31 fuhren z.B. zur nicht-syndromischen-Gehorlosig(Liu et al. 2009).
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Daneben sind eine Reihe von Connexin Mutationerafietk die im Herzen exprimiert
werden und mit der Entstehung verschiedener Arrhigh assoziiert sind (Gollob 2006;
Wang et al. 2009).

1 2 : 3 = f F \1
- G - : 20

R :
J): :]J J): JJ J): JJ Membran

4 = [ -a=a,
H:?N S % 3":___“__""";' Zytoplasma
sytoplasmatische _ -.---"" o

o
Schleife [aliy

Abb.1.. Schema zweer Uber Gap Junctions gekoppelter Zellen (a) und die
Struktur eines Connexins (b) (verandert nach Sd et al. 2005).

(@) Gap Junctions verbinden die Cytoplasmata Wdaater Zellen und sorgen so fur
metabolische und elektrische Kopplung der Zellertergnander. In Gap Junction
gekoppelten Bereichen nahert sich die Membran bfseimen Spalt von 2-4nm. Gap
Junctions bestehen aus Halbkkanalen, die jeweildemMembran benachbarter Zellen
liegen. Dabei besteht ein Halbkanal oder Connexos sechs Untereinheiten, den
Connexinen. Connexone kdnnen aus Connexinen desséfps (homomer (1)) oder
aus verschiedenen Connexinen (heteromer (2)) aafgedein. Des Weiteren kénnen sich
Gap Junction Kanale aus Connexonen des gleichers Tlgpmotypisch (1)), oder

unterschiedlicher Typen (heterotypisch (3)) bilden.

(b) Ein Connexin durchspannt die Membran viermasitat eine zytoplasmatische
Schleife, zwei extrazellulare Schleifen, sowie agtoplasmatisch gelegenen N- und C-
Terminus. Die Anordnung dreier Cysteinreste (@)kamiden cytoplasmatischen Schleifen
ist hoch konserviert und man nimmt an, dass siedan Zusammenlagerung zweier
Halbkanéle beteiligt sind. Die Sekundarstruktur 8ehleifen wird tber intramolekulare

Disulfidbriicken (-S-) stabilisiert.
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1.1.3 Regulation von Gap Junctions

Reguliert werden kann die interzellulare Kommunikat Gber Connexine auf zwei
Ebenen: kurzfristig Uber die Modulation der Kangdgischaften, langfristig Uber die
Syntheserate und die Halbwertszeit des Proteinsd[1896; Lampe and Lau 2000).

Einen mdglichen Regulationsmechanismus bietet digsphorylierung, die sowohl die
Kanaleigenschaften als auch die Halbwertszeit vap Qunctions beeinflussen kann
(Yeager and Nicholson 1996; Lampe and Lau 2000).kBweliert ein bestimmtes
Phosphorylierungsmuster von Cx43 sowohl mit veréedeKanaleigenschaften, als auch
mit einer geringeren Halbwertszeit des Proteind{Dwaolski et al. 2007).

Neben der Phosphorylierung bestimmen eine Reihdereei Faktoren die Offnungs-
wahrscheinlichkeit von Connexin Kandalen. So zeig&ap Junction Kandle
spannungssensitive  Offnungswahrscheinlichkeiten, beivo hohe transjunktionale
Spannungen zum Kanalverschluss fihren (Brink 2008ul3erdem wird die
Offnungswahrscheinlichkeit iber die intrazellulan€alziumkonzentration ([C&])
moduliert (Rose and Loewenstein 1975). Des Weitemgt der intra- und extrazellulare
pH-Wert Auswirkungen auf den Offnungszustand dem&ea (Trexler et al. 1999; Sonntag
et al. 2009). Nicht zuletzt kbnnen die Eigenschmafteirch die Zusammensetzung von
Connexonen aus unterschiedlichen Connexinen regulexden (Elfgang et al. 1995).
Einen mdglichen Mechanismus der Kanalmodulationchesbt das Partikel-Rezeptor-
Modell Nach diesem Modell verandert die carboxyieate Domane bei interzellularer
pH-Wert Erhéhung ihre Konformation und verschlisBtden Kanal (Homma et al. 1998),
ahnlich einem Stopfen. Dieses Modell scheint jedmehnicht alle Connexine anwendbar
zu sein (Eckert et al., 2002) und wird durch Stuukihalysen an Cx26 erweitert. Dieses
Connexin scheint die Kanalpore nicht mit der cagbesminalen Doméne sondern mit der
aminoterminalen Doméane zu verschlieRen (Maeda.e20£9). Ein weiterer diskutierter
Mechanismus ist das Iris-Blenden-Modell, nach derh die Connexine eines Connexons
gegeneinander verschieben und so den Kanal schligfievin et al., 1987; Spray et al.,
1984).
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1.14 Connexine als Halbkanale

Neben der Bildung von Gap Junctions konnte die Eondélitat von ungepaarten
Connexin-Halbkanalem vitro nachgewiesen werden (Stout et al. 2002; Dobrowelshl.
2007; Sonntag et al. 2009). Es wurde gezeigt, déasbkandle an der Glutamat
Freisetzung in Astrocyten (Ye et al. 2003), an Mdulation von Horizontalzellen
(Kamermans et al. 2001), an der Weiterleitung @afi Wellen in Astrocyten (Stout et al.
2002) und im Innenohr (Anselmi et al. 2008) sowne @ADPR vermittelten Signalwegen
(Bruzzone et al. 2001) beteiligt sind. Dobrowolskial. (2008) wiesen sogar nach, dass
erhohte Halbkanalaktivat von mutiertem Cx43 mit desimanen Phanotyp von ODDD in
Verbindung gebracht werden kann.

Die in vivo Funktionalitat von Connexin Halbkanalen unter pblgjischen Bedingungen
wird jedoch kontrovers diskutiert. Halbkanale baesit hohe Leitfahigkeiten (Stout et al.
2002) und deren Offnung kann zu markomolekulareon$n fihren, die die Integritat der
Zelle zerstbren und deren Tod herbeirufen (Paal. €991).

Zudem wurden 2001 von Baranova et al. (2004) Panagxine Genfamilie, die in
Vertebraten exprimiert wird und Halbkanéle aushildeann (Bruzzone et al. 2005),
beschrieben. Die Familie besteht aus drei Genenn@@nl, Pannexin2, Pannexin3), die
keine Sequenzhomologien zu Connexinen aufweiserglzgr eine ahnliche Topologie, mit
vier Transmembrandomanen, einer Cytpolasmatischkleif und intrazellular gelegenen
C- und N-termini besitzen. Sie weisen von Connaxinainterschiedliche
Kanaleigenschaften auf, Uberlappen jedoch teilwgisbrer Permeabilitat fur bestimmte
Molekule, ihrer pharmakologischen Sensitivitat umeém Expressionsort mit Connexinen.
So wird diskutiert, ob die beschriebenen Halbkdieltee auf Connexine oder Pannexine

zurtckzufiihren sind (Locke and Harris 2010).
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1.2 Der Skelettmuskel

Der Skelettmuskel ist ein Organ mit der Fahigkeir Kontraktion/Relaxion. Diese
Eigenschaft ermoglicht es dem Organismus, eineeRititerschiedlichster Bewegungen
auszufuhren. Der Skelettmuskel besteht aus Bundatn Muskelfasern, Syncytien, die
durch Fusion einer Vielzahl von Muskelvorlaufereallentstehen (s.Abb.4). Jede Faser ist
dabei von einer Basalmembran, dem Endomysium umge{seAbb.2), die ein
Aneinandergleiten der Fasern gewahrleistet (Bloaoh Bawcett 1968). Aul3erdem isoliert
das Endomysium die einzelnen Fasern elektrisch wertiindert so die Ausbreitung
depolarisierender Strome von Faser zu Faser. Diggenschaft ist zentral fur die
unterschiedliche Rekrutierung motorischer Einhei{@agshaw 1993). Als motorische
Einheit bezeichnet man Fasern, die vom selben Mot@m innerviert werden. Der
Skelettmuskel setzt sich aus einer Vielzahl motbes Einheiten zusammen, von denen
immer nur eine bestimmte Anzahl bei der Muskelkaktion rekrutiert bzw. innerviert
werden. Da die Fasern einer motorischen Einheir @lem gesamten Faserquerschnitt
verteilt liegen, wurde bei elektrischer Kopplung deasern, die motorische Einheit als
funktionales Element aufgehoben werden (Carlsonvditile 1974).

1

Abb.2.: Schema eines Skelettmuskels

Der Skelettmuskel (7) ist von einer derben Bindegfesgchicht, dem Epimysium (2)
umgeben. Dieses lauft zu den Enden in Sehnen audi€8den Muskel an das Skelett (1)
verankern. Der Muskel seinerseits besteht aus If@seeln, die wiederum von einer
Basalmembran, dem Perimysium (5) umgeben werdamerhalb dieser Bindel wird
wiederum jede Muskelfaser (4) von einer Basalmembidam Endomysium (6), umhillt.
GefalRe (3) versorgen den Muskel mit Nahrstoffetb(Anodifiziert nach www.nhi.gov.)
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1.2.1 Der kontraktile Apparat

Die Kontraktion/Relaxion einer Skeletttmuskelfaserd ermdglicht durch die in ihm
vorhandenen kontraktilen Elemente, die Myofibrillgenannt werden. Myofibrillen sind
lange Ketten aneinander gereihter Sarkomere, dieAsScheiben getrennt werden. Ein
Sarkomer enthalt die kleinsten Einheiten des katitem Apparats bestehend aus Aktin-
und Myosinfilamenten. Ausgehend von den Z-Scheibmien Aktinfilamente in das
Innere der Sarkomere, wo sie mit den Myosinfilaraentiberlappen. Myosinfilamente
interagieren mit ihren globuldren Doméanen (den Nhs@pfen) mit den Aktinfilamenten.
Diese Interaktion befahigt letztlich den Muskel Kumntraktion (Dudel 2001).

Wie die Interaktion von Myosin und Aktin zur Muskehtraktion fuhrt, erklart die
Querbriickentheorie. Nach dieser Theorie geschagemdes: Die Myosinkopfe heften an
Aktin, die daraufhin abwinkeln und so die Aktinfileente in die Sarkomermitte ziehen.
Dies fuhrt zur Kontraktion des Muskels. Anschlie@ddsen sich die Myosinkdpfe und
der Muskel kann relaxieren (Gordon et al. 1966). Qeierbrtickenzyklus ist abh&ngig von
der Bindung und Hydrolyse von ATP an den Myosinkidpfdenen eine ATPase Aktivitat
zu eigen ist. Die Kinetik der ATP Umsatzrate engsdbt dabei Uber die Dauer der
Aktin/Myosin Interaktion und somit Uber die Konttednszeit einzelner Fasern. Die
Umsatzrate der ATPase ist Grundlage der Untersghgidzwischen schnellen und
langsamen Myosin Isoformen (bzw. Fasern) (Bassélylzund Olson 2006).
Grundvorraussetzung fiir eine Interaktion von Myasid Aktin ist die [C&]; Erhohung,
wie sie im Zuge einer Kontraktion auftritt, da dé&ndungsstelle von Myosin an Aktin
durch das Protein Troponin verdeckt wird. Erst n&&izium Bindung an Troponin
verschiebt sich das Protein, die Bindungsstelle Mgonsin an Aktin wird frei und erlaubt

so eine Interaktion (Cooke 1986).

1.2.2 Die Elektro-Chemische Kopplung

Der Prozesss, der von einer elektrischen Erregungir'em chemischen Signal, namlich
der Freisetzung von [€5; aus intrazelluléaren Speichern und folglich zur taktion und
Relaxion einer Muskelfaser fihrt, wird als Elek@€bemische Kopplung bezeichnet
(Bagshaw 1993; s.Abb.4).
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Innervation einer Muskelfaser Uber ein Motoneuraihrf zur Ausbildung eines
Aktionspotentials an der motorischen Endplatte Baser. Dieses breitet sich tber die
gesamte Faser und wird von regelmafigen Einstigurer Plasmamembran, den T-

Tubuli, in das Faserinnere geleitet (s. Abb.3).

Abb.3.: Schema einer Skelettmuskelfaser.

Jede Skelettmuskelfaser ist von einer Bindegewedtscl{8) umgeben, die die Faser
isoliert. Einstulpungen der Plasmamembran, die sich jede Myofibrille (1) winden,

werden als T-Tubuli (T, Pfeile) bezeichnet. Sie gbren die Weiterleitung von Strémen
ins Faserinnere. Flankiert werden T-Tubuli von teaten Zisternen (3) des
Sarkoplasmatischen Retikulums (2). Der Spalt zvéacfi-Tubuli und den terminalen
Zisternen betragt ca. 15nm. (Abb. Aus William F.991): "Review of medical

physiology"”, 15th Edition, Prentice-Hall Internatad (UK) Limited, London.)

T-Tubuli, die jede Myofibrille umschlingen, sind faganzer Lange beidseitig von
terminalen Zisternen, spezialisierten Bereichen dasloplasmatischen Retikulums,
umgeben. An diesen Kontaktstellen (T-Tubuli/ teratenCisterne) wird das elektrische

Signal in ein chemisches umgewandelt: DihydropyridRezeptoren (DHPR),
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Spannungssensoren in der T-Tubuli Membran, akéwmienach Depolarisation €a
Freisetzungskanédle (RyR — Ryanodine Rezeptorergem terminalen Zisternen. Diese
setzen Kalzium aus dem Endoplasmatischen Retikéreinder Muskel kontrahiert.
Freigesetztes Kalzium wird anschlieBend (iber spez@e£* Pumpen (SERCA: Sarco-
Endoplasmatische €aATPase) zuriick in das Lumen des EndoplasmatisBle¢ikulums

geleitet, der Muskel relaxiert (Dudel 2001).

4 y F
_\ % ( Plasmamembran

T-Tubuli Lumen

Terminale Zisterne

4
/o
4

Ca

Abb. 4. Schema der Elektro-Chemischen Kopplung im Eelettmuskel.

Motoneuron-Innervation fuhrt zur Depolarisation dg&kelettmuskelfasermembran. Die
elektrische Erregung wird tGber T-Tubuli in das irnder Faser geleitet. Dihydropyridin
Rezeptoren in der T-Tubuli Membran aktivieren d#rauspannungsabhangig Ryanodin
Rezeptoren, die in der Membran terminaler Zisterlodalisiert sind. Aktiviert setzen

Ryanodin Rezeptoren Kalzium aus dem Lumen des Blgmatischen Retikulums frei.
Der Muskel kontrahiert. Sarkoendoplasmatische KaiziATPasen (SERCA) pumpen
anschlieBend freigesetztes Kalzium in das Lumen Sk¥oplasmatischen Retikulums
zurtick. Der Muskel erschlafft.



Einleitung

1.2.3 Fasertypen

Die Skelettmuskulatur eines Organismus setzt sisheiner Vielzahl von Muskelgruppen
zusammen. Jeder Muskel wiederum besteht aus eie&ralil von Muskelfasern, die sich
ihrerseits in ihren biochemischen, metabolischenl yhysiologischen Eigenschaften
unterscheiden. Diese Faser-Heterogenitat ist cterstisch fur jeden Muskel und
bestimmt am Ende dessen Kontraktions- und Ermicugesschaften (Williams et al.
1996).

Man unterscheidet zwischen zwei Haupttypen vonrRasgl. 1.2.1): schnell und langsam
kontrahierende. Langsame Fasern exprimieren ausBtbh Myosin Typ | (MHCI),
haben hohe Ermudungsresistenz, sind reich an Mitwbien, werden von vielen
Kapillaren durchzogen, und gewinnen ihre Energierngbmlich aus oxidativem
Metabolismus. Diese Fasern Ubernehmen Aufgabenrtantlar und dauerhafter Aktivitat,
darunter Korperhaltung und Atmung (Pette and Staafio).

Schnelle Fasern hingegen arbeiten vorwiegend gyyisch und ermiden rasch. Sie
Ubernehmen Aufgaben, die Schnelligkeit und Kraforelern. Diese Fasern exprimieren
ausschlief3lich Typ 1l Myosin (MHCII), von dem esdisoformen gibt: lla, lIx, llb. Dabei
weisen Typ llb Fasern Ahnlichkeiten in Kontraktidasier, Ermiidungsresistenz etc. mit
Typ | Fasern auf (Bassel-Duby and Olson 2006).

Der einzelne Muskel besteht immer aus einer Misghumterschiedlicher Fasertypen. So
setzt sich z.B. der Soleus, ein langsam kontrahiEneMuskel, aus 90% Typ | Fasern aber
auch aus 10% Typ Il Fasern zusammen (Calabria.e2(fl9). Dabei kann sich die
Faserkomposition eines Muskels als Antwort auf Ydegiungen der ihm gestellten

Anforderungen (Training) andern.

1.2.4 Faserplastizitat

Im adulten Skelettmuskel wird die Faserkompositiirangig Uber die Aktivitat des
Muskels und damit Uber das Innervationsmuster Harinnervierenden Motoneurone
bestimmt (Schiaffino et al. 2007). Andert sich dieals z.B. Antwort auf &uRere
Anforderungen (Training), so andert sich auch seiRaserkomposition. Dieser
Adaptionsmechanismus umfasst eine Vielzahl von &igegen und betroffenen

-10 -
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Zielgenen. Die bis dato beschriebenen Signalwegd & Kalzium abhangige und
Kalzium unabhangige unterteilbar (Bassel-Duby atsb®2006).

Kalzium abhangige Signalwege dekodieren bestimmtatoheuron Aktivitatsmuster,
indem sie auf Kalzium Fluktuationen, die wahrenueeiKontraktion auftreten, reagieren.
Darunter fallen MEF2/Histondeacetylase-, Ca/NFATCAMKII-, PKC- und
PKCmu/PKD-vermittelte Signalwege (Bassel-Duby anido® 2006; Schiaffino et al.
2007). Beispielhaft soll hier der Ca/NFAT Signalwaaggefuhrt werden. Dieser Signalweg
wird vor allem durch [CH]; Erhdhung geringer Frequenz aktiviert (Dolmetschl €1997),
so wie sie vornehmlich in langsamen Muskeln aufta@eicCullagh et al. 2004; Calabria
et al. 2009). Der Signalweg beginnt mit der Bindwan Kalzium an Calmodulin.
Calmodulin seinerseits aktiviert Calcineurin, eifhosphatase, die ihrerseits den
Transkriptionsfaktor NFAT dephosphoryliert. NFATIgregt daraufhin in den Zellkern, wo
er im Verband mit anderen Transkriptionsfaktorea Hxpression bestimmter Zielgene
reguliert. Im Skelettmuskel ist dieser Signalwegdie Aufrechterhaltung des langsamen
Fasertyps verantwortlich (Parsons et al. 2003; dParset al. 2004). So fihrt z.B. die
Blockierung des Signalwegs zur Verminderung derahhtangsamer Fasern (Bigard et al.
2000).

Im Gegensatz dazu stehen eine Reihe Kalzium ungigeinSignalwege z.B. Ras/MAPK-
und PI3/Akt/mTOR-vermittelte Signalwege, die dendielphanotyp modulieren kénnen
(Schiaffiano, Bassel-Duby and Oslon). Diese Sigegkv werden durch Bindung
extrazellularer Liganden z.B. IGF-1 (Rommel et2001) oder Thyroidhormone (Fitts et
al. 1980) an Rezeptoren aktiviert und regulierediedGenexpression im Skelettmuskel.

1.3 DIE EMBRYONALE
SKELETTMUSKELENTWICKLUNG (MYOGENESE)

1.3.1 Ein Uberblick

Die  Skelettmuskulatur der Vertebraten bildet sichus a proliferierenden

Muskelvorlauferzellen (Myoblasten). Diese differemen und fusionieren zu Myotuben,
multinukledren Syncytien, die kontraktionsfahig dsirund schlie3lich zu adulten
Skelettmuskelfasern reifen (s.Abb.5; Hawke and ¥52001; Parker et al. 2003).

-11 -
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Muskelvorlauferzellen entstehen aus paraxialen dersealen Kompartimenten, den
Somiten. Somiten gliedern sich in eine ventralei®eglas Sklerotom und in eine dorsale,
das Dermomyotom (Hawke and Garry 2001). Aus derarStdm entsteht das Skelett, aus
dem Dermomyotom die Dermis und die Skelettmuskulatu

Die Skelettmuskelentwicklung beginnt ab Embryorial(BD) 8.5. Ab ED 12 sind erste
multinukleare Myotuben gebildet. Ein Teil der Zelldifferenziertin situ, ein anderer Teil
wandert in den Embryo, um die spatere Rumpf- undd&lalRenmuskulatur zu bilden.

Eine zentrale Rolle beim Differenzierungsprozessnmen Myogene Regulator Faktoren
(MRF), d.h. Transkriptionsfaktoren mit basischer lixteoop-Helix Domane ein
(Edmondson and Olson 1993). Dazu zahlen MyoD, Migogenin und MRF4. MyoD
und Myf5, frihe MRFs, kennzeichnen den Eintritt dire Entwicklung mesodermaler
Zellen zu Muskelvorlauferzellen. Myogenin und MREBpate MRFs, sind wahrend der
terminalen Differenzierung aktiv (Zammit et al. )0

Die Transkriptionsfaktoren bilden Heterodimere mibiquitdr eprimierten E-Box
Proteinen, um so an E-Boxen in regulatorischen &g Muskelspezifischer Gene zu

binden und deren Transkription zu regulieren (Edason and Olson 1993).

priméare und
Fusion der sekundare

Myoblasten Myotuben

Myoblasten ——p ——p adulte Muskelfasel

€ o
<

Abb.5.: Schema des Myogenesprozesses.

Aus mesodermalen Zellen des Dermomyotoms entwickett ein Pool proliferierender

Muskelvorlauferzellen, die Myoblasten. Mit fortseltender Differenzierung treten sie aus
dem Zellzyklus aus, lagern sich zusammen und fieien zu Myotuben, die weiter zu

adulten Muskelfasern reifen. Die Expression von Blymd Myf5 charakterisiert die frihe

Phase der Myogenese. Myogenin und MRF4 hingegeh wsiabdingbar fir den Prozess
der Fusion. Reife bzw. adulte Muskelfasern sind wve@ner Basalmembran, dem
Epimysium umgeben. Zwischen Faser und EpimysiugeheSatellitenzellen, die ruhende
Stammzellen des Skelettmuskels. (Abb. verandeh Nadtzahn, Doktorarbeit 2008).
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1.3.2 Die Fusion von Myoblasten

Eine Vielzahl molekularer Mechanismen koordinie Myogenese, an deren Ende die
Fusion von Myoblasten zu Myotuben steht. So istEkpression der frihen MRFs MyoD
und Myf5 unabdingbar fir die Entstehung prolifegieder Muskelvorlauferzellen
(Myoblasten). Mit fortschreitendem Differenzierupgszess beginnt die Expression von
Myogenin und MRF4 und damit die terminale Differmmang von Myoblasten zu
Myotuben. Die Myoblasten treten aus dem Zellzykkuss, lagern sich zusammen,
reorganisieren ihr Cytoskelett und beginnen mit Bepression muskelspezifischer und
fusionsrelevanter Proteine (Parker et al. 2003).hM&d dieser Phase sinkt das
Membranpotential und bewirkt so die Erh6hung dertrairellularen Kalzium
Konzentration, die eine unabdingbare VorraussetZiinglie Fusion stellt (Koch et al
2006). Zudem sind Myoblasten synaptisch erregbad Wtnnen Aktionspotentiale
weiterleiten (Constantin and Cronier 2000). Tat8ékhsind Motoneurone schon frih im
werdenden Muskel zu finden, deren Aktivitat wichtagper nicht zentral fir die normale
Muskelentwicklung ist (Harris 1981). Zugleich koent purinerge Signalwege am
Differenzierungsprozess teilnehmen (Cseri et al22Rraya et al. 2004). Nicht zuletzt
spielt intrazellulare Kopplung tUber Gap Junctiodse wahrend der gesamten fttalen
Skelettmuskelentwicklung vorhanden sind und in reiReihe von Studien belegt und
beschrieben wurden, eine Rolle (Constantin and i€ra2000; Araya et al. 2005; von
Maltzahn et al. 2006).

Elektronenmikroskopische Studien von Ling et a®92) an Ratten konnten Gap Junctions
zwischen Mpyoblasten, Myotuben und Myoblasten/Myetub nachweisen. Die
Funktionalitat der Gap Junctions wurde nachfolgeind Farbstoffkopplungs- und
Elektrophysiologischen Analysen bestatigt (Rossletl987; von Maltzahn et al. 2004;
Gorbe et al. 2005).

Welche Connexine sind fur die Gap Junction Koppluagntwortlich? Beschrieben ist bis
dato die Expression dreier Connexine wahrend deoddgese: Cx40, Cx43 und Cx39.
Cx43 wird ausschlief3lich in proliferierenden Myddiken vor Verschmelzung (Gorbe et al.
2005), Cx39 hingegen ausschliel3lich in Myotubenriexiprt (von Maltzahn et al. 2006;
Trovato-Salinaro et al. 2009)). Cx40 wurde im Myato dem embryonalen
Intercostalmuskel, und in regenerierendem Skeletkelu nachgewiesen (Trovato-Salinaro
et al. 2009).
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1.3.3 Die Funktion von Connexinen wéahrend der Myogenese

Expressionsanalysen von Cx43 zeigten, dass dasifPeisschlief3lich in Myoblasten vor
der Fusion exprimiert wird. Untersuchungen zurl®webn Cx43 wahrend der Myogenese
zeigten, dass Ablation (Araya et al. 2005) oder $RMermittelte Herunterregulation
(Squecco et al. 2006) des Proteins die Fusion vgoblMsten zu Myotuben drastisch
verringerte. Uberexpression von Cx43 in Myoblasteimgegen beschleunigte die
Myotubenbildung (Suzuki et al. 2001). Im Gegensd#dzu beobachteten Reinecke et al.
(2004) eine erhohte Sterblichkeit von Cx43 Uberewi@renden Myoblasten wahrend der
Differenzierung. Uberexpression von Cx43 in Myotubeeigte hingegen keine
Auswirkung. Gabe von Gap Junction Blockern fuhiie zur vollstandigen Verhinderung
des Fusionsprozesses (Proulx et al. 1997). Diasdie®t bestétigten eine Rolle von Cx43
in Myoblasten vor der Fusion. Anzufliigen bleibt, la€x43 ablatierte Mause
Skelettmuskulatur ausbilden (Theis, Doktorarbei®@D0 Dies steht im Kontrast zu den
aufgefuhrtenin vitro Analysen. Analysen zu Expression von Cx39 wéahreledt
Myogenese zeigen, dass Cx39 ausschlief3lich in Nbgotuembryonaler und neonataler
Muskeln zu finden ist. Die Expression von Cx39 kamdoch schon ab ED11.5
nachgewiesen werden, zu einem Zeitpunkt an demrsaxch kaum Myotuben gebildet
haben (First et al. 1989). Da Cx43 in Myotuben kdisngar nicht mehr exprimiert wird,
liegt es nahe, die Kopplung zwischen Myotuben aap Qunctions, bestehend aus Cx39,
zurtckzufihren. Die Funktion der Gap Junction Kapgl von Myoblasten vor Fusion ist
nicht genau bekannt. Gorbe et al. (2005) zeigtass dverstarkte Gap Junction Kopplung
mit dem Austritt aus dem Zellzyklus einhergeht. ellen, so die Autoren, werden
synchronisiert um koordiniert fusionieren zu konnekraya et al. (2004) schlagen
Schrittmacherzellen vor, von denen Differenziersngsale ausgehen, die Uber Gap
Junctions weitergeleitet werden. Welche Funktiorp Ganctions in Myoblasten auch
einnehmen, n vitro scheint eine Gap Junction Kopplung unabdingbardfé@rErlangung
der Fusionskompetenz zu sein (Proulx et al. 1997).

Auch die Funktion der Gap Junction Kopplung zwistMyotuben, die vornehmlich tber
Cx39 vermittelt wird, ist nicht genau bekannt. Cx3ffiziente Mausen zeigen
beschleunigte Myogenese und Regeneration, einhemgelmit einer frih in der
Entwicklung einsetzenden Expression von MyoD, Myuoge sowie einer erhéhten

Expression von Cx43 (von Maltzahn, persénliche ailithg).
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1.4 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der pEession und Funktion von
Connexinen wahrend der Skelettmuskelentwicklung imddulten Skelettmuskelfasern

der Maus.

Der adulte Skelettmuskel galt als eines der wen{@ewebe, in dem keine Gap Junctions
und folglich keine Connexine exprimiert werden. eléduskelfaser ist elektrisch isoliert,
was die Ausbreitung depolarisierender Strome voseFau Faser verhindert. Diese
Isolation ist Grundvoraussetzung fir die einwaridfiféunktion des Skelettmuskels. Uber
eine Mauslinie, die Cx43 ektopisch in Muskelfasesprimiert, sollte die elektrische
Isolation der Fasern aufgehoben werden, um die Akeng auf die
Skelettmuskelphysiologie untersuchen zu kénnen.

Zudem konnte in dieser Arbeit erstmalig die endegExpression eines Connexins, des
Cx45, im adulten Skelettmuskel nachgewiesen wer@em.endogene Expression sollte
Uber verschiedene Methoden bestétigt und die Ledkiadin des Cx45 Proteins innerhalb

der Skelettmuskelfaser bestimmt werden.

Die Skelettmuskulatur der Vertebraten entsteht amien aus mesodermalen Zellen.
Diese entwickeln sich zu proliferierenden MyoblasteMyoblasten fusionieren zu
Myotuben, die schlielich zu adulten Muskelfaserreifen. Wahrend der
Skelettmuskelentwicklung war die Expression von &x&x40 und Cx39 beschrieben.
Cx43 wird in Myoblasten vor der Fusion; Cx39 und4Gxverden in Myotuben exprimiert.
Ablation von Cx43 fuhrt zur Verzogerung der Skefetskelentwicklung. Ablation von
Cx39 hingegen beschleunigt die Skelettmuskelentuitk Die Cx43 Proteinmenge ist
dabei erhoéht. So ware es mdgliche, dass Cx43 dmktiem von Cx39 Ubernimmt. An
Cx39/Cx43 doppelt defizienten Mausen sollte deshdild Skelettmuskelentwicklung
analysiert werden, um den moglichen kompensata@isdhhechanismus auszuschalten und

die Funktion von Cx39 aufzudecken.
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2 Methoden
2.1 Arbeiten mit DNS

21.1 Isolierung genomischer DNS aus Schwanzspitzen

Zur Genotypisierung von Geweben wird ein Stick 8ehwanzspitze in ein 1,5 ml
Eppendorfgefal tberfihrt, mit 500 pl Laird Puffersetzt und U.N. bei 56°C lysiert. Am
nachsten Tag werden die Trimmer abzentrifugiert Mibuten; 10.000rpm). Der
Uberstand wird in ein 1,5 ml Eppendorfgefa® tbetfiimd mit 500 pl Isopropanol
versetzt. Nach Inkubation auf dem Schattler fur uen wird die ausgefallene DNS ab-
zentrifugiert (s.0). Das Pellet wird getrocknet umdder gewitnschten Menge Puffer

aufgenommen.

2.1.2 Die Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ermoglicht sidektive Vervielfaltigung eines
DNS Abschnittes. Dabei dienen spezifische Oligoeatile, die an der Matrize
hybridisieren der Polymerase als Startpunkte.

Die PCR setzt sich aus der Wiederholung dreier éthassammen: der Denaturierungs-,
der Hybridisierungs,- und der Synthesephase. ZuinBegder PCR wird das
Reaktionsgemisch auf 94°C erhitzt, dabei trenneh die komplementéren Matrizen. Die
erste Denaturierungsphase sollte verlangert semitdalle Matrizenmolekile einzeln
vorliegen. Es folgt die Hybridisierung der Startetekille. Die Synthesephase wird bei
72°C durchgefihrt. Danach folgt wiederum eine Denatungsphase. Am Ende empfiehlt
sich eine verlangerte Synthesephase, damit all@uRte zu Ende synthetisiert werden.

Die Hybridisierungstemperatur der Primer ist abhgwgn deren Schmelztemperatur. Bei
dieser Temperatur liegen 50% der DNS Molekiile égtngig vor. Diese lasst sich wie
folgt berechnen: Tm=2(A+T)+4(G+C). Ublicherweise hitda man dann eine
Hybridisierungstemperatur, die 1-2C° unter der Selztemperatur liegt. Das
Reaktionsgemisch einer PCR enthalt neben der Poigeeden Primern, und der Matrize

MgCl, sowie ein Nucleotidgemisch, bestehend aus allseiBa
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2.1.3 PCR-Programme zur Genotypisierung von Mausen

PCR zum Nachweis des Cx39KO Transgens

Primer Sequenzen:

Cx39for: TGGGTGAATGGAGAGGCTAG
neofor: AATAGCCTCTCCACCCAAGC
3 Hrev: GACCGTCTTGACCTCAGGTTC

Amplikon:  wt -670bp

tg -870bp
Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:
5 ul 5x PCR Puffer 94°C 5
2 pl MgCh 94°C 1|
0,5 ul dNTP (10mM each) 60°C 1]  x29
0,5 ul Cx39for (100pmol) 72°C 2 |
0,5 pl neofor (100pmol) 72°C 5
0,5 ul 3 Hrev (100pmol)
0,2 pl Taq Ende
1ul DNS
14,4 yl BO

25ul

PCR zum Nachweis des Cx43tetOeGFP Transgens

Primer Sequenzen:

EGFPB2: GAAGAAGTCGTGCTGCTTCATGTG
Cx43-rev2: GCTGGCTTGCTTGTTGTAATTGCG

Amplikon:  ~1,9kb

Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:

5 ul 5x PCR Puffer 94°C 5

2 pul MgCh 94°C 307 |

0,4 ul dNTP (10mM each) 69°C 2 | X35
0,25 pl EGFP2B (100pmol) 72°C 1 |
0,25 ul Cx43-rev2 (100pmol) 72°C 10

0,2 pl Taq Ende

1ul DNS

16,9 pl BO

25ul
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PCR zum Nachweis des Cx45flox Transgens

Primer Sequenzen:

15Fcfor: GGATTAAAGTGTGTCACCACTCTTGGC
13Frev: CTCTAGGAACACTGTAACCTGAGATGTCCC
lipX3rev: AAGAACGGCCACAACTCTGGTAACAGGAAG

Amplikon:  wt-  389bp

fl- 473bp

del- 620bp
Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:
5 ul 5x PCR Puffer 94°C 4
2 pul MgCh 94°C 1 |
0,2 ul dNTP (10mM each) 67°C 1 | X35
0,2 ul 15Fcfor (100pmol) 72°C 1 |
0,2 ul 13Frev (100pmol) 72°C 10
0,2 ul lipX3rev (100pmol) Ende
0,1 pl Taq
1 pl DNS
16,5 pl HO

20ul

PCR zum Nachweis des MCKtTA Transgens

Primer Sequenzen:

tet23: GCGGACCCACTTTCACATTTAAG
tet27: CGCTGTGGGGCATTTTACTTTAG

Amplikon:  220bp

Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:

5 ul 5x PCR Puffer 94°C 5

2 pul MgCh 94°C 1 |

0,3 ul dNTP (10mM each) 60°C 1 | x29
0,25 ul tet23 (100pmol) 72°C 1 |
0,25 pul tet27 (100pmol) 72°C 10

0,2 pl Taq Ende

1ul DNS

16 pl HO

25ul
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PCR zum Nachweis des Myo-Cre Transgens

Primer Sequenzen:

myogen-113sence: TGTGCAGCAACAGCTTAGAG

MH63Cre: AGGCTAAGTGCCTTCTCTACAG

Amplikon:  ~ 1kb

Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:
5 ul 5x PCR Puffer 94°C 3

2 pl MgCh 94°C 307" |

0,5 ul dNTP (10mM each) 55°C 307 | x39
0,2 ul myogen-113sence (100pmol) 72°C 307" |
0,2 ul MH63Cre (100pmol) 72°C 5

0,2 ul Taq Ende

1l DNS

14,4 ul HO

25ul

PCR zum Nachweis des Cx45eGFP Transgens

Primer Sequenzen:

Cx45GFPfor: ATGGCTCAGGAACGCTTG

Cx45GFPrev: CAGCTCCACCTTCAGAGTCC

Amplikon:  ~ 1kb

Reaktionsansatz: Reaktionsprogramm:
5 ul 5x PCR Puffer 94°C 5

1,5 ul MgCh 94°C 1|

1l dNTP (10mM each) 58°C 1] x30
1l Cx45GFPfor (100pmol) 72°C 2|
1l Cx45GFPrev (100pmol) 72°C 5

0,5 pl Taq Ende

1ul DNS

13 pul HO

25ul

-19 -



Methoden

2.1.4  Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelktrophorese ermdglicht das Aufteenron DNS und RNS nach ihrer
GroRRe. Dabei werden die negativ geladenen DNS Mi#elkn einem elektrischen Feld
durch eine Agarosematrix. Agarose ist ein Polysakddhdas durch Aufkochen geldst wird
und wéhrend des Abkihlens zu einem Netzwerk gellertkleiner ein DNS Molekiile,

desto schneller kann es durch dieses Netzwerk wand®e Agoarose wird in TBE

(x0,75) erhitzt bis sie gel6st ist, wobei sich ddaflésung der Trennung Uber die
eingesetzte Agarosemenge steuern lasst (1%w/v eni%rengrolde, 0,16%w/v = 500nm
PorengrofRe). Zur Sichtbarmachung der DNS Fragmeiiie man dem Agarosegel
Ethidiumbromid bei. Dieses Molekul interkaliert die DNS und kann unter einem UV
Transilluminator betrachtet werden. Die Proben werdnit 6xLadepuffer versetzt und

anschlieBend im elektrischen Feld aufgetrennt.

2.2 Arbeiten mit RNS

RNA ist sehr anféllig gegentber enzymatischer ppahtaner Hydrolyse. Bei Arbeiten mit
RNA sollte man daher die Proben bei 4°C halten mndgjlichst eine Kontamination mit
RNase vermeiden. Dazu werden autoklavierte Matenalverwendet, Handschuhe

getragen, und mit DEPC (Diethypyrocarbonat) vetsdidsungen verwendet.

2.2.1 RNA Aufreinigung aus Geweben

Aufgereinigt wird die RNA mit Hilfe des TRIZOL Reagzes, einer monophasischen
Loésung aus Phenol und Guanidin-Isothyocyanat. Wihrder Lyse stabilisiert das
Reagenz die RNA, wahrend es Gewebe und Zellensauflde Proben werden mit 2,5 ml
TRIZOL versetzt und mit dem Homogenisatorstab hoenggjert. Vor Homogenisierung
einer neuen Probe wird der Stab mit DEPC Wasseaggven, um Kontaminationen zu
vermeiden. Die Proben kdénnen bei -70°C aufbewakrtden. Nun werden die Proben mit
2,5 ml Chloroform versetzt, kurz invertiert und abtrifugiert (15 min 4°C 15.000rpm).
Es bildet sich eine organische Phase und eine igésB&hase, in der sich die RNA
befindet. Die wassrige Phase wird abgenommen urthimeues Roéhrchen Uberflhrt. Die
RNA wird nun mit 1,25 ml Isopropanol (kurz inverga) gefallt und abzentrifugiert
(15min 4°C 15.000rpm). Daraufhin wird vorsichtigrd¢berstand verworfen. Das Pellet
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wird mit 80% Ethanol gewaschen (1,25ml), abzengiget und bei RT getrocknet. Danach
wird das Pellet in DEPC Wasser aufnehmen und imséfasad geldst (10 min 65°C). Die
RNA wird bei -70°C gelagert.

2.2.2 RNA Aufreinigung aus Zellen

Die Zellen (ca.90% konfluent) werden trypsiniertit tfledium versetzt, abzentrifugiert,
und der Uberstand verworfen. Durch Zugabe von 2,5TRIZOL erfolgt die Lyse der
Zellen. Die RNA Isolierung erfolgt wie in 3.1.4.dwdrieben.

2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Hierbei dient die unterschiedliche Absorption vorukMinsduren und Proteinen zur
Konzentrations-, und Reinheitsgradbestimmung. Puma Pyrimidin absorbieren bei
260nm, Proteine bei 280nm UV-Licht. Die Absorptidar Probe wird bei 260nm und
280nm gegen eine Referenzprobe bestimmt (TE-Pufteme Absorptionseinheit (optische
Dichte =1) entspricht bei einem Strahlengang vom Jiner DNS Konzentration von
50ug/ml und einer RNS Konzentration von i@ml. Der Quotient A260/A280 gibt

Auskunft Gber die Reinheit der Probe und sollteNikleins&duren bei ca. 2 liegen.

224 RT-PCR

Die RT-PCR dient dem Nachweis von Transkripten ime@ Gesamt-RNA Pool von
Zellen oder Geweben. Dabei schreibt die Reversaskrgptase RNA in cDNS um, die
ihrerseits als Matrize einer spezifischen PCR Reakdienen kann. Oligo-dTs, die mit
Poly-(A)-Schwanzen  der  Transkripte  hybridisieren, iendn  hierbei  als

Oligonukleotidstartermolekiile. Es werdenpg RNA mit 1 pl Oligo-dT (0,5 pg/ul)

versetzt und auf ein Reaktionsvolumen von 12 pl DEPC-H20 aufgefillt. Danach
erfolgt die Denaturierung fur 10 min bei 72°C im $8arbad. Die Anlagerung der Oligo-
dTs erfolgt durch 2minttige Inkubation auf Eis. Ngibt man 1 pl dNTP’s (10 mM), 1 pl
RNasin® (40 U/ul), 2 ul DTT (0,1 M), 4 pl 5 x Puffend 1 pl SuperskriptT Il Reverse

Transkriptase (200 U/ul) zum Reaktionansatz, deb@iMinuten bei 42°C inkubiert wird.
Es folgt die Denaturierung bei 72°C fur 15min. IBNS kann bei —70°C gelagert

werden.
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2.3 Proteinanalytik

2.3.1 Herstellung von Gewebelysaten

Die entnommenen Gewebe werden in flussigem Stitfksthockgefroren, pulverisiert,
und in 1xComplete aufgenommen. Zur weiteren Homisggning werden die Proben
sonifiziert und anschlieBend abzentrifugiert (5 1@i@00rpm 4°C). Der Uberstand wird in

ein frisches 1,5 ml Eppendorfgefal3, bei -20°C lbgeruberfuhrt.

2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlysaten

Die Konzentrationsbestimmung wird mit Hilfe einesdgenziensatzes (BicinchoninicAcid
(BCA) Protein Assay Kit (Sigma)) durchgefuhrt. Diéethode beruht auf der Fahigkeit
von Proteinen Kupfersulfat zu reduzieren, welchesind mit BCA komplexiert. Die

Absorption dieses Komplexes liegt bei 562nm, wothei Absorption proportional zur

Proteinkonzentration ist.

2.3.3 SDS-Page: Sodium Dodecylsulfat Polyacrylamid
Gelelektrophorese

In der SDS-Page kénnen Proteine nach ihrem Molegenaicht aufgetrennt werden.
Mittels des Detergenz SDS, welches an hydrophobei@e der Aminosauren bindet,
erhalten alle Proteine eine negative Nettoladuriyvéhl SDS denaturierend wirkt, bedarf
es [3-Mercaptoethanol (Reduktionsmittel) um intend intramolekulare Disulfidbriicken
zu reduzieren. Die Proteine liegen nun (weitestgdhénear vor und kénnen auf ein Gel
aufgetragen werden. Die Elektrophorese findet ikléktrophoresepuffer statt. Es wird
eine Stromstarke von 20mA angelegt.

Das Polyacrylamidgel besteht aus einem Sammel-, uedem Trenngel
(Zusammensetzung s. nachfolgende Tabelle) . Im Sdgeinkommt es zur Fokussierung
der Proteine. Dies geschieht, indem sich die Rrfsteit zwischen den Leit- und Folge-
lonen sammelt. Da im Sammelgel ein leicht saureWgt herrscht, laufen Chlorid-lonen
vorraus, Glycin (Nettoladung =0) folgt. Beim Ubdttins engporigere Trenngel (pH-
basisch) erhalt Glycin eine negative Ladung undrhidde die Proteinfront. Die Proteine

werden nun nach ihrer Masse aufgetrennt.
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Durch Anfarben des Gels mit Commassie-Blau kdnnan ainzelnen Proteinbanden
sichtbar gemacht werden. Die Nachweisgrenze liegbbng Protein.

Zusammensetzung | Sammelgel (8 %) | Trenngel (10 %) Trenngel (12 %)
Acrylamid-Stamm- | 1,0 ml 4 ml 4,8 ml

Lsg.

Sammelgelpuffer (4 x)1,9 mi - -
Trenngelpuffer (4 x) - 3,75 ml 3,75 ml

A. bidest 7,1 ml 7,25 ml 6,45 ml
TEMED 10 pl 20 pl 20 pl

APS (10 %) 100 pl 200 pl 200 pl

2.34 Immunoblot

Die Methode ermdglicht den Nachweis bestimmter dtnet in Lysaten von ganzen
Organen.

Die Proteine (zuvor gelelektrophoretisch aufgettenmwerden hierbei auf eine
Nitrocellulosemembran (bertragen, und koénnen aredddhd Gber Antikérper
nachgewiesen werden.

Nach Elektrophorese werden folgende Komponenten reiifl@nder gelegt:

Schaumstofflappen, 3MM Papier, SDS Gel, NitoceBelmembran, 3MM Papier,
Schaumstofflappen. Alle Komponenten sollten zuvat Transferpuffer getrankt und
maoglichst luftblasenfrei Ubereinander geschichteérden. Beim Einlegen in die
Blotkammer ist die Membran in Richtung Anode zuiposieren. Der Transfer erfolgt 2h
bei 4°C und 100V.

Durch Immunoreaktion werden spezifisch Proteine aetr Nitrocellulosemembran
nachgewiesen. Zum Absattigen unspezifische Bindunged die Membran zuerst in
Blockierlésung fur 1h inkubiert. Es folgt die Inkation mit der Primar-Antikérperldsung
(2h oder U.N. 4°C) und anschlieRendem Abwaschepaazifisch gebundener Antikorper
mit Waschblotpuffer (2x5 min; 2x10 min). Daraufdoldie Inkubation der Membran mit
der Sekundar-Antikérperlésung (1h RT), sowie aud@r lklas Abwaschen unspezifisch
gebundener Antikérper mit Waschblotpuffer (2x5nfx,L0min). Die Membran wird nun
fur 5min mit der Chemilumineszens-LAdsung inkubi@rischlielRend legt man einen RX
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Film (Fuji) auf und entwickelt diesen nach versdeieen Expositionszeiten.

2.35 Ponceau-Farbung

Ein gelungener Transfer der Proteine kann durcle éoceau-Farbung der Membran

nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze liegt@&ng Protein.

2.3.6  Auftrennung von MHC Isoformen mittels SDS-Page

Im adulten Skelettmuskel werden vier MHC Isofornesiprimiert die tber eine SDS-Page
aufgetrennt und mittels Silberfarbung nachgewieserden kdénnen (Talmadge and Roy
1993).

2.3.7 Herstellung der Gewebelysate zur MHC Auftrennung

Die in Tissue Tec eingebetteten Skelettmuskeln arenmit einem Kryostaten in 10 um
(~20 Schnitte) geschnitten und in 200 pl Homogenisigspuffer gelost. Nach
Zentrifugation (10 Minuten; 10.000rpm) wird der Wétand abgenommen und das Pellet
200 pl Waschpuffer resuspendiert und erneut zenigft (s.0.). Den Uberstand erneut
verwerfen und das Pellet in je nach Menge der $ehnin mindestens 20 pl

Resuspendierungspuffer aufnehmen.

2.3.8 SDS-Page zur MHC Isoformenauftrennung

Die MHC Isoformen werden Uber ein Minigelsystem Bel. aufgetrennt (s. Material).
Das Gel wird wie ein Standartgel gegossen, manl&aliglich 30% Glycin bei.

Zur Analyse werden 10 pl MHC Lysat in A. bidest Merhaltnis 1:1 verdinnt, mit
Lammli Puffer versetzt und aufgetragen. Die Geletgdhorese wird bei 10mA fur 5
Stunden durchgefiihrt. Nach dem Gellauf folgt dibeéfarbung des Gels.

2.3.9 Silberfarbung von SDS-Polyacrylamid Gelen

Nach Lauf des Gels wird dasselbe zuerst in Fixigslosung fur 30 Minuten - und

anschlieend in Sensitivierungslosung fir 30 Minutegubiert. Nach 2 x 10 minttigem
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waschen wird das Gel 20 Minuten in FarbelésunggieNach 3 x 5 minltigem waschen
des Gels in Waschlosung, folgt die Farbereaktion Entwicklungslosung. Die
Farbereaktion wird durch Inkubation des Gels inSI€OP Losung herbeigefuhrt. Das Gel

kann nun ausgewertet werden.

2.4 Isolation primarer Mausmyoblasten

Primare Myoblasten konnen sowohl aus embryonalerm ailich aus adultem
Skelettmuskelgewebe gewonnen werden. Die erhaltéhdturen bestehen immer aus
einer Mischung von Fibroblasten und Myoblasten. dbur bestimmte

Kuturbedingung/Techniken kann jedoch das Wachstwon wWyoblasten in solchen
gemischten Kuturen gefdrdert werden. Praparatiobrgomaler Skelettmuskel fuhrt zu
einer hohen Ausbeute an Zellen die sehr schnellfgnieren. Die Praparation adulter
Skelettmuskeln fihrt zu einer deutlich geringereellalisbeute, doch sind in diesen

Kulturen weniger Fibroblasten vorhanden.

24.1 Isolation primarer Maus Myoblasten aus embryonalen
Skelettmuskeln

Embryonen (ab ED16.5) werden durch Abtrennung degfés getdtet. Die Hinterbeine
und das Zwerchfell, welches grob zerrupft wird,aduspraparieren und in eiskaltem PBS
sammeln. Anschliel3end die Muskeln in ein 1,5ml| HBploef Gefald Gberfihren und 750 pl
Kollagenase/Dispase (~2ml/lmg Gewebe) hinzuflgeie. Muskeln bei 37°C fur 45
Minuten verdauen. Alle 15 Minuten die Lésung mitesi Pipette resuspendieren. Nach 45
Minuten Inkubation 150ul Trypsin hinzufigen resusgpieren und weitere 15 Minuten
inkubieren. Die Losung bei 300 rcf fur 5 Minutemtrédugieren, den Uberstand verwerfen
das Pellet in F10 Medium resuspendieren. Anschtié3@rd die Zellsupsension 1:6 auf
Fibronection beschichtete Vertiefungen von 1°cBthalen ausgeséat (24-well Platten).
Nach 3 Tagen Inkubation bei 37°C und 5%,3{d alle Myoblasten aus den Zelltrimmer

ausgewachsen und das Medium kann erneuert werden.
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2.4.2 Isolation primarer Maus Myoblasten aus adulten &kaliskeln

Die zu praparierende Maus sollte nicht zu alt sdan,die Ausbeute an Myoblasten mit
steigendem Alter geringer wird.

Nach Totung der Maus durch einen Genickbruch, werle Hinterbeinmuskulatur und
das Zwerchfell entfernt. Die Muskeln grob mit eirfechere zerkleinern und in 1,5 ml
Kollagenase/Dispase (~2ml/lmg Gewebe) aufnehmen.fdit eine 60 minitige
Inkubation der Lésung bei 37°C. Alle 15 Minutenusggendieren. Anschlie3end 250 pl
Trypsin hinzufiigen und weiter 20 Minuten bei gelgieher Resupendierung inkubieren.
Die Zellsupension in 5 ml F10 Medium aufnehmen thdr ein Zellsieb filtern um grobe
Trummer zu entfernen. AnschlieBend wird die Suspenbei 300 rcf fur 10 Minuten
zentrifugiert. Den Uberstand verwerfen und das éPedinschlieRen in F10 Medium
aufnehmen. Die Zellsuspension auf eine mit Fibrooecbeschichtete 9 ¢mSchale
aussaen. Nach 3 Tagen Inkubation bei 37°C und 5% (3@ alle Myoblasten aus den
Zelltrimmer ausgewachsen und das Mediumg kann erneerden.

2.5 Kultivierung primarer Mausmyoblasten

25.1 Beschichtung der Schalenbdden mit Fibronectin

Primare Myoblasten missen stets auf Fibronectiattehteten Schalenbdden kultiviert
werden, da sich die Zellen sonst wahrend der Riffeierung ablésen. Dazu die Boden mit
der Fibronectinlésung bei R.T. fur 30 Minuten inlaren und mit PBS waschen. Diese
Arbeiten ausschlie3lich mit einer Pipette ausfihrda sonst die Fibronectionmatrix

zerstoren werden kénnte.

2.5.2 Kultivierung primarer Maus Myoblasten

Die Zellen werden alle 2-3 Tage mit F10 Medium ¢geiti. Dabei darf niemals das
Medium vollstandig abgesaugt werden, da sich di@lbsten sonst sofort ablésen. Bei
50%-60% Konfluenz miussen die Zellen passagiert everaim eine Differenzierung in
Myotuben zu verhindern. Die Gabe von Differenzigggmedium fuhrt zur Fusion von
Myoblasten zu kontraktilen Myotuben. Differenziddbnnen die Zellen bis zu zwei

Wochen kultiviert werden.
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253 RT-PCR

Die RT-PCR dient dem Nachweis von Transkripten ime@ Gesamt-RNA Pool von
Zellen oder Geweben. Dabei schreibt die Reversaskrgptase RNA in cDNS um, die
ihrerseits als Matrize einer spezifischen PCR Reakdienen kann. Oligo-dTs, die mit
Poly-(A)-Schwanzen der Transkripte hybridisieremeneén hierbei als Oligonukleotid-
startermolekile. Es werdenu@ RNA mit 1 ul Oligo-dT (0,5 pg/ul) versetzt und auf ein
Reaktionsvolumen von 12 ul mit DEPC-H20 aufgefilanach erfolgt die Denaturierung
fur 10 min bei 72°C im Wasserbad. Die Anlagerung@kgo-dTs erfolgt durch 2minttige
Inkubation auf Eis. Nun gibt man 1 pl dNTP’s (10 )M pl RNasin® (40 U/ul), 2 pl
DTT (0,1 M), 4 pl 5 x Puffer und 1 pl SuperskrifftT Reverse Transkriptase (200 U/ul)
zum Reaktionansatz, der fir 50 Minuten bei 42°Cuimért wird. Es folgt die
Denaturierung bei 72°C fur 15min. Die cDNS kann-6&0°C gelagert werden.

2.6 Kalziumbildgebung

Intrazellulares Kalzium kann Uber Kalzium sensitivarbstoffe nachgeweisen werden.
Kalziumbindung fihrt dabei zur Verschiebung der Hssonswellenlange des
Farbstoffes. Die die Verschiebung der Emission@méiinge kann vermessen werden und
speigelt qualitativ Veranderungen der {Gawieder.

In dieser Arbeit wurde der Kalzium Farbstoff FURAAM verwand. Der Farbstoff ist
Membranpermeabel und erst die Abspaltung der ateiyyh Gruppe (AM) druch
endogene Esterasen lasst den Farbstoff Membrasringabel werden.

2.6.1 Beladung der Zellen mit FURA 2 AM

Die Beladung der Zellen erfolgte in Ringerlésung,ich Medium enthaltenes Serum zur
Abpaltung der AM-ester Gruppe fuhren kann. Beladeinden die Zellen in Ringerldsung
versetzt mit 7,5 um FURA-2AM und 0,75 pum Pleurofiic 20 Minuten bei 37°C und

5%Caq.

Nach mehrmaligem waschen der Zellen mit Ringerlgsuarden sie vermessen.
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2.6.2 Kontamination der Kalziummessungen durch eGFP

Die Anregungs- und Emmssionwellenlangen von eGHP FIWRA 2 sind ahnlich. Dies
fuhrt zur Kontamination der FURA 2 Messungen undnrkazu deutlichen
Fehlinterpretationen der Experimente fuhren (Badsaat al. 2001). So wurde die Methode
von Ainscow et al. (2000) zur Auswertung der Daterwand. In dieser Arbeit wurde die
wahrend einer Kontraktion hervorgerufene {iaErhthung als maximaler Referenzwert

verwand.

2.7 Exvivo Mikroinjektion von Farbstoffen in
Skelettmuskelfasern

Zur lontophoretischen Injektion von Neurobiotin $kelettmuskelrex vivo wurden der
Soleus und EDL Muskeln verwand. Nach Tétung der $éadurch einen Genickbruch
wurden die Muskeln aus den hinterbeinen préapaner 20 Minuten in eiskalter
Ringerldsung inkubiert. Nachfolgend wurden die Melekzwischen eine Buroklammer
geklebt und in die Messkammer Uberflhrt. Die Ingkierfolgte in Ringerldsung bei R.T.
Der Farbstoff wurde mit 0,5 nA bei 1Hz fir 5 Minat@njiziert. Um die Viabilitat der
Fasern zu prufen, wurde wahrend der Injektion stassMembranpotential der injizierten
Fasern gemessen. Es wurden nur solche Fasern mweftung herangezogen, welche
wahrend der Injektion mindestens ein Membranpaténtn -30 mV besal3en (Maltzahn,
Doktorarbeit 2008). Die Praparate wurden nach dgktion kurz in PBSgewaschen,
30 Minuten in einer Glutaraldehydlésung fixiert uatermals 3 x 5 Minuten in PBS
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation Avidin gekoppelter Meerrettich-
Peroxidaselosung fir 2 Stunden. Uberschissigaurigisiurde daraufhin durch waschen
in PBS entfernt. Der Nachweis der Peroxidase erfolgtetetsitdes Reagenziensatzes
»Histo-Green POD Substrat Kit* (Linaris).
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2.8 Histologische Techniken

2.8.1 Herstellen von Kryoschnitte

Diese Methode erlaubt das Schneiden von tiefgefmreGeweben ohne vorherige
Fixierung. Besonders im Hinblick auf anschlie3efrdmunfluoreszenzenanalysen ist dies
vorteilhaft.

Das Gewebe wird auf den Objektteller mit Tissue Testgefroren und dieser in das
Gefriermikrotom (HM 500 OM, MICROM) gespannt. DidiKlraumtemperatur wird auf
-20°C eingestellt, die Objekttemperatur auf -19#3. werden Schnitte von 12-320m
Dicke angefertigt, die auf einem Objekttrager anfgamen wurden. Nachdem diese

20min an der Luft getrocknet sind, werden die aedigften Objekte bei -70°C aufbewahrt.

2.8.2 Immunofluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ermdéglicht es Proteine, iniefiten Geweben und Zellen zu
untersuchen. So kénnen Aussagen Uber die Lokalsaines Proteins in den Zellen,
sowie dessen Expressionsgrad getroffen werden.

Die Gewebeschnitte werden fir 10min in PFA fixiend anschlie3en mit PBS gewaschen
(3x5 min). Bei Bedarf folgt die Kernfarbung mit Prdiumiodid (1:25000 in PBS) und
anschlieBendes Waschen (5min in PBS). Der Farbstigfikaliert mit der DNS. Da dies
jedoch auch mit RNA geschahe, werden die Schnitteorz einem RNase-Verdau
ausgesetzt (RNase 2000; 1:100 in PBS).

Unspezifische Bindungen werden durch InkubatiorBiackierungslosung (5% BSA in
PBS) fir 45 min abgesattigt. Die Primar-Antikorgsing wird anschlielend 1h bei RT
(oder U.N. bei 4°C) inkubiert und mit PB&x5 min) gewaschen. So werden unspezifisch
gebundene Antikérper entfernt. Darauf folgt di&kubation der Schnitte mit der
Sekundar-Antikorperlésung fir 1h und nachfolgendédwaschen unspezifisch
gebundener Antikérper mit PBY3x5min). Die Sekundar-Antikbrper tragen einen
Fluoreszensfarbstoff, der angeregt durch einen rLas#er UV-Licht (bestimmter
Wellenlange) fluoresziert und unter dem Mikrosk&ysN 510 META, Zeiss) sichtbar

wird.
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2.8.3 HE-F&arbung

Mittels der Hamatoxylin-Eosin Farbung werden Zailiee blau und das Cytoplasma rot
angefarbt. Die in H20 aufgenommenen Schnitte werdén ca.2 min in der

Hamatoxylinldsung inkubiert. Danach folgt das blauenter laufendem lauwarmen
Leitungswasser. Die Schnitte werden dann fir 20 imif,1% Eosinldsung gefarbt und
anschlielBend kurz mit Leitungswasser gewaschen.gefarbten Praparate werden in

Entellaneingedeckelt.

2.8.4  Statistische Auswertung

Zur Statischtischen Auswertung wurde der T-testamgrezogen. Ein p-Wert kleiner 0,05
wurde als signifikant, ein p-Wert kleiner 0,005 latxh signifikant bezeichnet.
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3 Material

3.1.1  Allgemeine Losungen

Falls nicht anders vermerkt, werden Losungen rarilstm A. bidest angesetzt und bei RT
aufbewahrt. Die pH-Werte werden mit 10 N NaOH ddé&l konz. eingestellt.

PBS (pH 7,2)

SDS-Stammlésung (10 %)

TBS (pH 7,5)

Tris-HCI (pH 7,4)

DEPC-HO

dNTP-Mix (10 mM)

Proteinase K-Lésung (20ug/ul)

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

8,1 mM NaHPQO,

1,5 mM KH,PO,

fur die Kultur von Hel37-Zellen 20 min autoklaviere

10%ige (w/v) Natriumdodsaaiyhtlésung

10 mM Tris
50 mM NaCl

1 M Tris

in 1 M HCI ansetzen

A. bidest mit 0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat ver

setzen, 1 h autoklavieren

je 0,1 Vol. 100 mM dATP, dCTPGAP, dTTP
0,6 Vol. TE-Puffer (pH 8,0)
bei -20°C lagern.

20 mg Proteinase K

in 1 ml A. bidest l6sen;
Aliquots bei -20°C lagern.
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Lysozym-Stammldsung (10ug/ul)

RNase 2000

TE-Puffer (pH 8)

Laird Puffer

DNS-Ladepuffer (6x)

dNTP-Mix

5x First-Strand Puffer

MgCl,—L6sung

10x PCR-Puffer

10 mg Lysozym
in 1 ml A. bidest l6sen;

Aliquots bei -20°C lagern.

100 mg RNase A
1 ml RNase T (1 x T0U)
49 ml RNase-Puffer
15 min kochen, langsam abktihlen lassen und in

2 ml-Aliquots bei -20°C lagern.

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

20 min autoklavieren

100 mM Tris-HCI
200 mM NacCl
5mM EDTA
0,2 % (w/v) SDS

vor Gebrauch Zugabe von 3 ul Proteinase K-Lsg.
0,25% Brorepblblau
0,25% Xylencyanol

30% Glyzerin

je Oybl. 0,1 M dATP, dCTP, dGTP, dTTP
0,6 Vol. TE-Puffer

250 mMsTHCI (pH 8,3)
375 mM KCI
15 mM MgC}

25 mM Mg@Promega)

kommeklz{Promega)
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TE-Puffer

10T ris-HCI (pH 8,0)
1mM EDTA

20 Minuten autoklaviert

3.1.2 Losungen fur die Zellkultur

D10-Medium

F-10 Medium fir primare

Myoblasten

D10-Medium zur

Differenzierung

PI1S-Stammldsung

Versine-Trypsin-Lésung

DMEM
10% fotales Kélberserum
(30 min bei 56°C hitzeinaktiviert)
5 ml Pen/Strep Stammloésung

400 ml F-10 Medium
100 ml Pferdeserum
5mlPIS
50 ul bFGF

DMEM
106tales Kalberserum
5 ml PIS

0,6% Penicillin G
1,0% Streptomycinsulfat
pH 8,2

8,0 g NaCl
0,4 g KCI
1,0 g Glukose
0,2g EDTA
a6 Trypsinlésung (2,5% in PBS
ad. 1l
pH 7,5
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Pen/Strep-Stammlésung 0,6% Peniddlin
1,0% Streptomycinsulfat
pH 8,2

Versine-Trypsin-Losung 8,0 g NaCl
0,4 g KCI
1,0 g Glukose
0,2 g EDTA
a6 Trypsinlosung (2,5% in PBS
ad. 1l
pH 7,5

3.1.3 Lésungen fur den Immunoblot

APS (10 %) 10 %A mmoniumpersulfat)

Blockierungslésung 4 % (WN3Bin PBS

(Immunfluoreszenz)

Blockierungslésung 5 % (w/valermilchpulver (Sucofin)
(Immunoblot) in Waschpuffer

CoomassieBrillantBlug’ 0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250
-Féarbelésung 10w Essigsaure

50 % (v/v) Methanol

Losung durch Faltenfilter filtrieren

Coomassie-Entfarber 10 % (Es¥igsaure
30 % (v/v) Methanol

Elektrophoresepuffer (10x) 0,25 M TBiase
1,92 M Glyzin
1 % (w/v) SDS
pH 8,3
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Lammli-Probenpuffer (4x)

Lammli-Puffer (4x)

Ponceau-Farbeldsung

(lichtgeschitzt lagern)
Sammelgelpuffer

(L6sung D)

Sammelgelpuffer (4x)

Trenngelpuffer (4x)

Waschpuffer

Transferpuffer

250 mM Tris
12 % (w/v) SDS
40 % (v/v) Glyzerin
0,04 % (w/v) Bromphenolblau
20 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
pH 6,8

12%/¢) SDS
250mM Tris
40 % (v/v) Glyzerin

0,2 %)(Ronceau S
1 9] Essigséaure

0,5 M Tris
0,4 % (w/v) SDS
pH 6,8

0,5M Tri€H
0,4 % (w/v) SDS
pH 6,8

1,5 M HHCI
0,4 % (w/v) SDS
pH 8,8 Lagerung bei 4°C

8,Mniris-HCI
1,7 mM Tris-Base

20 mM Tris
150 mMGlyzin
20 % Methanol
(pH 8,1-8,3)
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3.14 Lésungen fur die Silberfarbung

Die Losungen stets frisch ansetzen und bei R.Tkeluragern.

Fixierungslosung

Waschlésung

Sensitivierungslosung

Farbelbsung

Entwicklerlésung

Stopldésung

100 ml Ethanol
25 ml Essigsaure
ad 250 ml mit dest. Wasser

dest. Wasser

75 ml Ethanol
1,25 ml Glutaraldehyd
10 ml Natriumthiosulfat
17 g Natriumacetat

ad 250 ml mit dest. Wasser

25 ml Silbernitrat (2,5% wi/v)
0,1 ml Foramaldehyd (37% w/v)
in 250 ml dest. Wasser

6,25 g Natriumcarbonat
0,05 ml Formaldehyd

in 250 ml dest. Wasser

3,65 g EDTA-Na
250 ml dest. Wasser
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3.1.5 Lésungen fur die Mikroinjektion/Kalziumbildgebung

Ringerldsung

Ethidiumbromid-Lésung

Glutaraldehyd-L6sung

KCI-Stammldsung

LiCl-Stammldsung

Lucifer-Yellow-Losung

Meerettich-PO-L6sung
Peroxidase

Neurobiotin-Losung

Triton-X-100-L6sung

115 mM NaCl
4,7 mM KCI
1,8 mM CacCl
1,2 mM KHOP;,
1,2 mM MgSa
20 mM Naceg
5 mM Glucose
10 mM HEPES
pH 7,6

5 pg/ml

12K Cl

1 % (v/v) Glutaraldehyd in PBS

Loguwird vor dem Experiment frisch angesetzt

1 M KCI

1 M LiCl

4 % (w/v) Lucifer-Ylew

sterilfiltrieren und bei 4°C lichtgeschutzgé&an
0,1 % (v/v) Avidin [@ekoppelte Meerettich-
in B.6sung immer frisch ansetzen
6 % (w/v) Neuratio
0,4Rkodamin-3-Isothiocyanat Dextran
0,1T™s
pH67,

Lageg lichtgeschitzt bei 4°C

2 % (v/v) Triton-X00 in PBS
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3.1.6 Verwandte Gerate

Geratebezeichnung
Brutschrank BB6220
Entwicklermaschine Curix 60

Elektrophoresekammer Perfect bitle

Elektrophoresekammer Mighty-Small [| SE250/SE260 $k245

Feinwaage Navigator

Fluorometer Genios

Geltrockner M583 Gel Dryer
Heizblock DRI-Block DB3

Heizgerat TRZ 3700 (Mikroinjektion)
Image Mastét VDS

Inkubator 6000

Inkubationskammer Knusperbox
Kapillarenzieher horizontal P-97
Kolbenhubpipette Pipetman (20, 200, 1000 pl)
Kahlzentrifuge 5415R
Kahlzentrifuge J2-21 mit Rotor JA20
Kahlzentrifuge Multifuge primoR
Magnetriihrer MR 2002
Mikromanipulator

Mikroskop IM 35

Mikroskop LSM 510

Mikroskop mit Epifluoreszenz, Axiophot
Mikrowelle MW 800

PCR-Maschine PTC-200
PCR-Maschine PTC-100
PCR-Maschine Primus 96 plus
Peristaltische Pumpe P-1
Pipettierhilfe vac-petus

Pipettierhilfe accu-jet

Polytron-Homogenisatorstab
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Hersteller
Heraeus
Agfa
PegLab
Hoefer
Ohaus
Tecan
Bio-Rad
Techne
Zeiss
Pharmacia Biotech
Heraeus
Stollwerk
Sutter Instruments
Gilson
Eppendorf
Beckman
Heraeus
Heidolph
Eppendorf
Zeiss
Zeiss
Zeiss
Continent
Biozym
Biozym
MWG AG Biotech
Amersham
Faust
Brand
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Semi-Dry-Blotkammer
Spannungsgerat Bio-Rad 1000/500
Spannungsgerat LKB GPS 200/400
Spektralphotometer DU 640

TILL Imaging System
Uberkopf-Inkubator roto-mix
Uberkopf-Inkubator roto-mix
Ultraschallbad Transsonic T460

UV-Transilluminator Image Master VDS
Wasserbad E100

Wasserbad PC
Wasserbad Shake Temp SW21

3.1.7 Reagenziensatze

Bichinonic Acid Kit for Protein Determination

DIG High Prime DNA Labeling and Detection Startaet K
Jetstar Plasmid Midi Kit 50

Megaprime-DNA labeling system

Perfectpref Gel Cleanup Kit

pGEM-T Easy Vector System |

Restoré™ Western Blot Stripping

RNAeasy Mini Kit

SuperSigndl West Pico Chemiluminescent Substrate
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BioRad
Bio-Rad
Pharmacia

Beckmann

Till Photonics

NeolLab

NeolLab

Elma

Pharmacia
Lauda

Julabo

Julabo

@na
Roche
JETstar
Amersham
Eppendorf
Promega
Pierce
Qiagen
Pierce
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3.1.8 Primare Antikorper

Antigen Antikdrpertyp | Herkunft Verdinnung |Referenz

Actinin

Cx39 polyklonal Kaninchen 1:100 von Maltzahn et|al.
2004

Cx43 polyklonal Kaninchen 1:1000 Schlieker,
Diplomarbeit 2000

Cx45 polyklonal Kaninchen 1:500 U. Jannsen Bienfold
Oldenburg

Tubulin polyklonal Maus 1:10000 Chemicon

Living colors polyklonal Kaninchen 1:500 Clontech

eGFP

My32 monoklonal Maus 1:1000 Sigma

SERCA monoklonal Maus 1:500 Abcam

RyR monoklonal Maus 1:500 Abcam

DHPR (lID5E1) monoklonal Kaninchen 1:100 DSHB

3.1.9 Sekundare Antikorper
Herkunft Antigen Verdinnung |Referenz

Alexa 488 Ziege Kaninchen 1:1000 MoBiTec

Alexa 594 Ziege Kaninchen 1:1000 MoBiTec

Cy2 Ziege Kaninchen 1:200 Dianova

Peroxidase Ziege Maus 1:1000 Dianova

Peroxidase Ziege Kaninchen 1:1000 Dianova
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3.1.10 Mauslinien

Bezeichnung

Kurzbeschreibung

Referenz

C57BL/6 Inzuchtstamm, schwarz Charles River
Cx43CFP Mauslinie zur ExpressiopJoachim Degen
des CFP unter Kontrolle des
Cx43 Promotors
Cx43tetOeGFP Mauslinie zur ExpressionDoéring, Dissertation 2005
des Cx43 und eGFP ubgr
das TetOFF System
Cx45lacz Mauslinie zur Expression | Krlger et al. 2000
des lacZ Gens unter
Kontrolle des Cx45
Promotors
MCKItTA Mauslinie zur Expression | Ahmad et al. 2000

des Tet-Transaktivators
unter Kontrolle des MCK
Promotors
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4  Ergebnisse

4.1 Ektopische Expression von Cx43 in adulten
Skelettmuskelfasern

Ein zentraler Bestandteil der einwandfreien Funktenes Muskels ist die elektrische
Isolation der einzelnen Skelettmuskelfasern (Demnisl. 1981). Connexine, bzw. Gap
Junctions koppeln Zellen metabolisch und elektrigntereinander und so galt der adulte
Skelettmuskel als eines der wenigen Gewebe, wekies Connexine exprimiert (Gilula
1987). Um die Bedeutung der elektrischen Isolatiorerhalb der Muskelphysiologie zu
studieren, sollte die elektrische Isolation Uberektopische Expression des Connexin43 in
adulten Skelettmuskelfasern aufgehoben werden.

4.1.1 Erzeugung der Mauslinie zur skelettmuskel-spezibsc
ektopischen Expression von Cx43

Verpaart wurden die Cx43tetOeGFP Mauslinie (Doribpktorarbeit, 2005) mit der
MCKITA Mauslinie (Ahmad et al. 2000), um Cx43 ekisgh im adulten Skelettmuskel
exprimieren zu konnen. Der Tetrazyklin Transaktiva(tTA), unter Kontrolle des
skelettmuskel-spezifischen Muskel-Kreatin-KinaseorRotors (MCK), aktiviert die
bidirektionale Expression von Cx43 und des Repgetes e GFP.

Spezifische Funktionalitat des Systems wurde lseneitder dieser Arbeit vorhergehenden
Diplomarbeit (Wulf, Diplomarbeit 2006) gezeigt. Ms die Cx43 ektopisch im
Skelettmuskel exprimierten, liel3en keinen offenticien Phanotyp erkennen.
Untersucht wurden jeweils ein schnell kontrahieegriduskel, der EDL Muskel (Extensor
Digitorum Longus; lat.: langer Zehenstrecker) uma langsam kontrahierender Muskel,
der Soleus Muskel (lat.: Schollenmuskel). Die Asaly zeigten, dass in beiden
Muskeltypen Cx43 und eGFP ektopisch exprimiert war&onnte (s.Abb. 7 u. 8). In
Wildtyp Muskeln wurde weder Cx43 noch eGFP nachgsenn.

Im Folgenden werden Mause, die Cx43 ektopisch imeledtmuskel exprimieren, als

Transgen bezeichnet.
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4.1.2 Immunfluoreszenz-Analysen an Cx43 ektopisch exmienden
Skelettmuskeln

Um die Lokalisation von Cx43 innerhalb Transgenkel&tmuskelfasern zu bestimmen,
wurden Immunfluoreszenz-Analysen an Kryoschnittenttels Cx43 Antikérpern
durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass Cx43 Signal@ransgenen Skelettmuskelfasern im
gesamten Bereich der Plasmamembran zu finden wddén.Signale waren dabei
weitgehend gleichmaRig tUber die Membran verteild micht auf bestimmte Regionen
beschrankt (s. Abb.7). Auferdem waren Cx43 Signaeeinzelt und unregelmaliig
innerhalb der Fasern erkennbar. Dies kdnnte aué eiokalisation des Proteins in
intrazellularen Vesikeln deuten.

Der Soleus, ein langsam kontrahierender Muskelgeringem Muskelfaser-Durchmesser,
zeigte deutliche Unterschiede in Intensitat der RGEignale (Reportergen), beim
Vergleich der einzelnen Fasern eines Muskels uinmder (s.Abb.7 D). Im EDL, einem
schnell kontrahierendem Muskel mit groRem FasercBuesser, wurden eGFP Signale in
allen Fasern mit &hnlicher Intensitat nachgewigsefbb.7 B).

Da die Fasern im Muskel aneinander liegen, und dr4@r Membran lokalisiert war,

konnte eine Kopplung der Fasern durch Gap Junctimig ausgeschlossen werden.
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Cx43 Cx43/
-
-

Abb.7.. Immunfluoreszenz-Analysen an Querschnittenadulter Cx43 ektopisch

EDL

Soleus

exprimierender Skelettmuskeln.

Verwendet wurden Antikorper gegen Cx43. EGFP korthitekt nachgewiesen werden.
Bilder A und C zeigen Aufnahmen des Cx43 Signalsyri8l D Aufnahmen des eGFP
Signals. In beiden Muskeltypen (Soleus: langsam trkbrerend; EDL: schnell
kontrahierend) sind Cx43 Signale vornehmlich imdéar der Plasmamembran zu finden.
Zudem sind vereinzelnt und unregelmalRlig Cx43 Segimailerhalb der Fasern erkennbar,
die auf eine Lokalisation von Cx43 in intrazelldér Vesikeln deuten koénnten.
Immunfluoreszenz-Analysen an Wildtyp Muskeln zeigteeder Signale fur Cx43 noch
eGFP (Daten nicht gezeigt). Mal3stabsbalken: 10um.
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4.1.3 Immunoblot-Analysen Cx43 ektopisch exprimierender
Skelettmuskelfasern

Im Immunoblot kénnen drei Phosphorylierungsmusten ¥x43 nachgewiesen werden
(PO, P1, P2; s.Abb.8; vgl. HM1), wobei das Musigtr bestimmten Funktionen von Cx43
korreliert werden kann (Lampe et al. 2006). Anatyaae Cx43 ektopisch exprimierenden-
(tg) Skelettmuskellysaten, sollten Aufschluss Ubdas Cx43 Phosphorylierungs-Muster
und somit Hinweise auf dessen Funktionalitat geben.

Zum einen zeigte sich, dass Cx43 und eGFP SignalénnTransgenen Lysaten (tg) und
nicht in Wildtyp Lysaten (wt) nachgewiesen wurdeunZ anderen war ektopisch
exprimiertes Cx43 in Skelettmuskeln nur bis zurSafe phosphoryliert (s. Abb. 8). Im
Gegensatz dazu konnten in HM1 Zellysaten, eindsrgomalen Maus Stammzell-Linie,
die funktionale Cx43 Gap Junction ausbilden, alleei dPhosphorylierungsstufen

nachgewiesen werden.

iz wi g wi
EDL Soleus HMI

o S0kDa

= | | —

o 17kDa

S_. *

= - |?.'W-.]’fl:l

= StkDa

= -‘——

T -
17kDa

Abb.8.: Immunoblot-Analysen von Cx43 ektopisch expmierenden- (tg) und Wildtyp
Skelttmuskellysaten.

Verwendung fanden Antikorper gegen Cx43, GFP undinAkAufgetragen wurden
Muskellysate des EDL und Soleus von Cx43 ektopesgtrimierenden- (tg) und Wildtyp
Lysaten (wt), des Weiteren als Kontrolle ein HM1l¥eat. Ektopisch exprimiertes Cx43
war nur bis zur P1 Stufe phosphoryliert.
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4.1.4 Mikroinjektion von Neurobiotin in Cx43 ektopisch
exprimierende Skelettmuskelfasern

Der Nachweis einer moglichen Gap Junction KoppltnGx43 ektopisch exprimierenden
Skelettmuskelfasern sollte Uber die Mikroinjektaon Neurobiotin erfolgen. Neurobiotin
ist ein Molekll mit einer molekularen Masse von 8@ und permeabel fir die meisten
Connexin Kanéle, darunter Cx43 (Elfgang et al. 1998 Ausbreitung von Neurobiotin
in benachbarte Fasern sollte eine mdgliche Gaptidmnkopplung nachweisen. Viabilitat
der injizierten Fasern wurde dabei stets durch Meggles Membranpotentials wahrend
der Injektion gepruft (s. Kapitel 2.7).

Es zeigte sich, dass Neurobiotin, injiziert in Fasges EDL - (Abb.9 A) oder des Soleus
Muskels, nicht in benachbarte Fasern diffundiegge metabolische Gap Junction
Kopplung demnach ausgeschlossen werden konnte. dibse Methode konnte jedoch
nicht vollstéandig eine elektrische Kopplung der dfas untereinander ausgeschlossen
werden. lonen, die elektrische Strome tragen, sumd ein vielfaches kleiner als
Neurobiotin, und kdnnten mogliche Cx43 Gap Junetimatzdem passieren.

Neurobiotin Mikroinjektion

EDL
NI (oIN

Abb.9.: Ex vivo Mikroinjektion von Neurobiotin in Cx43 ektopisch exprimierende
Skelettmuskeln.

Neurobiotin wurde fur 20 Minuten in eine Muskelfasdiziert, wobei die Viabilitat der
Faser stets durch Messung des Membranpotentiat&fgeprde. Anschliel3end wurde der
Muskel fixiert und Neurobiotin immunhistochemisclachgewiesen (s. Abschnitt 2.7).
Cx43 ektopisch exprimierende Muskeln zeigten weneEDL (A) noch im Soleus (B)
eine Ausbreitung von Neurobiotin in benachbarte Rélfasern. Auch in Wildtyp Muskeln
konnte keine Diffusion von Neurobiotin in benactibaMuskelfasern nachgeweisen
werden (Daten nicht gezeigt). MalR3stabsbalken: 20um.
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4.1.5  ATP-Freisetzungsuntersuchungen an Cx43 ektopisch
exprimierenden Skelettmuskelfasern

Zur Untersuchung der Funktionalitdt von ektopisgpramiertem Cx43 in Skelettmuskeln
wurden ATP-Freisetzungsuntersuchungen durchgefihit? kann Cx43 Halbkandale
passieren und in relativer Quantitat nachgewieseren. Mogliche Cx43 Halbkanale im
Skelettmuskel wurden dabei durch Kalziumentzug iedMm getffnet (Kang et al. 2008).
Es zeigte sich, dass Cx43 ektopisch exprimierendskiln (Abb.10. schwarze Balken)
signifikant mehr ATP freisetzten als Wildtyp Muskedenen Cx43 fehlte (Abb.9. weil3e
Balken). D.h.: sowohl Cx43 bildet funktionale Hadlniédle im Skelettmuskel als auch, dass
bereits endogen ATP permeable Kanale im Skeletteduskiv sind, deren Offnung durch

Kalziumentzug hervorgerufen werden kann.

EDL Soleus

800 % 800

. . B Transgen
g 800 E 600 . Wlldtyp
N N
8 500 % 00 *
£ £
E 400 400
2 £
—_ * ]
T). a0 T) 20

100 100

04 04

FFA FFA FFA FFA

Abb.10.: Untersuchungen zur ATP-Freisetzung an Cx43ktopisch exprimierenden -
(tg; schwarze Balken) und Wildtyp (wt; weil3e Balken EDL und Soleus Muskeln.

Die Skelettmuskeln wurden in physiologischer Ldsungubiert und anschlieRend die
Offnung von Halbkanalen tber Kalziumentzug stimtliéNach 20 Minuten Inkubatio
wurde die ATP Menge in der Badlosung chemiluminaiselh vermessen. Cx43 ektopisch
exprimierende Muskeln (n=8) setzen signifikant m&mP frei als Wildtyp Muskelrin=7).
Applikation des Halbkanalblocker FFA (100uM fir Minuten) fihrte in allen Fallen (wi:
n=7; tg: n=5) zur signifikanten Verminderung fresgé&zten ATPs (*: p<0,05).
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Die freigesetzte ATP Menge war im Cx43 ektopiscprarierendem EDL war um das
1,3-fache, im Soleus um das 3,3-fache jeweils imghé&ch zu Wildtyp Muskeln erhoht.

Unabhangig vom Genotyp wurde vom EDL, einem schiaitrahierenden Muskel, (tg u.
wt) stets mehr ATP freigesetzt als vom Soleus, mitengsam kontrahierenden Muskel.
Applikation des Halbkanal-Blockers FFA (flufenaméxid) reduzierte die Menge an
freigesetztem ATP in allen Féllen signifikant (AbD. graue Balken). Trotz Applikation
des Halbkanal-Blockers konnte die ATP Freisetzumptnvollstandig verhindert werden
(s. graue Balken). Dies lasst vermuten, dass Kdreteon und Dauer der Halbkanal-
Blocker Applikation zu gering waren (Harris and kec2010), um alle méglichen

Halbkanéle vollstandig zu blockieren.

4.1.6 Kraft-Frequenz Messungen an Cx43 ektopisch expranien
Skelettmuskelfasern

Zur Bestimmung der Kontraktionscharakteristika vBR43 ektopisch exprimierenden
Skelettmuskeln wurden Isometrische Kraft-Frequeresdtingen in Kooperation mit Frau
Dr. Daniela Wenzel (AG Fleischmann) durchgefihrabBi wurde der Muskel mit
bestimmten Frequenzen stimuliert und die resultigee<raft gemessen.

Abb.11. zeigt, dass Cx43 ektopisch exprimierendelednuskeln (tg; rote Kurven) bei
bestimmten Frequenzen héhere relative Kraft enwliek im Vergleich zu Wildtyp

Muskeln (wt; schwarze Kurven).

Im EDL war dies bis zu Frequenzen von 50 Hz, (93 Maximal-Kraft) und im Soleus

bei Frequenzen bis zu 20 Hz (79% der Maximal-Kraét) Fall (s. Abb.11).
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Abb.11.: Kraft-Frequenz Messungen an Cx43 ektopisclexprimierenden- (tg) und
Wildtyp (wt) Muskeln.

Sowohl der EDL als auch der Soleus Muskel Cx43mktd exprimierend (tg, rote Kurve)
zeigten gegenudber Wildtyp Muskeln (wt, schwarze Melr signifikant erhohte
Kraftentwicklung bei bestimmten Frequenzen (*: @8), EDL —tg: n=6, wt n=5;
Soleus —tg: n=7; wt: n=9).

4.1.7 Untersuchung der MHC Isoformen Expression an Cx43
ektopisch exprimierende Skelettmuskelfasern

Die Zusammensetzung der MHC Isoformen ist fur jeMerskeltyp charakteristisch und
bestimmt u.a. dessen Kontraktionseigenschaftenigficlo et al. 2007). Im adulten
Muskel werden vier Isoformen exprimiert, die nadr Kinetik der ATP-Umsatzrate an
den Myosinképfen eingeteilt werden. Der EDL expegniiausschliel3lich die schnellen
MHC Isoformen MHC lla, lIx und llb, der Soleus, megb MHC IlIx und MHC llb
vorrangig die langsame Isoform MHC | (Pette and@t2000).

Analyse der MHC Zusammensetzung an Cx43 ektopigghimierenden EDL zeigten,
dass die Expression der MHC IIb Isoform im Verdheizum Wildtyp EDL Muskel
signifikant erhdht war (s. Abb. 12). Im Soleus Meiskeigte die MHC Zusammensetzung
keine signifikante Veranderung in Cx43 ektopisclprarierenden Skelettmuskeln im
Vergleich zu Wildtyp Muskeln (s.Abb. 13).
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Abb.12.: Analyse zur MHC Isoformen Expression im EL. Muskel.

Untersucht wurden Cx43 ektopisch exprimierende {tghd Wildtyp Muskeln (wt). (A)
Representative Bilder einer elektrophoretischenlysgder MHC Isoformen im EDL.
Exprimiert werden MHC lla, lIx und llb. Die MHC Isbform wird im EDL nicht
exprimiert. Ein Wildtyp Tibialis anterior Muskel elite als Standard. (B) Quantifizierung
der elektrophoretischen Analysen zeigten eine fkgmt erhohte MHC Ilb Expression in
Cx43 ektopisch exprimierenden EDL Muskeln (*: p<&).@1t u. tg: n=4).
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Abb.13.: Analyse zur MHC Isoformen Expression im Skeus Muskel.

Untersucht wurden Cx43 ektopisch exprimierende {tghd Wildtyp Muskeln (wt). (A)
Representative Bilder einer elektrophoretischenlysgader MHC Isoformen im Soleus, in
dem die MHC |, lIx und Ilb, jedoch nicht MHC llad®rmen exprimiert werden. MHC lla
wird nur in einer sehr geringen Menge und nichtrgifizierbar exprimiert. Ein Wildtyp
Gastrocnemicus Muskel diente als Standard. (B) @umerung der elektrophoretischen
Analyse. Die Untersuchungen zeigen keine signitdanUnterschiede in der MHC
Isoformen Expression in Cx43 ektopisch exprimiesndgtg) und Wildtyp (wt) Soleus
Muskeln (*: p>0.05; wt u. tg: n=4).

4.1.8 Kalzium Bildgebung an Cx43 ektopisch exprimierenden
primaren Skelettmuskelzellen

Cx43 ektopisch  exprimierende  Skelettmuskeln  zeigteminen verédnderten
Kontraktionsphénotyp. Zudem konnte in Cx43 ektdpisgprimierenden EDL Muskeln
eine veranderte Gentranskription (s.Abb. 12) festdk werden, die den Kontraktions-
phanotpy (s.Abb. 11) erklaren konnte. Veranderundes Kontraktionsphéanotyps sind
Adaptionsmechanismen des Skelettmuskels. Diese &testhen umfassen unter anderem
purinerge Signalwege die Kalzium vermittelt die @&spression im Skelettmuskel
regulieren (Valdes et al. 2008). Um die durch penge Signalwege hervorgerufenen

Anderungen der [C&; =zu charakterisieren und damit den veranderten
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Kontraktionsph&notyp mechanistisch erklaren zu kénn wurden Kalzium Messungen
mittels eines ratiometrsichen Farbstoffes (FURA2)AM Cx43 ektopisch exprimierenden
primaren Myotuben durchgefuhrt, die aus der Hirggnmuskulatur adulter Mause
gewonnen wurden. Stimuliert wurde die faErhohung durch Applikation von ATP
(100uM).
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Abb.14.: Kalzium-Bildgebung an priméren Skelettmuslelzellen nach ATP
Stimulation.

Normierte relative [CH]; vor und 30 Sekunden nach ATP Stimulation. Vermesaerden
Wildtyp Myotuben (A; n=5) sowie Cx43 ektopisch experende Myotuben (B; n=4). **:
p<0,005. B) Representative Bilder der FURA 2AM KFrsrxenz einer primaren Wildtyp
Myotube nach Stimulation. *-Kerne. Mal3stabsbalkighpm.
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Applikation von ATP fuhrte sowohl in Wildtyp Myoten als auch in Cx43 ektopisch
exprimierenden Myotuben zu einer Erhdhung def{lgan primaren Wildtyp Myotuben
war die [C&"]; 30 Sekunden nach Stimulation noch hoch signifikamt das 11-fache
gegeniiber der basalen fCJa erhoht (Abb.14 A). In primaren Cx43 ektopisch
exprimierenden Myotuben war 30 Sekunden nach Apfibk von ATP die [CE];,
lediglich um das 4-fache und statistisch nicht ikgnt gegeniiber der basalen f(Ja
erhoht (Abb.14. B).

Die basale [CH]; war in Cx43 ektopisch exprimierenden Myotuben undidp
Myotuben nicht signifikant unterschiedlich.

Die Experimente zeigten, dass die Kalzium Homoesteech ATP Stimulation in Cx43

ektopisch exprimierenden Myotuben gegentuber Wildityotuben verandert war.

4.2  Die endogene Expression von Cx45 in adulter
Skelettmuskulatur der Maus

Adulte Skelettmuskelfasern sind elektrisch isolierid galten deshalb als eines der
wenigen Gewebe, in denen keine Gap Junctions eigstimerden (Gilula 1987).

In der vorliegenden Arbeit sind Untersuchungen kigediihrt worden, die die endogene
Expression von Cx45 in adulten Skelettmuskeln dausbeschreiben und im Folgenden

vorgestellt werden.

4.2.1  Analysen an Cx45lacz Reporter Mausen zum Nachvexi€g45
Promotoraktivitat in Skelettmuskelfasern

Zur Untersuchung der Cx45 Expression in adulter l[€keuskulatur wurden lacZ
Farbungen an Querschnitten von Cx45lacZ Mausenggrat al. 2000) durchgefihrt. In
diesen Mausen ist die kodierende Region von Cx4khdwein kernstandiges lacZ
Reportergen ausgetauscht.

Die Analysen zeigten, dass lacZ positive Signaleutlod innerhalb adulter
Skelettmuskelfasern nachweisbar waren und demnachCa45 Promotor in adulten
Skelettmuskelfasern aktiv ist (s.Abb. 15). Die Signlagen zumeist in der Peripherie der

Fasern in Bereichen, in denen die Zellkerne in 8kmuskelfasern lokalisiert sind.
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lacZ Farbung

EDL
Sna[os

Abb.15.: LacZ Farbungen an Querschnitten adulter Sklettmuskulatur von
Cx45lacZ Reportermausen.

LacZ Signale waren deutlich innerhalb adulter Skeleskelfasern zu finden.
Mal3stabsbalken: 20 um.

4.2.2 RT-PCR und Immunoblot Analysen anG, Zellen

Die G,C,, Zelllinie ist eine Maus Myoblasten Zelllinie, dads Modell der Skelettmuskel-
Differenzierung dientln vitro kdnnen die Zellen zu kontraktilen Myotuben diffezemt
werden. Um die Cx45 Expression in dieser Zelllimieuntersuchen, wurden RT-PCR und
Immunoblot Analysen zum Nachweis des Cx45 durchHgefu

Da Cx45 in GefalRen, die die Muskulatur durchziebhed versorgen, exprimiert wird,
konnten durch die Analysen an@, kontaminierende Effekte ausgeschlossen werden.
RT-PCR Analysen mittels Primern, die einen Teil #edierenden Region von Cx45
flankieren, wiesen Cx45 Transkript in undifferemt#a und differenzierten Ly, Zellen
nach. Das Cx45 Signal in undifferenziertesC¢ Zellen war dabei deutlich schwacher als
das in differenzierten (s.Abb.16 A). Uber eine RAKRT-PCR konnten genomische
Verunreinigungen der verwendeten cDNS ausgescinogselen.

Anschlie3end sollten Immunoblot-Analysen Cx45 aubt&inebene in &, Zellen
nachweisen. Unter Verwendung von spezifischen Anpigrn (Maxeiner, Doktorarbeit
2004) waren Signale fur Cx45 nur im Tibialis argetind in differenzierten £, Zellen
nachweisbar. In undifferenzierten@, Zellen wurden keine Cx45 Signale, auch nicht
nach langerer Exposition, erkannt (s.Abb.16 B).
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Abb.16.: RT-PCR (A) und Immunoblot (B) Analysen anadulter Skelettmuskulatur
(Tibialis Anterior), undifferenzierten und differen zierenden GC;, Zellen.

Zum Nachweis des Cx45 Transkripts wurden RT-PCR lysem an cDNS von
Skelettmuskeln und L1, Zellen durchgefiihrt. Verwendung fanden Primer,eiieen Teil
der kodierenden Region des Cx45 Gens flankieren hedAnwesenheit der mRNS zu
einem Amplikon von 450bp fihrten. Eine B-Aktin RTIR zeigte, dass die verwendete
cDNS gespleildt (243 bp) und frei von genomischerulieinigungen war (330 bp). Die
Immunoblot-Analysen wurden unter Verwendung von &x&htikérpern durchgefihrt.
Der Tubulinabgleich zeigt, dass gleiche Mengen allygaten aufgetragen wurden. Die
Signalstarke von Cx45 im Tibialis Anterior Ubergtidie von Tubulin um ein Vielfaches,
sodass weniger Protein aufgetragen werden mussteleshalb kein Tubulin Signal im
Tibialis Anterior Lysat sichtbar ist.

4.2.3 Immunfluoreszenz-Analysen an@, Zellen

Immunfluoreszenz-Analysens mittels Cx45 Antikdrpemeigten Cx45 Signale in
Myotuben und differenzierenden Myoblasten (Abb.1y Die Signale schienen dabei
diffus im gesamten Cytoplasma verteilt und nicht &estimmten Stellen der
Plasmamembran angehauft, wie es fur Gap JunctiaguB$ typisch ware. In
undifferenzierten €C;, Zellen dagegen konnten keine Cx45 Signale nacleganiwerden
(Abb.17 A).
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Cx45 Durchlicht

C,C,, undiff.
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Abb.17.: Immunfluoreszenz-Analysen mittels Cx45 ArikGrpern an undifferenzierten
(A u. B) und differenzierenden GC;, Zellen (C u. D).

Cx45 Signale konnten ausschliel3lich in differeremielen Myoblasten bzw. Myotuben
nachgewiesen werden (C). In B und D sind die Dicbtdufnahmen der jeweiligen
Fluoreszenzaufnahmen zu sehen. Mafl3stabsbalkenm20 p

4.2.4 Immunfluoreszenz-Analysen zur Lokalisation von Cx45
adulten Skelettmuskelfasern

Zur Bestimmung der genauen Lokalisation von Cx45den Immunfluoreszenz-Analysen
an Langsschnitten adulter Skelettmuskulatur duriéhgeund das Signalmuster mit dem
bekannter Skelettmuskelproteine verglichen (Abb. tersucht wurden verschiedene
Muskeln. Representativ sind in diesem und im Falgem Abschnitt Praparate adulter
Soleus Muskeln gezeigt.

Immunfluoreszenz-Analysen mittels Antikbrpern gedexd5 zeigten ein Signalmuster,
dass langs der Faserrichtung verlief (Abb18. A). Blestand von Bande zu Bande betrug

ca. lum.
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Signale, die unter Verwendung von Antikorpern geDétPR (Dihyrdopyridin-Rezepotor)
nachgewiesen wurden, lieBen auch Doppelbanden ldegsFaserrichtung erkennen
(Abb.18 B). Der Dihyrdopyridin-Rezepotor befindeicks in T-Tubuli Membranen,
Einstilpungen der Plasmamembran in die Muskelfasern

Auch die Verwendung von Antikdrpern gegen den Ry®aphodin Rezeptor), einem
Protein, dass in terminalen Zisternen des Sarkoptschen Retikulms lokalisiert ist, die
T-Tubuli flankieren, flihrte zu Signalen quergestegiDoppelbanden (s.Abb.18 C).

Das Signalmuster, dass unter Verwendung von Amidr gegen SERCA (Sarko-
Endoplasmatische Kalzium ATPase) nachgewiesen wuglgte eine Querbandung, die
jedoch nicht paarig angeordnet war (s. Abb.18 [BRGA befindet sich im Sarko-
plasmatischen Retikulum -ausgeschlossen sind lgetedminalen Zisternen- und pumpt
unter ATP Verbrauch G4 das wahrend einer Kontraktion ausgeschiittet zindijck ins
Lumen des Sarkoplasmatischen Retikulums.

Aktinin ist in Z-Scheiben zu finden, die Sarkomebpegrenzen. Signale, die unter
Verwendung von Antikorpern gegen Aktinin nachgewresvurden, zeigten durchgehende
und deutlich voneinander getrennte Querstreifen enitem Abstand von ca. 2um
(s.Abb.18 E).

Das Durchlichtbild einer langsgeschnittenen Muslssf liel3 das in der Literatur gut
beschriebene quergestreifte Muster sich abwechselAd und I-Banden erkennen, die
durch die verschiedenen Lichtbrechungsindizes stitnenten Regionen des kontraktilen
Apparates entstehen (s.Abb.18 F).

Signale mittels Antikorpern gegen DHPR und RyR #enedenen die mittels Cx45
Antikérpern nachgewiesen wurden.

Immunfluoreszenz-Analysen an Kontrollpraparatener(hiwurde nur der jeweilige
sekundare Antikorper verwand (s. Abschnitt 3.1.10311.11) lie3en keine Signale in
Skelettmuskelfasern erkennen (Daten nicht gezeigt).

-57 -



Ergebnisse

Cx45 DHPR RyR

.
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Abb.18.:  Immunfluoreszenz-Analysens an  Querschnitte  adulter  Soleus
Skelettmuskulatur.

Verwendet wurden Antikorper gegen Cx45 (A), DHPR, (ByR (C), SERCA (D) und
Aktinin (E). Bild F zeigt eine Durchlichtaufnahm€&x45 Signale und Signale der zwei
Marker DHPR (B) und RyR (C) &hneln sich. Mal3staltesal 2 pm.

4.2.5 KO-Immunfluoreszenz-Analysen mittels Antikbrperrggae
Cx45 und DHPR

Ko-Immunfluoreszenz-Analysen mittels Cx45 und DHPRhtikdrpern sollten die
Lokalisation von Cx45 im adulten Sklettmuskel gesraau bestimmen helfen. Cx45
Antikorper wurde bei diesen Analysen direkt an Al&94 gekoppelt, da beide Antikoérper
aus Kaninchen stammen. Sowohl Cx45 als auch DHRRRerequergestreifte Signale die
Uberlappten (s.Abb 19). Dies deutet auf eine réeimlNahe beider Proteine. Aufgrund der
Fixierungsprotokolle konnten keine Ko-Immunfluoresz-Analysen mittels Cx45 und
RyR durchgefuhrt werden.

Aufgrund der Praparatqualitdt und des schwacherbGignals konnten Doppelbanden

nur undeutlich nachgewiesen werden (vgl. Abb. 18).
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Cx45 erlagerung

Abb.19.: KO-Immunfluoreszenz-Analysen an Querschnien adulter Soleus
Skelettmuskelfasern.

Verwendet wurden Antikorper gegen Cx45 und DHPR. ©e45 Antikorper wurde direkt
an Alexa 594 gekoppelt. Dies fuhrte zu einem relathwachen Cx45 Signal. Beide
Siganle Uberlappten. Weder Cx45- noch DHPR Sigmaeen in der Plasmamembran
(gepunktete Linien) der Fasern zu finden. Aufgrudet Fixierungsprotokolle konnten
keine Ko-Immunfluoreszenz-Analysen mittels Cx45 uRgR durchgefiihrt werden.
Malstabsbalken: 2 um.

4.2.6 Immunfluoreszenz-Analysen von Cx45 wahrend der Mywmge

Zur Analyse der Cx45 Expression wahrend der Myogeneurden Immunfluoreszenzen
an Kryoschnitten verschiedener embryonaler Stadierchgefihrt (s.Abb 20). Neben
Antikorpern gegen Cx45 wurden My32 Antikorper venda My32 Antikorper erkennen
alle schnellen MHC Isoformen. Diese werden ab déadi8m terminal differenzierender
Myoblasten exprimiert (Constantin and Cronier 20089 konnte Uberprift werden, ob
sich nachgewiesene Cx45 Signale im Bereich siahebder bzw. bereits differenzierter
Skelettmuskeln befanden.

Die Untersuchungen zeigten in allen My32 positiBamneichen auch Cx45 Signale. Dieses
Expressionsmuster war ausnahmslos in allen untetesucembryonalen Stadien von
ED11.5 (Daten nicht gezeigt) bis ED16.5 zu findBie Signale fir Cx45 und My32
Uberlappten und waren im gesamten Cytoplasma ltefsehbb. 20 A-F). Vergleichend
wurden an Embryonen ED13.5 Immunfluoreszenen mittikéirpern gegen Cx39
durchgefuhrt. Cx39 wird exklusiv wahrend der Myogem und der Skelettmuskel
Regeneration exprimiert (von Maltzahn et al. 2004).Gegensatz zu den Cx45 Signalen
waren die Signale fur Cx39, wie fur Gap Junctigmssich, punktartig (s. Abb 20 G-I).

-59-



Ergebnisse

EDI3.5

EDI16.5

ED13.5

Abb.20: Immunfluoreszenz-Analysen an Kryoschnittenvon Embryonen ED13.5 und
ED16.5.

Verwendet wurden Antikérper gegen Cx45, Cx39 und3RlyCx45 konnte an ED13.5 und
ED16.5 nachgewiesen werden (A, D). Diese Signaéglappten mit denen des Skelettmuskel
Markers My32 (C, F). In G das Signalmuster von CaBED13.5. MalRstabsbalken: 20 pum.
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4.3  Untersuchungen zur Myogenese an Cx39 und Cx43
doppelt defizienten Embryonen

Im Gegensatz zur adulten Skelettmuskulatur, inbigrdato keine Connexin Expression
beschrieben wurde, werden wahrend der Myogenes&,G3440 und Cx39 exprimiert

(Trovato-Salinaro et al. 2009).

In Cx39 defizienten Méausen ist die Myogenese umdRigeneration beschleunigt (Julia
von Maltzahn, persénliche Mitteilung). Die Menge @r43 Protein ist wahrend dieser
Prozesse signifikant erhoht. Analysen an Cx39 urd3Qlefizienten Embryonen sollten
klaren, ob und in welcher Weise der Myogenesepsogestort ist und welche Rolle Cx39

und Cx43 in diesem Prozess einnehmen.

4.3.1 Immunfluoreszenz-Analysen an Cx39 und Cx43 doppelt
defizienten Embryonen

MyoD und Myogenin sind Transkriptionsfaktoren, dime zentrale Rolle wahrend des
Myogenese-Prozesses einnehmen. MyoD wird dabei kitivierten Satellitenzellen
(Myoblasten), Myogenin wahrend der terminalen D#fezierung und Fusion der
Myoblasten zu Myotuben exprimiert. Immunfluoreszémmlysen sollten Aufschluss Uber
die Expression und Lokalisation dieser Transkripgfaktoren geben und somit aufzeigen,
ob die Myogenese in Cx39/Cx43 doppelt defizienterbB/onen verandert war.

Die Analysen von Embryonen an ED13.5 (Abb.21 A-Eigien Signale fir MyoD und
Myogenin in dorsalen Kompartimenten. Beide Signaégen kernlokalisiert (Abb.20. C
und F) und Uberlappten meist, wobei einige Kerne MyoD, andere nur Myogenin
positiv waren (Abb.21. A-F). Es konnten keine diet#n Unterschiede in Expression und
Lokalisation von MyoD und Myogenin in Cx39/Cx43 aefnten- im Vergleich zu Cx39
defizienten Embryonen ED13.5 festgestellt werden.

Auch in Embryonen ED16.5 waren Signale fur MyoD duigbgenin nachweisbar. Signale
fur MyoD waren kernlokalisiert (Abb.21 G-M). AuchedAnalysen an Embryonen ED16.5
zeigten keine Unterschiede der MyoD/Myogenin Exgims und Lokalisation in

Cx39/Cx43 doppelt defizienten- im Vergleich zu Cx@8fach defizienten Embryonen.
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Abb.21.: Immunfluoreszenz-Analysens an Embryonen ED3.5 und ED 16.5.

Verwendung fanden Antikérper gegen MyoD und MyogenDie Aufnahmen an
Embryonen ED13.5 zeigen dorso-rostralen Bereichés[@16.5 Bereiche der Intercostal-
muskulatur. In C, F, | und M sind die Zellkerne telé SYTO blau gefarbi.
Malstabsbalken: 20 pm.
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4.3.2 HE-Farbungen und Gesamtansichten an Cx39 und Gg3edt
defizienten Embryonen

HE-Farbungen an Cx39 und Cx39/Cx43 doppelt defiezireriembryonen ED16.5 sollten
der hisotolgischen Untersuchung des Myogenesemegekenen.

Die Aufnahmen, in Bereichen der Korperwand-Muskulazeigten Zellen mit hohem

Durchmesser (20 um), zentral gelegenem Kern unéneigroRen Kern/Cytoplasma
Verhéltnis (Abb.22 A u. B). Angeordnet zu Grippchamrden diese Zellen von kleineren
Zellen umschmiegt. Es konnten keine Unterschied€x89 und Cx39/Cx43 defizienten
Embryonen an ED16.5 festgestellt werden. Gesanafatesi der Embryonen zeigten keine
augenscheinlichen Unterschiede zwischen den beideenotpyen, die beide

bewegungsfahig waren (Abb. 22 C u. D).

Cx39 KO Cx39/Cx43 KO

»

HE Farbung

Gesamtansicht

Abb.22.: HE-Farbungen an Schnitten (A,B) und Gesanainsichten (C, D) von Cx39
(A, C) und Cx39/Cx43 (B, D) defizienten EmbryonefD16.5.

Die Aufnahmen der HE gefarbten Schnitte stammen Bereichen der Koérperwand-
Muskulatur. MaR3stabsbalken in A und B: 20 pm; CtDam.
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5 Diskussion

5.1 Die ektopische Expression von Cx43 im adulten
Skelettmuskel

Ein zentraler Bestandteil der einwandfreien Funktenes Muskels ist die elektrische
Isolation der einzelnen Skelettmuskelfasern (Demnisl. 1981). Connexine, bzw. Gap
Junctions koppeln Zellen metabolisch und elektrigntereinander und so galt der adulte
Sklettmuskel als eines der wenigen Gewebe, welkbigee Connexine exprimiert (Gilula
1987).

Um die Bedeutung der elektrischen Isolation innérhder Muskelphysiologie zu
studieren, sollte die elektrische Isolation Uberektopische Expression des Connexin43 in
adulten Skelettmuskelfasern aufgehoben werden.

5.1.1 Das Transgene System zur ektopischen Expressio@x48 im
Skelettmuskel

Verpaarung der Cx43tetOeGFP Mauslinie (Do6ring, Doktbeit, 2005) mit der MCKtTA
Mauslinie (Ahmad et al. 2000) fuhrte zur skelettkeispezifischen Expression von Cx43.
Die Mause zeigten keinen augenscheinlichen Phéanbtypaufe der Arbeit wurde jedoch
beobachtet, dass das MCKITA Promoterkonstrukt &ufeeterogen aktiv war. Die
Expression von Cx43 und eGFP unterschied sich statsindividuum zu Individuum
unabhangig vom Verwandtschaftsgrad der Tiere. @bejiauch von Ahmad et al. (2000)
beobachtete Mosaikexpression auf den Integratibmgsr Transgenen Konstrukte (Phelps
et al. 1994) oder auf die Verwendung eines biassahen Transgens per se zurlck zu
fuhren ist (Furth et al. 1994), bleibt spekulatNichts desto trotz fuihrte das heterogene
Expressionsmuster zu hohen statistischen Schwaekurdgr Experimente, die die

Interpretation der Ergebnisse erschwerten.
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5.1.2 Die Lokalisation von ektopisch exprimiertem Cx43 im
Skelettmuskel

Immunfluoreszenz-Analysen mittels Cx43 Antikorpemiesen ektopisch exprimiertes
Cx43 in der Plasmamembran adulter Skelettmusketiasach (s.Abb. 7). Die Signale
zeigten in der Plasmamembran keine punktuellen Aningen, wie es fur Gap Junctions
typisch ist, sondern waren relativ homogen Ubeigdsamte Plasmamembran verteilt.

Das homogene Cx43 Signalmuster in der Plasmamemkidante Hinweise auf die
Funktion von Cx43 als Halbkanal geben. Abseits afieSpekulation schloss das
Signalmuster nicht die Ausbildung von Gap Junctiauns. Mikroinjektion von Farbstoffen,
die Gap Junction Kanéle passieren kdnnen, zeiggoch keine Diffusion in benachbarte
Fasern, sodass eine metabolische Gap Junction Hagpplber ektopisch exprimiertes
Cx43 in Skelettmuskelfasern ausgeschlossen werdentd (s. Abb. 9). Elektrische Gap
Junction Kopplung konnte tber diese Methode niclsgaschlossen. Eine Gap Junction
Kopplung in adulten Skelettmuskelfasern —elektriscid metabolisch- ist jedoch aus
folgenden Grinden unwahrscheinlich. 1. Jede Muageif ist von einer Basalmembran
(Endomysium) umgeben, die eine physische Barrieveschen den Fasern bildet. 2.
Kopplung der Fasern wirde eine distinkte Rekrutigrovon motorischen Einheiten
verhindern, da sich depolarisierende Strome aufadddmrte Fasern oder sogar den
gesamten Muskel ausbreiten konnten. 3. KontrakdienFasern fuhrt zur Stauchung der
Membran, die Gap Junction Plaques wahrscheinlitbrachen wirden.

Vereinzelt und unregelméafRig waren zudem Cx43 Sggmaherhalb der Muskelfasern
nachweisbar. Dies kdnnte auf die Lokalisation voxd& in intrazellularen Vesikeln
deuten. Ausgeschlossen werden kann zudem nictg,stids ein kleiner Teil des ektopisch
exprimierten Cx43 Proteins in T-Tubuli oder Memhleandes Sarkoplasmatischen
Retikulums befand. Der Groldteil der Signale waredog¢h, wie erwadhnt, in der
Plasmamembran zu finden, sodass der Phanotyp whamich auf diese Cx43

~Population” zuriick zufihren ist.
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5.1.3 Cx43 ektopisch im Skelettmuskel exprimiert zeigt
ungewohnliche Eigenschaften

Da Gap Junction Kopplung in Cx43 ektopisch exprigmelen Skelettmuskeln nicht
nachgewiesen werden konnte, wurden weitere Unteusigen zur Funktionalitat von
Cx43 durchgefiihrt.

ATP Freisetzungsuntersuchungen sollten dem NachwasCx43 Halbkanélen dienen.
Die Untersuchungen zeigten eine signifikant erh@&i® Ausschuittung in Cx43 ektopisch
exprimierenden Muskeln im Vergleich zu Wildtyp Mesk Die von Applikation von FFA
(flufenamic acid), einem Halbkanal Blocker, verneng die ATP Ausschuttung sowohl
von Cx43 ektopisch exprimierenden Muskeln als awmt Wildtyp Muskeln signifikant.
Die Analysen deuteten zum einen auf eine Halbk&tigitit von Cx43 zum anderen
konnten endogene ATP permeable Kandle in adultete®iuskelfasern nachgewiesen
werden.

Immunoblot Studien zeigten des Weiteren, dass Cx#dis zur P1 Stufe phosphoryliert
wurde.

Dieses Phosphorylierungssmuster im Zusammenhangerhihter ATP Ausschittung
wurde bereits in einer Studie von Dobrowolski et (2007) beschrieben. Die Autoren
untersuchten vier Cx43 Mutationen, die bei Patientat dem Ph&notyp von ODDD
(Occludentodigitale Dysplasie) assoziiert sind wuddeutlichen Veranderungen in den
Eigenschaften von Cx43 fuhrten. Eine der untergmchtMutationen, die
Austauschmutation G138R in der cytoplasmatischdme8e von Cx43 gelegen, fuhrte
dabei zu Eigenschaften, &ahnlich denen, die fir p&th exprimiertes Cx43 im
Skelettmuskel in dieser Arbeit beschrieben wurdér43G138R transfiziert in HelLa
Zellen wurde zur Membran transportiert, zeigte @daicht das typische Plaquemuster,
sondern war Uber grol3e Bereiche der Membran ve(igl. 1.2.2). Das mutierte Protein
bildete keine funktionalen Gap Junction aus, zeiggeoch eine erhdhte ATP
Ausschuittung, und damit erhéhte Halbkanalaktivit@munoblot Untersuchungen liel3en
zudem nur die Phosphorylierung von Cx43G138R hifPAuStufe erkennen.

Die Autoren vermuteten, dass die in der cytoplasoiaén Schleife gelegene Mutation zur
verstarkten Bindung der cytoplasmatischen Schigifeden C-Terminus von Cx43 fuhrt.
Diese Bindung, so die Autoren, verschlieRe zumredie Gap Junction Pore, zum anderen

maskiere die Bindung Phosphorylierungsstellen voimagen. Dies erklare das im
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Immunblot  nachgewiesene  Phosphorylierungsmuster v@x43G138R. Die
Phosphorylierung moduliere ihrerseits die Permé#abilind den Offnungszustand von
Cx43 Halbkanélen (Saez et al. 2005; Bao et al. 2007

Cx43 ektopisch im Skelettmuskel exprimiert ist migtutiert (d.h. Wildtyp). Studien Cx43
Uberexprimiernder primarer Myoblasten zeigten zudatass Cx43 Gap Junctions
ausbilden kann (Roell et al. 2007; Phillip Sass&si@nliche Mitteilung). Deshalb ist es
erstaunlich, dass Wildtyp Cx43 im Skelettmuskelrarert ahnliche Eigenschaften wie
mutiertes Cx43 aufweist. Diese konnen im Wildtyp n@exin nicht durch
Konformationsanderungen erklart werden und mussemdch in der Unmaoglichkeit des
Wildtyp- und des mutierten Connexins Gap Junctiaaszubilden (die ja beiden gemein
ist) zu finden sein. Wie die Studie von Dobrowolgkial. (2007) anfuhrte, ist weder
Uberexpression noch verlangerte Halbwertszeit dartiemen Cx43 Proteine eine
Erklarung fur die beobachteten Eigenschaften.

Untersuchungen mittels phosphospezifischen Antéggrzeigten, dass Cx43 zur P1 Stufe
phosphoryliert ausschliel3lich in der Plasmamemhrad in geringem Mal3e in Gap
Junctions Plaques zu finden ist, Cx43 zur P2 Stbhfesphoryliert hingegen ausschlief3lich
in Gap Junction Plaques (Lampe et al. 2006). Migdnder These soll die erhohte
Halbkanalaktivitat, das spezielle Phosphoryliermmgster und das Fehlen von Gap
Junction Kopplung von Cx43 ektopisch exprimiert $kelettmuskel erklart werden. Die
Ausbildung funktionaler Gap Junction Kopplung kdaatr P2 Phosporylierung von Cx43
fuhren. Wird eine funktionale Gap Junction Koppluagfgrund struktureller oder
physischer Unwagbarkeiten verhindert, so bleibt Sigmal zur P2 Phosphorylierung aus.
Cx43, zur P1 Stufe phosphoryliert, hauft sich in Bembran an. Zum einen bilden sich
deshalb keine typischen Anhaufungen in der Plasmran. Zum anderen kdnnte sich,
durch die Akkumulation von Cx43 (in diesem Fall Rt Stufe phosphoryliert) in der
Plasmamembran, die Offnungswahrscheinlichkeit vambkinilen erhdéhen, wie von

Verselis and Bukauskas (2002) vorgeschlagen wurde.

514 Bildet Cx43 funktionale Halbkanale?

Ausbildung funktionaler Gap Junctions durch ektopiexprimiertes Cx43 scheint im
Skelettmuskel nicht moéglich. Eine Basalmembran, jdoie Faser umgiel3t und isoliert,

verhindert die Paarung zweier Connexone in gegerliggeenden Membranen. Diese und
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die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Eigernfsehdassen die Funktion von Cx43
als Halbkanal zwingend in Erscheinung treten.

Doch wie bereits erwahnt, wird die Offnung von Cexin Halbkanalen angezweifelt. lhre
Aktivitat kann zu makromolekularen Stromen fuhrdre die Integritat der Zelle zerstoren
(Paul et al. 1991). Des Weitern sind die beschrieheOffnungsstimuli zum direkteim
vitro Nachweis von Connexin Halbkanélen, der Entzugageltularen Kalziums und/oder
eine starke Depolarisation der Membran, nur untstimmten Bedingungeim vivo
vorhanden (Bennett et al. 2003; Goodenough and Z¥i8). So liegt die physiologische
extrazellulare Kalziumkonzentration in millimolar&greichen (~1,5mM). Depolarisation
der Membran findet nur in wenigen elektrisch ersegh Geweben statt. Darunter fallt
jedoch u.a. der Skelettmuskel.

Die Eigenschaften von Cx43 Halbkanalen sind inre#tedie von Contreras et al. (2003)
in transfizierten HelLa untersucht und beschreibemden. Cx43 Halbkanéle sind bei
Ruhemembranpotential (-14mV) und physiologischetragellularen [C&] (1,8mM)
geschlossen. Sie 6ffneten jedoch wahrend starkeolBesation der Membran um +60mV.
Ein Aktionspotential im Skelettmuskel fuhrt zur égrisation der Membran um 100mV
auf bis zu +30mV (Bagshaw 1993). Das Spitzenpaieutin +30mV liegt zwar unter dem
Wert, der zur Offnung von Cx43 Halbkanélen in dend8 von Contreras et al. (2003)
beschrieben wurde, dennoch kdnnte addierend diermdation der Membran wahrend
einer Kontraktion mechanisch die Offnung von Cx#ifslieren (Goodenough and Paul
2003). Zudem ist Cx43 in einer Weise phosphorylidie per se eine Aktivitat von
Halbkanélen fordert (s.Kapitel 5.1.4). Zwar wurdeicla in dieser Arbeit die
Halbkanalaktivitat von Cx43 im Skelettmuskel nudirekt und durch die Reduktion
extrazellularen Kalziums, d.h. in nicht physioladier Umgebung, stimuliert, dennoch
trifft ektopisch exprimiertes Cx43 im Skelettmuskaalf Bedingungen, die —zumindest
theoretisch- eine Offnung von Halbkanalen beguaatig

Konnte die Offnung der Halbkanéle die Zellintedritérstoren? Cx43 Halbkanale konnen
zwei Offnungszustande ausbilden; im weit gedffnefaistand betragt die Leitfahigkeit
220pS, im weniger geodffneten 75pS (Contreras ét04l3). Die Autoren wiesen nach, dass
Cx43 Halbkanale haufiger im weniger geoffneten 2Zndt aktiv waren, was die
Diffusionsmenge von Molekilen durch die Kanéle leegt und dadurch eine Offnung
weniger zerstorerisch fur die Zelle sein kdnnteciwnstimuliert zeigten Cx43 Hela

Zellen Farbstoffaufnahme, die ein Hinweis auf uetegiRige und kurze Offnung der
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Kanale unter Ruhebedingungen (RuhemembranpoteritjamM extrazellulare [C&])
geben konnte. Contreras et al. (2003) gelang exchedicht, diese zufalligen Offnungen
elektrophysiologisch nachzuweisen, d.h. die Offnung Cx43 Halbkanalen sollte auch
unter Ruhebedingungen erfolgen, jedoch aul3erginsetter sehr kurz. Abschliel3end bleibt
anzumerken, dass die erhohte ATP Ausschittung vwofB @ktopisch exprimierenden
Skelettmuskeln durch Applikation eines in der later verwandten Halbkanalblockers
FFA signifikant vermindert werden konnte. Auch dsgsicht dafur, dass die beobachteten
Effekte Cx43 Halbkanédlen zu zuschreiben sind undhtnietwa vesikularen oder

apoptotischen Mechanismen der ATP Freisetzung hgéset sind.

5.1.5 Cx43 ektopisch im Skelettmuskel exprimiert verandes
Kontraktionseigenschaften des Muskels

Cx43 uberexprimierende Skelettmuskeln zeigten e Kontraktionscharakteristika.
Bei bestimmten Stimulationsfrequenzen entwickelss® mehr Kraft im Vergleich zu
Wildtyp Muskeln. Dieser Umstand spiegelte sich imee Linksverschiebung der
jeweiligen Kraft-Frequenzkurve wieder. Untersuchemgder MHC Zusammensetzung,
welche die Kontraktionseigenschaften eines Muskelimmen (Pette and Staron 2000),
zeigten, dass in Cx43 ektopisch exprimierenden Ebkkeln die Expression der MHCIIb
Isoform signifikant erhoht war. Cx43 ektopisch axperende Soleus Muskeln zeigten
keine Veranderungen der MHC Zusammensetzung.

MHCIIb ist die langsamste der schnellen MHC IsofermLangsame MHC Isoformen
(MHCI, MHCIIb) besitzen langsame ATP Umsatzratenkaen Myosinkopfen. Dies fuhrt
zu relativ langen Einzelkontraktionen, die schmelNerschmelzen und so schneller
(unvollstéandige) Tetani ausbilden (Krutki et al. 08). D.h. bei gegebenen
(supramaximalen) Stimulationsfrequenzen entwick&asern, die langsamere MHC
Isoformen exprimieren, mehr Kraft als solche, dierellere Isoformen exprimieren. Dies
fuhrt zur Linksverschiebung der Kraft Frequenzku(V¥ang et al. 2004). Die verstarkte
Expression der langsamen MHCIIb Isoform in Cx43oplsch exprimierenden EDL
Muskeln kénnte demnach die veranderten Kontraktioasakteristika (die
Linksverschiebung der Kraft-Frequenzkurve) erklaren

In Soleus Muskeln waren hingegen keine VerandedargHC Expression nachweisbar.

Wie ist das erklarbar? Verdnderungen der Kontraktbarakteristika eines Muskels
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stellen Anpassungsmechanismen an veranderte Bedjagu (physiologisch oder
ektopisch). Diese Mechanismen sind vielfaltig umtetscheiden sich je nach Muskeltyp
(Tang et al. 2004).

Der EDL Muskel passt sich den durch die ektopisCkd3 Expression hervorgerufenen
Veranderungen durch verstarkte Expression der ¢éangs MHCIIb Isoform an. Der
Soleus Muskel exprimiert jedoch schon stark langs&mHC Isoformen, sodass dieser
Anpassungsmechanismus schon ausgeschopft seinekamu andere Mechanismen
greifen mogen. Johansson et al. (2003) beobachtetemhyroidhormonrezeptosl3
defizienten Mausen eine Linksverschiebung der K¥adiguenzkurve im Soleus Muskel
(nicht jedoch im EDL), die begleitet war von eiehthten Expression der SERCA2a. Da
die SERCA2a Kalzium langsamer in das Lumen des padmatischen Retikulum pumpt,
bleibt die [C&"]; langer erhoht. Dies verlangert das Zeitfenster A&tin/Myosin
Querbrickeninteraktion, was die Kontraktionsdauen&ngert (Fitts et al. 1980). Dieser
oder ahnliche Mechanismen konnten in Cx43 ektopesgtrimierenden Soleus Muskeln

Linksverschiebung der Kraft-Frequenzkurve gefulatidn.

5.1.6 Die intrazellulare Kalziumkonzentration regulieré¢d
Gentranskription im Skelettmuskel

Buvinic et al. (2009) zeigteim vitro, dass Myotuben nach elektrischer Stimulation ATP
freisetzten und dies, vermittelt Gber purinerge dpgaren, zu einer lang anhaltenden
[Ca®]; Erhohung filhrte. Diese lang anhaltenden Kalziumalig sind wahrscheinlich an
der Genregulation im Muskel beteiligt.

Um den verdnderten Phanotyp Cx43 ektopisch expreméer Skelettmuskeln
mechanistisch erklaren zu kénnen, wurden intralZguKalziumtransienten nach ATP
Applikation vermessen. Die Versuche zeigten, das€x43 ektopisch exprimierenden
Myotuben nach ATP Applikation die [E3 nach 30 Sekunden nicht signifikant und nur
noch um das 4-fache gegeniiber der unstimuliertef’JjGerhéht war. Im Gegensatz zu
Wildtyp Myotuben, deren [G4; 30 Sekunden nach ATP Applikation noch hoch
signifikant um das 10-fache des Ruhewertes erhigti.b

Wie oben erwahnt, ist intrazellulares Kalzium a&undarer Botenstoff letztlich beteiligt
an der Genregulation im Skelettmuskel (Valdes et2808). Die Verdnderungen der

Kalzium Transienten in Cx43 ektopisch exprimierandiéyotuben konnten demnach eine
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Erklarung fiir den Kontraktionsphanotyp liefern. I&mnte im EDL die veranderte [E3
nach Stimualtion zu Veranderungen in Kalzium vetaghtién Signalwegen und letztlich zur
verstarkten Expression der MHCIIb Isoform fihreneWn vorherigen Abschnitt erwahnt,
sind im Soleus Muskel wahrscheinlich andere Preteilie am kontraktilen Prozess
teilnehmen, durch die veranderten Kalzium trandoestinflusst.

Die veranderte [Cd]; Erhéhung nach Stimulation in Cx43 ektopisch exjgienden
Myotuben kdnnte auf eine Desensitivierung purinergezeptoren zuriickzufiihren sein
(Vassort 2001). Die ektopische Expression von CyA8 dessen Halbkanalaktivitéat im
Skelettmuskel konnte zu einem ATP Leck fuhren. Dude Bindung von ATP an P2R
desensitiviert der/die Rezeptor/en, sodass auheumgsiologischen Stimuli freigesetztes
ATP zwar an P2R bindet, die Rezeptoren aber nichhrnvollstandig aktiviert. Dies
wiederum fuhrt zur Veranderungen in den purinengniieelten Signalwegen, die u.a. die
Genregulation im Skelettmuskel steuern (s. Abb. BB; Unterschied zu Cx45 oder

Pannexinl ist Cx43 in der Plasmamembran lokaljsiert

5.2 Die endogene Expression von Connexin45 in adulten
Skelettmuskelfasern

Die elektrische Isolation der Muskelfaser ist vamtzaler Bedeutung fur die distinkte
Rekrutierung einzelner motorischer Einheiten unaitl&ir die einwandfreie Funktion des
Muskels. Da Connexine Zellen elektrisch koppelh.es keinesfalls verwunderlich, dass
bis zu diesem Zeitpunkt keine Expression von Comsex in der adulten
Skelettmuskulatur beschrieben ist (Gilula 1987).

In dieser Arbeit konnte jedoch erstmalig die end@g&xpression eines Connexins, des
Connexins45, in adulten Skelettmuskelfasern nacleg®n und beschrieben werden.
Untersuchungen an Cx45lacZ Mausen zeigten LacZtipestignale innerhalb adulter
Skelettmuskelfasern und wiesen somit eine Cx45 Breraktivitat in Muskelfasern nach.
Immunfluoreszenz-Analysen mittels Cx45 Antikorperpeigten Signale, die in
Doppelbanden angeordnet waren und quer zur Fastemig lagen. RT-PCR, IF und IB-
Analysen an €C;, Zellen bestatigen die endogene Expression von5Gr4adulten
Skelettmuskeln.

Zudem wurde Cx45 mittels Immunfluoreszenzanalysenbrgonal, wéahrend der

Skelettmuskelentwicklung ab ED 11.5 bis ED 16.5hgaeviesen.
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521 Die Lokalisation von Connexin45

Immunfluoreszenz-Analysen mittels Cx45 Antikorpdel3en ein fir Connexine vollig
untypisches Signalmuster erkennen. Die Cx45 Signabgen nicht etwa in der
Plasmamembran zu finden, wie fur ektopisch expri@geCx43 gezeigt, sondern innerhalb
der Faser lokalisiert. Dies konnte auf ein Sortiggsignal in der Gjcl (Cx45) Sequenz
deuten, welches Cx45 zu T-Tubuli- und/oder zu Manbn der terminalen Zisternen leitet
(Flucher et al. 2000). Dieses Signal ist jedoch naetteinlich nicht in der Gjal (Cx43)
Sequenz vorhanden, sodass das Cx43 ektopisch irkeMesprimiert, wie fir Connexine

typisch, zur Plasmamembran transportiert wird.

Cx45 Cx43

Abb. 23: Immunfluoreszenz-Analysen an Kryo-Langsschitten adulter Soleus
Skelettmuskelfasern.

Verwendet wurden Antikorper gegen Cx45 (A) und Cx&). Cx45 Signale sind
innerhalb der Faser und nicht in Bereichen derrRdasembran zu finden (A, gestrichelte
Linie). Cx43 ektopisch exprimiert in adulten Skataiskelfaser ist vornehmlich in
Bereichen der Plasmamembran zu finden. Innerhall-agern waren auch Cx43 Signale
nachweisbar, welche auf Cx43 in intrazellularen animenten zurtickgefuhrt werden
konnten. Mal3stabsbalken: 6 pm.

Cx45 Signale in der Muskelfaser zeigten Doppelbande sich, quer zur Faserrichtung
liegend, durch den gesamten Faserquerschnitt zofeeses Doppelbandenmuster
erinnerte an die Muster, welche unter Verwendung aatikrpern gegen DHPR und
RyR nachgewiesen wurden. DHPR ist in T-Tubli Memlera RyR in terminalen
Zisternen lokalisiert. So lag die Vermutung nahassd Cx45 in einer der beiden
Membranen zu finden ist. Tatséchlich zeigten Ko-bmiftuoreszenz Untersuchungen
unter Verwendung von Cx45 und DHPR Antikorpern eiletliche Uberlappung beider
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Signale und erharteten diese Vermutung. Die Imnuondiszenz-Analysen mittels Cx45
Antikorpern legten folglich nahe, dass Cx45 in Th@ili Membranen und/oder in

Membranen der terminalen Zisternen lokalisiert ist.

Der Abstand der terminalen Zisternen zur T-Tubulervbran betragt etwa 15nm
(Franzini-Armstrong 1975). Die maximale Auflosungswze konfokaler Lasermikroskope
betragt etwa 100nm (zeiss.de) und ist demnach =adrigi um Triadenstrukturen

aufzulésen. So bleibt es trotz der Ko-Lokalisatdaten ungewiss, ob sich Cx45 in T-
Tubuli, in terminalen Zisternen oder sogar in beidldembranen befindet. Ware letzteres
der Fall bleibt es immer noch hdchst unwahrschginldass von Cx45 Gap Junctions
gebildet werden. In Bereichen von Gap Junction Kampgp nahern sich die Membranen auf
3-4 nm, der Spalt von 15 nm zwischen T-Tubuli usrthinalen Zisternen ist demnach viel
zu grof3, um Uuberhaupt eine Paarung zweier Halb&amél erlauben. Zudem docken
Connexone Uber ihre extrazelluaren Schleifen andera Diese wirden, wenn Cx45 in T-
Tubuli und terminalen Zisternen lokalisiert istf der Aul3enseite der jeweiligen Membran
liegen, d.h. im T-Tubuli Lumen bzw. im Cytoplasmiin Connexon in terminalen

Zisternen konnte so nur mit den cytoplasmatischereiBhen eines Connexons in der T-
Tubuli Membran in Berihrung kommen, nicht jedoctt den extrazelludren Bereichen.
Dies macht eine Gap Junction Bildung topologiscimaglich, steht jedoch mit einer

Funktion von Cx45 als Halbkanal im Einklang.

5.2.2 Cx45 Halbkanale im Skelettmuskel

Da die Ausbildung von Gap Junctions durch Cx45 dult®n Skelettmuskel unmdéglich
scheint, konnte das Protein als Halbkanal aktin.s@ie Offnung von Connexin
Halbkanélen wird jedoch kontrovers diskutiert (§pet al. 2006) und es stellt sich die
Frage, ob sich mdgliche Cx45 Halbkanéle unter mhggischen Bedingungen tberhaupt
offnen kénnen. Dazu ist es hilfreich die Rahmenbgaingen im Skelettmuskel mit denen
in der Arbeit von Valiunas (2002) angewandienitro Stimuli, die zur Offnung von Cx45
Halbkanélen fuhren, zu vergleichen.

Die Studien von Valiunas et al. (2002) zeigten, sd&x45 Halbkanale bei einer
extrazellularen [Cd] von 2 mM inaktiv waren und erst der Entzug exéthularen
Kalziums zum Offnen der Kanale filhrte. Im Skeletsiel liegt die extrazellulare [¢3

im T-Tubuli Lumen bei 1,5 mM, intrazellular bei 10mM, und im Lumen des
Endoplasmatischen Retikulums bei <*1@M (Bassel-Duby and Olson 2006). Im Zuge
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einer Kontraktion fuhrt das aus dem SarkoplasmagisdRetikulum freigesetzte Kalzium
zu einer [C4]; Erh6hung von 106mM auf 10° mM.

In vitro 6ffnen Cx45 Halbkanale bei Anderungen des Membwtgials, wobei die
Leitfahigkeiten und Offnungswahrscheinlichkeiteni Ipesitiven Potentialen zunehmen
(Valiunas 2002). Das Ruhemembranpotential einedeBkriskels liegt bei ca. -80 mV.
Wahrend eines Aktionspotentials springt das Menjiwtential um >100 mV auf +20 mV.
Ist Cx45 in T-Tubuli Membranen lokalisiert, so wérdie hohe extrazellulare [Ehund
das negative Membranpotential die Kandle wahrstbkingeschlossen halten. Die
Offnungswahrscheinlichkeit steigt jedodn vitro bei Depolarisation des Membran-
potentials und hat schon bei +50mV ihren maxim&ldart erreicht. Zusatzlich betragt die
Leitfahigkeit (ein indirektes Mal} fiir die Anzahltaderter Kanale) von Cx45 Halbkanélen
bei einem Membranpotential von 0 mV schon 43% daximalen Leitfahigkeit, bei +20
mV gar 80%, d.h. schon bei 0 mV sind Kanéle ge®ffmemindest theoretisch. Wahrend
eines Aktionspotentials konnte demnach die Depsation der Membran zur Offnung von
Cx45 Halbkandlen fihren. Zudem ist die physioldgesc extrazellulare
Kalziumkonzentration 0,5 mM geringer als diejenidis zu einem kompletten Block der
Halbkanéle fuhrt, sodass der depolarisierende dtidan  blockierenden (hohe
Kalziumkonzentration) Uberwinden konnte und sich 4&x Halbkanale unter
physiologischen Bedingungen kurz, wahrend einesoAkpotentials 6ffnen. Des Weiteren
konnte die Erhdhung der [€3 wahrend eines Aktionspotentials die Offnungs-
wahrscheinlichkeit von Cx45 Halbkanalen erhdhere dies schon fur Cx32 und Cx43
Halbkanéle nachgewiesen wurde (De Vuyst et al. RA0Gazellulares Kalzium aktiviert
als sekundarer Botenstoff Signalwege, in deren ZKgeasen aktiviert werden, die
ihrerseits Cx45 phosphorylieren kdnnten und so efes&naleigenschaften modulieren.
Tatséachlich tragt Cx45 Konsensussequenzen fir PKA\ RKC (Doktorarbeit Maxeiner
2005), die das Proteim vitro auch phosphorylieren (Doktorarbeit, Hoher 2008hN
zuletzt kénnen mechanische Stimuli zur Offnung @onmnexin Halbkanalen fiihren, wie
es z.B. fur Cx43 beschrieben wurde (Goodenough Raual 2003). Im Skelettmuskel
konnte dieser mechanische Stimulus als Verformueg klembran wahrend einer
Kontraktion auftreten.

Liegt Cx45 in den terminalen Zisternen des Sarkapktischen Retikulums, blockiert die
intrazellulare Kalziumkonzentration (16nM) kaum eine mégliche Offnung der Kanéle.

Im Zuge des Kalziumausstroms aus dem Lumen desofadmatischen Retikulums
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depolarisiert die Membran, da positive Ladungstrageloren gehen. Dies kdnnte ein
moglicher Stimulus sein, der zur Offnung von Cx4aldkanalen in der Membran von
terminaler Zisternen fuhrt (Valiunas 2002). Ubed6:+albkanale konnte Kalzium in das
Cytosol ausgeschittet werden und so die’{icavahrend einer Kontraktion erhohen,
addierend zum RyR hervorgerufenen Kalziumausstrom.

Zusammengefasst: Im Skelettmuskel herrschen eiggn&ahmenbedingungen, die eine
Offnung von Cx45 Halbkanalen in T-Tubuli oder derar®plasmatischen Retikulum

ermoglichen kdnnten.

5.2.3 Die hypothetische Funktion von Cx45 im adulten Skeluskel

Untersuchungen zur ATP Freisetzung an Cx43 ektbpésprimierenden Skelettmuskeln
zeigten, dass auch Wildtyp Muskeln endogen ATRséteten. Dies lasst vermuten, dass
endogene ATP permeable Halbkanéle im Skelettmuski&y sind. Art der Stimulation
(Reduktion extrazellularen Kalziums) und chemiscBensitivitat (Applikation eines
Halbkanalinhibitors) der ATP Kanéle legen eine Biggeng von Connexin und/oder
Pannexin Kandlen nahe. Pannexinl wird zwar im Skelskel exprimiert
(Dvoriantchikova et al. 2006), offnet jedoch unatdig der extrazellularen [E3
(Bruzzone et al. 2003; Dvoriantchikova et al. 2006pnnexine Halbkanéle hingegen
offnen nach Reduktion extrazellularen Kalziums (@amugh and Paul 2003), sodass ein
Beteiligung von Connexinen an der Freisetzung voi® Am Skelettmuskel wahrscheinlich
ist. Endogen wird einzig Cx45 im adulten Skelettk@hexprimiert. Unklar bleibt vorerst,
ob Cx45 in T-Tubuli Membranen oder Membranen teai@nZisternen lokalisiert ist. Der
Hinweis, dass endogene ATP permeabler Kanéle ine@kriskel vorhanden sind, lasst
jedoch vermuteten, dass Cx45 funktionale Halbkamae-Tubuli Membranen bildet und
nicht in terminalen Zisternen lokalisiert ist. Adeesem Grund soll die Lokalisation von
Cx45 in T-Tubuli und dessen Funktion als ATP-Frzisegskanal im Folgenden genauer
diskutiert werden.

Die mogliche Funktion der ATP Ausschittung im Skebteiskel wurde durch Analysen an
Cx43 ektopisch exprimierenden Skelettmuskelfasanfgezeigt. Die Untersuchungen
wiesen nach, dass die Expression von Cx43 die Mkmkieaktionscharakteristika
veranderte. Dies konnte bedeuten, dass Cx43 Siggalwnoduliert, die ihrerseits den

Kontraktionphanotyp des Muskels regulieren. Die iglit des Skelettmuskels, den
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Kontraktionsphénotyp zu verandern, ist ein Adammoachanismus des Muskels und
schlie3t u.a. Signalwege ein, die Kalziumsignaleerschiedlich regristrieren und
dekodieren kénnen (Schiaffino et al. 2007). Strowarts steht dabei stets ein bestimmtes
Depolarisationsmuster der Skelettmuskelmembran. @a&5 zeit- und spannungs-
abhéangige Strome zeigt (Valiunas 2002), konnte Fiatein an der Dekodierung von

Innervationsmustern in Kalziumsignale beteiliginsei

5.2.4 Mechanismen der Dekodierung von Innervationsmustern
Skelettmuskel

Eine detaillierte Einsicht, wie der Skelettmusk&ndKontraktionsphanotyp verandern
konnte geben eine Reihe vamvitro Studien (Sandona et al. 2005; Grishin et al. 2006;
Valdes et al. 2008; Buvinic et al. 2009). Neben Betdhung der [Cd]; wahrend einer
Kontraktion, beschreiben die Studien eine zweiteglanhaltende Erhthung der fGadie
Einfluss auf die Genregulation nimmt und unabhangom der Kontraktion entsteht
(Jaimovich et al. 2000; Araya et al. 2003; Valdésak 2007). Dabei bestimmt das
Innervationsmuster Lange und Dauer der zweiten lanbaltenden [G4; Erhdhung
(Valdes et al. 2007). Valdes et al. (2008) habersaliExperimente in eine Hypothese
verpackt, nach der bestimmte Membrandepolarisafitmster hoch selektive €Ga
vermittelte Signalwege aktivieren, die ihrerseitestimmte Transkriptionsregulatoren
aktivieren. Darunter fallen u.a. purinerge Signa@eeinter Beteiligung ATP permeabler
Kanéle. Purinerge Signalwege werden durch extrnazeds ATP, das an eine Familie von
purinergen Rezeptoren bindet aktiviert. Die Famil geteilt in P2Y Rezeptoren,
metabotrope Rezeptoren, die G-Protein vermittelignédwege aktivieren, und P2X
Rezeptoren, ionotrope Rezeptoren, die einen dindkligx von lonen ermdéglichen (Vassort
2001).

5.2.5 Purinerge Signalwege im Skelettmuskel und die Bgteig ATP
permeabler Kanale

Sowohl Connexin- als auch Pannexin Halbkanale AifE permeabel und kdnnen so die
Aktivierung purinerger Signalwege vermitteln (Babat 2004; Stout et al. 2002). Die
Beteiligung purinerger Signalwege an der RegulatienGenexpression im Skelettmuskel
wurde, wie bereits erwahnt, in einer Studie von iBuvet al (2009) nachgewiesen. Die
Autoren zeigten, dass Myotuben nach elektrischenuation ATP freisetzten und das
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ATP zur lang anhaltenden Erhéhung der {Gafiihrte. Zudem konnten die Autoren
nachweisen, dass die ATP vermittelte lang anhadtdaa]; Erhéhung die Transkription
von c-fos sowie IL-6 aktivierte, d.h. die Genexgiea regulierte.

Die Applikation von Oleamide, einem Halbkanal Intob, fuhrte zum Block der ATP
Freisetzung und folglich zum Ausbleiben der langatenden [C&]; Erhhung. Buvinic
et al (2009) vermuteten, dass ATP Uber PanneximBlkaausgeschittet wird.

Die Expression von Pannexinl im Skelettmuskel wwate Dvoriantchikova et al. (2006)
und Barbe et al. (2006) beschrieben. Im Folgenddindsskutiert werden, warum zwei

ATP permeable Halbkanale im Skelettmuskel expritm@rden kdnnten.

ATP

ATP

ate TP atp ﬂPj‘TP ATP
ATP o ATP

Pumerge

Rezeptoren

Connexm- /Pannexm
Halbkaniile

Abb. 24.: Schema der Genregulation im Skelettmuskelnter Beteiligung purinerger
Signalwege.

Abhangig vom Depolarisationsmuster der T-Tubuli Nbeam konnten entweder Connexin
oder Pannexin 1 Kanéle 6ffnen. Diese schitten Ad$Pdem Cytosol in das Lumen der T-
Tubuli aus. Die Menge an freigesetztem ATP ist dabdangig von den Eigenschaften
des aktivierten Kanals. ATP bindet und aktiviertriRerge Rezeptoren in der T-Tubuli
Membran. Dies fuhrt zur Erh6hung der intrazellutaialzium-Konzentration. Kalzium
als sekundarer Botenstoff aktiviert Signalwege, damen Enden die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren stehen, die Gene reguliensiche z.B. Kontraktionseigenschaften
des Muskels bestimmen.

-77 -



Diskussion

Cx45 und Pannexinl besitzen unterschiedliche @phirsiologische Eigenschaften und
koénnten demnach auch unterschiedliche Depolarissnoster dekodieren. So 6ffnen
Cx45 Halbkanale langsam, die Membran misste fdiglanger depolarisiert werden
(Valiunas 2002). Die Menge an freigesetzem ATP k&0 tonischen Charakters sein.
Pannexinl Halbkanale hingegen 6ffnen schnell, deakén jedoch auch wieder schnell,
die Membran musste deshalb vielleicht nur kurz tepert werden (Bruzzone et al.
2005). Die Menge an freigesetztem ATP konnte demeaer phasischen Charakters sein.
Zusammenfassend kann vermutet werden, dass abhamgig Innervationsmuster
entweder Cx45 oder Pannexinl Halbkanéle im Skeietkel 6ffnen und ATP in den
extrazellularen Raum ausschitten. ATP bindet prgen®ezeptoren, dies fuhrt tber P2R
G-Protein vermittelt zu einer [3; Erhohung. Kalzium aktiviert als sekundarer
Botenstoff Signalwege, welche die Genexpression Skelettmuskel regulieren und
daruiber den Kontraktionsphanotyp modulieren (s./24f).

Wichtig ist dabei: Die Menge an ausgeschuttetem AtRbhangig von der Leitfahigkeit
und Dauer der jeweiligen Kanaléffnung, was sich &#fuer und Lange der [€E%
Erhdhung auswirkt. Dauer und Lange der {GaErhohung ihrerseits bestimmt welche

Signalwege aktiviert werden und letztlich den Kaktironsphanotyp der Faser.

5.3 Untersuchungen der Myogenese an Cx39 und Cx43
doppelt defizienten Embryonen

Die Skelettmuskulatur der Vertebraten entsteht ami&n. In diesen entwickeln sich
mesodermale Zellen zu Myoblasten. Myoblasten dfiereren und fusionieren zu
Myotuben, die schlie3lich zu adulten Skelettmusisdfn reifen. Dieser Prozess wird als
Myogenese bezeichnet.

Wahrend der Myogenese wird Cx43 in Myoblasten, Gx38lyotuben exprimiert. Zudem
konnten Trovato-Salinaro et al. (2009) die Exp@ssion Cx40 in einer Subpopulation
von Myotuben nachweisen. Ablation von Cx43 in Zalilir stort und verzogert die Fusion
von Myoblasten zu Myotuben (Araya et al. 2005)C39 defizienten Mausen hingegen
ist die Myogenese und Regeneration beschleunigheegjehend mit einer erhohten Menge
an Cx43 Protein wahrend dieser Prozesse (persémliictieilung, Julia von Maltzahn).

Die verstarkte Expression von Cx43 in Cx39 defimanMausen kénnte den Verlust von
Cx39 kompensieren. Deshalb sollte der Myogenegepsan Cx39 und Cx43 defizienten
Embryonen untersucht werden, um diesen mdoglichempkosatorischen Effekt
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auszuschalten und die Funktion von Cx39 aufzudeWlezglichen wurden bei den
Analysen stets Cx39 defiziente und Cx39/Cx43 ddpgediziente Embryonen.

531 Die Expression myogener Marker in Cx39 und Cx43pedtp
defizienten Embryonen

Immunfluoreszenz-Analysen an Embryonen ED13.5 wieSggnale fir MyoD und
Myogenin in rostralen Kompartimenten nach. Es wak&ine Unterschiede in der
Signalstarke und Lokalisation in Cx39 einfach- u@a39/Cx43 doppelt defizienten
Embryonen zu erkennen. Sowohl die Signale fir Myal® auch Myogenin waren
kernlokalisiert und tberlappten zum Grof3teil. DgeeSignalmuster geht einher mit den
beschriebenen Expressionsprofilen von MyoD und Myag MyoD wird in aktivierten
und proliferierenden Myoblasten exprimiert. Mit tkohreitender Myogenese nimmt die
Expression ab. Adulte Muskelfasern zeigen nur nggéirlich MyoD positive Zellkerne
(Koishi et al. 1995). Myogenin wird in Myoblastenrk vor der Fusion, in Myotuben und
nur noch wenig in adulten, vorwiegend schnelleni@kauskelfasern, exprimiert (Hughes
et al. 1993). Die Expression von MyoD und Myogeaberlappt demnach in Myoblasten
wahrend der Fusion und zum Teil in Myotuben (Zamatital. 2006). In Cx39 einfach
defizienten- und Cx39/Cx43 doppelt defizienten Eyoben waren sowohl ausschlief3lich
MyoD als auch Myogenin positive Zellenkerne zu &nd d.h. sowohl proliferierende
Myoblasten als auch reife Myotuben (Zammit et &10&). Beide Signale Uberlappten
weitgehend. Die Uberlappung der Signale fir MyoDd uMyogenin in Cx39 einfach
defizienten- und Cx39/Cx43 doppelt defizienten Eyoben (ED13.5), deutet auf einen
grof3en Pool bereits fusionierender Myoblasten hom. Myotuben. Da die Myogenese in
Dermomyotom rostraler Somiten bereits an ED8.5 rbdgiist sie in diesen Bereichen
deshalb ED13.5 schon weit fortgeschritten. Hiemekeln sich zu diesem Zeitpunkt die
ersten Myotuben des Embryo (primérer Myotuben) Fét al. 1989).

Auch an ED16.5 Embryonen waren keine Unterschiede Liokalisation und
Expressionstarke der myogenen Marker MyoD und Mgogen Cx39 einfach- und
Cx39/Cx43 doppelt defizienten Embryonen zu erkenri@m keine Unterschiede in der
Verteilung myogener Marker festgestellt wurde, is& Myogenese auch in doppelt
defizienten Embryonen, wie fir Cx39 defiziente Eyamen bereits nachgewiesen (Julia

von Maltzahn, personliche Mitteilung), wahrscheaihlibeschleunigt. Signale waren dabei
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deutlich in Rumpf- ,Cranialen- und in Bereichen hsientwickelnder Gliedmal3en
nachweisbar. Praparierte Embryonen waren zu diesatpunkt bereits bewegungsfahig,
was auf die Entwicklung funktionierender kontrakstihiger Skelettmuskelfasern
hindeutet.

Zusammenfassend lasst sich folgendes festhaltetz der Ablation von Cx39 und Cx43
wird die Myogenese induziert. Mesodermale Zellenwerkeln sich zu Myoblasten,
differenzieren und fusionieren zu kontraktionsfé@mdviyotuben. Der zeitliche Ablauf des

Myogeneseprozesses ist jedoch verandert.

5.3.2  Vergleich der Myogenese in Cx39 einfach- und Cx38&C
doppelt defizienten Embryonen — die Rolle von Cw&hrend
der Myogenese

Die verstarkte Expression von Cx43 in Cx39 defirerMausen wahrend der Myogenese
und Muskelregeneration, liel3 vermuten, dass Cx48 Finktion von Cx39 ersetzt.
Untersuchungen an Cx39/Cx43 doppelt defizienten fgoren zeigten jedoch keine
augenscheinlichen Unterschiede des Myogenesepesxesa Vergleich zu Cx39
defizienten Embryonen. So muss vermutet werdens dasiitro Cx43 wahrend der
Myogenese entbehrlich zu sein scheint. Dies deigkt mit Untersuchungen an Cx43
defizienten M&usen, die augenscheinlich Skelettaskr ausbilden (Theis, Doktorarbeit
2001). Araya et al. (2005) wiesen jedoch eine vgeri@ Muskelregeneration nach
induzierter Ablation von Cx43 nach. In dieser Seudvurde Cx43 jedoch durch ein
induzierbares System (Mx-Cre) ablatiert, sodasse@ndJrsachen fir die verzogerte
Regeneration nicht ausgeschlossen werden konnewir80Cx43 u.a. in Makrophagen
exprimiert, die eine zentrale Rolle im Regeneraponzess einnehmen. Ist die Funktion
von Makrophagen gestoért, nimmt dies Einfluss aef Regeneration (Merly et al. 1999).
Zwar fuhrt auchin vitro die Ablation von Cx43 zur verzégerten und verrige
Myotubenbildung, jedoch wird die Fusion von Myoldéas nicht vollstandig verhindert
(Araya et al. 2005; Squecco et al. 2006), sodasg&rpression von Cx43 mdglicherweise
keine Grundvorraussetzung fur die Myotubenbildung sein scheint. Da jedoch der
Myogeneseprozess in Cx39/Cx43 defizienten Mausehrsgheinlich beschleunigt ist,
kénnte Cx43 an der Koordination der Fusion von Masten beteiligt sein (Gorbe et al.
2005).
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Zwei weitere Connexine Cx40 und Cx45 werden wéahreled Myogenese, jedoch
ausschliel3lich in Myotuben exprimiert, sodass épenpensation von Cx43 durch Cx40
und/oder Cx45 unwahrscheinlich, aber nicht ausigftém ist.

Die Analysen an Cx39/Cx43 defizienten Embryonergerej dass die Expression von
Cx43 keine Vorraussetzung fur die Entwicklung voesodermalen Zellen zu Myoblasten
und deren Fusion zu Myotuben zu sein scheint. Mtghweise wird die Induktion und das
Fortscheiten der Myogenese Uber Signale des umdehd&bewebes gesteuert (Arnold and
Braun 2000; Borue and Noden 2004) und Connexindileakdnnten eine modulatorische

Rolle wahrend dieser Prozesse einnehmen.

5.3.3 Die Funktion von Cx39 wahrend der Myogenese

2004 beschreiben von Maltzahn et al. ein Connenamentlich Cx39, das ausschlief3lich
wahrend eines Kkleinen Zeitfensters in der embrymalsich entwickelnden
Skelettmuskulatur (und in regenerierenden Skeletk®ln) exprimiert wird. Weitere
Analysen zeigten, das Cx39 ausschliel3lich in Myetubu finden ist (von Maltzahn et al.
2004; von Maltzahn et al. 2006). Da Myotuben embajer Skelettmuskeln untereinander
gekoppelt sind, liegt es nahe, diese Kopplung aap Gunctions bestehend aus Cx39
zurtck zufiihren. Die Funktion der Kopplung von Mymén ist jedoch unbekannt.
Analysen der Cx39 und Cx39/Cx43 defizienten Embeyomeigten, dass die Myogenese
beschleunigt ist. Dies deutet auf eine Rolle voBTxnd Cx43 an der Koordination des
zeitlichen Ablaufs der Myogenese hin.

Wahrend der Myogenese werden zwei Phasen der Mgohluldung unterschieden.
Primare Myotuben werden ab ED13.5 bis ED16.5 gehilfiekundare Myotuben entstehen
ab ED16.5 innerhalb der Basalmembran priméarer MyenuFurst et al. 1989). Sekundare
Myotuben werden erst kurz vor der Geburt innervigRoss et al. 1987).
Elektrophysiologische Untersuchungen an embryonBleskeln der Ratte zeigten, dass
zum Grof3enteil nur primare Myotuben innerviert veardSheard et al. 1991). Elektrische
Signale werden dann, so die Vermutung der Autorauf sekundare Myotuben
weitergegeben. Die Aktivitdt von Motoneuronen istabdingbar fur die Bildung von
sekundaren Myotuben wie von Harris (1981) nachgssviewurde. Cx39 haltige Gap
Junctions konnten die Weitergabe von Signalen (sdfae Botenstoffe) primérer- an

sekundéare Myotuben erlauben und so die Reifungrgkiter Myotuben koordinieren.
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Wenn keine Kopplung zwischen Myotuben stattfindeptstehen kaum sekundare
Myotuben (Harris 1981). Dies kénnte Auswirkungeri @ie Faserkomposition haben, da
primare Myotuben die langsame MHC | Isoform expeéren, sekundare Myotuben jedoch
nur embryonale MHC Isoformen (Barbet et al. 199Lighes et al. 1993). Im adulten
Muskel wird der Fasertyp jedoch durch die Inneosatbestimmt (Schiaffino et al. 2007),
sodass eine veranderte Faserkomposition nur inet@ugnen Mausen besteht.

Dies erklart jedoch nicht den beobachteten PhanGygo- und Cx39/Cx43 defizienter
Mause, die schon ab ED13.5 eine verstarkte Exmnessiyogener Marker aufweisen.
Doch auch hier kénnte die Kopplung zwischen primaviyotuben den Myogeneseprozess
steuern und koordinieren helfen. An ED13.5 sindsehiéel3lich primére Myotuben
gebildet, die wahrscheinlich nicht alle einzelnanniert werden kénnen (das Zwerchfell
der Ratte besteht ED16 aus ca. 1500 Muskelfasdartié 1981).

Cx39 RNA ist ab ED11.5 nachweisbar. Immunfluores&aalysen zeigen plaqueartige
Signale, sodass erste primére Myotuben Uber Gagidanbestehend aus Cx39, gekoppelt
sein kdnnen. So kdnnten innervierte primare Myatuslektrische Signale auf benachbarte
primare Myotuben Uber Gap Junctions weiterleitelekteische Aktivitat reguliert die
MRNA Menge von MyoD und Myogenin. Dennervation fiildabei zur Erh6hung der
MRNA Menge (Eftimie et al. 1991). Fallt die Gap dtion Kopplung zwischen Myotuben
und Myotuben/Myoblasten aus, wird verstarkt MyoDdullyogenin exprimiert. Dies
beschleunigt die Myogenese. Die beschleunigte Myege konnte die koordinierte
Bildung priméarer und sekundéarer Myotuben aufhelietiem stetig neue Myotuben, d.h.
primare Myotuben gebildet werden. Im Gegensatzekursdaren Myotuben, exprimieren
primare Myotuben neben den embyronalen MHC Isoforrmaech die MHC | Isoform.
Dies kénnte dazu fuhren, dass die Muskeln der rirgeen Maus Uberwiegend aus
langsamen Fasern bestehen. Diese sind zwar ermsrégiggent, konnen jedoch keine
schnellen Kontraktionen ausfuhren und sind demnexchhrer Bewegungsfahigkeit
eingeschrankt.
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5.4 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Expression von Connexinewdhrend der
Skelettmuskelentwicklung und in der adulten Skelattkulatur der Maus analysiert.

1. Ein zentraler Bestandteil der einwandfreien Fiomkeines Muskels ist die elektrische
Isolation der einzelnen Skelettmuskelfasern urmerader. Uber die ektopische Cx43
Expression in adulten Skelettmuskelfasern der Msolfte diese elektrische Isolation
aufgehoben werden und der Einfluss auf die Skeletkelphysiologie untersucht werden.
Die Analysen wiesen nach, dass Cx43 ektopisch mwgri in adulten Skelettmuskelfasern
in der Plasmamembran lokalisiert war, keine Gatioms ausbildete, jedoch eine erhdhte
Halbkanalaktivitat zeigte. Die ektopische Expressvon Cx43 fiuhrte zur Erh6hung der
Muskelkraftentwicklung, einhergehend mit einer welgrten Genexpression. Zudem
zeigten Cx43 ektopisch exprimierende primare Myetulgeringere Kalziumtransienten
nach ATP Stimulation. Es konnte daher nachgewiegemen, dass Cx43 ektopisch im
Skelettmuskel exprimiert die Halbkanalaktivitat deBroteins erhéht und so,
maoglicherweise Uber purinerge Signalwege, den Mipsianotyp verandert.

2. In Rahmen dieser Arbeit wurde zudem die endo@eqeession von Cx45 im adulten
Skelettmuskel untersucht. Nachdem die Expressi@n irschieden Methoden verifiziert
werden konnte, zeigten Ko-Immunfluoreszens Analyselas Cx45 in T-Tubuli
Membranen und/oder in Terminalen Zisternen des dpdakmatischen Retikulums
lokalisiert ist, was die Ausbildung von Gap Junetibanalen verhindert aber funktionale
Halbkanéle ermdglichen kdnnte.

3. Die Skelettmuskulatur der Vertebraten entsteist mesodermalen Zellen, die sich zu
Myoblasten entwickeln, differenzieren, und zu Mym#n fusionieren. In Myoblasten wird
Cx43- in Myotuben Cx39 exprimiert. Ablation von £Xin vitro fuhrt zur Verzégerung
der Myogenese. In Cx39 defizienten Embryonen istMlyogenese hingegen beschleunigt.
Untersuchungen zur Myogenese an Cx39/Cx43 doppéitienten Embryonen sollten die
Rolle der beiden Connexine wéhrend der Myogeneseerstehen helfen. Analysen an
Cx39/Cx43 doppelt defizienten Embryonen zeigten néei Veranderungen in
Expressionstarke und Lokalisation myogener Markerergleich zu Cx39 defizienten
Embryonen. Sowohl einfach- als auch doppelt defizie Embryonen bildeten
Skelettmuskelfasern aus und waren bewegungsfalggeDJntersuchungen zeigten, dass
weder Cx39 noch Cx43 notwendig fur die Skelettmleskevicklung zu sein scheinen.
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5.5 Ausblick

55.1 Die ektopische Expression von Cx43 in adulten
Skelettmuskelfasern

Cx43 ektopisch im Skelettmuskel exprimiert, verahdé Kontraktionseigenschaften der
Muskelfasern. Dies geschieht, wie im Extensor Digilm Longus Muskel gezeigt wurde,
wahrscheinlich durch Veranderungen in Signalwegh®,die Genexpression im Muskel
regulieren. Die veranderten Kontraktionseigensemafkonnten durch Analysen der
Expression von Transkriptionsfaktoren (NFATla-cacalineurin etc.) und weiteren
Proteinen, die am Kontrakionsprozess teilnehmbtyogin light chain, SERCA etc.)
bestéatigt werden. Vorlaufige Analysen zeigten, daks veranderte Genexpression
mechanistisch Uber Veradnderungen ATP vermitteltegn&@wege, wahrscheinlich
purinerger Signalwege, erklart werden kann. DidniBdime purinerger Signalwege musste
genauer charakterisiert werden, z.B. durch Verwegdwerschiedener Blocker, die
bestimmte Komponenten dieser Wege inhibieren. Zuki@mte analysiert werden, welche
Purinergen Rezeptoren in welchen Muskeltypen exprimverden, um so einen weiteren

Dekodierungsmechanismus aufzuzeigen.

5.5.2 Die Endogene Expression von Cx45 in adulten
Skelettmuskelfasern

In dieser Arbeit wurde die endogene Expression @r45 in adulten Skelettmuskelfasern
beschrieben. Um die Funktion des Cx45 innerhallSt#etettmuskelphysiologie zu klaren,
ware eine skelettmuskelspezifische Deletion unalimin da Cx45 defiziente Embryonen
an Tag 10.5 der Embryonalenwicklung sterben. Diéankte durch Verpaarung von
Cx45fl/fl Mausen mit Mausen, die eine muskelspezliie eine Cre-Rekombinase expri-
mieren geschehen. Die Analyse muisste zuerst -eirlgenaine histologische

Charakterisierung  der Muskeln einschlieen. Damuntielen Hamatoxylin-Eosin

Farbungen, Collagen und  Trichromfarbungen. AnsBeiel konnte die

Faserzusammensetzung Utber die Analyse der Myo$iweSen-Kette Isoformen bestimmt
werden. Veranderungen derselben konnten physialogisiber Messungen die
Kontraktionseigenschaften der Muskeln, wie zum Bieisdie Ermudungresistenz oder die

maximale Kraftentwicklung, charakterisiert werdenUber ATP Freisetzungs-
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untersuchungen und Farbstoffaufnahme, hervorgerdtench Reduktion extrazellularen
Kalziums und elektrische Feldstimulation, liel3e hsidie Funktionalitat der Cx45
Halbkanéle nachweisen. Zudem koénnte bestimmt werdéneine Verdnderung von
Transkriptionsfaktoren, die muskelspezifische Gesgulieren vorliegt, um Signalwege

aufzudecken, die durch Cx45 vermittelt werden kénnt

5.5.3 Untersuchungen zur Myogenese an Cx43 und Cx39ieetien
Embryonen

Die Ablation von Cx43 und Cx39 hat einen Einflumsf den zeitlichen Ablauf der
Myogenese. Unklar ist, wie dies geschieht. Mogliohére, dass vermehrt primére
Myotuben gebildet werden. An doppelt defizientenbEyonen kdnnte untersucht werden,
ob ein Missverhdltnis in der Anzahl primarer uné&wearer Myotuben vorliegt. Dazu
konnten die Verteilung langsamer zu schneller Fasertersucht werden, da primare
Myotuben langsame Fasern bilden. Gleichwohl kémiweKopplung von Myotuben und
Myoblasten in primaren Kulturen doppelt defizienEenbryonen untersucht werden, um
heraus zu finden, ob Cx40 oder Cx45 die Ablatiom vBx39 und Cx43 trotzt
unveranderter Expressionstarke kompensieren konkéktrische Stimulation dieser
Kulturen kdonnte zudem aufdecken, ob und wie elegte Stimuli MyoD und Myogenin

regulieren.
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