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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Proteoglykane bilden einen wichtigen Bestandteil der extrazellularen Matrix (ECM). An der
Biosynthese  der  Glykosaminoglykan(GAG)-Ketten  sind  eine  Vielzahl  von
Glykosyltransferasen beteiligt, wobei die Xylosyltransferase | (XT-I), durch den Transfer von
Xylose auf spezifische Serinreste des Proteoglykan-Core-Proteins, die Synthese des
Tetrasaccharid-Linkers initiert. FiUr das zur XT-I hoch homologe Protein,
Xylosyltransferase Il (XT-Il), konnte bislang keine physiologische Funktion nachgewiesen
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte erstmals eine detaillierte Analyse zur Funktion und
Regulation der XT-I bei pathophysiologischer Remodellierung der ECM. Anhand von
humanen Herzgewebeproben konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer dilatativen
Kardiomyopathie (DCM) neben einer gesteigerten Expression des Enzyms auch eine
vermehrte Deposition von GAG-Ketten und Proteoglykanen im Myokard aufweisen. Durch
die Verwendung eines Modellsystems zur in vitro-Simulation der DCM konnte erstmals
nachgewiesen werden, dass eine Hochregulation der XT-I-Expression durch mechanischen
Stress erfolgt. Als Induktor der XT-I-Genexpression wurde TGF-34 identifiziert, welcher bei
mechanischer Expansion kardialer Fibroblasten vermehrt sezerniert wird. Durch den Einsatz
spezifischer Inhibitoren der TGF-B,-Signalkaskade konnte nachgewiesen werden, dass die
Regulation der XT-I-Transkription Uber den Signalweg der p38-MAP-Kinase reguliert wird.
Uber eine gezielte siRNA-vermittelte Degradierung der XT-I-mRNA in kardialen Fibroblasten
sowie anschlielende Quantifizierung des GAG-Gehalts im Zellkulturiiberstand konnte zudem
erstmals bestatigt werden, dass die XT-I das geschwindigkeitsbestimmende Enzym bei der
kardialen GAG-Biosynthese darstellt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Vielzahl von Real-Time PCR-Systemen zur relativen
Quantifizierung der mRNA-Expression der an der Proteoglykan-Biosynthese beteiligten
Enzyme und Core-Proteine etabliert. Unter Verwendung dieser Systeme konnte umfassend
die Regulation der Genexpression bei der physiologischen Ausbildung der ECM wahrend der
chondrogenen und osteogenen Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen
untersucht werden. Die Expressionsanalyse zeigte, dass sowohl die GAG-bildenden Enzyme
als auch die Proteoglykan-Core-Proteine vielfach die gleichen Regulationsmuster aufweisen.
Zudem konnte nachgewiesen werden, dass sowohl bei Chondrogenese als auch bei
Osteogenese die XT-I, aufgrund einer den anderen Enzymen vorgelagerten Expression,
vermutlich eine Schlisselposition bei der Assemblierung der GAG-Ketten einnimmt. Fur die
XT-Il wurde bei beiden Differenzierungswegen jeweils eine zur XT-l differierende
Expressionskinetik detektiert. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Analyse
der Expression von Schlisselenzymen und Core-Proteinen der Proteoglykanbiosynthese
eine Moglichkeit  darstellt, die  unterschiedlichen Entwicklungsstadien  der
Stammzelldifferenzierung zu kategorisieren.

Durch die Verwendung von shRNA und siRNA wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals die
mRNA-Expression beider humaner Xylosyltransferasen gezielt in vitro um mehr als 80%
reduziert. Durch die siRNA-vermittelte Reduktion der XT-I- und XT-lI-mRNA-Expression in
SW1353- und SAOS2-Zellen konnte dadurch erstmals nachgewiesen werden, dass die XT-II
eine Xylosyltransferaseaktivitat aufweist. Zusatzlich zeigte sich, dass die XT-Il in aktiver
Form in den Zellkulturiberstand sezerniert wird und dort eine, im Vergleich zur XTI,
abweichende Akzeptorspezifitat aufweist. Darliber hinaus wurde bei der Regulation beider
Xylosyltransferasen ein Rickkopplungsmechanismus detektiert. So konnte nachgewiesen
werden, dass bei einer singularen Reduktion eines der beiden Enzyme eine vermutlich
kompensatorische Hochregulation des jeweils anderen Enzyms erfolgt.
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2 Einleitung

21 Die extrazellulare Matrix

Der Anteil des Gewebes, der von tierischen Zellen in den Interzellularraum sezerniert wird,
ist als extrazellulare Matrix (ECM) definiert. Die ECM kommt grundsatzlich in allen
Grundgewebetypen vor, wo sie bestimmend flr die Eigenschaften der jeweiligen Gewebeart
ist. Das Resultat der Forschung der letzten Jahre ist, dass die ECM heute nicht mehr nur als
gewebeinterner Wasserspeicher mit Stutzfunktion angesehen wird, sondern vielmehr als ein
System aus der Gesamtheit komplex interagierender Makromolekile, die sich auRerhalb der
Plasmamembran befinden. Neben Faserproteinen wie Kollagen oder Fibronektin sind vor

allem Proteoglykane ein wichtiger Bestandteil der ECM [1].

’
——— Link-Protein
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sulfat Core-
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Core- o e B R
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines Proteoglykan-Aggregats. Die
Glykosaminoglykan(GAG)-Ketten sind Uber einen Tetrasaccharid-Linker an das Core-
Protein gebunden.
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2.2 Aufbau und Funktion der Proteoglykane

Proteoglykane sind eine heterogene Gruppe von Glykokonjugaten, die sich aus
Polysacchariden und Peptiden zusammensetzen. Dabei kdnnen Glykosaminoglykane
(GAG), die Polysaccharide der Proteoglykane, bis zu 95% der Gesamtmasse dieser
Konjugate ausmachen [2]. GAG-Ketten, wie z.B. Heparansulfat, Chondroitinsulfat oder
Dermatansulfat bestehen aus repetitiven Disaccharid-Einheiten, die an das Core-Protein
gebunden sind. In Abhangigkeit vom Core-Protein kdénnen eine oder mehr als 100
unverzweigte GAG-Ketten an das Peptidriickgrat gebunden sein. Insgesamt sind bisher
mehr als 30 verschiedene Core-Proteine identifiziert worden, wobei das Molekulargewicht
von 10-500 kDa variiert [3]. Basierend auf der Sequenz des Core-Proteins wurde eine
simplifizierte Einteilung in zwei Gruppen vorgeschlagen. Die Klassifizierung unterscheidet
zwischen kleinen leucinreichen Proteoglykanen (z.B. Decorin) und den modularen grof3en
Proteoglykanen, welche in zwei Subgruppen unterteilt sind. Dabei wird differenziert zwischen
den Hyalektanen, die hyaluron- und lektinbindende Doméanen aufweisen, (z.B. Aggrecan und

Versican) und den nicht hyaluronsaurebindenden Proteoglykanen (z.B. Perlecan) [4].

Eines der am besten untersuchten Proteoglykane stellt das Aggrecan dar. Es kommt in
grollen multimolekularen Aggregaten vor, die aus einer Vielzahl von Proteoglykan-
Monomeren bestehen. Diese sind jeweils Uber ein Link-Protein nicht-kovalent an ein
Hyaluronatmolekil gebunden. Anndhernd 90% der Masse des Aggrecans ist bedingt durch
den Kohlenhydratanteil, welcher pradominant aus Chondroitinsulfat-, aber auch zu einem
geringeren Anteil aus Keratansulfatketten besteht [5, 6]. Aggrecan bildet den groften Teil
des Knorpels, wobei durch den anionischen Charakter der Aggrecan-Aggregate ein

Turgordruck aufgebaut wird, der verantwortlich flr die Kompressionsstabilitat ist [7, 8].

Neben der Stabilisierung verschiedener Gewebetypen beinhalten Proteoglykane eine Reihe
anderer physiologischer Funktionen. So interagiert z.B. das kleine leucinreiche Proteoglykan
Decorin mit den Kollagen-Typen | und Il und beeinflusst entscheidend die Kinetik der
Kollagenfibrillogenese sowie den Durchmesser von und die Distanz zwischen den Fibrillen
[9-11]. Zudem ist Decorin in der Lage, Uber sein Core-Protein das Cytokin transforming
growth factor betal (TGF-B4) mit hoher Affinitat zu binden und somit die Bioaktivitat zu
beeinflussen [12-15].
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2.3 Glykosaminoglykane

Zu den GAG zahlen Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Heparansulfat, Heparin, Hyluronat
und Keratansulfat. Sie sind aus alternierenden Disaccharideinheiten aufgebaut und kénnen
sowohl als Bestandteil eines Proteoglykans oder auch in freier Form im Organismus
vorliegen [16]. Die zwei alternierenden Monosaccharide sind jeweils ein Aminozucker (N-
Acetylglukosamin oder N-Acetylgalaktosamin) und eine Uronsaure (D-Glukuron- oder L-
Iduronsaure). Eine Vielzahl der Hydroxylgruppen des Aminozuckers ist mit Sulfat verestert,
woraus eine hohe Ladungsdichte der GAG-Kette resultiert [2]. Die charakteristische Form
der langgestreckten Polymerkette ergibt sich aus der Ausbildung dieser energetisch

glnstigen Konformation.

CH,OH
o
© CH,0S0,-
0 o—
HO
HO
COoO-
o 0 NHCOCH, COO- o
0 NHCOCH;
OH
OH
—o0
Hyaluronat © OH
Chondroitin-6-Sulfat
CH,080;, -
o O—
CH,0S0;-
o_
CH,OH 0
0,80
o OH
OH (o)
NHCOCH, o
0 NHCOCH,
COO-
—o0 OH OH
Keratansulfat
—0

OH

Dermatansulfat

Abb. 2.2: Darstellung der Disaccharideinheiten wichtiger Glykosaminoglykane (GAG).

Die Synthese der GAG-Ketten wird, abgesehen vom Keratansulfat, durch die sequentielle
Addition der vier Monosaccharide Xylose, Galaktose, Galaktose und Glukuronsaure an das
Proteoglykan-Core-Protein eingeleitet. Der initiale Transfer der Xylose auf das Core-Protein
wird dabei durch das Enzym Xylosyltransferase | (XT-I) eingeleitet. Ausgehend von dem
Tetrasaccharid-Linker erfolgt durch weitere Glykosyltransferasen eine Elongation der GAG-

Kette, welche abschlielRend aus bis zu 1000 Disaccharideinheiten aufgebaut ist [4, 17, 18].
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Chondroitinsulfat besteht aus einer repetitiven Sequenz von N-Acetylgalaktosamin und
Glukuronsaure. Der Aminozucker kann durch unterschiedliche Sulfotransferasen sowohl an
der Position C4 als auch C6 verestert werden, wodurch zwischen Chondroitin-4-Sulfat und
Chondroitin-6-Sulfat unterschieden wird. Durch das Enzym Glukuronyl-C5-Epimerase
(GIcACS5E) erfolgt an der Position C5 die Epimerisierung der Glukuronsaure zu lduronsaure

und fihrt somit zur Ausbildung von Dermatansulfat [19].

Die Biosynthese von Heparin und Heparansulfat erfolgt nach der Addition von N-
Acetylglukosamin und D-Glukuronsdure an den Tetrasaccharid-Linker. Nachdem beide
Saccharide partiell enzymatisch N-deacetyliert und N- oder O-sulfatiert wurden, katalysiert
die GICAC5E eine Epimerisierung der Glukuronsaure zu lduronsaure [20]. Bezlglich der
Substitutionsmuster von Heparin und Heparansulfat zeigen sich deutliche Unterschiede bei
der N-Sulfatierung und N-Acetylierung. Wahrend flir Heparin pradominant eine N-
Sulfatierung beobachtet wird, zeigt sich das Substitutionsmuster von Heparansulfat deutlich

vielseitiger [21].

Abweichend von den bereits beschriebenen GAG kdnnen Keratansulfate sowohl N-
glykosidisch als auch O-glykosidisch an das Proteoglykan-Core-Protein gebunden sein [22].

Im Vergleich zu anderen GAG sind die ausgebildeten Disaccharidketten sehr kurz (Abb. 2.1).

Hyaluronat stellt das langste GAG dar und wird im Gegensatz zu anderen GAG nicht in
intrazellularen Kompartimenten, sondern an der inneren Oberflache der Plasmamembran
synthetisiert. Durch das Enzym HA-Synthase wird dabei die Addition von jeweils N-
Acetylglukosamin und D-Gukuronsaure katalysiert [23-25].

24 Glykosyltransferasen

Glykosyltransferasen sind Enzyme, die den Transfer eines aktivierten Zuckers auf ein
Akzeptormolekul katalysieren und somit die Synthese von Saccharidketten initiieren bzw.
elongieren. Bei dem Akzeptormolekul kann es sich um das nicht-reduzierende Ende einer
wachsenden Oligosaccharidkette, um ein Protein oder um ein Lipid handeln [26]. Die
meisten Glykosyltransferasen bendtigen fur die von ihnen katalysierte Transglykosidierung
ein bivalentes Kation als Kofaktor, welches in der Regel Mg** oder Mn?" ist [27]. Aufgrund
ihrer Substratspezifitat konnen die Glykosyltransferasen in verschiedene Familien unterteilt
werden. Nach der Art des transferierten UDP-, GDP- oder CMP-Zuckers wird zwischen
Galaktosyltransferasen,  Glukosyltransferasen,  Fukosyltransferasen,  N-Acetylglukos-

aminyltransferasen, N-Acetylgalaktosaminyltransferasen, Sialyltransferasen und
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Xylosyltransferasen unterschieden [28]. In Abhangigkeit von der Glykosyltransferase kann
der Transfer des Zuckers unter Inversion oder Retention der Konfiguration am anomeren
Zentrum erfolgen. 1997 wurde durch Campell et al. eine Kategorisierung der bis dahin
bekannten Glykosyltransferasen in 26 Familien vorgenommen. Die Einteilung erfolgte dabei
nach Sequenzhomologien, nach Donorzucker und nach Inversion bzw. Retention des
Substratzuckers [29]. Mittlerweile ist die Anzahl von Glykosyltransferasefamilien, basierend

auf Sequenzanalysen, auf weit Uber 70 angewachsen [28].

Abweichend von der deduzierten Aminosauresequenz weist die Tertiarstruktur der im Golgi-
Apparat lokalisierten Enzyme signifikante Homologien auf [26, 30]. Dabei sind die Mehrzahl
der Glykosyltransferasen lumenorientierte Typ Il Transmembran-Proteine, die eine kurze N-
terminale cytoplasmatische Domane, einen hydrophoben Membran-Anker, eine
Stammregion variabler Lange sowie eine enzymatisch aktive globulare Doméane aufzeigen
(Abb. 2.3) [26]. Das pH-Optimum dieser Enzyme liegt zumeist in einem Bereich von pH 5 -
pH 7, was den pH-Werten in den verschiedenen Kompartimenten des ER-Golgi-

Plasmalemmas entspricht.

In den vergangen Jahren konnte bereits eine Vielzahl von Glykosyltransferasen kloniert und
deren Kristallstruktur aufgeklart werden. Anhand der 3-D-Strukturen konnten zwei
verschiedene  Tertiarstrukturen  identifiziert ~ werden. Die  Typ-A-Struktur  bei
Glykosyltransferasen setzt sich aus parallelen B-Faltblattern zusammen, die jeweils von a-
Helices flankiert werden. Zusatzlich haben Typ-A-Glykosyltransferasen ein konserviertes
DxD-Motiv (x = beliebige Aminosaure) gemeinsam, welches durch die Koordination
zweiwertiger Kationen an der Bindung des aktivierten Zuckers beteiligt ist.

Die Tertiarstruktur der Typ-B-Glykosyltransferasen beschreibt zwei aus a-Helices und [3-
Ketten zusammengesetzte Rossmann-ahnliche Strukturen, welche bei der Ligandenbindung

eine veranderte Konformation einnehmen [26, 27].

Neben der XT-I, welche den initialen Schritt der GAG-Biosynthese katalysiert, sind die
Glykosyltransferasen  N-Acetylgalaktosaminyltransferase | (GalNAcT) und die N-
Acetylglukosaminyltransferase | (EXTL2) entscheidend an der Elongation der GAG-Ketten
beteiligt. Nach Ausbildung des Tetrasaccharid-Linkers transferiert die GalNAcT die Addition
von GalNAc und ist somit neben der Glukuronyltransferase Il essentiell an der Synthese von
Chondroitinsulfat- und Dermatansulfat-Ketten beteiligt [31-33]. Das Enzym EXTL2 katalysiert
den Transfer von GIcNAc auf den Tetrasaccharid-Linker und initiiert dadurch die Synthese

von Heparin und Heparansulfat [34-36].
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Domanenstruktur einer
Glykosyltransferase.

25 Xylosyltransferasen

Die XT-lI wird der Glykosyltransferasefamilie 14 zugeordnet. Sie katalysiert den initialen
Schritt bei der Bildung des Tetrasaccharid-Linkers und ist somit ein Schllisselenzym bei der
GAG-Biosynthese [37, 38]. Das Enzym transferiert dabei die aktivierte Form der D-Xylose,
die UDP-D-Xylose, auf bestimmte Serinreste des Proteoglykan-Core-Proteins. Der XT-I-
vermittelte Prozess der Xylosylierung stellt somit den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
bei der Biosynthese von Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Heparansulfat und Heparin-

Ketten dar und erfolgt posttranslational im Golgi-Apparat [39].

Die Xylosylierung von Serinresten durch die XT-l erfolgt nur innerhalb einer definierten
Aminosduresequenz.  Durch  kinetische  Studien und einen  Vergleich der
Aminosauresequenzen glykosylierter Proteoglykane konnte eine Consensus-Sequenz,
bestehend aus den Aminosauren a-a-a-a-G-S-G-a-b-a (a = E oder D, b = G, E oder D), fur
den XT-I katalysierten Xylosetransfer identifiziert werden [40]. Basierend auf dieser
Consensus-Sequenz erfolgte erstmalig die Etablierung spezifischer Testsysteme zur
Quantifizierung der XT-I-Enzymaktivitat [41]. Frihere Testsysteme nutzten deglykosylierte
Proteoglykane aus Knorpelgewebe als Akzeptorsubstrat. Bedingt durch die extremen
Reaktionsbedingungen, welche fir die Deglykosylierung notwendig sind, erfolgte eine
unterschiedliche Fragmentierung der Proteine. Durch die Verwendung des nicht
glykosylierten Seidenfibroins von Bombyx mori konnte erstmals ein flr die XT-I spezifischer

und hochsensitiver Enzymaktivitatstest entwickelt werden. Das Seidenfibroin setzt sich aus
7
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den repetitiven Aminosauresequenzen S-G-A-G-A-G zusammen, welches somit die
Erkennungssequenz der XT-l enthalt. Die Quantifizierung der XT-I-Aktivitat basiert auf der
Detektion des XT-l-vermittelten Transfers von UDP-[**C]-Xylose auf den Akzeptor
Seidenfibroin [41]. Unter Verwendung des XT-I-Enzymaktivitatstests konnte bereits in
verschiedenen Probematerialien, wie z.B. in Korperflissigkeit, die Enzymaktivitat der
I6slichen Form der XT-I quantifiziert werden. Durch diese Untersuchungen konnte erstmals
gezeigt werden, dass die XT-I an einer Reihe von biologischen und auch pathobiologischen

Prozessen bei der Synthese und Umstrukturierung der ECM signifikant beteiligt ist [41-50].

Sowohl die Isolierung der XT-lI als auch die Klonierung der XT-I-cDNA erfolgten in der
Arbeitsgruppe des Instituts fir Laboratoriums- und Transfusionsmedizin im Herz- und
Diabeteszentrum NRW [51-54]. Dabei konnte erstmalig ein zur XT-I hoch homologes Gen
identifiziert werden, die Xylosyltransferase Il (XT-Il). Die humane XT-Il zeigt auf Aminosaure-
Ebene eine Sequenzhomologie zur XT-I von 55% auf. Innerhalb der C-terminalen
katalytischen Domane beider Proteine zeigt sich eine Sequenzhomolgie von tber 80% [51].
Bislang konnte die physiologische Funktion der XT-II nicht geklart werden. Aufgrund der
hochkonservierten Struktur beider XYLT-Gene kann vermutet werden, dass die XT-Il analog

zur XT-| eine Glykosyltransferaseaktivitat aufzeigt.

2.6 Dilatative Kardiomyopathie

Die kardiale Fibrose ist ein Prozess, der charakterisiert ist durch einen massiven Umbau der
myokardialen ECM. Bedingt durch die Substitution von funktionellem Gewebe durch nicht-
elastisches fibrotisches Gewebe kommt es zu einer Einschrankung der Herzfunktion und
somit schlieBlich zur Ausbildung einer chronischen Herzinsuffizienz [55-60]. Die New York
Heart Association (NYHA) teilt die Herzinsuffizienz in vier Schweregrade ein. Dabei
entspricht die NYHA-Klasse | einer leichten Funktionsstérung des Herzens, die nur unter
aullergewOhnlicher Belastung wahrgenommen wird. Bei einer starken korperlichen
Einschrankung mit Atemnot im Ruhezustand erfolgt die Zuordnung des Betroffenen in die
NYHA-Klasse IV.

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) stellt neben anderen Formen der Herzinsuffizienz die
haufigste Ursache der Herzmuskelschwéche dar. Die Atiologie ist bei dieser Erkrankung sehr
heterogen; sie kann sowohl primar, bedingt durch genetische Defekte, als auch sporadisch
als Folge einer Virusmyokarditis auftreten [61, 62]. Zusatzlich kann die DCM das sekundare
Ergebnis anderer kardiovaskularer Erkrankungen sein [63]. Charakteristisch fir die DCM ist

eine erhohte ventrikulare Wandspannung, aus der eine gesteigerte mechanische Belastung



Einleitung

des kardialen Gewebes resultiert. Bedingt durch diesen mechanischen Stress erfolgt bei den
humanen kardialen Fibroblasten (HCFs) eine vermehrte Sezernierung des
Wachstumsfaktors TGF-B [64]. Dieses Zytokin ist bekanntermalen fir die Induktion der
Kollagenexpression verantwortlich [65]. Als ein geeignetes Modellsystem zur Simulation der
kardialen Fibrose hat sich die zyklische mechanische Expansion von in vitro-kultivierten
kardialen Fibroblasten etabliert [66].

Abb. 2.4: Vergleichende Darstellung des linken Vertrikels eines
gesunden (A) und eines DCM-Patienten (B). Deutlich zu sehen
sind weill gefarbte Bereiche des Myokards, bedingt durch
interstitielle Fibrose.

Der fibrotische Umbau des kardialen Gewebes wahrend der DCM ist gekennzeichnet durch
eine veranderte Homeostase der ECM. Dabei sind ein verandertes Verhaltnis der Kollagen
Typ I- und Typ lll-Expression und eine gesteigerte Produktion von Proteoglykanen ein
Hauptcharakteristikum fiir das Fortschreiten der myokardialen Fibrose [57, 67, 68]. Wahrend
der fibrotischen Gewebsdegeneration kann im ventrikularen Gewebe vorwiegend die
Akkumulation der Proteoglykane Decorin und Biglykan detektiert werden [69-71]. Sowohl
Decorin als auch Biglykan gehdren zu der Gruppe der kleinen leucinreichen Proteoglykane
und besitzen ein ahnliches Core-Protein. Dieses ist am N-Terminus mit einer bzw. zwei

Chondroitinsulfat- oder Dermatansulfat-Ketten assoziiert.

2.7 Humane mesenchymale Stammzellen

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs) bilden im Organismus eine geringe
Population von multipotenten Progenitorzellen. Diese zeichnen sich durch ihre Fahigkeit aus,
z.B. sowohl in hamatopoetische als auch in chondrogene, osteogene und adipogene Zellen
zu differenzieren [72]. Die Isolierung dieser Zellen erfolgt vorwiegend nach einem

modifizierten Protokoll von Friedenstein, wobei die mesenchymalen Stammzellen Uber ihre

9



Einleitung

Adharenz an Plastikoberflachen von anderen Zelltypen abgetrennt werden [73]. Bisher
gestaltet sich die Identifikation der hMSCs sehr schwierig, da noch keine spezifischen
Oberflachenantigene flur diesen Zelltyp bekannt sind [74]. Die Anreicherung der isolierten
hMSCs wird aufgrund der fehlenden Oberflaichen-Antigene Uber einen Prozess der
negativen Selektion durchgeflhrt [75]. Ein indirekter Nachweis wird deshalb in einer Vielzahl

von Studien erst retrospektiv durch die Differenzierungskapazitat der isolierten Zellen

erbracht.
Osteogenese Chondrogenese Myogenese
Knochenmarkstroma
R Tendogenese

!

Osteoprogenitor Chondroprogenitor

Praadipozyt

)

Oste ozyt Chondrozyt Adipozyt

Abb. 2.5: Vereinfachtes Modell der mesenchymalen Stammzelldifferenzierung.
Dargestellt sind die drei am besten etablierten Systeme der Mesengenese. (nach [72],
modifiziert)
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271 Chondrogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen

Aufgrund der limitierten Fahigkeit von Knorpelgewebe, sich selbst zu regenerieren, stellt die
Implantation von autologen Chondrozyten, die aus hMSCs gewonnen wurden, eine
vielversprechende Behandlungsmdglichkeit dar. Insbesondere die Fahigkeit von hMSCs,
sich vielfach selbst zu replizieren, bietet die Mdglichkeit, eine ausreichende Menge an
Donor-Material fiir die Zelltherapie zur Verfiigung zu stellen. Im Vergleich zu embryonalen
Stammzellen besteht zudem bei einer Transplantation von differenzierten autologen hMSCs

der Vorteil, dass keine Histokompatibilitatsprobleme bertcksichtigt werden missen.

In zahlreichen Studien konnte eine Vielzahl von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und
chemischen Faktoren identifiziert werden, welche die chondrogene Differenzierung
induzieren bzw. positiv beeinflussen. Zu den potentesten Induktoren der Chondrogenese
zahlen neben dem insulin-like growth factor-1 (IGF-1) die Mitglieder der TGF-B-Superfamilie
[76]. Diese setzt sich aus Uber 40 verschiedenen Polypeptid-Wachstumsfaktoren zusammen,
die besonders C-Terminal hoch konserviert sind. Abgesehen von verschiedenen Isoformen
des TGF-3 sowie des bone morphogenetic protein (BMP) zahlen zur TGF-B-Familie unter
anderem Activin und growth differentiation factor-5 (GDF-5) [77, 78].

Die Induktion der Chondrogenese durch Mitglieder der TGF-B-Superfamilie erfolgt
hauptsachlich Uber zwei verschiedene intrazellulare Signalwege. Der erste Signalweg basiert
auf der Aktivierung von Smad-Signalmolekulen, wahrend parallel durch den zweiten
Signalweg MAP-Kinasen aktiviert werden [79, 80]. Beide Signalkaskaden werden dabei Uber
den selben TGF-B-Rezeptorkomplex aktiviert, wobei zusatzlich eine Verbindung zum Whnt-

Signalweg diskutiert wird [81].

2.7.2 Osteogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen
Zusatzlich zur Chondrogenese stellt die osteogene Differenzierung von hMSCs mittlerweile
ein gut etabliertes System dar, welches im Bereich des tissue-engineering ein breites

Anwendungsspektrum findet.

Die Differenzierung der Stammzellen zu Osteoblasten kann in vitro durch eine Inkubation mit
dem Glukokortikoid Dexamethason, Ascorbat und B-Glycerolphosphat induziert werden [82].
Im Rahmen der Osteogenese lasst sich die osteoblastoide Zelllinie in vier
Differenzierungsstadien einteilen: Osteoprogenitor, Praosteoblast, Osteoblast und Osteozyt .
Charakteristisch flr die Osteoprogenitorzellen ist dabei ihre hohe Proliferationsrate.

Standardmarker fur die Osteogenese wie z.B. die alkalische Phosphatase (AP), Kollagen
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Typ | und Osteocalcin kdnnen fir dieses Entwicklungsstadium noch nicht detektiert werden.
Ein positiver Nachweis dieser Standardmarker erfolgt jedoch flir die Praosteoblasten, welche
sowohl die AP, Kollagen Typ |, Osteocalcin als auch das bone sialoprotein (BSP)
exprimieren. Differenzierte Osteoblasten sind zur Zellteilung nicht mehr fahig, zeigen jedoch
eine gesteigerte Expression samtlicher osteogener Matrixkomponenten. Der Hauptanteil der

Osteoblasten unterliegt zum Ende der Ossifikation der Apoptose [83, 84].

Das genaue genetische und hormonelle Zusammenspiel, welches die osteogene
Differenzierung steuert, ist bislang nicht bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
eine Vielzahl von Faktoren wie z.B. Babx 1, Cbfa 1, Osf 2, DIx 5, lhh, BMP und Leptin an der
Regulation der einzelnen Differenzierungsstadien beteiligt sind [85, 86]. Auch die ECM
fungiert wahrend der Osteogenese keinesfalls als eine passive Komponente. So konnte
gezeigt werden, dass die Alphakette von Kollagen Typ | eine kurze Domane von 15
Aminosauren aufweist, an die mesenchymale Progenitorzellen binden, wodurch die

osteoblastare Entwicklung initiiert wird [87].

Die Biosynthese und die Epimerisierung von Proteoglykanen in der ECM ist sowohl bei der
osteogenen als auch bei der chondrogenen Differenzierung bislang nur sehr unzureichend
untersucht worden. Gerade in Bezug auf die physikalische Belastbarkeit von dem in vitro-
generierten Knochen bzw. Knorpelgewebe ist jedoch das Verstandnis der Matrixbiosynthese

essentiell.

28 RNA-Interferenz

Die Reduktion der Genexpression durch Degradierung der mRNA (posttranscriptional gene
silencing) ist eine neue Technik, die sich innerhalb weniger Jahre als ein bedeutendes
Werkzeug, z.B. flr die Funktionsaufklarung von Genen, etabliert hat. Bei der RNA-
Interferenz  (RNAIi) bewirkt doppelstrangige RNA, welche nicht zur Proteinsynthese
vorgesehen ist, in der Zelle eine enzymatische Degradierung der zu ihr komplementaren
mRNA. Der Mechanismus der RNAi wurde erstmals bei Pflanzen entdeckt. Mittlerweile ist
jedoch bekannt, dass er in anndhernd allen eukaryotischen Organismen wie z.B.
Nematoden, Fliegen und mammalen Zelllinien vorkommt [88]. Bei der RNAi und den damit
verbundenen Phanomenen handelt es sich um einen evolutionar konservierten
Mechanismus, welcher den Organismus vor exogenen (z.B. Viren) und endogenen (z.B.
mobilen genetischen Elementen) genetischen Parasiten schitzt. Mittlerweile ist bekannt,
dass dieser Prozess insgesamt ein konserviertes regulatorisches Motiv zur endogenen

Kontrolle der Genexpression darstellt [89].
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Durch Untersuchungen der RNAI in Drosophila und C. elegans konnte gezeigt werden, dass
21-23 Basen lange doppelstrangige RNA-Nukleotide mit einem Uberhang am 3’-Ende, einer
5°-Phosphat- und einer 3’-Hydroxy-Gruppe flr die Suppression der mRNA-Expression
verantwortlich sind [90, 91]. Die Struktur dieser kurzen RNA-Oligonukleotide lie® vermuten,
dass ein RNase lll-ahnliches Enzym an der Degradierung dieser doppelstrangigen RNA
beteiligt ist. Durch Bernstein et al. konnte 2001 erstmals ein Enzymkomplex, der als Dicer
bezeichnet wurde, in Drosophila identifiziert werden [92]. Dieser Enzymkomplex beinhaltet
Doméanen zur Bindung und zur Entwindung der doppelstrangigen RNA. Zusatzlich zu zwei
RNase IlI-Motiven konnten gezeigt werden, dass der Dicer mit anderen Proteinen assoziiert
ist, welche unter ATP-Verbrauch an der Spaltung der doppelstrangigen RNA beteiligt sind.
Die resultierende, jeweils einzelstrangige, small interferring RNA (siRNA) wird von einem
Enzymkomplex, dem sogenannten RNA-induced silencing complex (RISC), gebunden.
Dieser ist fur die Spaltung der mRNA an der zur siRNA komplementaren Region zustandig
[93, 94].

Die Erkenntnis, dass 21-23 Basen lange doppelstrangige RNA-Nukleotide ausreichen, um
anndhernd jedes Gen einer Zelle gezielt zu supprimieren, bedeutete die endgiltige
Etablierung dieser Methode. Somit konnte die Interferon-Antwort der Zelle umgangen
werden, wodurch die Effizienz der siRNA-vermittelten Reduktion der Genexpression deutlich

gesteigert wurde.

Abgesehen von synthetischer siRNA, welche z.B. durch Transfektion transient in eine Zelle
eingeschleust wird, sind mittlerweile zahlreiche andere Methoden entwickelt worden, durch
die eine stabile mMRNA-Supression realisiert wird. Eine Mdglichkeit zur Etablierung eines
stabilen RNAI-Effekts stellt die intrazellulare Produktion von small hairpin RNA (shRNA) dar.
Bei dieser vektorbasierten Methode wird hinter einen RNA-Polymerse-llI-Promotor ein
siRNA-Konstrukt kloniert, welches im Zellinneren zu einem einzelstrangigen RNA-Molekdl
transkribiert wird. Dieses hybridisiert aufgrund seiner komplementaren sense- und antisense-
Sequenz zu einem Doppelstrang, der zwischen den beiden homologen Bereichen eine
Haarnadelstruktur aufweist. Nachdem die shRNA an den Dicer gebunden hat, wird diese
unter Abspaltung der Haarnadelstruktur zur siRNA prozessiert und kann wiederum Uber den

RISC-Komplex die zu ihr komplementdre mRNA degradieren [95, 96].
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29 Gegenstand der Arbeit

Die Xylosyltransferase | ist endscheidend an der Biosynthese der extrazellularen Matrix
beteiligt. Durch den initialen Transfer von UDP-Xylose auf Serinreste des Proteoglykan-
Core-Proteins stellt die XT-I einen limitierenden Faktor bei der Ausbildung von
Proteoglykanen dar. Fir das zur XT-I homologe Protein XT-Il konnte bislang weder eine

enzymatische Aktivitat noch eine physiologische Funktion detektiert werden.

Im Rahmen der Dissertation sollte erstmals die Funktion sowie die Regulation der XT-I
wahrend der pathologischen Degenerierung der extrazellularen Matrix detailliert untersucht
werden. Hierbei sollten sowohl in vivo als auch in vitro die kausalen Zusammenhange

zwischen einer Matrixdeposition und der vermehrten Expression der XT-I aufgeklart werden.

Die Regulation der XT-I- und XT-lI-Expression, als auch weiterer an der Proteoglykan-
Biosynthese beteiligter Enzyme und Core-Proteine, sollte zusatzlich bei physiologischen
Prozessen mit einer zentralen Beteiligung der Proteoglykane analysiert werden. Hierbei
sollten wahrend der chondrogenen wund osteogenen Differenzierung humaner
mesenchymaler Stammzellen mogliche gemeinsame oder auch differierende

Regulationsmuster der am Matrixaufbau beteiligten Komponenten identifiziert werden.
Uber die gezielte Reduktion der XT-I- und XT-ll-mRNA-Expression sollte erstmalig eine

Aufklarung der physiologischen Funktion der XT-ll erfolgen. Zusatzlich war zu klaren,

inwieweit die Expression beider Xylosyltransferasen einer gekoppelten Regulation unterliegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Funktion und Regulation der XT-I bei fibrotischen Gewebsalterrationen

Die ECM ist essentiell fir die physiologische Funktion und die Integritat des humanen
Herzens. Eine haufige und weit verbreitet vorkommende Erkrankung des Herzmuskels stellt
die DCM dar. Charakteristisch fir diese Krankheit ist eine fibrotische Degenerierung mit
einer Matrixdeposition im affektierten Gewebe. Die XT-I stellt von beiden Xylosyltransferasen
das in diesem Gewebe pradominat exprimierte Enzym dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Analyse der Regulation sowie der physiologischen
Funktion der XT-I bei dieser Krankheit Gewebeproben von DCM-Patienten als auch Kontroll-
Proben von gesunden Patienten untersucht. Zusatzlich wurde in vitro an HCFs die Induktion

der XT-I-Expression als auch die Regulation naher analysiert.

3141 Patientenkollektiv

Es wurden 18 DCM-Patienten (14 Manner) in einem Alter von 51-65 Jahren (58+5 Jahre,
MittelwerttStandardabweichung) mit einer linksventrikularen Dysfunktion im Endstadium
untersucht. Flir samtliche Patienten dieses Kollektivs wurde echokardiographisch ein
linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser (LVEDD) von > 55 mm (74t7 mm)
bestimmt. Des Weiteren wurden sie aufgrund ihrer Symptomatik der NYHA-Klasse IV
eingeteilt.

Ventrikulare Proben von 6 Patienten (Manner) in einem Alter von 18-64 Jahren (5019

Jahre) ohne pathologische Befunde wurden als Kontrolle verwendet.

3.1.2 Expression der XT-I-mRNA in Myokardproben von DCM-Patienten und
pathologisch unauffalligen Kontrollen

Sowohl von DCM- als auch von Kontroll-Patienten wurde die XT-I-mRNA-Expression jeweils

im linken und rechten Ventrikel untersucht. Die mMRNA-Expressionswerte sind dabei auf das

konstant exprimierte Haushaltsgen beta2-Mikroglobulin relativiert.

Die Analyse der mRNA-Expression zeigte sowohl bei dem DCM- als auch bei dem

Kontrollkollektiv eine differierende Expressionsrate zwischen dem linken und rechten

Ventrikel (Ratio links/rechts bei DCM 1,28; Kontrolle 1,14; Abb. 3.1). Bei annahernd 80% der

insgesamt untersuchten Patienten konnte eine gesteigerte XT-I-mRNA-Expression im linken

Ventrikel beobachtet werden.

Zusatzlich zeigte sich, dass links- und rechtsventrikuldre Myokardproben von DCM-Patienten

insgesamt erhdhte Expressionswerte im Vergleich zu den Kontrollen aufweisen. Dabei war
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der mRNA-Gehalt im linksventrikuldrem Gewebe des DCM-Kollektivs 1,8-fach (+0,6) erhoht,
wobei bis zu 5,5-fach gesteigerte XT-I-mRNA-Werte determiniert wurden (Abb. 3.2).
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Abb. 3.1: Gepaarte Darstellung der XT-I-mRNA-
Expression des jeweils linken (LV) und rechten
(RV) Ventrikels eines DCM-Patienten (DCM) im
Vergleich zu gesunden Patienten (NF).
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Abb. 3.2: Relative XT-I-mRNA-Expression in links
(LV) und rechts (RV) ventrikularen Gewebeproben
von DCM-Patienten (DCM) im Vergleich zu einem
gesundem Kontrollkollektiv (NF).
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31.3 Gesteigerte XT-I-Aktivitdt und vermehrter Proteoglykangehalt im dilatierten
kardialen Gewebe

Zur Untersuchung, inwieweit sich ein gesteigerter XT-I-mRNA-Gehalt auf die XT-I-
Enzymaktivitdt und die Deposition von Proteoglykanen auswirkt, wurde die XT-I-Aktivitat im
Zelllysat der kardialen Proben bestimmt. Zusatzlich erfolgte sowohl histochemisch der
Nachweis von Proteoglykanen als auch immunologisch die Detektion des im Herzen
pradominant vorkommenden Proteoglykans Decorin.

Die Analyse der XT-lI-Enzymaktivitat zeigte in den linksventrikularen Proben der DCM-
Patienten einen 1,5-fachen (+0,4) Anstieg der Enzymaktivitat. Deutlicher ausgepragt waren

die Unterschiede sowohl zwischen linksventrikularen DCM-Proben und Kontrollen bei der

Alcianblau-Farbung als auch speziell bei dem mittels Western-Blot detektiertem Decorin-
Core-Protein (Abb. 3.3).

pcMiv NFv kDA

C -105
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-55
Decorin | "W -45
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Abb 3.3: (A, B) Lichtmikroskopische Darstellung einer linksventrikularen Myokardprobe aus einem
gesunden Ventrikel (A) und aus dem eines DCM-Patienten (B). (C) Immunologische Detektion des
kardialen Proteoglykans Decorin. Mittels SDS-Gelelektrophorese und anschlieRendem Western-Blot
erfolgte die Auftrennung und der Nachweis des Decorin-Core-Proteins aus dem Zelllysat gepoolter
linksventrikularer Proben von DCM-Patienten (DCM LV) und von Kontrollen (NF LV).
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3.14 Mechanischer Stress als Induktor einer gesteigerten XT-I-Expression

Die Dilatation des Herzens ist ursachlich flr eine erhéhte ventrikulare Wandspannung. In
anderen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass unter dieser mechanischen Belastung
des Myokards von den HCFs vermehrt TGF-B; sezerniert wird. Diese Uberproduktion von
TGF-B4 ist auch bekanntermalien daflir verantwortlich, dass im fibrotischen Gewebe
vermehrt Kollagen Typ | gebildet wird. Zur Eruierung, inwieweit dieser mechanische Stress
auch verantwortlich flr eine gesteigerte XT-I-Expression ist und welche Signalwege dabei
involviert sind, wurden HCFs einer zyklischen mechanischen Deformierung ausgesetzt.

Bei in-vitro-kultivierten HCFs, die Uber 24 h in 1 Hz-Intervallen jeweils um 5% ihrer Zelllange
expandiert wurden, konnte ein Steigerung der XT-I-Expressionsrate beobachtet werden. Fir
die XT-I wurde ein 1,7-facher (£0,1) Anstieg der mMRNA-Expression detektiert. Parallel dazu
erfolgte fir die Enzymaktivitat im Zellkulturiiberstand ein 1,6-facher (x0,1) Anstieg.

Zusatzlich wurde beobachtet, dass mechanisch gestresste HCFs, die nach ihrer
mechanischen Deformation fur weitere 24 h ohne exogene Manipulation kultiviert wurden,

wieder eine normalisierte XT-I-Expression aufweisen (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Einfluss von mechanischem Stress auf die XT-I-mRNA-Expression (A) und die XT-I-
Enzymaktivitat (B). Humane kardiale Fibroblasten (HCFs) wurden Uber einen Zeitraum von 24 h (24k)
bzw. 48 h mechanisch expandiert. Im Anschluss an eine 48stindige mechanische Belastung der
Zellen wurden diese fir weitere 24 h ohne exogenen Stress kultiviert (48s+24r). Zusatzlich wurden
HCFs, welche keinem mechanischem Stress ausgesetzt waren, liber 72 h als Kontrolle (72k) kultiviert.
Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.
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3.1.5 Halbwertszeit der XT-I-mRNA bei mechanisch gestressten HCFs

Zur Bestatigung, dass bei mechanisch gestressten HCFs eine gesteigerte mRNA-Expression
nicht ein Effekt einer verlangerten mRNA-Halbwertszeit ist, wurde diese bei HCFs detailliert
analysiert.

Die Transkription der mRNA wurde bei HCFs, die mechanisch gestresst wurden, sowie bei
nicht gestressten Kontrollen nach 24 h mithilfe von Actinomycin D blockiert. Anschliel3end
erfolgte die Analyse der mRNA-Degradation Uber einen Zeitraum von 2 h. Es wurden dabei
keine signifikanten Unterschiede beim Abbau der XT-I-mRNA detektiert (Abb. 3.5).
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3.1.6 TGF-B4-induzierte Regulation der XT-I-Expression in HCFs

Andere Studien konnten bereits zeigen, dass TGF-B4 ein potenter Induktor der Kollagen
Typ I-Expression in HCFs ist. Zur Untersuchung, inwieweit TGF-B4 auch fir die Induktion der
XT-I-Expression in HCFs verantwortlich ist, wurden diese Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen von TGF-B; Uber einen Zeitraum von bis zu 48 h inkubiert. Bei einer
Konzentration von 1,5 ng/ml TGF-B1 im Zellkulturmedium wurde nach 8 h ein Anstieg in der
XT-I-imRNA-Expression und nach 24 h der maximale mRNA-Gehalt als auch die hochste
Enzymaktivitdt im Zellkulturiberstand detektiert. Die Durchfiihrung der Experimente mit
HCFs unterschiedlicher Patienten zeigte keine Varianzen auf. Nach 24stindiger Kultivierung
der Zellen mit 1,5 ng TGF-B4 wurde ein 7,4-facher (x1,4) Anstieg der XT-I-mRNA-Expression
sowie ein 3,2-facher (£0,3) Anstieg der enzymatischen Aktivitat ermittelt (Abb. 3.6).

Bei einer 24stiindigen Inkubation der Fibroblasten mit TGF-B4; und einem polyklonalem

TGF-B+-Antikdrper konnte der positiv-induktive Effekt des Zytokins auf die XT-I-Expression
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signifikant um 65% (x16%) auf mMRNA-Ebene reduziert werden. Die Enzymaktivitat im

Zellkulturiberstand war dabei um 21% (£2%) vermindert.

3.1.7 Inhibition der TGF-B;-aktivierten XT-I-Genexpression

Zur Analyse, welche Signalwege an der XT-I-Genexpression beteiligt sind, wurden HCFs, die
mechanisch gestresst oder exogen mit TGF-B; behandelt wurden, mit verschiedenen
Inhibitoren der Stress-aktivierten bzw. TGF-B4-aktivierten Signalkaskaden inkubiert.

Geringe Auswirkungen zeigten Inhibitoren wie z.B. Dicoumarol, welche die Phosphorylierung
der Stress-aktivierten Januskinasen unterbinden. Eine deutliche Auswirkung auf die XT-I-
Expression bei mechanisch gestressten als auch bei mit TGF-Bs-inkubierten Fibroblasten
konnte mit dem spezifischen p38-MAP-Kinase-Inhibitor SB 203580 beobachtet werden.
HCFs, die mit SB 203580 vor der Zugabe von TGF-3; prainkubiert wurden, zeigten nach
24 h eine um den Faktor 1,9 (£0,5) verminderte XT-I-mRNA-Expression. Die Enzymaktivitat
im Zellkulturiberstand war zeitgleich 1,3-fach (x0,1) herabgesetzt.

Mechanisch gestresste HCFs zeigten ebenfalls nach 24 h bei einer Prainkubation mit
SB 203580 im Vergleich zur gestressten Kontrolle verminderte XT-I-mRNA- als auch
Enzymaktivitatswerte (XT-I-mRNA: —1,3-fach (£0,04); XT-Aktivitat: —1,3-fach
(£0,05)) (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: (A, B) Einfluss von TGF-B4, anti-TGF-f-Antikérper und SB 203580 auf die
XT-I-mRNA-Expression und Enzymaktivitdit in HCFs. (C, D) Einfluss von
mechanischem Stress auf HCFs bei paralleler Inkubation mit anti-TGF-31 oder SB
203580. (A) Die XT-I-mRNA-Expression und die Enzymaktivitat (B) wurde nach
24stindiger Inkubation mit 1,5 ng/ml TGF-B4 (TGF), mit 1,5 ng/ml TGF-3; und SB
203580 (TGF+SB) oder 1,5 ng/ml TGF-; und 50 ng/ul anti-TGF-B4 im Vergleich zu
unbehandelten Zellen (c) analysiert. (C) HCFs wurden fiir 24 h mechanisch gestresst
und parallel mit den oben aufgefiihrten Konzentration von SB 203580 (24s+SB) oder
anti-TGF-B4 (24s+aTGF) inkubiert. Die mRNA-Expression der XT-I, als auch die
Enzymaktivitat, wurde jeweils im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen, die
mechanisch gestresst (24s) bzw. nicht deformiert wurden (24c) analysiert.
Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.
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3.1.8 Quantifizierung des GAG-Gehalts im Zellkulturiiberstand von mechanisch
gestressten oder mit TGF-B, inkubierten HCFs
Die Detektion von GAG im Zellkulturiberstand der unter 3.1.6 und 3.1.7 kultivierten HCFs
zeigte einen direkten Zusammenhang zwischen der Regulation der XT-I und der
determinierten Konzentration von GAG im Zellkulturiberstand.
So wurde bei mit TGF-B4 inkubierten HCFs eine 4,1-fache (x0,9) Zunahme der GAG-
Konzentration sowie bei einer parallelen Prainkubation mit SB 203580 bzw. anti-TGF-B-
Antikérper analog zu den mRNA und Aktivitatswerten eine deutliche Abnahme um den
Faktor -1,4 (£0,1) bzw. -1,3 (x0,1) beobachtet. Auch bei mechanisch gestressten
Fibroblasten konnte eine vermehrte Akkumulation von GAG im Zellkulturiberstand
nachgewiesen werden. Die gestressten HCFs zeigten eine 1,9-fach (x0,4) erhdhte GAG-
Konzentration im Vergleich zur Kontrolle. Die Inkubation mit SB 203580 bzw. anti-TGF-B-
Antikorper bewirkte bei mechanisch gestressten HCFs eine verminderte GAG-Produktion,
die sich auf dem Niveau der Kontrollen befand (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: (A) Analyse der GAG-Konzentration im Zellkulturiberstand von HCFs, die mit 1,5 ng/ml
TGF-B4 (TGF) oder parallel mit 10 yM SB203580 (TGF+SB) bzw. 50 ng/ml anti-TGF-f,-Antikérper
(TGF+aTGF) inkubiert wurden. (B) Quantifizierung von GAG im Zellkulturiiberstand bei Kontrollen
(24c) und mechanisch gestressten HCFs (24s) sowie von mechanisch expandierten HCFs, die
parallel mit den oben aufgefihrten Konzentration von SB 203580 (24s+SB) oder anti-TGF-(3,
(24s+aTGF) inkubiert wurden. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.
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3.1.9 Spezifische Reduktion der XT-I-mRNA in mechanisch gestressten HCFs
Zur Bestatigung, dass die Induktion der XT-I-Expression in HCFs hauptverantwortlich fur
eine gesteigerte GAG-Konzentration im Zellkulturiberstand ist, wurde die mRNA-Translation

gezielt durch siRNA herabreguliert.
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Abb. 3.8: Verringerte Expression der XT-l und von GAG in HCFs nach der Transfektion mit XT-
Isi65. HCFs wurden transfiziert mit siRNA gegen XT-I (+) oder mit einer Kontroll-siRNA (-). 24 h
nach der Transfektion wurden die HCFs fiir weitere 24 h mechanisch gestresst (s) bzw. als
Kontrolle weiterkultiviert (c) (n. d.: nicht detektierbar). Im Anschluss erfolgte die Detektion der
XT-I-mRNA (A) der XT-I-Ezymaktivitat (B) und der GAG-Konzentration im Zellkulturiiberstand (C).
Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.

Mit einer Transfektionseffizienz von ca. 70% konnten HCFs mit dem siRNA-Oligonukleotid
XT-Isi65 bzw. einer Kontroll-siRNA transfiziert werden. 48 h nach der Transfektion wurden
die Zellen fir weitere 24 h mechanisch gestresst und anschlieRend die XT-I-Expression

sowie der GAG-Gehalt im Zellkulturiberstand analysiert.
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Bei mechanisch nicht deformierten, mit XT-I-siRNA transfizierten HCFs, zeigte sich eine
signifikant reduzierte XT-I-mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle (-60%+4%). Unter
mechanischer Belastung zeigten sowohl Zellen, die mit Kontroll-siRNA oder mit XT-I-siRNA
transfiziert wurden, einen Anstieg der XT-I-mRNA-Expression. HCFs, die mit XT-I-siRNA
transfiziert waren, zeigten jedoch im Vergleich zu den Kontrollen signifikant verminderte
mRNA-Expressionsraten (-56%15%). Die XT-I-Enzymaktivitat verhielt sich parallel zu den
mRNA-Daten, wobei insgesamt die siRNA-vermittelten Effekte starker ausgepragt waren
(Abb. 3.8). Diese Beobachtung spiegelte sich bei den korrespondierenden GAG-
Konzentrationen wider. So konnten bei HCFs, die mit XT-si65 transfiziert und mechanisch
nicht gestresst waren, keine GAG mehr im Zellkulturiberstand detektiert werden. Wurden
diese Zellen mechanisch gestresst, war der GAG-Gehalt im Vergleich zur Kontrolle noch um
83% (+4%) vermindert.
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3.2 Regulation der ECM-Biosynthese bei der chondrogenen Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen

Zur Untersuchung der Rolle der humanen Xylosyltransferasen bei der chondrogenen
Matrixassemblierung mesenchymaler Stammzellen erfolgte eine detaillierte Analyse des
Differenzierungsprozesses. Dabei wurde sowohl die mRNA-Expression chondrogener
Standardmarker als auch wichtiger an der ECM-Biosynthese beteiligter Enzyme und
Proteoglykan-Core-Proteinen analysiert. Neben der mRNA-Quantifizierung der XT-I wurde
zusatzlich die Enzymaktivitat im Zellkulturiiberstand detektiert. Durch den histologischen
Nachweis von Standardmarkern der Chondrogenese sowie von Chondroitinsulfat-GAG,

Decorin und der XT-I wurden mRNA- und Enzymaktivitatsdaten verifiziert.

3.21 Expression von Standardmarkern der chondrogenen Differenzierung

Die chondrogene Differenzierung konnte flr alle als Zellkugeln kultivierte hMSCs erfolgreich
durchgefihrt werden. Histologisch zeigten sich flr Chondrozyten charakteristische
Hohlrdume und eine betrachtliche Deposition von Kollagen (nicht dargestellt) und

extrazellularen Matrixproteoglykanen (Abb. 3.9).

Abb. 3.9: Lichtmikroskopische Darstellung von Kryoschnitten differenzierter chondrogener Pellets.
Extrazellulare Matrix wurde mithilfe von Alcianblau angefarbt. Zellnuklei wurden mit Kernechtrot
gegengefarbt. Vergrofierung: (A)x100; (B)x400; (D)x1.000.

3.2.2 Expression von XT-l und XT-Il wahrend der chondrogenen Differenzierung

Beide Xylosyltransferasen wurden dber den gesamten Zeitraum der chondrogenen
Differenzierung auf mRNA-Ebene exprimiert. Dabei wurde fir die XT-l eine signifikante
Hochregulation 48 h nach der Induktion der chondrogenen Differenzierung detektiert. Zu
diesem Zeitpunkt wurde im Zelllysat ein 5-fach (Mittelwert) £0,6 (Standardabweichung)
gesteigerter XT-I-mRNA-Gehalt detektiert. Innerhalb von weiteren flnf Tagen erreichte die
mMRNA-Expression wieder anndhernd das Ausgangsniveau und persistierte dort bis zum

Ende der Kultivierung.
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Der Verlauf der Enzymaktivitat sezernierter XT-1 im Zellkulturiberstand verhielt sich analog
zu den mRNA-Daten. Nach einem initialen Anstieg der Enzymaktivitdt mit einem
Aktivitdtsmaximum an Tag 3 (+580%%120%) sank die Aktivitdt nach einer Woche wieder
annahernd auf des Ausgangsniveau ab.

Die Quantifizierung der XT-lI-mRNA-Expression zeigte eine zur XT-I abweichende Kinetik.
So wurde fir die XT-ll ebenfalls nach zwei Tagen ein Anstieg der mRNA-Expression
beobachtet, das maximale Expressionsniveau wurde jedoch mit einer 4,7-fach (+0,6)
gesteigerten mRNA-Expression nach sieben Tagen der Chondrogenese detektiert
(Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Relative mRNA-Expression der XT-I (A) und XT-Il (B). Nach Induktion der
Chondrogenese wurden die hMSCs Uber einen Zeitraum von 28 Tagen unter
Differenzierungsbedingungen kultiviert und die mRNA-Expression analysiert. Zuséatzlich wurde
die XT-I-Enzymaktivitdt im Zellkulturiiberstand bestimmt (C). Angegeben sind Mittelwert und
Standardabweichung.
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3.2.3

Transkriptionelle Regulation von EXTL2, GalINAcT und GIcAC5E wéhrend der

chondrogenen Differenzierung

In mesenchymalen Stammzellen und in den differenzierenden chondrogenen Pellets wurde

die mRNA der fir die Chondroitinsulfat-/Dermatansulfat- bzw. Heparansulfat-Synthese

essentiellen Enzyme durchweg exprimiert. Fur diese drei Enzyme wurden signifikant

reduzierte mMRNA-Level nach der Induktion der Chondrogense beobachtet. Alle Enzyme

zeigten drei bis vier Tage nach der Induktion ein mMRNA-Expressionsminimum auf und einen

Expressionsanstieg zum Ende der Kultivierung, wobei die mRNA-Expression zu diesem

Zeitpunkt wieder dem Ausgangsniveau entsprach (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Relative mRNA-Expression von EXTL2, GICAC5E und GalNAcT wahrend der
chondrogenen Differenzierung von hMSCs. Die Analyse der Genexpression erfolgte Uber

einen Kultivierungszeitraum von 28 Tagen. Angegeben sind Mittelwert und
Standardabweichung.
Fir die mRNA-Expression des flr die Initiation der Heparansulfat-Biosynthese

verantwortliche Enzym EXTL2 wurde nach vier Tagen eine um den Faktor —87-fach (x3)
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herabregulierte Wertlage detektiert. Die mRNA-Expression der GalNAcT, welches fur die
Initiation der Chondroitinsulfat-/Dermatansulfat-Biosynthese verantwortlich ist, zeigte nach
drei Tagen der Chondrogenese eine um den Faktor -9,6 (£0,2) verminderte mRNA-
Syntheserate. Die GIcCAC5E, welche fir die Epimerisierung von Chondroitinsulfat zu
Dermatansulfat und Heparin zu Heparansulfat verantwortlich ist, zeigte nach vier Tagen eine
um den Faktor —10,7 (£0,5) reduzierte mMRNA-Expression.

3.24 Unterschiedliche Regulation der Proteoglykan-Core-Proteine Decorin,
Aggrecan, Perlecan und Glypican-3
Aggrecan, welches einen Standardmarker der Chondrogenese darstellt, weist eine Vielzahl
von Chondroitinsulfat-Ketten sowie auch wenige Keratansulfat-Ketten auf. Im Gegensatz
dazu ist an dem Decorin-Core-Protein nur eine Chondroitinsulfat-Kette gebunden.
Fur Aggrecan wurde analog zu vorherigen Studien eine signifikante Hochregulation der
mRNA detektiert [67]. Dabei zeigte sich ein zur Expression der XT-Il ahnlicher Verlauf, der
nach einer initialen Expressionssteigerung direkt nach Induktion der
Stammzelldifferenzierung und einer darauffolgenden verringerten Expressionsrate nach
funf Tagen wieder einen Expressionsanstieg aufzeigte. Zum Ende der 4wdchigen
Kultivierung wurde eine 3,1-fach (+0,8) gesteigerte mMRNA-Expression des Aggrecans
detektiert.
Die mRNA-Expression des Decorin-Core-Proteins zeigte ebenfalls eine sehr ahnliche
Expressionskinetik. Nach einer initial gesteigerten Expressionsrate und einer
anschlielenden Abnahme der Expressionsrate wurde zum Ende der Kultivierung ein um den
Faktor 2,2 (£0,1) erhdhter mMRNA-Gehalt detektiert.
Fir das Heparansulfat-Proteoglykan Perlecan wurde eine zu den Chondroitinsulfat-
Proteoglykanen leicht abweichende mRNA-Expressionskinetik verzeichnet. So erfolgte nach
Induktion der Chondrogenese eine Reduktion der mRNA-Expression bis an Tag 6, das
Expressionsmaximum zum Ende der Kultivierung wurde an Tag 28 mit einer 2,2-fach (£0,4)
erhdhten mRNA-Expression beobachtet. Die Expressionskinetik der Glypican-3-mRNA
zeigte einen zu allen anderen analysierten Proteoglykanen abweichenden Verlauf. Glypican-
3-mRNA wurde erst funf Tage nach Induktion der Chondrogenese detektiert und zeigte einen
drastischen Anstieg der mRNA-Expression mit einer 9,3-fachen (+2,2) Expressionsteigerung
nach 28 Tagen (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Darstellung der relativen Quantifizierung der mRNA-Expression von Aggrecan,
Decorin, Perlecan und Glypican-3 wahrend der chondrogenen Differenzierung von hMSCs.
Die Analyse der Genexpression erfolgte Uber einen Kultivierungszeitraum von 28 Tagen.
Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.

3.2.5 Immunhistologischer Nachweis von XT-l, Decorin und Chondroitinsulfat-
Glykosaminoglykanen im Verlauf der Chondrogenese

Bei Kryoschnitten chondrogener Pellets, die jeweils nach einem Tag, nach einer Woche und

nach 28 Tagen der Stammzelldifferenzierung angefertigt wurden, erfolgte die

immunhistologische Detektion der XT-lI, des Decorin-Core-Proteins als auch von

Chondroitinsulfat-GAG-Ketten. Die anschlieBende Quantifizierung von gebundenem

Antikoérper zeigte eine Expressionskinetik des jeweils detektierten Proteins, welche sich

aquivalent zu der korrespondierenden mRNA-Expression verhielt.

Fur die XT-l1 wurde in frihen chondrogenen Pellets die hochste Proteinkonzentration

detektiert. Das Enzym konnte dabei in diskreten Bereichen um neu synthetisierte Matrix

nachgewiesen werden.
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Sowohl fur das Decorin-Core-Protein als auch fur Chondroitinsulfat-GAG-Ketten wurde eine

deutliche Akkumulation in ausgereiften chondrogenen Pellets detektiert (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Immunhistochemische Detektion von XT-I, Decorin und Chondroitinsulfat-
Proteoglykanen wahrend der chondrogenen Differenzierung von hMSCs. Chondrogene Pellets
wurden nach einem Tag (A, D, G) nach sieben Tagen (B. E, H) und nach 28 Tagen (C, F, I)
immunologisch gefarbt. Uber eine rote Farbreaktion erfolgte der Nachweis von gebundenem
Antikdrper. Der Anteil der Rotfarbung wurde jeweils fir die XT-I (A, B, C), Decorin (D, E, F) und

Chondroitinsulfat-GAG (G, H, ) quantifiziert. Angegeben sind Mittelwert und Standard-
abweichung.
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3.3 Regulation der ECM-Biosynthese bei der osteogenen Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen

Neben der chondrogenen Differenzierung stellt die osteogene Differenzierung

mesenchymaler Stammzellen ein gut etabliertes System dar. Zur genauen Analyse

aquivalenter bzw. differierender Expressionskinetiken dieser beiden Differenzierungslinien

wurde im Rahmen der Osteogenese sowohl die Expression von Standardmakern als auch

von Proteoglykanen bzw. Enzymen, welche an der ECM-Biosynthese beteiligt sind,

untersucht.

3.31 Verifizierung der osteogenen Differenzierung uiber die Detektion von
Standardmarkern
Wahrend der osteogenen Differenzierung konnte, analog zu vorherigen Studien, sowohl ein
typischer Anstieg der Gesamtkalziumkonzentration in den Zellkulturschalen als auch der
Phosphatkonzentration im Zellkulturiiberstand detektiert werden. Innerhalb der ersten
Kultivierungstage wurde eine Kalziumkonzentration < 50 pg/Zellkulturschale gemessen.
Nach einem signifikantem Anstieg der Kalziumkonzentration zum Ende der Kultivierung lag
diese nach 24 Tagen bei 350 pg/Zellkulturschale (Mittelwert) (Abb. 3.16). Der histologische
Kalziumnachweis nach VON KOSSA verhielt sich dazu parallel (Abb. 3.14).
Fur die Phosphatkonzentration wurde nach vier Tagen (20 ug/ml) ein Anstieg beobachtet
und eine maximale Akkumulation im Zellkulturiberstand nach zwdlf Tagen (140 pg/ml)
osteogener Differenzierung detektiert. Analog dazu zeigte die histochemische Analyse der
AP-Aktivitat einen ausgepragten Anstieg bei frihen Differenzierungsstadien und ein
Aktivitats-Maximum nach zwolf Tagen. Ahnlich wie bei der Phosphatkonzentration wurde in
spateren Stadien der Osteogenese wieder ein leichter Riickgang der AP-Aktivitat beobachtet
(Abb. 3.15, 3.16).

Abb. 3.14: Lichtmikroskopische Aufnahme von hMSCs
vor und nach Induktion der  osteogenen
Differenzierung. (A) VON Kossa-Nachweis der
Kalziumdepostion vor Induktion der osteogenen
Differenzierung sowie nach 24 Tagen Kultivierung unter
differenzierenden Bedingungen (B). (C) Farbung der
AP-Aktivitdt zu Beginn der Osteogenese und zum
Zeitpunkt maximaler AP-Aktivitdit nach zwolf Tagen
osteogener Differenzierung (D).
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Abb. 3.15: Histochemische Quantifizierung der AP-Aktivitdt von hMSCs wahrend der osteogenen
Differenzierung. Uber die enzymatische Umsetzung des Substrates Naphthol AS-MX Phosphat zu
Naphthol AS-MX erfolgt eine der AP-Aktivitat entsprechende Rotfarbung der inkubierten Zellen. Der
prozentuale Anteil rot gefarbter Zellen ist in der Abbildung dargestellt. Angegeben sind Mittelwert
und Standardabweichung.
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Abb. 3.16: Analyse der Gesamtkalziumkonzentration in der Zellkulturschale. Uber einen Zeitraum
von 24 Tagen erfolgte die Bestimmung der Kalziumdeposition in Intervallen von vier Tagen.
Innerhalb der ersten acht Tage konnte kein Kalzium detektiert werden (n.d., untere
Nachweisgrenze: 0,27 mmol/l). Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.
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3.3.2 Quantifizierung der mRNA-Expression osteogener Marker

Vergleichbar mit Kollagen Typ Il und Aggrecan bei der chondrogenen Differenzierung stellt
die charakteristische Expressionskinetik von Kollagen Typ |, Osteopontin und der AP bei der
osteogenen Differenzierung eine Grundlage zur Einteilung der Entwicklungsstadien dar.

Die mRNA-Expression der AP zeigte ein zur Enzymaktivitat aquivalentes Expressionsmuster
mit einem vorgelagertem Expressionsmaximum an Tag 10 der Osteogenese. Zu diesem
Zeitpunkt wurde im Vergleich zu undifferenzierten Zellen eine um den Faktor 95 (Mittelwert)
(x17, Standardabweichung) erhohte mMRNA-Expression detektiert.

Die Expressionsanalytik der Osteopontin- und Kollagen lal-mRNA zeigte ebenfalls eine
identische Kinetik, wobei die maximale positive Expressionsanderung im Vergleich zur
Kontrolle an Tag 12 mit einer 28-fach (x4) gesteigerten Osteopontin und einer 7-fach (1)
gesteigerten Kollagen-mRNA detektiert wurde. Im Verlauf der weiteren Kultivierung wurde flr

beide Zielgene jeweils eine verminderte Expressionsrate beobachtet.
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Abb. 3.17: Relative mRNA-Expression des fur die Osteogenese spezifischen Markergens AP. Die
relativen Expressionswerte sind (ber einen Kultivierungszeitraum von 18 Tagen dargestellt.
Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.
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Abb. 3.18: Verlauf der relativen mRNA-Expression des fir die Osteogenese spezifischen
Markergens Osteopontin. Dargestellt ist die mRNA-Kinetik wahrend eines Kultivierungszeitraums
von 18 Tagen. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.
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Abb. 3.19: Relative mRNA-Expression des flir die Ostegenese charakteristischen Gens Kollagen
lal Uber einen Kultivierungszeitraum von 18 Tagen. Angegeben sind Mittelwert und
Standardabweichung.
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3.3.3 Relative mRNA-Expression von XT-l und XT-ll wahrend der osteogenen
Differenzierung
Die mRNA beider Xylosyltransferasen wurde im gesamten Zeitraum der osteogenen
Differenzierung detektiert. Dabei zeigte sich im Vergleich zur chondrogenen Differenzierung,
dass die mMRNA-Expression der XT-l erst zu einem spateren Zeitpunkt der
Stammzelldifferenzierung signifikant hochreguliert wird. So wurde erst nach zehn Tagen
osteogener Differenzierung eine 4,4-fach (+0,2) gesteigerte mMRNA-Expression detektiert
(Abb. 3.20). Der Verlauf der mRNA-Expression verhielt sich dabei analog zu den unter 3.3.2
aufgeflihrten osteogenen Markern.
Die Enzymaktivitat der XT-I im Zellkulturiiberstand zeigte einen ahnlichen Verlauf, wobei
eine maximale Aktivitat mit einer 2,4-fachen (£0,1) Steigerung nach ebenfalls zehn Tagen
gemessen wurde (Abb. 3.21).
Im Gegensatz zur chondrogenen Differenzierung wurden bei der osteogenen Differenzierung
fur die mRNA-Expression der XT-II Uber den gesamten Zeitraum der Kultivierung keine
signifikanten Expressionsunterschiede beobachtet (Abb. 3.22).
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Abb. 3.20: Relative Quantifizierung der XT-I-mRNA-Expression im Verlauf der osteogenen
Differenzierung. Dargestellt ist der Verlauf der Genexpression Uber einen Zeitraum von 18 Tagen.
Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.
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Abb. 3.21: Enzymatische Aktivitat der XT-I im Verlauf der 18tagigen osteogenen Differnzierung.
Als Akzeptor der O-Xylosylierung wurde Seidenfibroin verwendet. Angegeben sind Mittelwert und
Standardabweichung.
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Abb. 3.22: Verlauf der relativen Expression der XT-lI-mRNA im Rahmen der osteogenen
Differenzierung. Die Analyse des mRNA-Gehalts erfolgte Uber einen Zeitraum von 18 Tagen.
Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.
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3.34 mRNA-Expression von Enzymen, die fiir die Initiation der Chondroitinsulfat-
/IDermatansulfat- und Heparansulfat-Biosynthese relevant sind
Kontrar zur chondrogenen Differenzierung zeigte sich der Verlauf der mRNA-Expression der
Enzyme EXTL2, GalNAcT und GICACSE bei der Osteogenese. Das an der Heparansulfat-
Biosynthese beteiligte Enzym EXTL2 zeigte wahrend der osteogenen Differenzierung eine
zur Chondrogenese antiparallele Kinetik der mRNA-Expression. Nach einem Anstieg des
mMRNA-Gehalts nach Induktion der Osteogenese wurde von Tag 3 bis Tag 10 eine bis zu 3,6-
fach (£0,4) gesteigerte mRNA-Expression detektiert. Bis zum Ende der Kultivierung war von
Tag 10 an eine kontinuierliche Abnahme der mRNA-Expressionsrate zu verzeichnen
(Abb. 3.23).
Die mRNA-Expression der GalNAcT, welche ein Schlisselenzym der Chondroitinsulfat-
/Dermatansulfat-Biosynthese darstellt, zeigte eine Hochregulation in den Stadien einer
fortgeschrittenen Osteogenese. Nach Erreichen des maximalen Expressionslevels mit einer
3,6-fach (+0,4) erhohten mRNA-Expression erfolgte in den folgenden Tagen wieder eine
Reduktion des mRNA-Gehalts auf das Ausgangsniveau (Abb. 3.24).
Das fur die Epimerisierung von Chondroitinsulfat zu Dermatansulftat verantwortliche Enzym
GIcAC5E, welches wahrend der Chondrogenese nur temporar auf mRNA-Ebene
herabreguliert wurde, zeigte im Verlauf der osteogenen Differenzierung eine kontinuierliche
Abnahme des mRNA-Gehalts. Zum Ende der Osteogenese wurde an Tag 16 eine um 48%

(£3%) zum Ausgangsniveau verringerte mMRNA-Expression detektiert (Abb. 3.25).
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Abb. 3.23: Relative Quantifizierung der Genexpression des an der Heparansulfat-Biosynthese
beteiligten Enzyms EXTL2. Der mMRNA-Gehalt wurde im Verlauf der osteogenen Differenzierung tber
einen Zeitraum von 18 Tagen detektiert. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.
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Abb. 3.24: Relative Quantifizierung der Genexpression des an der Chondroitinsulfat-
/Dermatansulfat-Biosynthese beteiligten Enzyms GalNAcT. Der mRNA-Gehalt wurde im Verlauf der

osteogenen Differenzierung Uber einen Zeitraum von 18 Tagen detektiert. Angegeben sind Mittelwert
und Standardabweichung.
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Abb. 3.25: Darstellung der mRNA-Expression des Enzyms GICAC5E. Die Detektion des relativen
mMRNA-Gehalts erfolgte Uber einen Kultivierungszeitraum von 18 Tagen. Angegeben sind Mittelwert
und Standardabweichung.
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3.3.5 Expression von Proteoglykan-Core-Proteinen wahrend der osteogenen
Differenzierung
Fir das in der osteogenen Matrix pradominant vorkommende Proteoglykan Decorin, welches
mit einer Chondroitinsulfat- oder Dermatansulfat-Kette assoziiert ist, wurde eine mRNA-
Kinetik mit zwei zeitlich getrennten Expressionsmaxima beobachtet. Parallel zur
Chondrogenese erfolgte kurz nach der Induktion der Stammzelldifferenzierung ein
Expressionsanstieg. Nach einer darauffolgenden reduzierten mRNA-Expression wurde der
maximale Decorin-mRNA-Gehalt zum Ende der Kultivierung detektiert. Wahrend der
osteogenen Differenzierung wurden die Expressionsmaxima an Tag 2 mit einer 7,4-fach
(£0,2) gesteigerten MRNA und an Tag 14 mit einer 10,8-fachen (10,8)
Expressionssteigerung Gber dem Ausgangsniveau detektiert (Abb.3.26).
Das mit mehreren Heparansulfat-Ketten assozierte Proteoglykan Glypican-3 zeigte einen zur
XT-I oder auch AP aquivalenten Anstieg der mRNA-Expression bis zu Tag 10. Zu diesem
Zeitpunkt wurde eine um Faktor 17,9 (£1,2) gesteigerte mMRNA-Expression detektiert. Daran
anschlielRend erfolgte eine Herabregulation der Glypican-3-mRNA, wobei nach 18 Tagen
noch eine anndhernd verdreifachte Expressionsrate im Vergleich zum Ausgangsnhiveau
detektiert werden konnte (Abb. 3.27).
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Abb. 3.26: Relative Quantifizierung der Genexpression des Proteoglykan-Core-Proteins Decorin
wahrend der osteogenen Differenzierung. Die Abbildung zeigt den Verlauf der mRNA-Expression
Uber einen Kultivierungszeitraum von 18 Tagen. Angegeben sind Mittelwert und
Standardabweichung.
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Abb. 3.27: Relative Quantifizierung der Genexpression des Proteoglykan-Core-Proteins Glypican-3
wahrend der Osteogenese. Die Abbildung zeigt den Verlauf der mRNA-Expression lber einen
Kultivierungszeitraum von 18 Tagen. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.
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34 Aufklarung der physiologischen Funktion der humanen Xylosyltransferasen
Die physiologische Funktion des zur XT-I hoch homologen Proteins XT-Il konnte bislang
nicht determiniert werden. Zur Aufklarung der Funktion beider Xylosyltransferasen wurden,
basierend auf der RNAIi-Technik, erstmals verschiedene Methoden entwickelt, welche gezielt
die mMRNA-Expression einer XT oder auch beider Xylosyltransferasen in humanen Zelllinien
herabregulieren. Im Rahmen dieser Experimente wurden sowohl SW1353-Zellen, welche
vorwiegend die XT-l sezernieren, als auch SAOS-2-Zellen, welche die XT-I und XT-II in
einem aquivalenten Verhaltnis exprimieren, verwendet.

Die Auswirkungen der verminderten Genexpression einer bzw. beider Xylosyltransferasen
wurden sowohl auf mRNA mittels Real-Time PCR als auch auf Proteinebene Uber die
Enzymaktivitat analysiert. Dabei erfolgte die Detektion der XT-Aktivitat im Zellkulturtiberstand
unter Verwendung zweier Testsysteme, welche unterschiedliche Akzeptoren fir die
O-Xylosylierung darstellen. Die Enzymaktivitat der XT-lI konnte dabei spezifisch durch die
Quantifizierung des Transfers radioaktiv markierter UDP-Xylose auf den Akzeptor
Seidenfibroin ermittelt werden. Des Weiteren wurde erstmalig das vom Bikunin abgeleitete

Peptid Bio-BIK-F zur Detektion der O-Xylosylierung eingesetzt.

3.41 Auswahl und Optimierung geeigneter RNAi-Systeme zur Reduktion der XT-I-
und XT-lI-mRNA-Expression

Zur Etablierung des siRNA- bzw. des shRNA-vermittelten Knock-downs beider
Xylosyltransferasen wurden jeweils zur XT-I- bzw. XT-II-mRNA komplementéare Sequenzen
ausgesucht, welche sich an unterschiedlichen Stellen der jeweiligen mRNA befinden
(Abb. 3.28).

Fur die siRNA-Nukleotide bzw. shRNA-Vektoren erfolgte anschliefiend eine Optimierung der
Transfektionsparameter und zusatzlich bei shRNA-Vektoren eine Selektionierung Uber
Antibiotika (3.4.1.1). Die Effizienz der jeweiligen Antisense-Nukleotide bei der Supprimierung
der XT-mRNA-Expression wurde jeweils in SAOS-2- und SW1353-Zellen determiert und

anschlief3end ein geeignetes System fiir die folgenden Analysen ausgewahlt (3.4.1.2).
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Abb. 3.28: Darstellung der prozessierten XT-I- und XT-II-mRNA sowie die Lokalisierung der zur
siRNA komplementaren Exons.

3.4.1.1 Optimierung der Transfektion fiir siRNA- und shRNA-Vektoren

Eine Optimierung der Transfektionsbedingungen sowie die anschlieRende Auswahl effektiver
siRNA- und shRNA-Sequenzen erfolgte bei SAOS-2- und SW1353-Zellen.

Mit dem  Transfektionsreagenz Lipofectamin 2000 konnten, bezuglich  der
Transfektionseffizienz sowie bei der Zellvitalitat, die besten Resultate fir die Vermittlung von
siRNA erzielt werden. Die lichtmikroskopisch bestimmte Transfektionseffizienz mit diesem
Reagenz lag bei den getesteten Zelllinien Gber 90%. Als optimale Zelldichte zum Zeitpunkt
der Transfektion wurde eine Konfluenz der Zellen von ca. 30% ermittelt. Alle folgenden
siRNA-Experimente wurden mit den evaluierten Parametern durchgefiihrt.

Die besten Ergebnisse fiur die Transfektion von shRNA-Vektoren wurden mit dem Reagenz
Fugeneb6 erzielt. Bei einer Zelldichte von 70% wurde eine Transfektionseffizienz von ca. 50%
ermittelt. Zellen, die mit shRNA-Vektoren transfiziert wurden, konnten anschliefend Uber die
vektorvermittelte Zeocin-Resistenz selektioniert werden. Aus diesem Grund war eine weitere
Optimierung der Transfektion von shRNA-Vektoren nicht erforderlich (Abb. 3.29).
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Abb.  3.29: Mikroskopische
Aufnahme von transient oder
stabil transfizierten SAOS-2-
Zellen. (A, B) Abgebildet sind
SAQOS-2-Zellen transfiziert mit
FAM-markierter  siRNA. Als
Transfektionsreagenz wurde
Lipofectamin 2000 verwendet.
(C, D) SAOS-2-Zellen transfiziert
mit einem  GFP-kodierenden
shRNA-Vektor. Als Trans-
fektionsreagenz wurde Fugen6
verwendet. Abgebildet ist eine
monoklonale Zellpopulation, die
Uber das Antibiotika Zeocin
selektioniert wurde.

3.4.1.2 Auswahl geeigneter siRNA-Oligonukleotide und shRNA-Vektoren zur
effizienten Reduktion des XT-I- und XT-lI-mRNA-Gehalts
XT-I- als auch XT-II-siRNA-Oligonukleotide wurden analog zu den in 3.4.1.1 optimierten
Parametern in einem Konzentrationsbereich von 5-45 nmol/l in SAOS-2- und SW1353-Zellen
transfiziert und die Auswirkungen auf die XT-mRNA-Expression nach 48 h mittels Real-Time
quantitative PCR analysiert. Als interner Standard wurde bei der relativen mRNA-
Quantifizierung das konstant exprimierte ,Haushaltsgen“ Ubiquitin verwendet.
Bei einer eingesetzten Konzentration von 15 nmol/l wurde fur alle siRNA’s das beste
Ergebnis in Bezug auf Effektivitdt und Spezifitdt beim XT-Knock-down erhalten. Dabei
wurden die besten Resultate zur Suppression des zellularen XT-I-mRNA-Gehalts mit dem
Oligonukleotid XT-Isi65 (Reduktion der XT-I-mRNA um 90%) und zur Unterdrickung der
XT-1I-mRNA-Expression mit dem Oligonukleotid XT-IIsi68 (Reduktion der XT-II-mRNA um
80%) erhalten. Bei einer parallelen Transfektion von XT-Isi65 und XT-1Isi68 (Gesamt-siRNA-
Konzentration: 30 nmol/l) konnte =zeitgleich in einem Ansatz die mRNA beider
Xylosyltransferasen jeweils mit der gleichen Effizienz wie bei einer Einzeltransfektion
herunterreguliert werden.
Nach der Transfektion von shRNA-Vektoren in SAOS-2- und SW1353-Zellen erfolgte Uber
die vektorvermittelte Zeocin-Resistenz eine Selektion der Zellen, welche den Vektor stabil in

das Genom integriert hatten. Fir die Reinkulturen stabil transfizierter Zellen wurde bei den
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unterschiedlichen shRNA-Varianten jedoch nur eine Reduktion der XT-I- und XT-II-mRNA-
Expression von maximal 50% detektiert. Dabei zeigten bei einer mRNA-Suppression von
9-30% die von der XT-Isi65 und XT-lIsi68 abgeleiteten shRNA-Sequenzen einen sehr
geringen Effekt auf die Genexpression beider Xylosyltransferasen (Tab. 3.1).

Da durch die Verwendung von siRNA im Vergleich zur shRNA deutlich bessere Resultate bei
der Reduktion der mRNA-Expression beider Xylosyltransferasen erzielt wurden, erfolgten die
Analysen des mRNA-Knock-downs nach Transfektion mit den synthetischen
Oligonukleotiden XT-Isi65 und XT-1Isi68.

Tab. 3.1: Auflistung der mRNA-Suppression durch siRNA- bzw. shRNA-Oligonukleotide. Angegeben
ist die mittlere Reduktionsrate (+Standardabweichung) der XT-mRNA-Expression nach transienter
Transfektion mit siRNA (ca. 90% Transfektionseffizienz) sowie nach erfolgter stabiler Selektion der
shRNA-Vektoren (100% der Zellen haben den Vektor in das Genom integriert). Maximale
Reduktionsraten der XT-mRNA sind hervorgehoben.

XT-I-siRNA- / XT-I-shRNA- | Reduktion der XT-I-mRNA-Expression in:
Oligonukleotid SAOS-2-Zellen SW1353-Zellen
siRNA-Kontrolle 0% (£5%) 0% (£6%)
XT-IsiO1 1% (£3%) 9% (£4%)
XT-IsiO2 76% (£8%) 71% (£9%)
XT-Isi65 93% (£2%) 89% (£3%)
shRNA-Kontrolle 0% (£6%) 0% (x4%)
XT-I-siRNA- / XT-I-shRNA- | Reduktion der XT-I-mRNA-Expression in:
Oligonukleotid

SA0S-2-Zellen SW1353-Zellen
XT-IshO1 43% (£8%) 40% (£11%)
XT-IshO2 21% (£12%) 20% (£6%)
XT-IshO3 27% (£9%) 20% (£11%)
XT-IshO4 52% (£5%) 52% (£3%)
XT-Ish65 9% (£2%) 13% (£4%)
XT-ll-siRNA- / XT-ll-shRNA- | Reduktion der XT-ll-mRNA-Expression in:
Oligonukleotid SAOS-2-Zellen SW1353-Zellen
siRNA-Kontrolle 0% (x6%) 0% (£3%)
XT-lIsi01 73% (£6%) 76% (£7%)
XT-lIsi68 80% (£14%) 86% (£8%)
XT-lIsiO3 9% (£3%) 6% (£2%)
shRNA-Kontrolle 0% (x3%) 0% (£5%)
XT-lIshO1 27% (+4%) 36% (£6%)
XT-llshO2 43% (£7%) 49% (£9%)
XT-llshO3 47% (*4%) 40% (£10%)
XT-llsh68 17% (+4%) 29% (£3%)
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342 Reduktion der XT-I-Expression in SAOS-2- und SW1353-Zellen
Zur Analyse bezuglich der Auswirkungen eines reduzierten XT-I-mRNA-Gehalts sowohl auf
die XT-lIl-mRNA-Expression als auch auf die XT-Aktivitdt wurde mit dem Oligonukleotid

XT-Isi65 die Genexpression der XT-I in beiden Zelllinien supprimiert.

3.4.21 Analyse der XT-I- und XT-ll-mRNA-Expression nach Transfektion mit XT-Isi65
Bereits 48 h nach Transfektion der SAOS-2-Zellen mit der XT-I-siRNA konnte eine
signifikante  Reduktion des XT-I-mRNA-Gehalts von 93% (Mittelwert) (£2%,

Standardabweichung) im Vergleich zur Kontrolle detektiert werden.
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Abb. 3.30: Darstellung der relativen XT-I- und XT-IIl-mRNA-Expression in SAOS-2- und SW1353-
Zellen nach Transfektion mit XT-Isi65. Der mRNA-Gehalt der XT-l und XT-ll wurde in SAOS-2 (si65
SA)- und SW1353-Zellen (si65 SW) in Relation zur mRNA-Expression von Zellen gesetzt, die mit einer
Kontroll-siRNA (siK) transfiziert wurden. Die Kultivierung der Zellen erfolgte nach der Transfektion tUber
einen Zeitraum von 192 h. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.
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Uber den Kultivierungszeitraum von acht Tagen war ein leichter Anstieg der XT-I-mRNA-
Expression zu verzeichnen. Die Expressionsrate der XT-| lag jedoch selbst am Ende der
Kultivierungsphase noch 82% (+4%) unterhalb der entsprechenden Kontrolle. Ein dhnlicher
Verlauf der XT-I-mRNA-Expression zeigte sich bei SW1353-Zellen. Im Vergleich zu SAOS-2
wurde ein deutlich beschleunigter Anstieg der XT-I-mRNA-Expression zum Ende der
Kultivierung beobachtet.

Bei SAOS-2-Zellen wurde fir den mRNA-Gehalt der XT-IlI, 48 h nach der Transfektion mit
XT-I-siRNA, ein signifikanter Anstieg von 57% (x13%) detektiert. Die gesteigerte XT-II-
mRNA-Expressionsrate fiel nach weiteren 48 h unter das Niveau der Kontrollen und
stabilisierte sich zum Ende der Kultivierung auf dem Ausgangsniveau. Fir SW1353-Zellen
wurde eine aquivalente Kinetik detektiert (Abb. 3.30).

3.4.2.2 Analyse der XT-Aktivitdt im Zellkulturiiberstand nach XT-I-siRNA vermitteltem
Knock-down

Die Bestimmung der XT-I-Aktivitat im Zellkulturiberstand ergab fur beide Zelllinien eine
signifikante Reduktion der Enzymaktivitat. Bei SAOS-2-Zellen wurde das Aktivitdtsminimum
nach 144 h Kultivierung detektiert. Zu diesem Zeitpunkt war die XT-Aktivitat um 41% (x15%)
gegenuber den mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen erniedrigt (Abb. 3.31). Am Ende der
Kultivierung war ein Anstieg der XT-I-Aktivitat beider Transfektionsansatze zu beobachten,
wobei jedoch das Verhaltnis der Enzymaktivitaten zueinander nicht verschoben war.

Bereits nach 48 h zeigte sich bei SW1353-Zellen eine minimale XT-I-Aktivitdt im
Zellkulturiberstand. Zu diesem Zeitpunkt war die Enzymaktivitat im Vergleich zum
Kontrollniveau um 58% (x3%) erniedrigt. Im weiteren Verlauf der Kultivierung konnte analog
zu SAOS-2-Zellen ein Anstieg der Enzymaktivitat beobachtet werden.

Abweichend zur XT-I-Aktivitat wurde fur die XT-Aktivitat, welche mit dem Bio-BIK-F-Peptid
bestimmt wurde, eine differierende Kinetik bei SAOS-2-Zellen aufgenommen. In der frihen
Phase des Knock-downs wurde analog eine herabregulierte Enzymaktivitat detektiert. Nach
96 h erfolgte jedoch ein Anstieg der XT-Aktivitat, der zum Ende der Kultivierung auf
Kontrollniveau zuritickging (Abb. 3.31). Bei SW1353-Zellen wurden keine signifikanten
Aktivitdtsunterschiede detektiert.
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Abb. 3.31: XT-Aktivitat im Zellkulturiiberstand von SAOS-2-Zellen transfiziert mit XT-Isi65 (si65 SA).
Die mit dem Akzeptor Seidenfibroin (obere Abbildung) und dem Akzeptor Bio-BIK-F (untere
Abbildung) determinierte Enzymaktivitdt wurde in Intervallen von 48 h nach der Transfektion der
SAOS-2-Zellen detektiert. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.

343 Reduktion der XT-ll-mRNA-Expression in SAOS-2- und SW1353-Zellen
Zur Analyse beziliglich der Auswirkungen eines reduzierten XT-lI-mRNA-Gehalts auf die
XT-I-mRNA-Expression sowie auf die XT-Aktivitdt wurde mit dem Oligonukleotid XT-IIsi68

die Genexpression der XT-Il in beiden Zelllinien supprimiert.
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3.4.3.1 Analyse der XT-I- und XT-ll-mRNA-Expression nach Transfektion mit XT-llsi68
SAQOS-2- und SW1353-Zellen zeigten nach der Transfektion mit XT-lIsi68 einen stark
reduzierten XT-II-mRNA-Gehalt. Eine maximale Reduktion der mRNA wurde bei SAOS-2-
Zellen nach 48 h beobachtet, wobei die XT-II-mRNA-Expression 80% (+14%) unterhalb des
Niveaus der Kontrolle lag. Analog zur Kinetik der XT-I-mRNA-Suppression konnte im Verlauf
der Kultivierung eine Abnahme des siRNA-Effektes verzeichnet werden, wobei die mRNA-

Expression nach 192 h noch um 48% (x9%) im Vergleich zur Kontrolle reduziert war.
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Abb. 3.32: Darstellung der relativen XT-1l und XT-I-mRNA-Expression in SAOS-2- und SW1353-
Zellen nach Transfektion mit XT-lIsi68. Der mRNA-Gehalt der XT-Il und XT-I wurde in SAOS-2 (si68
SA)- und SW1353-Zellen (si68 SW) in Relation zur mRNA-Expression von Zellen gesetzt, die mit
einer Kontroll-siRNA (siK) transfiziert wurden. Die Kultivierung der Zellen erfolgte nach der
Transfektion Uber einen Zeitraum von 192 h. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.

48



Ergebnisse

Bei SW1353-Zellen wurde eine identische Kinetik beobachtet. Die maximale Reduktion der
XT-I-mRNA-Expression erfolgte nach 96 h (—-86% +8%).

Eine Reduktion der XT-II-mRNA bewirkte eine signifikante Hochregulation der XT-I-mRNA-
Expression bei beiden Zelllinien. Bei SAOS-2-Zellen konnte Uber den gesamten
Kultivierungszeitraum ein stetiger Anstieg detektiert werden. Nach 192 h lag der XT-I-mRNA-
Gehalt mit 163% (£26%) deutlich Gber der Expressionsrate der Kontrollen. In SW1353-Zellen
erfolgte nach einem initialem Anstieg der XT-I-mRNA-Expression eine kontinuierliche
Reduktion der Transkriptionsrate. Nach 192 h wurde ein um 75% (6%) zur Kontrolle
verminderter mMRNA-Gehalt determiniert (Abb. 3.32).

3.4.3.2 Analyse der XT-Aktivitat im Zellkulturiiberstand nach XT-lI-siRNA
vermitteltem Knock-down

Die XT-I-Aktivitdt, die mit dem Akzeptor Seidenfibroin determiniert wurde, zeigte bei
SAOS-2-Zellen, im Vergleich zur Kontrolle, nach 48 h keine signifikante Veranderung. Im
weiteren Verlauf erfolgte ein Anstieg der XT-I-Aktivitat, die nach 144 h mit 57% (x15%)
deutlich oberhalb der XT-I-Aktivitat der Kontrolle lag. Zum Ende der Kultivierung konnten
keine Unterschiede zwischen dem XT-lI-siRNA- und dem Kontroll-siRNA-Ansatz detektiert
werden (Abb. 3.33). Ein Anstieg der XT-I-Aktivitat wurde bei SW1353-Zellen, in einer zur
mRNA &aquivalenten Kinetik, beobachtet. Dabei konnte nach 96 h die maximale
Enzymaktivitat mit einer um 76% (£13%) zur Kontrolle erhéhten Wertlage detektiert werden
(nicht dargestellt).

Die gleichen Zellkulturiiberstande zeigten bei den mit dem Bio-BIK-F-Peptid bestimmten XT-
Aktivitaten eine Reduktion der Enzymaktiviat der XT-II-siRNA-Proben. Nach 96 h wurde bei
SAOS-2-Zellen die geringste Enzymaktivitat, welche 63% unterhalb der Kontrolle lag,
detektiert (Abb. 3.33). Unter Verwendung dieses Messsystems konnten bei SW1353-Zellen

keine Aktivitatsanderungen verzeichnet werden.
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Abb. 3.33: XT-Aktivitat im Zellkulturiiberstand von SAOS-2-Zellen transfiziert mit XT-1Isi68 (si68 SA).
Die mit dem Akzeptor Seidenfibroin (obere Abbildung) und dem Akzeptor Bio-BIK-F (untere
Abbildung) determinierte Enzymaktivitdt wurde in Intervallen von 48 h nach der Transfektion der
SAQS-2-Zellen detektiert. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung.

3.4.4

SW1353-Zellen

Zur Untersuchung des zelluldren Expressionsverhaltens nach einer parallelen Reduktion der

Parallele Reduktion der XT-I- und XT-ll-mRNA-Expression in SAOS-2- und

mRNA-Expression beider Xylosyltransferasen erfolgte jeweils eine doppelte Transfektion

beider siRNA-Oligonukleotide in die Zelllinien.
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3.4.41 Analyse der XT-I- und XT-ll-mRNA-Expression nach Transfektion mit XT-Isi65
und XT-lIsi68

Fir die XT-I-mRNA-Expression konnte, analog zur Einzeltransfektion mit XT-Isi65, eine

signifikante Reduktion des XT-I-mRNA-Gehalts bereits nach 48 h detektiert werden. Uber

den Verlauf der Kultivierung zeigte sich im Vergleich ein deutlich schnellerer Rickgang des

siRNA-Effekts.

c 140
S
? 120
o
QA
3 % 100+ -
%g 80-
4
Ex 60 T L
T N
; °\° 40" o
Q>) - . ——
s 204 —=
S
e 0- 1

. Ao . ol
e{b 2 6$ e{b &2 o9 o S ¥ o
Q° D e & ) P RN
& o & & © ° o° o°
% é\‘b % o & 9{'0 %\‘b 9{0
120
100-

relative XT-l-mRNA-Expression
(% zur Kontrolle)

Abb. 3.34: Parallele Transfektion von SAOS-2-Zellen bzw. SW1353-Zellen mit XT-Isi65 und XT-
IIsi68. Dargestellt ist die relative XT-I- und XT-lI-mRNA-Expression von mit XT-siRNA transfizierten
SAQOS-2 (si65/68 SA)- und SW1353-Zellen (si65/68 SW). Der mRNA-Gehalt ist in Relation zur
mRNA-Expression von Zellen gesetzt, die mit einer Kontroll-siRNA (siK) transfiziert wurden. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte nach der Transfektion Uber einen Zeitraum von 192 h. Angegeben
sind Mittelwert und Standardabweichung.
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So befand sich bei SW1353-Zellen bereits nach 192 h die mRNA-Expression der mit XT-
siRNA-transfizierten Zellen auf dem gleichen Niveau wie die der Kontrollen (Abb. 3.34).

Die Expression der XT-II-mRNA zeigte im Vergleich zur Einzeltransfektion mit XT-lI-siRNA
keine Unterschiede auf. Die mRNA-Expression bei SAOS-2-Zellen war Uber den gesamten
Zeitraum von 192 h anndhernd um 70% (£9%) vermindert. Hingegen erfolgte bei SW1353-
Zellen nach 192 h ein leichter Anstieg der XT-I-mRNA-Expression auf 45% (+6%) vom

Kontrollniveau.

3.4.4.2 Analyse der XT-Aktivitat im Zellkulturiiberstand nach parallelem XT-I- und
XT-lI-siRNA vermitteltem Knock-down

Die Kinetik der radiochemisch detektierten XT-I-Enzymaktivitat zeigte einen zur

Einzeltransfektion mit XT-I-siRNA parallelen Verlauf. Abweichend zeigte sich jedoch, dass

die Enzymaktivitdten im Zellkulturiberstand der doppelt transfizierten SAOS-2-Zellen eine

deutlich starker verminderte XT-I-Aktivitat aufweisen.

Mit 19 dpm/ug DNA wurde nach 48 h die geringste Enzymaktivitdt detektiert, wobei dies

einer um 85% zur Kontrolle herabregulierten XT-I Expression entspricht (Abb. 3.35). Bei

einer zu SAOS-2-Zellen identischen Enzymkinetik wurde bei SW1353-Zellen nach ebenfalls

48 h eine minimale um 67% (£9%) verringerte XT-I-Aktivitat beobachtet.

Eine vergleichbare Kinetik, mit starker verminderten XT-Enzymaktivtaten, wurde mit dem

Bio-BIK-F-Peptid bei beiden Zelllinien detektiert. Nach 96 h konnte bei den doppelt

transfizierten SAOS-2-Zellen keine XT-Enzymaktivitdt mehr nachgewiesen werden.
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Abb. 3.35: XT-I-Aktivitat im Zellkulturiiberstand von SAOS-2-Zellen nach paralleler Transfektion mit
XT-Isi65 und XT-IIsi68 (si65/68 SA). Die mit dem Akzeptor Seidenfibroin (obere Abbildung) und dem
Akzeptor Bio-BIK-F (untere Abbildung) determinierte Enzymaktivitdt wurde in Intervallen von 48 h
nach der Transfektion der SAOS-2-Zellen detektiert. Angegeben sind Mittelwert und
Standardabweichung.
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4 Diskussion

Die Synthese der GAG-Ketten erfolgt durch den initialen Transfer von Xylose auf
ausgewahlte Serin-Reste im Proteoglykan-Core-Protein und wird durch die XT-I katalysiert
[42, 44, 51]. Eine Beteiligung dieses Enzyms an einer Vielzahl biologischer sowie
pathologischer Prozesse konnte bereits in vorherigen Studien gezeigt werden [45, 46, 48,
50, 97-101]. Die regulatorischen Mechanismen, die fur eine gesteigerte XT-I-Expression
verantwortlich sind, als auch der kausale Zusammenhang zwischen einer vermehrten
Enzymaktivitdt und einer erhdhten Deposition von GAG konnten bisher noch nicht
nachgewiesen werden.

Die XT-IlI stellt ein zur XT-I hoch homologes Gen dar [51]. Dabei war die physiologische
Funktion dieses Gens bislang ganzlich unbekannt. Es konnte weder ein Nachweis auf

Proteinebene noch auf Enzymaktivitatsebene erbracht werden.

41 Funktion und Regulation der XT-I bei kardialer Fibrose

Die DCM stellt die haufigste Form der Herzmuskelschwache dar. Bisher gibt es keine
effektive Therapie, welche die fortschreitende Dilatation und Fibrosierung des Myokards
nachhaltig reduzieren kann. Im Endstadium der DCM stellt neben einer Implantation
ventrikularer Unterstitzungssysteme die Transplantation des Organs die einzige Mdglichkeit
zur Aufrechterhaltung der Kreislauffunktion des Patienten dar.

Bei der DCM ist neben einer Uberproduktion von Kollagen die vermehrte Biosynthese von
Proteoglykanen charakteristisch fiir die kardiale Fibrose [57, 67, 68, 102]. Dabei sind vor
allem erhohte Werte des Zytokins TGF-B;, welches von HCFs sezerniert wird,
hauptverantwortlich fir die Progression der intensiven Matrixdeposition [66, 103].
Proteoglykane mit ihrer Diversitat an GAG-Ketten, welche einen Hauptbestandteil der ECM
im Myokard darstellen, vermitteln multiple Funktionen. Es handelt sich dabei um die
Modulation der Wachstumsfaktoraktivitaten, die Regulation der Kollagenfibrillogenese und
die Zugfestigkeit des Gewebes [104-107]. Die Kenntnisse Uber die regulatorischen
Mechanismen, welche zu einer erhdhten Produktion von GAG-Ketten und Proteoglykanen

fuhren, sind sehr unzureichend.

411 Expression der XT-l in Myokardproben von DCM-Patienten
In anderen Studien konnte bereits dargestellt werden, dass es wahrend der
linksventrikularen Fibrosierung zu einer vermehrten Produktion von Kollagen Typ | und

Proteoglykanen im affektierten Gewebe kommt [67, 69-71]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
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erstmals nachgewiesen werden, dass Patienten mit einer linksventrikularen DCM neben
einer deutlich gesteigerten Deposition von GAG im Vergleich zu einem gesunden Kontroll-
Kollektiv zusatzlich signifikant erhdhte Expressionswerte fir die XT-I-mRNA im linken
Ventrikel aufweisen. Diese Daten konnten aufierdem mit einer erhdhten XT-I-Enzymaktivitat
korreliert werden.

Die Ergebnisse der kardialen Fibrose stehen im Einklang mit vorherigen Studien, bei denen
gezeigt werden konnte, dass eine gesteigerte GAG-Biosynthese bei dem generalisierten
fibrotischen Prozess der systemischen Sklerose mit einer erhdéhten XT-I-Aktivitat korreliert
[43].

Die Tatsache, dass sowohl DCM-Patienten als auch gesunde Kontroll-Patienten eine
erhohte XT-I-Expression im linken Ventrikel aufweisen, lasst sich wahrscheinlich Gber die
unterschiedliche mechanische Belastung beider Ventrikel erklaren. Die mechanische
Belastung des Myokards wurde bereits als Induktor der gesteigerten Kollagen Typ I-
Biosynthese diskutiert [66].

Wahrend der rechte Ventrikel fur die Beforderung von sauerstoffarmen Blut in die
Lungenstrombahn zustandig ist, pumpt der linke Ventrikel das mit Sauerstoff angereicherte
Blut Uber die Aorta in den gesamten Kdérper. Der linke Ventrikel ist somit einer groReren
mechanischen Belastung ausgesetzt, welche z.B. bei einem Hypertonus, bedingt durch

Arteriosklerose, deutlich ansteigt und somit oft ursachlich fir die DCM ist.

41.2 Mechanischer Stress als Induktor einer gesteigerten XT-I-Expression

Das Fortschreiten der zumeist irreversiblen Erkrankung DCM geht mit einer Dilatation des
Herzens einher. Die VergroRerung und somit der Funktionsverlust des Myokards korrelieren
mit einer erhdhten ventrikularen Wandspannung. Unter dieser mechanischen Belastung
kommt es durch Kkardiale Fibroblasten zu einer vermehrten Sezernierung des
Wachstumsfaktors TGF-B4, welche fir eine gesteigerte Produktion von Kollagen Typ |
verantwortlich ist [108].

Anhand der Ergebnisse der in vitro-kultivierten und mechanisch gestressten HCFs konnte
gezeigt werden, dass die Expressionsrate der XT-I unter mechanischer Expansion signifikant
hochreguliert wird. Dabei konnte Uber eine Analyse der XT-I-mRNA-Halbwertszeit eindeutig
nachgewiesen werden, dass eine reale Steigerung der XT-I-Transkriptionsrate und keine
verlangerte mRNA-Stabilitat vorliegt.

Uber die Zugabe von neutralisierendem anti-TGF-B;-Antikérper wurde nachgewiesen, dass
bei in vitro-kultivierten und mechanisch gestressten HCFs das Zytokin TGF-f3; wesentlich flr

die Induktion der XT-I-Expression verantwortlich ist.
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Bereits aus anderen Studien ist bekannt, dass Decorin in der Lage ist TGF-B4 zu binden und
zusatzlich in HCFs ein starker Induktor der Decorin-Expression ist [3, 109]. Das bedeutet,
dass Decorin eventuell als ein negatives regulatorisches Element bei der kardialen Fibrose
agiert. Ebenfalls konnte durch die Ergebnisse dieser Arbeit belegt werden, dass im kardialen
Gewebe von DCM-Patienten ein deutlich gesteigerter Decorin-Gehalt immunologisch
detektiert werden kann. Die Tatsache, dass bei in vitro-kultivierten HCFs jedoch keine
signifikante Expressionssteigerung des Core-Proteins detektiert wurde, kénnte aus dem

vereinfachten Modellsystem resultieren.

41.3 TGF-B+-induzierte Regulation der XT-I-Expression in HCFs

Zur direkten Analyse des TGF-Bs-induzierten Effekts auf die XT-I-Expression wurden HCFs
mit rekombinantem TGF-B, inkubiert. Die durch TGF-B, bedingte Hochregulation der XT-I-
Expression konnte wiederum durch die Zugabe des p38-MAP-Kinase Inhibitors SB 203580
effektiv reduziert werden.

Das bedeutet, dass Transkriptionsfaktoren des Smad-Signalwegs an der transkriptionellen
Regulation der XT-I beteiligt sind. Die Analyse eines 600 bp grolien potentiellen
Promotorbereichs der XT-I ergab, dass sich vor dem ersten Exon der XT-I-DNA zahlreiche
Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren, die Uiber eine Smad-Signalkaskade aktiviert werden,
befinden. Eine Klonierung des Promotors und somit eine Identifizierung wichtiger
Transkriptionsfaktorbindestellen konnte aufgrund eines sehr hohen GC-Gehalts der zu

klonierenden Sequenz leider nicht erfolgreich durchgefihrt werden.

41.4 Quantifizierung des GAG-Gehalts im Zellkulturiiberstand von mechanisch
gestressten und mit TGF-f, inkubierten HCFs
Sowohl bei mechanisch gestressten HCFs als auch bei mit TGF-3, inkubierten Fibroblasten
konnte im Zellkulturmodell erstmals gezeigt werden, dass das Expressionsniveau der XT-I|
direkt mit der GAG-Syntheserate korreliert. Uber die Detektion der GAG wurde somit
erstmals nachgewiesen, dass die Regulation der XT-l bei HCFs in einem direkten
Zusammenhang mit der GAG-Konzentration im Zellkulturiiberstand steht.
Dieser kausale Zusammenhang konnte besonders eindrucksvoll durch die Verwendung von
siRNA demonstriert werden. Die Ergebnisse der mit XT-I-siRNA transfizierten HCFs zeigen
eindeutig, dass die XT-I das geschwindigkeitsbestimmende Enzym bei der kardialen GAG-
Synthese ist. Dieses Ergebnis bestatigt somit vorherige Studien, bei denen die XT-I als
limitierender Faktor der GAG-Biosynthese diskutiert wurde [39, 110].
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Zusatzlich zeigt die spezifische Inhibition der XT-I in HCFs einen méglichen therapeutischen
Ansatz auf, durch den die vermehrte Produktion von GAG und der dadurch bedingte

Funktionsverlust des Myokards bei der DCM reduziert werden kann.

41.5 Zusammenfassung der Ergebnisse bei der DCM

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Arbeit erstmals neue Einblicke in die
pathologischen Mechanismen des Umbaus der myokardialen Matrix bei der DCM aufgezeigt
werden. Wahrend der Progression der Krankheit stellt die erhohte ventrikulare
Wandspannung mit einer vermehrten Sezernierung des Wachstumsfaktors TGF-B; einen
potenten Induktor der XT-I-Expression dar. Die Induktion der XT-I-Genexpression erfolgt
Uber Transkriptionsfaktoren der p38-MAP-Kinase-Kaskade, wobei eine gesteigerte XT-I-
Enzymaktivitat wiederum in direktem Zusammenhang mit einer verstarkten Deposition von
GAG steht (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Modell fir das regulatorische Zusammenspiel von XT-I, TGF-f4, Proteoglykanen und
GAG bei der kardialen Fibrose. Die verschiedenen interferierenden Faktoren wie anti-TGF-f4-
Antikdrper, p38-MAP-Kinase-Inhibitor SB 203580 und XT-I-siRNA wahrend des Prozesses der
kardialen Fibrose sind ebenfalls illustriert.
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4.2 Chondrogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen

Wahrend der chondrogenen Differenzierung mesenchymaler Stammzellen stellen sowohl die
Neusynthese als auch der Umbau der ECM einen endscheidenden Faktor flr die
physiologische Effizienz des in vitro-kultivierten Knorpels dar [111, 112]. Besonders die
mechanische Belastbarkeit korreliert direkt mit dem Proteoglykangehalt im Knorpelgewebe.
Die Kenntnisse Uber die Regulation der an der Proteoglykanbiosynthese beteiligten Enzyme
sind jedoch nur unzureichend. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals
der TGF-Bs-induzierte Effekt bei der Chondrogenese mesenchymaler Stammzellen
differenziert analysiert. Dabei wurde die Expression der XT-lI und weiterer an der Initiation
und Differenzierung der Chondroitinsulfat-, Dermatansulfat- und Heparansulfat-
Proteoglykanbiosynthese beteiligter Enzyme und Core-Proteine auf mRNA- und

Proteinebene untersucht.

421 Unterschiedliche Regulationsmuster der XT-l und XT-ll wahrend der
chondrogenen Differenzierung
Die XT-I katalysiert den initialen und geschwindigkeitslimitierenden Schritt bei der
Biosynthese der GAG-Ketten in Chondroitinsulfat-, Dermatansulfat-, und Heparansulfat-
Proteoglykanen und stellt somit ein Schlisselenzym flir die ECM-Biosynthese dar [37, 38].
Eine gesteigerte mRNA-Expression sowie eine erhéhte Enzymaktivitat im
Zellkulturiiberstand wahrend der frithen Phase der chondrogenen Differenzierung zeigen die
essentielle Funktion dieses Enzyms beim Aufbau einer, flir das Knorpelgewebe
charakteristischen, chondrogenen Matrix.
Die pradominante Beteiligung der XT-I an frihen Stadien des Knorpelsaufbaus konnte
zusatzlich durch die immunhistologischen Farbungen bestatigt werden. So wurde erstmals
gezeigt, dass in frihen Stadien der Chondrogenese, in denen die Neubildung der ECM
pradominant stattfindet, die XT-I in der gesamten Knorpelmatrix exprimiert wird. Zu spateren
Zeitpunkten der Differenzierung zeigte sich eine kontinuierliche Abnahme des XT-I Gehalts
in der Knorpelmatrix. Dies kénnte bedeuten, dass die Synthese des Tetrasaccharid-Linkers
zu diesem Zeitpunkt bereits abgeschlossen ist und dass die XT-I in fortgeschrittenen Stadien
der ECM-Synthese keine weitere physiologische Funktion mehr beinhaltet. Die
Expressionskinetik der immunologisch detektierten Chondroitinsulfat-GAG-Ketten scheint
dies zu bestatigen, da eine vermehrte Detektion dieser Oligosaccharid-Ketten erst in
spateren Differenzierungsstadien erfolgte.
Leicht differierende Expressionskinetiken der XT-I-mRNA im Vergleich zur Enzymaktivitat
der XT-I lassen sich Uber unterschiedliche Halbwertszeiten der beiden Parameter erklaren.

Die XT-I wird zusammen mit Proteoglykanen vom Golgi-Apparat in den extrazellularen Raum
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sezerniert. Das physiologisch stabile Enzym kann somit im Zellkulturiberstand akkumulieren
und dadurch selbst nach einer Reduktion der XT-I-mRNA-Expression erhéhte
Enzymaktivitatslevel bedingen.

Die XT-II zeigte wahrend der chondrogenen Differenzierung eine zur XT-I differierende
mRNA-Expression. Ein gesteigerter mRNA-Gehalt wurde parallel zur XT-l zwei Tage nach
Induktion der Chondrogenese und ein Expressionsmaximum nach sieben Tagen der
Stammzelldifferenzierung beobachtet. Da im Rahmen der  chondrogenen
Stammzelldifferenzierung zwischen Tag 7 und Tag 28 keine weiteren Messpunkte
aufgenommen wurden, ist somit ein zu spateren Differenzierungsstadien hin verschobenes
mRNA-Expressionsmaxium maglich.

Die physiologische Funktion der XT-lIl war bisher unbekannt. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte jedoch erstmals durch den gezielten Einsatz von Antisense-RNA bestatigt werden,
dass die XT-Il nicht nur aufgrund ihrer Sequenzhomologie zur XT-I als Xylosyltransferase
bezeichnet werden darf, sondern auch aufgrund der erstmals nachgewiesenen
Xylosyltransferaseaktivitat. Mit dieser neuen Erkenntnis erscheint die Regulation der XT-II-
mRNA-Expression, mit einem im Vergleich zur XT-I spateren Expressionsmaximum,
durchaus interessant. So ist die XT-Il moglicherweise an der GAG-Kettensynthese bei
spateren Differenzierungsstadien der Knorpelbildung involviert oder fur die Glykosylierung

von Core-Proteinen zustandig, welche sich nicht im Spezifitadtsspektrum der XT-I befinden.

4.2.2 Regulation der Chondroitinsulfat- und Dermatansulfat-Biosynthese wahrend
der chondrogenen Differenzierung
Abgesehen von Aggrecan, welches den Hauptbestandteil der ECM des Knorpels ausmacht,
wurde die Regulation des Decorin-Core-Proteins detailliert analysiert. Bei Decorin kann eine
Chondroitinsulfat- oder Dermatansulfat-Kette am Proteinriickgrat gebunden sein, welche
wahrscheinlich zusatzlich zum Core-Protein bei der Kollagenfibrilogenese an der
Diskriminierung des Fibrillenabstands beteiligt ist [104-106].
Die immunhistochemische Analyse zeigte eine breite Verteilung des Core-Proteins innerhalb
der Cryoschnitte differenzierender Chondrocyten. Erwartungsgemaf wurde eine aquivalente
Lokalisation des immunologisch detektierten Decorins und der chemisch angefarbten ECM
detektiert. Dabei konnte parallel zur mRNA-Expression wahrend der Knorpeldifferenzierung
ebenfalls immunologisch ein Anstieg des Decorin-Gehalts beobachtet werden.
In diesem Zusammenhang ist die mMRNA-Expression der GICAC5E sehr interessant. Die
GIcACS5E katalysiert die irreversible Epimerisierung von Chondroitinsulfat zu Dermatansulfat

[113]. Nach Induktion der Chondrogenese wurde fir die mRNA dieses Enzyms eine
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signifikante Abnahme innerhalb der ersten Kultivierungswoche und ein signifikant
gesteigerter mRNA-Gehalt zum Ende der Chondrogenese beobachtet.

Eine Epimerisierung der einzigen Chondroitiinsulfat-GAG-Kette des Decorins zu
Dermatansulfat  kdonnte in  diesem Zusammenhang Auswirkungen auf die
Kollagenfibrillogenese haben. Da flr Kollagen Typ Il ein maximaler Anstieg der mRNA-
Expression und des Proteingehalts (nachgewiesen Uber Siriusrot-Farbung) erst zum Ende
der Chondrogenese detektiert wurde, interagiert dieses Protein eventuell vermehrt mit
Decorin, welches eine Dermatansulfat-Kette tragt.

Fur die GalNAcT, welches ein Schlisselenzym bei der Initiation der Chondroitinsulfat- und
Dermatansulfat-Ketten ist, konnte eine zur GICAC5E ahnliche transkriptionelle Regulation
beobachtet werden. Es wurde intermediar ein reduzierter mRNA-Gehalt und eine gesteigerte

mRNA-Expression nach flinf Tagen chondrogener Differenzierung festgestellt.

4.2.3 Regulation der Heparansulfat-Biosynthese nach Induktion der chondrogenen
Differenzierung

Im Rahmen der Chondrogenese wurde die Regulation der Heparansulfat-Proteoglykane
Glypican-3 und Perlecan naher untersucht. Sowohl Glypican-3 als auch Syndecan-2 gehdren
zu der Gruppe der Zelloberflachenproteoglykane und sind an der Initiation und Regulation
der chondrogenen Entwicklung beteiligt [114].

Fur Glypican-3 konnte erst nach fiinf Tagen chondrogener Differenzierung eine mRNA-
Expression detektiert werden. Im weiteren Verlauf der Kultivierung zeigte sich ein
signifikanter Expressionsanstieg, der sich parallel zur Transkription von EXTL2 verhielt.
Dieses parallele Expressionsverhalten zeigt ein direkte Korrelation zwischen dem
Heparansulfat-Ketten initierenden Enzym und seinem Substrat.

Perlecan ist das pradominante Heparansulfat-Proteoglykan im Knorpel und beinhaltet eine
wichtige physiologische Funktion bei der Entwicklung der chondrogenen Matrix [115-118].
Nach einer initialen Reduktion des mRNA-Gehalts wurde auch fir dieses Proteoglykan
parallel zur GalNAcT ein Expressionsanstieg nach sieben Tagen beobachtet. Dies deutet
darauf hin, dass wahrend der chondrogenen Morphogenese sowohl die Expression der
modifizierenden Enzyme als auch die der Protoeglykan-Core-Proteine den gleichen

Regulationsmustern folgen.

424 Zusammenfassung der Ergebnisse der chondrogenen Differenzierung
Im Einklang mit vorherigen Studien zeigte sich, dass die Detektion von Standardmarkern der

Chondrogenese wie Aggrecan und Kollagen Typ Il eine Einteilung der ECM-Biosynthese in
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verschiedene Stadien zuldsst [111, 119]. Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte nun
erstmals gezeigt werden, dass auch die differenzierte Analyse der am Aufbau der GAG-
Ketten beteiligten Enzyme sehr hilfreich flr eine Beurteilung des Fortschritts der ECM-
Synthese ist.

Erhéhte Expressionswerte von XT-I, EXTL2 und GalNAcT sind ein Hinweis auf eine neu
synthetisierte Matrix, wobei eine gesteigerte Expression der GICAC5E in Verbindung mit
einer irreversiblen Epimerisierung von Chondroitinsulfat zu Dermatansulfat steht.

In Bezug auf den Verlauf der chondrogenen Differenzierung konnte erstmals nachgewiesen
werden, dass sowohl die Schlisselenzyme der GAG-Biosynthese als auch die
korrespondierenden Core-Proteine in sehr koordinierten parallelen Expressionsmustern
reguliert werden. In diesem Zusammenhang ist die gesteigerte Expression von Kollagen Typ
Il in frGihen Stadien der Chondrogenese sehr interessant. Sowohl Kollagen als auch
Proteoglykane zeigen nach ca. funf Tagen teilweise identische Expressionsmuster, wodurch
das komplexe Zusammenspiel dieser Matrixkomponenten verdeutlicht wird.

Die XT-l scheint im Rahmen der Chondrogenese eine Ausnahmeposition einzunehmen.
Dieses fur die GAG-Biosynthese essentielle Enzym ist in sehr frihen Stadien der
Matrixsynthese signifikant erhdht. Aus diesem Grund scheint die XT-I bei der chondrogenen
Proteoglykanbiosynthese den limitierenden Faktor darzustellen. Diese Ergebnisse sind im
Einklang mit vorherigen Studien, welche die XT-I als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym
der Proteoglykan-Biosynthese identifiziert haben. Andere Studien konnten zudem zeigen,
dass die XT-I-Aktivitadt im Serum ein biochemischer Marker zur Beurteilung des Auspragung
von Gelenkknorpelschaden bei Osteoarthritis ist und das Mutationen im XT-1I-Gen mit einer
frihen Manifestation dieser Krankheit in Verbindung stehen [100]. Es scheinen also beide
Xylosyltransferasen essentiell am Aufbau, an der Regeneration und am Abbau der ECM

beteiligt zu sein.
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4.3 Osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen

Bei der osteogenen Differenzierung stellen neben Kollagen Typ | auch Proteoglykane einen
Hauptbestandteil der organischen Komponente der kalzifizierten Matrix dar. Besonders bei
der Strukturgebung der osteogenen Matrix sind Proteoglykane wie z.B. Decorin von
essentieller Bedeutung.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Expression der AP, welche im Rahmen der
Ossifikation fur den Aufbau anorganischer Matrix essentiell ist, positiv mit der Expression der
XT-I korreliert [120].

Im Rahmen der Arbeit wurden deshalb erstmals die Regulationsmuster der an der
Proteoglykan-Biosynthese beteiligten Enzyme und Core-Proteine differenziert analysiert.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die analysierten Zielgene wahrend der osteogenen

Differenzierung eine zur Chondrogenese differierende Expressionskinetik aufweisen.

431 Expressionskinetik der XT-l und XT-lIl im Rahmen der osteogenen
Differenzierung
Die XT-l zeigte als initiales Enzym der GAG-Biosynthese einen Expressionsanstieg auf
mRNA- und Enzymebene mit einem maximalen Expressionsniveau an Tag 10 und
verminderten  Expressionswerten zum Ende der Osteogenese. Analog zu
Ossifikationsstudien  mit  SAOS-2-Zellen konnte auch bei der osteogenen
Stammzelldifferenzierung eine zur XT-I parallel regulierte AP beobachtet werden.
Diese Ergebnisse geben einen Hinweis auf die vermutlich elementare Bedeutung der XT-I
zum Zeitpunkt der osteogenen Matrixformation. Bereits in anderen Studien konnte gezeigt
werden, dass Proteoglykane besonders in der Phase der osteogenen Matrixassemblierung
immunologisch verstarkt detektiert werden kénnen [121, 122].
Im Vergleich zur Chondrogenese zeigt sich, dass die XT-I ein um acht Tage versetztes
Expressionsmaximum aufweist und somit zumeist =zeitgleich mit anderen an der
Matrixformation beteiligten Enzymen und Proteoglykan-Core-Proteinen exprimiert wird. Bei
der chondrogenen Differenzierung wurde die XT-1 zu deutlich friheren Stadien der
Matrixformation und zudem nicht im Verbund mit anderen and der Proteoglykan-Biosynthese
beteiligten Zielgene hochreguliert.
In diesem Zusammenhang ist die Regulation der XT-Il sehr interessant. Wahrend bei der
osteogenen Differenzierung fiir die XT-II keine signifikante Expressionsanderung im Verlauf
der Kultivierung beobachtet wurde, konnte bei der Chondrogenese eine gesteigerte XT-II-
Expression mit zwei Expressionsmaxima detektiert werden. Diese differierenden
Expressionkinetiken beider Differenzierungswege kénnten bedeuten, dass die XT-Il wahrend

der chondrogenen Differenzierung wichtige Funktionen bei der GAG-Biosynthese beinhaltet,
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jedoch nicht bei der osteogenen Differenzierung. Ein méglicher Grund sind die bei den
beiden Differenzierungswegen jeweils unterschiedlichen Proteoglykane, welche pradominat
exprimiert werden und somit naturlich auch unterschiedliche O-Xylosylierungstellen

aufweisen.

4.3.2 Regulation der Chondroitinsulfat- und Dermatansulfat-Biosynthese wahrend
der osteogenen Differenzierung
Die im Verlauf der Osteogenese detektierte Expressionskinetik der GalNAcT, welche ein
Schlusselenzym der Chondroitinsulfat- und Dermatansulfat-GAG-Ketten darstellt, zeigte
einen zur XT-l identischen Expressionsverlauf. Das Transkriptionsmaximum der GalNAcT
wurde jedoch erst nach 14 Tagen osteogener Differenzierung beobachtet.
Ein zu spateren Kultivierungsstadien verschobenes Expressionsmaximum dieses Enzyms
kdnnte analog zur chondrogenen Differenzierung bedeuten, dass erst nach der Initiation des
Tetrasaccharid-Linkers durch die XT-lI die Transkriptionsrate weiterer, an der GAG-
Biosynthese beteiligter, Enzyme hochreguliert wird.
In diesem Zusammenhang ist die Regulation der Expression des Proteoglykan-Core-
Proteins Decorin besonders interessant. So wurde bereits drei Tage nach Induktion der
Osteogenese ein Expressionsanstieg beobachtet. Zu diesem Zeitpunkt konnte jedoch weder
fur die XT-I noch fir GalNACT ein signifikant erhdhtes Expressionsniveau detektiert werden.
Erst zu spateren Kultivierungszeiten wurden sowohl fiir die XT-I, die GalNAcT und das
Decorin-Core-Protein parallel gesteigerte Expressionswerte beobachtet.
Méglicherweise liegt das Decorin-Core-Protein in frihen Stadien bei der osteogenen
Differenzierung in einer nicht-glykosylierten Form vor, wie es bereits im Pradentin gefunden
wurde.
Die Expressionskinetik der GICAC5C, welche fir die Epimerisierung von Chondroitinsulfat zu
Dermatansulfat verantwortlich ist, zeigte im Rahmen der Osteogenese eine kontinuierliche
Reduktion der mRNA-Expressionsrate. Diese Beobachtung korreliert mit den Ergebnissen
anderer Studien, bei denen gezeigt werden konnte, dass das Decorin-Core-Protein zu
spateren Differenzierungsstadien vorwiegend mit einer Chondroitinsulfat-Kette in der

Knochenmatrix vorliegt [123, 124].

433 Regulation der Heparansulfat-Biosynthese bei der osteogenen
Differenzierung
Bereits zu vergleichsweise frihen Ossifikationsstadien wurde eine erhohte mMRNA-

Expression des Enzyms EXTL2 als auch des Heparansulfat-Proteoglykans Glypican-3
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detektiert. Das Expressionsmaximum der Glypican-3-mRNA zeigte sich zeitgleich mit dem
der AP und lag somit im Zeitfenster der verstarkten Matrixmineralisierung.

Eine Beteiligung von Glypican-3 an initialen Prozessen der Ossifikation wurde noch nicht
belegt. Andere Studien konnten jedoch zeigen, dass eine Mutation im Glypican-3-Gen, bei

dem Simpson-Golabi-Syndrom, eine gestorte Skelettentwicklung verursacht [125].

43.4 Zusammenfassung der Ergebnisse bei der osteogenen Differenzierung
Zusammenfassend zeigte sich, dass auch bei der Osteogenese die Regulation sowohl von
Schlusselenzymen der GAG-Biosynthese als auch von Proteoglykan-Core-Proteinen in einer
sehr koordinierten Weise stattfindet. Die Expressionskinetik der untersuchten Zielgene zeigte
jedoch im Vergleich zur chondrogenen Differenzierung signifikante Unterschiede. Dies erklart
sich wahrscheinlich dadurch, dass sich die Assemblierung der ECM bei der Osteogenese im
Vergleich zur Chondrogenese in einer kirzeren Zeitspanne vollzieht und zudem auch die
Zusammensetzung der ECM eine andere ist.

Sehr interessant ist die differierende Expressionskinetik der XT-Il. Bei der Knorpelbildung
wurde flr dieses Enzym eine deutlich gesteigerte mRNA-Expressionsrate detektiert,
wohingegen bei der Kalzifizierung der osteogenen Matrix keine Veranderung des

Expressionsniveaus beobachtet wurde.
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4.4 Analyse der physiologischen Funktion von XT-l und XT-Il durch die siRNA-
vermittelte Suppression der mRNA-Expression beider Gene

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte erstmals unter Verwendung von siRNA ein spezifischer

Knock-down und somit eine differenzierte Analyse der physiologischen Funktion beider

Xylosyltransferasen. Sowohl SW1353-Zellen, welche vorwiegend die XT-|I sezernieren, als

auch SAQOS-2-Zellen, welche die XT-I und XT-Il in einem ausgeglichenen Verhaltnis

exprimieren, wurden fur die siRNA-Experimente verwendet. Die physiologische Funktion der

XT-Il war zu diesem Zeitpunkt noch vollstandig ungeklart.

441 Expressionsverhalten von SAOS-2- und SW1353-Zellen nach gezielter
Reduktion der XT-I-Expression

Durch die siRNA-vermittelte Reduktion der XT-I-mRNA-Expression konnte sowohl in
SW1353- als auch in SAOS-2-Zellen die XT-I-mRNA-Expression signifikant um mehr als
90% reduziert werden. Das bei SAOS-2-Zellen im Vergleich zu SW1353-Zellen der siRNA-
Effekt deutlicher ausgepragt war, lasst sich sicherlich einerseits Uber eine signifikant
geringere XT-I-mRNA-Expression in SAOS-2-Zellen erklaren, andererseits Uber eine
langsamere Proliferationsrate der SAOS-2-Zellen.

Insbesondere bei SAOS-2-Zellen konnten aufgrund der Auswirkungen des XT-I-Knock-
downs auf mRNA- und Enzymebene erstmals neue Erkenntnisse uber beide
Xylosyltransferasen gewonnen werden. Aufgrund der relativ geringen XT-I-Expression dieser
Zelllinie wurde durch den XT-I-siRNA-Transfer sowohl die XT-I-mRNA als auch die XT-I-
Enzymaktiviat im Zellkulturiiberstand signifikant reduziert. Parallel zur Reduktion der XT-I-
mRNA erfolgte eine Hochregulation der XT-lI-mRNA-Expression. Mit einer zeitlichen
Verzdgerung von 48 h konnte mithilfe des neuen Akzeptorsubstrats Bio-BIK-F erstmals auch
eine erhdhte O-Xylosilierungsaktivitat im Zellkulturiiberstand detektiert werden, welche nicht
durch die XT-I bedingt war. Durch Ergebnisse des XT-I-Knock-downs konnten somit erstmals
Zusammenhange bei der XT-I- und XT-II-mRNA-Expression aufgezeigt werden. Zuséatzlich
konnte durch die erhéhte Xylosyltransferaseaktivitat im Zellkulturiberstand, welche nach der
siRNA-Transfektion nicht durch die XT-I bedingt war, ein erster Hinweis auf eine mégliche

XT-II-Aktivitat gegeben werden.

442 Expressionsverhalten von SAOS-2- und SW1353-Zellen nach gezielter
Reduktion der XT-lI-Expression
Die Vermutung, dass nach einer Reduktion einer XT die jeweils andere XT Uber einen

Ruckkopplungsmechanismus hochreguliert wird und somit eine verminderte XT-Aktivitat
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kompensiert, konnte auch durch eine Supprimierung der XT-lI-mRNA bei beiden Zelllinien
bestatigt werden.

Sowohl bei SAOS-2- als auch bei SW1353-Zellen erfolgte nach einer Reduktion der XT-II-
mMRNA zeitgleich versetzt eine signifikante Hochregulation der XT-I-mRNA.

Wahrend bei SAO0S-2-Zellen eine kontinuierliche Steigerung der XT-I-mRNA-
Expressionsrate Uber den gesamten Kultivierungszeitraum detektiert wurde, erfolgte bei
SW1353-Zellen nach einer initialen Hochregulation der XT-I-mRNA zum Ende der
Kultivierung eine Verminderung der Transkriptionsrate auf eine Wertlage unterhalb des
Kontrollniveaus.

Diese Ergebnisse sprechen fiir einen sensitiven Feedbackmechanismus beider Zelllinien,
wobei ein Defizit an XT-II-Aktivitat durch eine vermehrte Expression der XT-I kompensiert
wird. Vermutlich wird bei SW1353-Zellen aufgrund einer, im Vergleich zu SAOS-2-Zellen,
deutlich héheren XT-I-Expressionsrate eine Kompensation der XT-II-Aktivitat eher erreicht
und somit Uber einen Feedbackmechanismus die XT-I-Expressionsrate schneller wieder
herabgesetzt.

Basierend auf den detektierten Xylosyltransferaseaktivitdten im Zellkulturiberstand konnten
die RNA-Daten bestatigt werden.

Die reduzierte XT-II-mRNA-Expression stand in einem direkten Zusammenhang mit einer
signifikant verminderten XT-Aktivitat, die mithilfe des Bio-BIK-F-Peptids detektiert wurde. Fur
die radiochemisch determinierte XT-I-Aktivitdt wurde ein Aktivitdtsanstieg beobachtet, der mit
der erhdhten XT-I-mRNA-Expression in beiden Zelllinien korrelierte.

Anhand dieser Ergebnisse kann somit erstmals eindeutig bewiesen werden, dass die XT-II
analog zur XT-lI in aktiver Form in den Zellkulturiberstand sezerniert wird, eine
Xylosyltransferaseaktivitdt aufweist und analog zur XT-I eine O-Glykosylierung innerhalb

einer Konsensussequenz mit einem GSG-Motiv katalysiert.

443 Reduktion der mRNA-Expression beider Xylosyltransferasen nach paralleler
Transfektion mit XT-I- und XT-lI-siRNA

Einen ersten Hinweis auf die physiologische Relevanz beider Xylosyltransferasen bei
proliferierenden exogen nicht stimulierten Zellen zeigen die mRNA und Enzymaktivitdtsdaten
nach der parallelen Suppression der Genexpression von XT-l und XT-II.

Die Effizienzen bei der Reduktion der mRNA-Expression beider Xylosyltransferasen waren
identisch mit denen der Einzeltransfektionen. Es zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede
in der Kinetik des transienten siRNA-Effektes. So wurde die XT-I-mRNA bei beiden Zelllinien
innerhalb  der  Kultivierungszeit deutlich  schneller wieder hochreguliert. Die

Expressionskinetik der XT-II-mRNA zeigte hingegen einen zur Einzeltransfektion identischen
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Verlauf mit deutlich verminderten XT-lI-mRNA-Expressionswerten Uber den gesamten
Kultivierungszeitraum.

Diese mRNA-Ergebnisse, die auch mit den jeweiligen Enzymaktivitatstests korrelieren,
zeigen, dass die XT-lI im Vergleich zur XT-II in beiden Zelllinien vermutlich eine hohere

Prioritat im Metabolismus unter den gewahlten Kultivierungsbedingungen einnimmt.

444  Zusammenfassung der siRNA-Ergebnisse

Im Rahmen dieser siRNA-Experimente konnte erstmalig die Vermutung, dass die XT-Il eine
Xylosyltransferaseaktivitat aufzeigt, bestatigt werden. Daruber hinaus wurde bewiesen, dass
die XT-ll, analog zur XT-I, in aktiver Form in den Zellkulturiberstand sezerniert wird. Die
Ergebnisse geben zudem einen ersten Einblick in die koordinierte Genexpression beider
Xylosyltransferasen, welche anscheinend Uber einen Feedback-Mechanismus reguliert
werden und somit jeweils eine verminderte XT-Aktivitat des homologen Enzyms ausgleichen

kdbnnen.

4.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die Regulation der XT-lI detailliert bei der
pathologischen Gewebsdegeneration der DCM aufgeklart werden. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die XT-I-Expression uUber den p38-MAP-Kinase-Weg induziert wird. In
zukunftigen Studien sollte eine Klonierung des Promotorbereiches der XT-I Aufschluss Uber
die an der Genexpression beteiligten Transkriptionsfaktoren geben. Ein besseres
Verstandnis Uber die transkriptionelle Aktivierung der XT-I ware insbesondere im Hinblick auf
die ubiquitare Beteiligung dieses Enzyms an einer Vielzahl von biologischen und
pathobiologischen Prozessen sehr wichtig.

Abgesehen von der XT-I konnten die komplexen Regulationsmuster der an der
Proteoglykan-Biosynthese beteiligten Enzyme und Core-Proteine, bei der Formation der
ECM wahrend der chondrogenen und osteogenen Differenzierung naher beleuchtet werden.
Insbesondere die differierenden Expressionsmustern beider Xylosyltransferasen sollten
Gegenstand weiterer Studien sein. Durch eine gezielte Inaktivierung jeweils eines dieser
beiden Enzyme koénnten die physiologischen Funktionen der XT-I und XT-Il, im Rahmen der
Neubildung bzw. beim Umbau extrazellularer Matrix, genauer analysiert werden.

Als erster Schritt eines Knock-out’s beider Xylosyltransferasen wurde im Rahmen dieser
Arbeit erfolgreich ein siRNA-vermittelter Knock-down etabliert. Bereits durch die Verwendung

von siRNA konnte erstmalig fir die XT-ll eine Xylosyltransferaseaktivitat nachgewiesen
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werden. Zudem wurde ein kompensatorischer Rickkopplungsmechanismus aufgezeigt, der
die Expression beider Xylosyltransferasen synchronisiert.

Die Entwicklung einer XT-I- und einer XT-lI-Knock-out-Maus kdnnten wichtige Hinweise auf
die genaue Funktion beider Enzyme geben und somit auch dem Verstandnis fir die
Mechanismen bei biologischen und pathobiologischen Stoffwechselprozessen dienen.
Bereits durch den Einsatz des Bio-BIK-F-Peptids konnte fir die XT-Il eine O-
Xylosylierungsaktivitdt nachgewiesen werden. In folgenden Studien sollten weitere
spezifische Akzeptoren dieses Enzyms determiniert werden, um dadurch Konvergenzen
oder auch Diskrepanzen bei der Substratspezifitdt der XT-I und XT-Il detailliert zu

analysieren.
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5 Methoden
5.1 Molekularbiologische Methoden
511 Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen

Die Extraktion der Gesamt-RNA mit dem RNeasy Mini Kit basiert auf einer
Anionentauscherchromatographie, bei der die RNA an einer modifizierten Silikatoberflache
gebunden wird.

Standardprotokoll fiir adharent wachsende Zellen:

Nachdem das Kultivierungsmedium von den Zellen abgenommen und nicht adharente Zellen
mit PBS-Losung aus der Zellkulturschale entfernt sind, erfolgt die Lyse der Zellen mit 500 pl
Puffer RLT (inkl. 10% B-Mercaptoethanol) direkt in der Kultivierungsschale. Anschliefend
wird das Lysat auf eine QIAshredder-Sdule uberfuhrt und fur 2 min bei 10000 g
homogenisiert. Der Durchlauf wird mit 350 pl Ethanol (70%) vermischt, anschlielend
vollstandig auf die RNeasy Séule aufgetragen und fir 60 s bei 10000 g zentrifugiert. Zum
Entsalzen der Saule wird einmal mit 700 pl Puffer RW1 und zweimal mit 500 pl Puffer RPE
gewaschen und jeweils fir 60 s bei 10000 g zentrifugiert. Nach dem Waschen mit Puffer
RPE wird zum Trocknen der Sdule der Durchlauf verworfen, die Saule zusatzlich flr 2 min
bei 10000 g zentrifugiert und anschlieend in ein neues Mikrozentrifugengefald Gberfuhrt. Es
werden 50 pyl RNase-freies Wasser auf die Saule pipettiert und fir 60 s bei 10000 g
zentrifugiert. Zu der eluierten RNA werden 4 ul RNase-Inhibitor (RNase Out) zugegeben.
Standardprotokoll fiir kardiale Gewebeproben:

Das Myokardgewebe wird in einem vorgekuhlten, sterilen, RNase-freien Morser
homogenisiert und in ein steriles Mikrozentrifugengefald tUberfihrt. Nach Zugabe von 600 ul
Puffer RLT (inkl. 10% B-Mercaptoethanol) wird das Lysat auf eine QIAshredder-Séule
aufgetragen und flir 2 min bei 10000 g zentrifugiert. Der Durchlauf wird anschlieRend fir 3
min bei 10000 g zentrifugiert, der Uberstand abgezogen und mit 600 ul Ethanol (70%)
versetzt. Die prazipitierte RNA wird auf die RNeasy-Séule Ubertragen und analog zu dem

Standardprotokoll fir adharente Zellen aufgearbeitet.
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5.1.2 Parallele Isolierung von RNA und DNA aus eukaryotischen Zellen

Fir eine parallele Isolierung von RNA und DNA aus eukaryotischen Zellen wird die Zelllyse
analog zu 5.1.1 durchgefiihrt. Zur parallelen Extraktion von DNA aus dem vorhandenen
Ansatz wird nach der Fallung der Nukleinsduren mit Ethanol ein Aliquot von 70 pl
entnommen und die DNA unter Verwendung des QIAamp DNA Blood Mini Kits isoliert.

Dabei wird das entnommene Aliquot auf eine DNA-Blood-Kit Saule Gberflhrt und flr 1 min
bei 10000 g zentrifugiert. Die an die Saulenmatrix gebundene DNA wird anschlieend durch
Zentrifugation, jeweils fir 1 min bei 10000 g mit 500 ul Puffer AW1 und 500 ul Puffer AW2,
entsalzt. Der Durchlauf wird verworfen und die Saule zur Entfernung von Ethanolresten flr
1 min bei 20000 g zentrifugiert. Die Elution der DNA erfolgt mit 100 yl Puffer AE und
Zentrifugation flr 1 min bei 10000 g.

51.3 Photometrische Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration

Eine Quantifizierung der RNA- oder DNA-Konzentration einer wassrigen Lésung wird durch
die Messung der Absorption bei der Wellenlange A = 260 nm (ODygp) ermdglicht. Die Probe
wird hierfir gegen den Leerwert (H,O) in einer Quarzkuvette mit 10 mm Strahlengang
gemessen. Zur Berechnung der Nukleinsdurekonzentration ¢ wird der Messwert mit dem
Extinktionsfaktor f multipliziert, wobei fiir doppelstrangige DNA f = 50 und einzelstrangige
RNA f = 40 gilt. Zur Hintergrundkorrektur erfolgt eine zusatzliche Absorptionsmessung der
Probe bei A = 320 nm (OD3y). Die Nukleinsaurekonzentration der Probe berechnet sich nach

der folgenden Gleichung:

c(RNA/DNA)/[ng/pl] = f x (OD2g0 — OD320) X De

dabei ist:

c (RNA/DNA) = die Konzentration der RNA/DNA-LOsung in ng/ul
OD2gg1320 = die optische Dichte bei einer Wellenlange von A = 260/320 nm

Dr = der Verdiinnungsfaktorder

f = ein spezifischer Faktor, abhangig von der Nukleinsaure
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51.4 Auftrennung von Nukleinsdurefragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese
Die Agarose-Gelelektrophorese wird zur Auftrennung und zur Bestimmung von DNA-
Fragmenten unterschiedlicher Lange verwendet. Verschiedene Faktoren wie z.B. die
Agarosekonzentration, die angelegte Spannung oder der Laufpuffer beeinflussen dabei die
elektrophoretische Mobilitat der negativ geladenen Nukleinsduren in der Gelmatrix. Die
Wanderung im elektrischen Feld wird im Wesentlichen durch zwei Theorien beschrieben: der
Reptationstheorie und dem Ogston-Siebeffekt.

Als Matrix wird 1-2% Agarose (w/v) in TBE-Puffer durch Aufkochen geldst und zur optischen
Detektion der doppelstrangigen Nukleinsduren 10 pl Ethidiumbromid (1% in wassriger
Lésung) zugesetzt (Extinktion: 302 nm, Emission: 590 nm).

Nach der Polymerisation des Gels wird die Gelkammer, mit eingesetztem Probenkamm, in
der Elektrophoresekammer mit TBE-Puffer Uberschichtet und der Probenkamm
anschlieftend entfernt. Die jeweiligen Nukleinsaureproben werden vor dem Auftragen in die
Geltaschen mit 30% Auftragspuffer versetzt. Die Auftrennung erfolgt bei einer Spannung von
ca. 16 V/cm?.

Zur Langenbestimmung der zu trennenden Oligonukleotide werden zusatzlich zu den Proben
Langenstandards, die Fragmente mit genau definierter Grél3e enthalten, aufgetragen.

Verwendete Langenstandards:

DNA-Langenstandard FragmentgréoRen (bp)

12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 8103, 7162, 5090, 4072,
1 kb Langenstandard 3054, 2036, 1636, 1018, 517, 506, 396, 344, 298, 220, 201,
154,134, 75

pUC19/Mspl- Langenstandard [501, 489, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 110, 67, 34, 26

5.1.5 RNA-Formamid-Agarose-Gelelektropherese

Zur qualitativen Uberpriifung einer RNA-Isolierung wird eine Agarose-Gelelektrophorese
unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt. Als Matrix wird ein 1,5 %iges Agarosegel
gemal den Standardbedingungen vorbereitet. Es werden je 2 yl RNA-Probe, 2 yl Formamid

sowie 2 pl Auftragspuffer vermischt und anschlieRend bei 16 V/cm? aufgetrennt.

5.1.6 Hybridisierung und Phosphorylierung von Oligonukleotiden

Fur die Klonierung synthetischer Oligonukleotide in den psiRNA3-hH1GFPzeo-G2-Vektor
wurden die einzelstrangigen, komplementaren Nukleotide nach dem folgendem Protokoll
hybridisiert:
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2,0 pl Oligonukleotid 1 (25 pM)
2,0 ul Oligonukleotid 2 (25 pM)
3,0 ul MgCl.-Lésung (15 mM)
23 ul Wasser

Zur Auflésung von Sekundarstrukturen wird der Ansatz flir 3 min bei 95°C inkubiert. Die
Hybridisierung der Oligonukleotide erfolgt durch anschlielendes Abkihlen des Ansatzes auf
RT fir 3 min. Zur Klonierung des nun doppelstrangigen Konstruktes erfolgt eine

Phosphorylierung der 5’-Enden mit der T4-Polynukleotidkinase:

Standardprotokoll zur Phosphorylierung:

5,0 ul Oligonukleotid

2,0 ul T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul)
2,5 ul T4-DNA-Ligase Puffer (10 mM ATP)
15,5yl Wasser

Die Phosphorylierung wird fur 10 min bei 37°C durchgefuhrt und anschlielend die T4-Kinase
fur 20 min bei 65°C hitzeinaktiviert.

5.1.7 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel

Nach dem Ausschneiden der gewunschten DNA-Bande aus dem Agarosegel mit einem
sterilen Skalpell erfolgt die Extraktion der DNA mithilfe des QIAEX Il Agarose Gel Extraction
Kit. Das Prinzip der DNA-Aufreinigung basiert auf einer Bindung der Nukleinsauren an eine
Kieselgelmatrix unter Hochsalzbedingungen. Die Durchfuhrung richtet sich nach dem
Standardprotokoll.

Zu der ausgeschnittenen Gelbande wird das dreifache Volumen an Puffer QX1 und 30 pl
QIAEX Il zugefugt und bei 50°C fur 10 min inkubiert. Die Lyse der Agarose und Adsorption
der DNA werden durch das Vortexen des Ansatzes in 2 min Intervallen beschleunigt.
AnschlieRend wird fiir 30 s bei 10000 g zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Pellet
wird mit 500 pl Puffer QX1 gewaschen und erneut bei 10000 g fir 30 s zentrfugiert. Der
Uberstand wird verworfen, das Pellet zweimal mit 500 ul Puffer gewaschen und fiir ca.
15 min luftgetrocknet. Zur Elution der DNA wird das Pellet in 20 ul Tris-HCI, pH 8,5, gelost,
fir 5 min bei RT inkubiert und fiir 30 s bei 10000 g zentrifugiert. Der Uberstand enthalt die
aufgereinigte DNA.
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5.1.8 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Bei der reversen Transkription wird aus Zellen oder Geweben isolierte mRNA in
komplementare DNA (complementary DNA;cDNA) umgeschrieben. Fir diese Reaktion wird
die Aktivitat des retroviralen Enzyms Reverse Transkriptase (RT) genutzt. Es werden Oligo-

dTPrimer verwendet, die dazu flihren, dass nur polyadenylierte RNA revers transkribiert wird.

Zur cDNA-Synthese wird im Rahmen dieser Arbeit eine kommerziell erhaltliche Reverse
Transkriptase eingesetzt (SuperScript |l Reverse Transkriptase). Es werden 1 ng bis 5 ug
RNA mit 1 pyL Oligo-dT-Primer (7 pmol), 1 uyL dNTPs (je 25 mM dATP, dCTP, dGTP und
dTTP) gemischt und mit RNase-freiem Wasser auf 12 uL aufgeflllt. Dieser Ansatz wird 5 min
bei 65°C inkubiert und auf Eis abgekihlt. AnschlieRend erfolgt die Zugabe von 4 uL 5x First-
Strand-Buffer sowie 2 yL 0,1 M DTT. Der Ansatz wird gemischt und bei 42°C flir 2 min
inkubiert. SchlieBlich wird 1 yL SuperScript Il RT hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wird
fur 5 min bei 25°C und anschlielRend fur 50 min bei 42°C inkubiert. Das Enzym wird durch
Erhitzen flr 15 min bei 70°C inaktiviert.

51.9 Amplifikation von DNA

5.1.9.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Bei der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) handelt es sich um ein
in vitro-Verfahren zur DNA-Amplifikation. Es basiert auf drei sich wiederholenden Schritten,

die in den aufeinanderfolgenden Zyklen wiederholt werden:

Denaturierung doppelstrangiger DNA
Primer Annealing

Primer Extension durch eine thermostabile Polymerase

Standard PCR-Ansatz (50 pl):
2,0 yIl Template-DNA
5,0 yI 10x PCR-Puffer (250 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,,
10 mM B-Mercaptoethanol)
0,5 I Forward-Primer (25 uM)
0,5 yl Reverse-Primer (25 uM)
0,5 yI ANTP-Mix( dATP, dCTP, dGTP und dTTP je 25 mM)
0,3 yl Tag-DNA-Polymerase (5 U/pul)
41,2 ul Wasser
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Standard-PCR-Programm:

Programmschritt Zeit Temperatur Zyklenzahl
Aktivierung der HotStar-Tag-
15 min 94°C 1
DNA-Polymerase
Denaturierung 1 min 94°C
Annealing 1 min 55°C 35
Elongation 1 min 72°C
terminale Elongation 15 min 72°C 1
Kdhlen 5 min 4°C 1

5.1.9.2 Real-Time PCR

Bei der Real-Time PCR (Echtzeit-PCR) handelt es sich um ein PCR-Verfahren, welches den
Prozess der Amplifikation und der Detektion eines PCR-Produktes vereint. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde zur Detektion von PCR-Amplifikaten der Farbstoff SYBR-Green
verwendet. Dieser bindet am Ende der Elongationsphase der PCR an die doppelstrangig
vorliegenden PCR-Produkte und kann dann bei A =480 nm angeregt und bei A =520 nm
detektiert werden. Wird bei einer konstanten PCR-Effizienz eine differierende
Ausgangskonzentration an Template fir die PCR-Amplifikation eingesetzt, so kann dies nach
einer gewissen Anzahl von PCR-Zyklen spezifisch Uber die Cp-Werte determiniert werden.
Der Cp-Wert ist dabei definiert als der Zeitpunkt, an dem das Hintergrundrauschen
Uberschritten wird und somit eine Detektion der resultierenden Produkte z.B. Uber den
Farbstoff SYBR-Green erfolgen kann. Fir eine relative Quantifizierung der mRNA-
Expression eines Zielgens werden die ermittelten Cp-Werte mit denen eines konstant
exprimierten ,Haushaltsgens“-Gens ins Verhaltnis gesetzt. Als ,Haushaltsgene” eignen sich
dabei besonders Gene, die ubiquitar exprimiert werden und auch bei variablen exogenen
Einflissen auf eine Zelle ein konstantes MRNA-Expressionsniveau aufweisen.

Alle Messungen werden auf dem LightCycler-System der Firma Roche oder dem

Mastercycler ep realplex-System der Firma Eppendorf durchgefiihrt.

5.1.9.3 Etablierung von Real-Time PCR-Systemen zur relativen Quantifizierung der
mRNA-Expression

Zur Quantifizierung des relativen mRNA-Gehalts, der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten

Gene, wurden Testsysteme basierend auf der Real-Time PCR etabliert. Bei der Entwicklung

dieser Testsysteme wurde darauf geachtet, dass die Amplifikation der Zielsequenz
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introniberspannend und somit spezifisch flr die revers-transkribierte Ziel-mRNA (z.B.
XT-I-mRNA) ist. Die verwendeten Primer zur Amplifikation und Detektion der verschiedenen
mRNA-Sequenzen wurden so ausgewahlt, dass diese eine Hybridisierungstemperatur von
58°C aufweisen sowie PCR-Produkte mit anndhernd identischer Produktgréle und
Schmelztemperatur generieren. Durch die Vorgabe dieser stringenten Kriterien wurden Real-
Time quantitative PCR-Systeme entwickelt, bei denen samtliche ,Zielgene* bei dem gleichen
PCR-Temperaturprofil und mit annahernd gleicher PCR-Effizienz amplifiziert werden
konnten. Als konstanter interner Standard, welcher fir die Aussage differierender mRNA-
Gehalte eines ,Zielgens® notwendig ist, wurden analog zu den oben aufgefiihrten
Parametern Real-Time PCR-Systeme fir ein breites Spektrum von ubiquitar exprimierten
,Haushaltsgenen®“ etabliert. Erst nachdem ein konstantes Expressionsniveau fir ein
,Haushaltsgen®, wie z.B. Ubiquitin oder B2-Mikroglobulin, verifiziert wurde, erfolgte dessen

Verwendung als interner Standard im Rahmen der Real-Time quantitative PCR.

10000
8000 konstant = ;f:;
: - - /:
8000 exprimiertes — _—
] "Haushaltsgen” N // /
_ 7000 )
S oo ~a/ /
2 6000 )
8 i
$ 5000}
§ 1 variabel exprimiertes / //
g 4000 "Zielaen" (z. B. XT-) £ >
i

] T~ /
3000
2000 /
1000+

/ /

0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 1
Cycle

Abb. 5.1: Schematische Darstellung einer Real-Time quantitative PCR zur Detektion des zum
,Haushaltsgen*® relativen mRNA-Gehalts eines variabel exprimierten ,Zielgens®.

Standard Real-Time PCR-Ansatz (20ul):
10,0 yl Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-

UDG (3 mM MgCl,)
1,0 I nicht acetyliertes BSA (1 mg/ml) (nur
beim LightCycler-System)
0,5 yl  Forward-Primer (25 uM)
0,5 I Reverse-Primer (25 uM)
3,0 yl Wasser (4,0 pl beim Realplex-System)
5,0 ul Template
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Standard Real-Time PCR-Protokoll:

Programmschritt Zeit Temperatur Zyklenzahl
Uracil-N-Glykosidase Verdau 2 min 50°C 1
Aktivierung der Platinum-Tag-

2 min 94°C 1

DNA-Polymerase

Denaturierung 5 sec 94°C
Annealing 10 sec 55°C 45
Elongation 15 sec 72°C
Kahlen 30 sec 30°C 1

Folgende Primer wurden flir eine spezifische, intronliberspannende Amplifikation der Ziel-

und ,Haushaltsgene® verwendet:

Gen Primer-Bezeichnung Primer-Sequenz
T XT-I_F CGGTCCTGGAGAACAGCC
XT-_R CCCAATGATTTCCTGATTCAC
STl XT-Il_F TGGCCTGTGAGACCCTCG
XT-1I_R AGAAGGTGGGTCTGGAGACT
EXTL.2 EXTL-2_F GAGAAGGCACCAGATGAA
EXTL-2_R CTCCAATCAGCACCATAG
GalNACT_F CTTACACGGCCTCTGATT
GalNAcT
GaIlNAcT_R GCTAGAGGCACGATAACA
GIcAC5E_F CAGTTGCAAGGATACACC
GIcACS5E
GIcAC5E_R ACAATGTGGAAGTCCGAG
Decorin_F CCTTCCGCTGTCAATG
Decorin
Decorin_R GCAGGTCTAGCAGAGTTG
Aggrecan F CCTCAGAGGAACCATCAGC
Aggrecan
Aggrecan R CCACTGTGGAAGTAAGACC
Perlecan F GCAGTTGGCTTCATCAG
Perlecan
Perlecan R GCAGTTGGCTTCATCAG
Syndecan F AATGACAGCTGCTAGGAC
Syndecan-2
Syndecan R GGAGCTGATGAGGATGTA
_ Glypican-3_F GATACAGCCAAAAGGCAG
Glypican-3
Glypican-3_R ATCATTCCATCACCAGAG

76



Methoden

Gen Primer-Bezeichnung Primer-Sequenz
Collagen |_F CGATGGCTGCACGAGTCACACCAG
Kollagen lal
Collagen I_R GTTGGGATGGAGGGAGTTTAC
Collagen Il F CCGGGCAGAGGGCAATAGCAG
Kollagen llal
Collagen II R GTTCAATGATGGGGAGGCGTGAG
AP AP_F ACGTGGCTAAGAATGTCATC
AP_R CTGGTAGGCGATGTCCTTA
. hOPN_F TTGCTTTTGCCTCCTA
Osteopontin
hOPN_R TTACTTGGAAGGGTCTGT
. ) B2M_F CGTCATCCAGCAGAGA
B2-Mikroglobulin
B2M_R GACAAGTCTGAATGCTCC’
GAPDH GAPDH_F CATGGATGACCTTGGCCAG
GAPDH_R TCTTCACTACCATGGAGAAGG
Ubiquiti Ubi_F CTCCACCTCCAGGGTGAT
iquitin
a Ubi_R GATTCAGGATAAGGAAGGCAT

5.1.10 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von PCR- und Restriktions-Produkten wird mit dem QI/Aquick PCR
Purification Kit durchgeflihrt. Das Prinzip dieser Aufreinigung ist dabei analog zum QIAEX Il
Kit und funktioniert als Affinitatschromatographie.

Zu dem jeweiligen Amplifikat werden 5 Volumenteile Puffer PB zugefiigt und vermischt. Die
QIAquick Spin Saule wird in ein 2 ml Zentrifugenréhrchen eingesetzt und nach Zugabe der
DNA-L6sung fiir 60 s bei 10000 g zentrifugiert. Der Durchlauf wird verworfen und die Saule
mit 750 pl Puffer PE gewaschen. AnschlieRend wird die Saule in ein neues Zentrifugengefaf’
Uberfiihrt und 50 ul Puffer EB zur Elution der DNA auf die Saule pipettiert. Diese wird 60 s
bei RT inkubiert und anschlieend fiir 60 s bei 10000 g zentrifugiert. Die Lagerung der DNA
erfolgt bei —20°C.

5.1.11

Die DNA Sequenzierung basiert auf dem Didesoxyverfahren (auch Kettenabbruchverfahren)

Sequenzierung von DNA Fragmenten

nach F. Sanger. Das verwendete Big Dye Terminator Cycle Sequencing Reaktion Kit enthalt
neben Desoxynukleotiden (dNTP) auch Didesoxynukleotide (ddNTP), die mit vier
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen kovalent markiert sind. Der Einbau dieser ddNTP-

Molekiile bewirkt einen Kettenabbruch, woraus eine lineare Anreicherung der unterschiedlich
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langen fluoreszenzmarkierten Produkte resultiert. Eine photometrische Analyse der Produkte

ermdglicht eine Rekonstruktion der Sequenz.

Fur die Sequenzierreaktion wird folgendender Ansatz verwendet:

6,0 yl Plasmid-DNA/PCR-Produkt

1,5 ul Primer (2,5 uM)

4,0 ul Sequenzier-Prémix (Puffer, MgCl,, Tag-Polymerase)
8,5 ul HPLC-gereinigtes Wasser

Temperaturprofil:

Programmschritt Zeit Temperatur Zyklenzahl
Denaturierung 2 min 95°C 1
Denaturierung 10s 94°C

Annealing 10s 48°C 25
Elongation 240 s 72°C

Folgende Primer wurden fir die Sequenzierung verwendet:

Vektor Sequenzier-Primer Primer-Sequenz
psiRNA-hH1GFPzeo OL178_F TCTTTTCTACGGGGTCTGAC
G2 OL408 R GCGTTACTATGGGAACATAC
M13_F GTAAAACGACGGCCAG
PCR-2.1-TOPO M13 R CAGGAAACAGCTATGAC

Die Aufreinigung das Sequenzieransatzes erfolgt mittels Micro Bio Spin P-30 Saulen:

Vor der Verwendung wird die Saule zur Resuspension des Gels und Entfernung von
Luftblasen mehrfach invertiert. Die Spitze der Saule wird abgebrochen, die obere Kappe
entfernt und die Saule in ein 2 ml Zentrifugengefal® fir 2 min bei 3000 g zentrifugiert. Die
gepackte Saule wird in ein neues Zentrifugengefall gestellt und 20 pl Sequenzieransatz
aufgetragen. AnschlieBend wird fir 4 min bei 3000 g zetrifugiert. Das Eluat enthalt die
aufgereinigte DNA und wird mit 20 pyl HPLC-gereinigtem Wasser verdinnt. Nach 2 min

Denaturierung bei 94°C kann der Ansatz fir die Analyse eingesetzt werden.
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5.1.12 Isolierung von Plasmid-DNA

5.1.12.1 Plasmidisolierung von 5 ml Ubernacht-Kulturen

Isolierungen von maximal 20 pg Plasmid-DNA werden mit dem QI/Aprep Spin Miniprep Kit
durchgefiihrt. Dieses basiert auf einer alkalischen Lyse der Zellen mit NaOH und
anschlieliender Aufreinigung Uber eine Saulenaffinitatschromatographie.

Die U/N-Kultur wird fir 5 min bei 3500 g zentrifugiert, der Uberstand wird anschlieRend
verworfen. Das Pellet wird in 250 pl Puffer P1 resuspendiert und in ein
Mikrozentrifugenrohrchen Uberfihrt. Zur Zelllyse wird 250 ml Puffer P2 zugefligt, mehrfach
invertiert und fir maximal 5 min inkubiert. 350 ul Puffer N3 werden zur Neutralisation
zugegeben, das Lysat fir 10 min bei 17000 g zentrifugiert und der Uberstand auf eine
QIAprep Spin Saule dekantiert. Die Saule wird fir 30 s bei 17000 g zentrifugiert und der
Durchlauf verworfen. Anschlielend wird die Sdule mit 0,5 ml Puffer PB sowie 0,75 ml Puffer
PE gewaschen und fur jeweils 30 s bei 17000 g zentriguiert. Die Plasmid-DNA wird mit 50 pl
10 mM Tris-HCI eluiert. Die Dauer der Inkubation und der Zentrifugation (bei 17000 g)

betragt jeweils 1 min.

5.1.12.2 Plasmidisolierung von 50 ml Ubernacht-Kulturen

Die Isolierung von bis zu 200 pg Plasmid-DNA erfolgt mit dem HiSpeed Plasmid Midi Kit.
Dabei basiert die Methode, analog zum QIAprep Spin Kit, auf einer alkalischen Lyse mit
anschliefiender Aufreinigung Uber einen Anionenaustauscher.

Es werden 50 ml G/N-Kultur fir 20 min bei 3500 g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 6 ml
Puffer P1 resuspendiert und durch Zugabe von 6 ml Puffer P2 lysiert. Die L6sung wird durch
Invertieren gemischt und nach 5 min mit 6 ml Puffer P3 neutralisiert. Genomische DNA und
Zelltrtmmer werden mithilfe des QiAfilter Cartridges abgetrennt und der Durchlauf auf eine
mit 4 ml Puffer QVT &aquilibrierte HiSpeed Saule aufgetragen. Anschlieend wird mit 20 ml
Puffer QC gewaschen und die DNA mit 5 ml Puffer QF eluiert. Nach einer Prazipitation mit
3,5 ml Isopropanol wird die Lésung durch einen QI/Aprecipitator gedrickt und somit die DNA
an die Membran gebunden. Die QIAprecipitator-Membran wird mit 2 ml Ethanol (70 %)
gewaschen und anschlieend mit Luft getrocknet. Die Elution der DNA erfolgt durch 1 ml
Puffer TE.

5.1.13 DNA-Spaltung mit Endonukleasen
Endonukleasen sind Restriktionsenzyme bakteriellen Ursprungs. Sie erkennen spezifisch

DNA-Sequenzen und spalten die Phosphodiesterbindungen beider Strange hydrolytisch.

79



Methoden

Standardprotokoll flir Restriktionen:
20 yI  DNA (Plasmid/PCR-Produkt)
4yl 10x Puffer
3yl Restriktionsenzym (5U/ul)
13 uI Wasser

Der Restriktionsansatz wird fir 90 min bei 37°C inkubiert und anschliefend durch Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt oder fiur folgende Restriktionen mit dem QIAquick PCR

Purification Kit aufgereinigt.

5.1.14 Ligation mit der T4-Ligase

Ligasen sind NAD- bzw. ATP-abhangige Enzyme, welche die Phosphodiesterbindung
zwischen einer 5-Phosphat-Gruppe an einem DNA-Ende und der 3-OH-Gruppe an dem
anderen DNA-Ende schlielen. Durch eine Ligase konnen DNA-Fragmente in eine zirkulare
Form Uberfihrt werden und stehen somit fir eine Transformation bzw. Transfektion zur

Verfugung.

Standard Ligationsprotokoll: 3yl Plasmid-DNA
9 ul Insert-DNA
2yl 10x Puffer
3yl T4-DNA-Ligase (1U/pl)
3ul  Wasser

Der Ligationsansatz wird fir 8 h bei 25-10°C inkubiert.

5.2 Histologische Methoden

5.21 Vorbereitung von Mikrotomschnitten
Objekttrager mit Paraffinschnitten werden fir 3 h bei 52°C getrocknet und danach zur
Entfernung des Paraffins fir 15 min in Xylol eingetaucht. Die Schnitte werden fir jeweils 10
min in einer absteigenden alkoholischen Reihe von 100%, 70%, 40% (Ethanol) und
anschlief’end in dest. Wasser rehydriert und kénnen danach fiir histologische Farbungen
verwendet werden.
Kryoschnitte werden vor ihrer Verwendung fir 30 min in 4°C-kaltem Aceton auf dem
Objekttrager fixiert und abschlieend mit PBS-Puffer rehydriert.
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5.2.2 Immunhistologische Farbung

Zur Reduktion einer unspezifischen Antikérperbindung werden die rehydrierten Schnitte fir
30 min mit 100 pl einer Lésung von 3% FCS und 2% BSA in TBS inkubiert. AnschlieRend
wird die Losung entfernt, 100 pl des Primarantikdrpers (verdinnt in Antibody Solution,
Universal LSAB Plus-Kit AP; Dako) aufgetragen und fiir 60 min in einer Feuchtkammer mit
gesattigter Atmosphare inkubiert. Nachdem die Antikérperlésung durch dreimaliges Spulen
mit TBS entfernt ist, wird der biotinylierte Sekundarantikérper (Universal LSAB Plus-Kit AP;
Dako) aufgetragen und fir 15 min inkubiert. Anschlie®end werden die Schnitte von
Sekundarantikérper durch dreimaliges Spulen mit TBS befreit und gebundener Antikoérper
Uber eine Farbreaktion mit der Fuchsin-Plus staining solution (Dako) nachgewiesen.

Die verwendeten Primarantikérper werden in den folgenden Verdiinnungen eingesetzt:

1. polyklonal Kaninchen IgG gegen humane XT-I: 1/100 verd. (Peptid OEK3)
2. polyklonal Kaninchen IgG gegen humanes Decorin (core-Protein): 1/100 verd.

3. monoklonal Hamster IgM gegen Chondroitinsulfat (CS-56, Sigma): 1/50 verd.

5.2.3 Nachweis von Proteoglykanen durch Alcianblau-Farbung

Proteoglykane und somit die extrazellulare Matrix von Gewebeschnitten werden durch die
Alcianblau-Farbung detektiert. Das Prinzip der Farbung beruht auf der Bindung des
kationischen Farbstoffs Alcianblau an die polysulfatierten GAG-Ketten von Proteoglykanen.
Die Selektivitat der Bindung des kationischen Farbstoffes an Proteoglykanen wird dabei Gber
eine Absenkung des pH-Wertes erreicht.

Die zu farbenden Kryoschnitte werden in eiskaltem Aceton fixiert anschlief3end fir 30 min in
Alcianblau-Lésung (1% Alcianblau in 3% Essigsaure) inkubiert und danach in Kernechtrot-
Lésung (0,1% Kernechtrot in 5% Aluminiumsulfat-Losung) zur Farbung der Zellkerne flr

5 min gegengefarbt.

5.24 Nachweis von Kollagen durch Siriusrot-Farbung

Der spezifische histochemische Nachweis von Kollagenfasern erfolgt mittels der
Polarisationsmikroskopie, mit welcher selektiv die mit Siriusrot gefarbten Kollagene detektiert
werden kénnen.

Die Knorpelproben werden dafir 60 min in Siriusrot-Lésung (0,1% Siriusrot und 1,2%
Pikrinsdure in wassriger LOsung) inkubiert, anschlieBend mit 10 mM HCI von

Uberschussigem Farbstoff befreit und danach fur jeweils 5 min in einer aufsteigenden
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alkoholischen Reihe von 50%, 70% und 100% Ethanol dehydriert. Nach Uberschichtung mit

xylolhaltigem Eindeckmedium erfolgt die polarisationsmikroskopische Detektion.

5.2.5 Nachweis der Kalziumdeposition durch Farbung nach von Kossa

Die Deposition von extrazellularem Kalzium wird mithilfe der von Kossa-Farbung, nach
einem modifizierten Protokoll von Cheng et al. nachgewiesen [126].

Dabei werden die Zellkulturproben mit PBS von nichtadharenten Zellen befreit und fir 10 min
mit kaltem phosphatgepufferten Formalin (10%) fixiert. Formalinreste werden von den
fixierten Zellen mit Wasser entfernt, anschlie®end wird fir 1 h mit 5%-iger (w/v)
Silbernitratidsung unter UV-Licht inkubiert. Nach dreimaligen Spulen mit Wasser wird
Uberschussiges Silber durch Inkubation mit 5%-iger Natriumthiosulfatiésung (w/v) fur 2 min
entfernt. Nachdem die Natriumthiosulfatiésung von der Probe durch Spilen mit Wasser
entfernt ist, erfolgt die Farbung von Zellkernen und extrazellularer Matrix, indem die Probe
fur 5 min mit Hamatoxylin-Ldésung inkubiert wird. Abschlielend wird der pH-Wert der

hamatoxylingefarbten Probe durch Leitungswasser eingestellt.

5.2.6 Farbnachweis fiir die alkalische Phosphatase-Aktivitat

Das Nachweisprinzip beruht auf der enzymatischen Umsetzung des Substrates Naphthol
AS-MX Phosphat zu Naphthol AS-MX, das sofort an ein Diazoniumsalz gebunden wird und
an den Stellen mit Phosphatase-Aktivitat ein unldsliches, sichtbares Pigment bildet.

Die Zellen wurden zunachst flr 30 s in zitratgepuffertem Aceton fixiert, zweimal mit Wasser
gewaschen und anschlieRend nach Zugabe von 3 ml der Alkalifarbstofflésung fir 30 min bei
RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden sie fir 2 min mit Wasser gewaschen und zur
Gegenfarbung der Zellkerne fur 5 min mit Mayers-Hamatoxylin-Losung inkubiert. Im
Anschluss wurden die Zellen zweimal mit Leitungswasser gewaschen und anschlief’end zur

mikroskopischen Untersuchung mit 2 ml Leitungswasser Uiberschichtet.

5.3 Proteinchemische und klinisch-chemische Methoden

5.3.1 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (SDS-PAGE) handelt es sich um eine Methode,
bei der Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.
Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet an hydrophobe Bereiche der Proteine und nivelliert somit

nicht-kovalente Wechselwirkungen, so dass Micellen mit konstanter negativer Ladung pro
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Masseneinheit entstehen. Zur Auflésung der Sekundar- sowie Tertiarstruktur werden die
Proben mit SDS erhitzt. Disulfidbricken werden durch Thiolverbindungen wie z.B.
Dithiothreitol (DTT) oder 3-Mercaptoethanol reduziert.

Es werden vorgefertigte Gradientengele (4-12% Polyacrylamid) in einem Bis-Tris-HCI-
Puffersystem verwendet. Das Gel wird in der Elektrophoresekammer befestigt, 200 mi
MOPS-SDS Laufpuffer (20fach verdiinnt) mit 500 pyl NuPAGE Antioxidanz in die innere
Pufferkammer eingefillt und die Taschen mit einer Spritze gespult. Die &aulere
Pufferkammer wird mit 800 ml MOPS-SDS Laufpuffer (20fach verdinnt) beflllt.

Vor dem Auftragen der Proben auf das Gel werden 17 ul Probe, 6,25 ul SDS-Probenpuffer
sowie 2,5 yl 0,5 M DTT vemischt und fir 10 min auf 70°C erhitzt. Anschlieliend werden 15 pl
Probe sowie 10 ul eines Proteinstandards aufgetragen. Die Elektrophorese wird fiir ca. 2 h
bei 120 V und 50 mA durchgefihrt.

Laufpuffer (20x): 104,6 g MOPS
60,6 g Tris
10,09 SDS
309 EDTA

mit Wasser auf 500 ml auffullen

pH-Wert auf 7,7 einstellen

Probenpuffer (4x): 40¢g Sucrose
0,68¢ Tris
0,67g Tris-HCI, pH 8,5
0,809 SDS
6,0 mg EDTA
750 pl Serva Blau G250 (1%)
250 ul Phenol Rot (1%)

mit Wasser auf 10 ml auffiillen
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See Blue Pre-Stained-Standard:

Protein-Langenstandard GroBe (kDa)
Myosin 200,0
BSA 66,3
Glutamat-Dehydrogenase 55,4
Alkohol-Dehydrogen 42,6
Carboanhydrase 31,0
Myoglobin 17,8
Lysozym 14,4
Aprotinin 6,0
Insulin (B-Kette) 3,5

5.3.2 Coomassie-Blau-Farbung
Die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine werden unter Verwendung von Coomassie-Brilliant-
Blau (Coomassie R 250) angefarbt und optisch erfasst. Eine Proteinfarbung nach dieser

Methode bedingt eine Nachweisgrenze von ca. 2 yg Protein.

Standardprotokoll:

Das SDS-Gel wird fir 30 min in Coomassie R 250 (0,1% in Entfarber) geschwenkt und

anschlief3end in Entfarber gewaschen, bis der Gelhintergrund farblos ist.

Entfarber: 50% Wasser
40% Methanol
10% Essigsaure

5.3.3 Western-Blot

Nach erfolgter Trennung der Proteine im SDS-Gel konnen diese Uber Elektrotransfer auf
eine PVDF-(Polyvinylidendifluorid)-Membran Ubertragen und fur die nachfolgende
Immundetektion immobilisiert werden.

Der Transfer erfolgt in einer Miniblot-Apparatur im Nassverfahren. Dazu wurde ein Stapel
aus zwei Blotting pads, zwei Filterpapieren, dem Elektrophoresegel, eine PVDF-Membran,

zwei Filterpapieren und zwei Blotting-Schwamme in die Blotvorrichtung eingespannt.
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Blotting-Schwamme und Filterpapiere werden vor ihrer Verwendung mit Transferpuffer
angefeuchtet, die PVDF-Membran wird kurz in Methanol geschwenkt, anschlieend in
Wasser gewaschen und vor dem Auftragen auf den Blotstapel in Transferpuffer aquilibriert.
Nachdem die Blotkammer mit Transferpuffer geflllt ist, erfolgt der Transfer flir 90 min bei 25
V und 175 mA.

Transferpuffer: 100 ml Methanol
50 ml NuPAGE Transferpuffer (20x)
1 ml NuPAGE Antioxidanz

mit Wasser auf 1000 ml auffillen

5.34 Immundetektion von immobilisierten Proteinen

Nachdem die Proteine elektrophoretisch getrennt und auf PVDF transferriert sind, erfolgt die
immunologische Detektion. Zunachst werden freie Bindungsstellen auf der PVDF-Membran
mit 3% (w/v) Magermilchpulver, 0,05% v/v Tween 20 in PBS abgesattigt und fir 1 h bei RT
kontinuierlich geschuittelt. Danach wird die Membran mit den in PBS-Puffer (3% (w/v)
Magermilchpulver, 0,05% v/v Tween 20 in PBS) verdinnten Prim&rantikdrpern G/N bei 4°C
inkubiert und anschlieRend flr 3 x 10 Minuten mit PBST gewaschen. Die Inkubation mit
HRP-gekoppeltem  sekundar Antikérper (1:10000) in PBS-Puffer (3% (w/v)
Magermilchpulver, 0,05% (v/v) Tween 20 in PBS) erfolgt fur 1 h bei RT. Nachdem die
Membran erneut 3 x mit PBST gewaschen wurde, erfolgt die Detektion der markierten
Proteine mittels der Chemilumineszenzlésung: SuperSignal West Pico der Firma Pierce
analog zu den Anweisungen des Herstellers. Die Exponierung der Rontgenfilme in einer
Autoradiographiekassette wird je nach Signalintensitat zwischen 5 Sekunden und 20 min
durchgefihrt.

5.3.5 Bestimmung der Xylosyltransferase-Aktivitat

Zur Quantifizierung der XT-Aktivitat in biologischen Proben stehen zwei verschiedene
Messsysteme zur Verfiigung. Durch die Verwendung von Seidenfibroin als Substrat fiir den
enzymatischen Transfer von UDP-Xylose auf Serin-Reste kann sehr spezifisch die
katalytische Aktivitat der XT-I determiniert werden. Das etablierte Messsystem zur Detektion
der XT-I Aktivitat beruht dabei auf der Detektion der transferierten, radioaktiv markierten
UDP-["*C]Xylose auf die Serinreste des Seidenfibroins.

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der XT-Aktivitat stellt die Verwendung eines

Bikunin-Derivates (K1-Peptid) als Akzeptor flir den XT-katalysierten Xylosetransfer dar. Das
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verkirzte und modifizierte Bikunin-Peptid ist ein Akzeptor fir den XT-l als auch XT-II
katalysierten Transfer von UDP-Xylose auf einen Serin-Rest in der Peptid-Sequenz. Dabei
bietet der Test erstmalig die Mdglichkeit predominant die XT-II spezifisch zu detektieren. Die
Quantifizierung des xylosylierten Peptids erfolgt dabei nach einer HPLC-Auftrennung

massenspektrometrisch durch ein ESI-MS-Gerat.

5.3.5.1 Praparation des Akzeptors Seidenfibroin

Im XT-Test wird als Substrat das Seidenfibroin des Seidenspinners (lat. Bombyx mori)
verwendet. Die Aminosduresequenz beinhaltet repetitive Bereiche (GSGAGAGA),, welche
eine Consensus-Sequenz flr die Xylosylisierung sind. Vor der Verwendung des
Seidenfibroins als Akzeptor muss dieses in eine fir die Xylolysierung geeignete Form
Uberfiihrt werden. Das Seidenpraparat wird entsprechend der beschriebenen Methode in
Lithiumthiocyanat solvatisiert. Die Losung wird anschlieRend 72 h gegen Wasser dialysiert
und danach mit 0,1 M Tris/HCI, pH 7,0 aquilibriert. Das Substrat wird bei —80°C gelagert.

5.3.5.2 Radiochemischer XT-Aktivitatstest

Fir die Bestimmung der Xylosyltransferase-Aktivitat in Zellkulturiiberstanden wird die XT-
katalysierte Menge eingebauter, radioaktiv markierter Xylose in ein Akzeptorprotein
detektiert [127].

Es werden 50 pl Probe mit 50 ul Substratreagenz vermischt und fir 90 min bei 37°C
inkubiert. Von den Reaktionsansatzen werden je 90 ul auf Nitrocellulose-Membranen
pipettiert und fir 2 h bei RT getrocknet. Die Membranen werden in Szintillationsgefalie

Uberfuhrt und nach dem folgenden Protokoll gewaschen:

10 min mit je 3 ml 10% TCA (Prazipitation des Proteins auf der Nitrocellulose)
15 min mit je 3 ml 5% TCA (Abwaschen ungebundener UDP-["*C]Xylose)

10 min mit je 4 ml 5% TCA

15 min mit je 3 ml 5% TCA

Substratreagenz: 10 ul UDP-[**C]Xylose (50 pM; 9,78 GBg/mmol)
30 ul 1%-iges solvatisiertes Seidenfibroin
5yl MES-Puffer (500 mM 4-Morpholinoethansulfonsaure-HClI,
100 mM KF, pH 6,5)
5yl Salzlésung (100 mM MnCl,, 100 mM MgCl,, 100 mM KCI)
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AbschlielRend wird zu jeder Nitrocellulose-Membran 3,5 ml Szintillationsflissigkeit pipettiert

und die Radioaktivitdt nach 12 h Inkubation im B-Counter gemessen.

5.3.5.3 XT-Aktivititstest mittels HPLC-Elektronenspray-lonisations-
Massenspektroskopie (HPLC-ESI-MS)

Grundlage dieser Methode ist der gekoppelte Einsatz einer Auftrennung des
Reaktionsproduktes mittels HPLC sowie eine anschlieBende lonisierung und
massenspektrometrischen Detektion im ESI-MS-Gerat. Die Durchfiihrung dieser Methode ist
analog zu [128].

Fur die Bestimmung der XT-Aktivitdt werden jeweils 50 ul Zellkulturiberstand mit 50 pl
Substratreagenz vermischt und fir 90 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend werden flr
15 min bei 99°C groliere Proteine in der Losung denaturiert und durch Zentrifugation bei
20000 g fur 30 min aus der Lésung entfernt. Der Uberstand wird abgenommen und kann fir

die HPLC-Auftrennung mit anschlieRender ESI-MS-Detektion verwendet werden.

Substratreagenz: 20 pl K1-Peptid-Losung (Biotin-NH-QEEEGSGGGQKK(5-
Fluoreszein)-CONH,) (OD4s50=0,4)
20 yl UDP-Xylose (80 ug/ml)
5yl MES-Puffer (500 mM 4-Morpholinoethansulfonsaure-HClI,
100 mM KF, pH 6,5)
5 yl Salzlésung (100 mM MnCl,, 100 mM MgCl,, 100 mM KCI)

5.3.6 Bestimmung der Gesamt-Kalziumkonzentration

Die Bestimmung der Gesamt-Kalziumkonzentration von Zellkulturproben beruht auf der
Grundlage, dass Kalzium in sauer Losung mit dem Farbstoff Asenazo-Ill einen blau-violetten
Komplex ausbildet. Dieser kann photometrisch bei A = 660 nm detektiert werden und ist
direkt proportional zur eingesetzten Kalziumkonzentration.

Die kultivierten Zellen werden vom Medium befreit und zweimal mit 1 ml kalzium- und
magnesiumfreien DPBS gewaschen. Zur Abldsung der Zellen als auch extrazellular
abgelagertem Kalzium werden 0,5 ml 0,5 N HCI in die Zellkulturschale pipettiert, danach
adharente Zellen als Matrix mechanisch von der Oberflache entfernt und zusammen mit der
HCI in ein Mikrozentrifugengefall Uberfihrt. Nachdem Ruckstéande in der Zellkulturschale
nochmals mit weiteren 0,5 ml 0,5 N HCI aufgenommen sind, wird zur Extraktion des

Kalziums die Zellsuspension fir 24 h bei 4°C invertiert und flr 5 min bei 8000 g zentrifugiert.
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Die Kalziumionenkonzentration im geklarten Uberstand wird photometrisch mit dem klinisch-
chemischen Analysegerat ARCHITECT ¢8000 detektiert.

5.3.7 Bestimmung der Phosphatkonzentration im Zellkulturiberstand

Die Quantifizierung der Phosphatkonzentration im Zellkulturiberstand basiert auf der
Grundlage, dass anorganisches Phosphat mit Ammoniummolybdat einen Heteropolysaure-
Komplex bildet, welcher bei A = 340 nm detektiert werden kann. Dabei ist die Extinktion des
Komplexes direkt proportional zur Konzentration des anorganischen Phosphats in der Probe.
Die photometrische Detektion des Farbkomplexes erfolgt mit dem klinisch-chemischen
Analysegerat ARCHITECT c8000.

5.3.8 Quantifizierung des Glykosaminoglykangehaltes im Zellkulturiiberstand

Die Isolierung von GAG aus Zellkuturiiberstand wird nach einem modifiziertem Protokoll von
Vogel et al. durchgefuhrt [129]. Dabei werden 300 pl Zellkulturiberstand mit 1,2 ml 100%
Ethanol versetzt und Proteine, einschliefldlich der Proteoglykane, bei —20°C ausgefallt. Das
Prazipitat wird mit 10000 g fiir 15 min bei 4°C abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet bei 60°C getrocknet. Anschlielend wird die Probe in 300 pl 10 mM Tris/HCI (pH
7,5) aufgenommen mit 6 U Protease K versetzt und danach zur Degradierung von
Proteinbestandteilen fiir 2 h bei 60°C inkubiert. Nach einer zweiten Ethanolfallung mit 1,2 ml
100% Ethanol werden prazipitierte GAG ebenfalls mit 10000 g fur 15 min bei 4°C
abzentrifugiert und das Pellet in dem offenen Reaktionsgefa® bei 60°C vom Ldsungsmittel
befreit. Zur Entsalzung der Probe wird das Pellet in 300 pyl Wasser aufgenommen und fur 10
— 15 min bei 10000 g ultrafiltriert (Vivascience 500 PES, Ausschlussgroe 3kDa). Die
Filtrationssaule wird, mit anschlielender Zentrifugation bei 10000 g, zweimal mit 450 pl
Wasser gespllt und das Retentat in ein 200 yl Reaktionsgefall Uberflhrt. Die entsalzte
Probe wird durch Trocknung eingeengt, anschliefsend in 50 yl Ammoniumacetatpuffer (pH 8,
50 mM) gel6st und nach Zugabe von 100 mU/ml Chondroitinase ABC (in 0,01% wassriger
BSA-Ldsung geldst) bei 37°C U/N inkubiert. Nach erfolgtem Chondroitinase-Verdau wird die
Probe zur Denaturierung der Enzymlésung flir 5 min auf 95°C temperiert, im Vakuum
eingeengt, und fir 2 h bei 99°C im offenen Reaktionsgefal}, zur thermischen Zersetzung von

Ammoniumacetat, inkubiert.

Die Derivatisierung der GAG mit dem Fluoreszenzfarbstoff AMAC wurde nach dem

folgendem Standardprotokoll durchgeflihrt:
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1. 5yl einer 0,1 M AMAC-L6sung (15% Essigsaure in DMSO) werden auf das GAG-
Pellet gegeben und fiir 10 min bei RT inkubiert.

2. 5 pl einer 1 M wassrigen Natriumcyanoborhydrid-Lésung wird mit der Probe
vermischt und anschlieRend fiir 4 h bei 45°C inkubiert.

3. Die Reaktionslésung wird mit 100 pl einer 70 %-igen Ammoniumactetat-Losung

(pH 5, in DMSO) verdiinnt und mittels reverse-Phase-HPLC analysiert.

54 Zellkultur

5.4.1 Myokardiale Gewebeproben von DCM-Patienten

Die Entnahme und Zusammenstellung der myokardialen Gewebeproben wurde mit der
Zustimmung der lokalen Ethikkommission durchgefiihrt. Die Gewebeproben des linken und
rechten Ventrikels wurden zum Zeitpunkt der Herztransplantation von 18 Patienten mit
chronischer  Linksherzinsuffizienz  entnommen.  Kontrollproben von  pathologisch
unauffalligem ventrikularem Myokardgewebe wurden von 6 Spenderherzen, die aufgrund

technischer Griinde nicht implantiert werden konnten, erhalten.

5.4.2 Isolierung und Kultivierung primérer kardialer Fibroblasten

Fur die Isolierung kardialer Fibroblasten werden sowohl Myokardproben von explantierten
Herzen als auch von arteriellen Fortsatzen, die wahrend der Kanulation einer
Bypassoperation entnommen wurden, in kleine Stlcke zerteilt und zur Abtrennung von
Erythrozyten und Fettgewebe mit PBS gewaschen. Jeweils 500 mg Gewebestlicke werden
anschlieftend zur Auflosung des Zellverbandes fiir 2 h bei 37°C in 5 ml einer Enzymlésung
(1000 U/ml Kollagenase und 5 U/ml Protease in serumfreien DMEM) inkubiert. Anschlieend
wird die Zellsuspension durch ein Zellsieb von grofieren Gewebefragmenten befreit und fur 5
min bei 500 g zentrifugiert. Der Uberstand wird von dem Zellpellet abgenommen, die Zellen
in 5 ml PBS resuspendiert und nochmals fir 5 min bei 500 g zentrifugiert. Anschliefend
werden die Zellen in FCS-haltigem DMEM aufgenommen und in 75 m?Zellkulturschalen
Uberfiihrt. Zur Abtrennung von Erythrozyten und Zelltrimmern wird das Medium nach 12 h
Inkubation, in denen die kardialen Fibroblasten adhariert sind, abgenommen und gegen

neues gewechselt.
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54.3 Mechanische Expansion und Kontraktion kardialer Fibroblasten

Als Zellkulturmodel fur die dilatative Kardiomyopathie, welche mit einer gesteigerten
ventrikularen Wandspannung korreliert, wurden primare kardiale Fibroblasten in
Zellkulturschalen auf einem flexiblen Boden kultiviert und in zyklischen Intervallen
mechanisch deformiert. Das verwendete FlexerCell-System der Firma Dunn basiert auf dem
Prinzip, dass mit einer definierten Frequenz unter dem flexiblen Zellkulturboden ein Vakuum
angelegt wird, welches den Boden der Zellkulturschale und somit die adharenten
Fibroblasten mechanisch expandiert und anschliefend wieder relaxiert. Bei den
durchgefuhrten Experimenten wurde eine maximale Expansion des Zellkulturbodens von 5%
bei einer Frequenz von 1 Hz eingestellt. Die Fibroblasten wurden mit diesen Parametern flr

24 h mechanisch gestresst und anschlieend fiir die mMRNA-Analytik lysiert.

544 Bestimmung der Halbwertszeit von XT-l mRNA bei mechanisch gestressten
kardialen Fibroblasten

Zur Bestimmung der Halbwertszeit der XT-l mRNA in mechanisch gestressten kardialen

Fibroblasten wurden die Zellen analog zu 5.4.2. kultiviert. Nachdem sowohl die mechanisch

gestressten kardialen Fibroblasten als auch nicht gestresste Kontrollen fir 24 h kultiviert

wurden, wurde zur Inhibition des zellularen Transkriptionsapparates Actinomycin D mit einer

Konzentration von 5 pg/ml in das Zellkulturmedium gegeben. Der zeitliche Verlauf der

mRNA-Degradierung wurde anschlieend iber Real-Time PCR determiniert.

5.4.5 Inkubation von kardialen Fibroblasten mit TGF-8; und dessen spezifischen
Inhibitoren

Um den Einfluss von TGF-B; auf die XT-I Expression zu untersuchen, werden kardiale
Fibroblasten gemafl dem Standardprotokoll kultiviert. Bei einer Konfluenz von 70% wird das
FCS-haltige Medium durch serumfreies Medium ersetzt und die Zellen anschlielend mit
1,5 ng/ml TGF-B, inkubiert.

Der p38-MAP-Kinase-Inhibitor SB203580 wird flr Zellkulturexperimente in DMSO geldst und
mit einer Endkonzentration von 10 uM eingesetzt. Neutralisierender anti-TGF-B,-Antikorper

wird mit einer Konzentration von 50 ng/ml fir die Zellkulturexperimente verwendet.

5.4.6 Kultivierung humaner mesenchymaler Stammzellen
Humane mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark eines 19-jahrigen wurden von

der Firma Cambrex bezogen. Die Kultivierung der Zellen erfolgt analog zu 5.4.10 und 5.4.11.
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Abweichend vom Standardprotokoll werden die Stammzellen mit MSCGM (Mesenchymal
stem cell growth medium, Cambrex) kultiviert, welches alle drei bis vier Tage gewechselt
wird. Bei einer Konfluenz von 80% werden die Stammzellen mit einer 10fach verdinnten
Trypsinldsung (vgl. 5.4.11.) vom Boden der Zellkulturschale abgel6st und mit einer Zelldichte

von 5x10°-Zellen auf neue Zellkulturschalen ausgesit.

5.4.7 Chondrogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stammazellen

Fur eine chondrogene Differenzierung werden die mesenchymalen Stammzellen wie unter
5.4.6 beschrieben expandiert, bis eine Zelldichte von 80% erreicht ist. Analog zu 5.4.6
werden die Zellen von der Zellkulturschale abgel6st und die Zellzahl bestimmt. Anschlie3end
werden jeweils 2,5x10° Zellen in 1 ml chrondogenem Differenzierungsmedium aufgenommen
und in 15 ml Polypropylen-Rdhrchen bei 150 g fir 5 min abzentrifugiert. Ohne die Integritat
des Pellets zu schadigen, werden die Zellen fur 4 Wochen in chondrogenem
Differenzierungsmedium kultiviert. Zu verschiedenen Zeitpunkten der chondrogenen
Differenzierung werden Cyroschnitte der Zellaggregate angefertigt. Die Bildung der
chondrogenen extrazellularen Matrix wird durch Alcianblau (5.2.3) und Siriusrot (5.2.4)

Farbungen verifiziert.

5.4.8 Osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen

Fir die osteogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen werden die nach 5.4.6
kultivierten und expandierten Zellen in 9,6 cm?®Zellkulturschalen mit einer Zelldichte von
3,1x10° Zellen/cm? ausgesat. Die Zellen werden fiir 48 h auf MSCGM belassen und
anschlielend die Induktion der Osteogenese durch den Wechsel des Mediums auf
osteogenes Differenzierungsmedium eingeleitet. Fir einen Zeitraum von 24 Tagen werden
die Zellen auf osteogenem Differenzierungsmedium kultiviert, wobei ein Austausch des
Mediums alle vier Tage erfolgt. Als Kontrollen werden hMSCs auf MSCGM kultiviert, die

identisch zu den hMSCs auf Differenzierungsmedium behandelt wurden.

549 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Proteindetektion der XT-l in humanen Zellen erfolgt mithilfe von fluoreszenzmarkierten
Antikérpern, welche mikroskopisch detektiert werden. Hierzu werden die mit XT-I-Antisense-
Vektoren transfizierten Zellen auf Chamberslide-Objekttragern kultiviert, mit PBS gewaschen
und fr 15 min mit -20°C kaltem Methanol fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS
werden die Zellen mit 0,1% Triton X-100 in PBS fir 15 min bei RT permeabilisiert. Zum

91



Methoden

Absattigen unspezifischer Bindungsstellen werden die fixierten Zellen mit 0,1% BSA in PBS
gewaschen und anschlieRend mit dem Primarantikérper gegen XT-1 (1:100 in 1% BSA in
PBS) fur 1 h bei RT inkubiert. Danach werden die Zellen dreimal fir je 10 min mit 0,1% BSA
in PBS von der Antikdrperldsung befreit und fur 1 h bei RT mit einem fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikérper (1 : 1000 in 1% BSA in PBS) im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen fir je 10 min mit PBS werden die Zellen fir die Kernfarbung fir 40 min bei RT im
Dunkeln in einer DAPI-Lésung (1 : 1000 in PBS) inkubiert. Uberschiissige DAPI-Lésung wird
mit PBS von den Zellen entfernt und die Zellen anschlieRend mit Fluoromount-G

Uberschichtet. Die Auswertung erfolgt fluoreszenzmikroskopisch.

5.4.10 Kultivierung humaner Zelllinien

Humane Zelllinien werden in sterilen Zellkulturflaschen (75 cm?) kultiviert, deren Oberflache
adharentes Wachstum beglnstigt. Die Kultivierung erfolgt bei 37°C in einer 5%igen CO,-
95%igen Luftatmosphare und 99% Luftfeuchtigkeit. Als Zellkulturmedium wird RPMI 1640 mit
10% FCS sowie 100 pg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin und 250 ng/ml Amphotericin B
verwendet.

Kultivierte Zelllinien:

SAQS-2 (Choriokarzinom-Zellen)

SW1353 (Chondrosarkom-Zellen)

5.4.11 Passagieren von adharenten Zellen

Adharent wachsende Zellen werden zur Vermeidung einer Kontaktinhibition bei einer
90%igen Konfluenz passagiert. Der Zellkulturiiberstand wird mit einer Pasteurpipette
abgezogen und abgestorbene Zellen werden mit 10 ml PBS entfernt. Vitale Zellen werden
mit 5 ml EDTA/Trypsin-Losung bei 37°C ca. 10 min inkubiert. Nach der Zugabe von 5 ml
Zellkulturmedium werden ca. 10 ml Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und
fur 5 min bei 1000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt, das Pellet mit 5 ml PBS
gewaschen und anschlieBend in 2 ml Zellkulturmedium resuspendiert. In einer

Zellkulturflache mit 13 ml Medium werden 100 pl Zellsuspension ausgesat.

5.4.12 Kryokonservierung und Revitalisierung humaner Zellen
Fir eine Konservierung von Zellen Gber langere Zeitraume wird eine Zellsuspension mit 80%
Konfluenz hergestellt. Jeweils 500 ul dieser Zellsuspension sowie 500 pl, bei 4°C

vorgekihltem, Kryomedium (FCS mit 10% DMSO) werden vermischt und anschlielend in
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Aluminiumbldcken, verpackt in einer Styroporbox, Uber 24 h langsam auf —80°C abgekiihlt.
Im Anschlufl kénnen die Zellproben bis zur Revitalisierung in flissigem Stickstoff eingelagert

werden.

Die Reuvitalisierung der Zellen erfolgt durch schnelles Auftauen bei 37°C in einem
temperierten Wasserbad. Danach wird die Zellsuspension in Zellkulturmedium verdiinnt und

in Zellkulturflaschen gegeben.

5.4.13 Anzucht von E. coli —Zellen in Fliissigkultur
Fur Plasmidisolierungen werden 5 ml bzw. 25 ml LB-Amp-Medium mit dem entsprechenden

Klon angeimpft und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

LB-Amp-Medium 1% Trypton
1% NaCl
0,5% Hefeextrakt
100 ugl/l Ampicillin

5.4.14 Kryokonservierung von E. coli
Zur stabilen und revitalisierbaren Lagerung von E. coli-Kulturen werden 500 l
Zellsuspension einer U/N-Kultur mit 500 pl Kryomedium (20% Glycerin in LB-Medium)

gemischt und bei —80°C bis zur Revitalisierung eingefroren.

5.4.15 Transfektion humaner Zellen

5.4.15.1 Transfektion von shRNA-Plasmiden in humane Zellen
Fur die Transfektion von shRNA-Plasmiden wurden psiRNA-hH1GFPzeo G2-Vektoren mit
den folgenden, Uber die Restriktionsschnittstellen Bbs/ eingefiigten, shRNA-Sequenzen

verwendet:

93



Methoden

Zielgen shRNA Sequenz Ziel-Exon
IACCTCGAAGAAGCCACCGAGTAGACATCA
XT-I-shO1sense  IAGAGTGTCTACTCGGTGGCTTCTTCTT
XT-I Exon 3
XT-I-shO1 antisense  |CAAAAAGAAGAAGCCACCGAGTAGACACT
CTTGATGTCTACTCGGTGGCTTCTTCG
IACCTCGTTACCTGCATCGGCAAGTGTCAA
XT-I-shO2 sense GAGCACTTGCCGATGCAGGTAATT
XT-I Exon 5
XT-I-shO2 antisense  |CAAAAATTACCTGCATCGGCAAGTGCTCT
TGACACTTGCCGATGCAGGTAACG
IACCTCGCAGTTGCAGCGCATGTTCAATCA
XT-I-shO3 sense AGAGTTGAACATGCGCTGCAACTGCTT
XT-I Exon 5
XT-I-shO3 antisense  |CAAAAAGCAGTTGCAGCGCATGTTCAACT
CTTGATTGAACATGCGCTGCAACTGCG
IACCTCGCTGAGTCCTTCTTCCATACGTCA
XT-I-shO4 sense AGAGCGTATGGAAGAAGGACTCAGCTT
XT-I Exon 8
XT-I-shO4 antisense  |CAAAAAGCTGAGTCCTTCTTCCATACGCT
CTTGACGTATGGAAGAAGGACTCAGCG
IACCTCGCATCATGCTACCAATCTGTCAAG
XT-I-sh65 sense AGCAGATTGGTAGCATGATGCTT
XT-I Exon 10
XT-l-sh65 antisense  |CAAAAAGCATCATGCTACCAATCTGCTCTT
GACAGATTGGTAGCATGATGC
IACCTCGTTCCAAGGACACAGACAGTTTCA
XT-ll-shO1sense  |A\GAGAACTGTCTGTGTCCTTGGAACTT
XT-II Exon 2
XT-1I-shO1 antisense  |[CAAAAAGTTCCAAGGACACAGACAGTTCT
CTTGAAACTGTCTGTGTCCTTGGAACG
IACCTCGGACAACTCCAGGTTCATCAATCA
XT-ll-shO2 sense  |\GAGTTGATGAACCTGGAGTTGTCCTT
XT-II Exon 5, 6
XT-1I-shO2 antisense  |[CAAAAAGGACAACTCCAGGTTCATCAACT
CTTGATTGATGAACCTGGAGTTGTCCG
IACCTCGTTCGAGTCGACTGTGAACTCAAG
XT-ll-shO3 sense  IA\GGTTCACAGTCGACTCGAACTT
XT-II Exon 8
XT-1I-shO3 antisense  |[CAAAAAGTTCGAGTCGACTGTGAACCTCT
TGAGTTCACAGTCGACTCGAACG
IACCTCCCTGTATTTCTATGACGACTCAAGA
XT-ll-sh68 sense GGTCGTCATAGAAATACAGGTT
XT-II Exon 9
XT-1l-sh68 antisense  |[CAAAAACCTGTATTTCTATGACGACCTCCT
GAGTCGTCATAGAAATACAGGG

5.4.15.2 Transfektion von shRNA-Vektoren mit Fugene6

Zur Transfektion eukaryotischer Zellen mit shRNA-kodierender Plasmid-DNA werden in 6-
well-plates 1 x 10° Zellen pro well ausgesat und 24 h unter Standardbedingungen kultiviert.
Als Transfektionsansatz werden 97 pL FCS-freies Zellkulturmedium mit 3 puL Fugene6-
Transfektionsreagenz versetzt und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieRend werden 5 pL
Plasmid-DNA (0,4 pg/uL) zugegeben, fur 25 min bei RT inkubiert und danach vorsichtig auf
die Zellen getropft. Eine Selektion positiv transfizierter Zellen erfolgt Uber die Vektor-

vermittelte Zeocin-Resistenz.
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5.4.15.3 Transfektion von siRNA in humane Zellen
Fur die Transfektion von siRNA fiir einen spezifischen Knock-down der XT-I- als auch der

XT-II-mRNA Expression wurden folgende synthetische Oligonukleotide verwendet:

Zielgen siRNA Sequenz Ziel-Exon
XT-IsiO1 sense CCCGGUCAGAAUCGCCUUUtt
XT-| Exon 4
XT-IsiO1 antisense AAAGGCGAUUCUGACCGGGtt
XT-IsiO2 sense GGACAAAUGACCAGUUGGULtt
XT-I Exon 5, 6
XT-IsiO2 antisense ACCAACUGGUCAUUUGUCCtg
XT-Isi65 sense GCAUCAUGCUACCAAUCUGtt
XT-| Exon 10
XT-Isi65 antisense CAGAUUGGUAGCAUGAUGCHt
XT-1IsiO1 sense GGCCGUUUAUCACGAGCAGtt
XT-II Exon 3
XT-lIsiO1 antisense CUGCUCGUGAUAAACGGCCtt
XT-1lsi68 sense CCUGUAUUUCUAUGACGACTtt
XT-I Exon 9
XT-lIsi68 antisense GUCGUCAUAGAAAUACAGGtg
XT-1IsiO3 sense GCCAUCAAGAACCCACACATtt
XT-lI Exon 11
XT-1IsiO3 antisense UGUGUGGGUUCUUGAUGGCtg

5.4.15.4 siRNA-Transfektion mit Lipofectamin 2000

Die zu transfizierenden Zellen werden einen Tag vor der Transfektion, in 9,6 cm?
Zellkulturschalen mit 0,2 ml/cm? FCS- und antibiotikahaltigem Zellkulturmedium mit einer
Konfluenz von 30% ausgesat. Vier Stunden vor der Transfektion wird das
Kultivierungsmedium gegen serumhaltiges antibiotikafreies Medium ausgetauscht, welches
von diesem Zeitpunkt an auch bei einer langeren Kultivierungsdauer verwendet wird. Damit
zum Einen die Verpackung der siRNA in Vesikel nicht inhibiert aber auch die Zellen nicht
toxifiziert werden, erfolgen samtliche Verdiinnungen der siRNA-Oligonukleotide und des
Transfektionsreagenzes mit serum- und antibiotikafreiem Zellkulturmedium.

Standardansatz fiir eine Transfektion:

Lésung A: 7,5-45 ul der siRNA-Oligonukeotidlésung (2,5 uM) werden mit 250 pl Medium

verdinnt.

Lésung B: Zu 250 yl Medium wurden 5yl Lipofectamin 2000 pipettiert, vorsichtig
gemischt und fur 5-25 min bei RT inkubiert.
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Lésung A und B werden vereint, fir 20 min bei RT inkubiert und anschlieffend auf die Zellen

gegeben.

5.4.15.5 siRNA-Transfektion mit RiboJuice
Bei einer Transfektion mit dem Transfektionsreagenz RiboJuice werden die Zellen analog zu
5.4.13.2. kultiviert. Abweichend davon werden die Zellen mit einer etwa 20% hoheren

Zelldichte fur die Transfektion ausgesat.

Standardansatz fiir eine Transfektion:

6 ul Riboduice werden mit 244 pl Medium ohne Zusatz Serum und Antibiotika verdinnt. Der
Ansatz wird durch mehrfaches Invertieren gemischt und fur 5 min bei RT inkubiert.
Anschliel3end werden 5 — 45 pul der siRNA-Oligonukleotidldsung (2,5 uM) zugegeben und der
Ansatz bei RT fur 15 min inkubiert. Danach wird die Lésung zu den Zellen gegeben und

12-16 h nach der Transfektion das Medium gewechselt.

5.4.16 Transformation von E. coli

Fur die Transformation werden chemisch-kompetente E. coli-Top10-Zellen bzw. E. coli-
GT116 verwendet. Kurz vor Ende der Ligationsreaktion werden die bei —80°C gelagerten
Zellen auf Eis aufgetaut. 2 ul des Ligationsansatzes werden zu den Zellen gegeben und fir
30 min auf Eis und 30 s bei 42°C im Wasserbad inkubiert. Die Zellen werden fir ca. 2 min
auf Eis abgekuhlt und nach Zugabe von 250 yl 37°C warmen SOC-Medium fir 1 h bei 37°C
inkubiert. Von der Suspension werden 30 pl auf eine LB-Zeocin-X-Gal-Platte bzw. eine LB-
Amp-Platte gegeben, die restliche Zellsuspension wird auf einer zweiten Platte ausplattiert.
Durch die erworbene Zeocinresistenz, welche auf dem Vektor psiRNA3-hH1GFPzeo G2
kodiert ist bzw. durch die Ampicilinresistenz, die auf dem pCR-2.1-TOPO Vektor kodiert ist,
erfolgt die Selektion plasmidhaltiger Klone. Sowohl E. coli TOP10-Zellen als auch E. coli
GT116-Zellen sind LacZ¥~ und kénnen aus diesem Grund keine funktionsfahige /-
Galaktosidase expremieren und deshalb das Laktose-Indigofarbstoffderivat X-Gal nicht
umsetzen. Das flr die vollstandige Funktion notwendige « -Fragment ist auf beiden Vektoren
innerhalb der MCS lokalisiert.

Durch eine Insertion kann das « -Fragment nicht exprimiert werden und positive Klone sind

zusatzlich durch eine Blau/WeilR-Selektion identifizierbar.
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SOC-Medium:
2% Trypton
0,5% Hefeextrakt
10 mM NacCl
2,5mM KCI
10 mM MgSO,
10 mM MgCl,
20 mM Glukose

5.4.17 Bestimmung der Zellzahl

Von einem definierten Volumen der Zellsusupension werden 50 ul mit 450 ul Tryptan-Blau-
Ldésung gemischt und davon 20 ul in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Die ermittelte
Zellzahl (x10%) entspricht der Gesamtzellzahl in 1 ml Zellsuspension, wobei eventuelle

Verdunnungen zu bericksichtigen sind.

5.5 Statistik

Daten, die innerhalb der zu vergleichenden Gruppen der Gauf¥’'schen Normalverteilung
folgten, wurden mit dem Student’s t Test ausgewertet. Fir nicht normalverteilte Daten wurde
der Mann-Whitney Test angewendet. Ein p-Wert von < 0,05 wurde dabei als signifikant

bewertet.
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6 Material und Gerate

6.1 Zelllinien

SAOS-2 (human, Osteosarkom), DSMZ, ACC 243 DSMZ, Braunschweig
SW1353 (human, Chondrosarkom), ATCC, HTB-94 ATCC, Rockville, USA
Humane mesenchymale Stammzellen Cambrex Bio Science,
aus Knochenmarkaspirat Walkersville, USA

6.2 Zellkulturmedien, -l6sungen und -reagenzien

Antibiotika-Lésung (100x) Sigma, Taufkirchen

Amphotericin B (25 pg/mL)
Penicillin (10 U/uL)
Streptomycin (10 mg/mL)

Chondrogenes Differenzierungsmedium Cambrex, Verviers, Belgien

DMEM (1 x High Glukose) PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
DPBS (9,5 mM) Cambrex, Verviers, Belgien

Fast Media Zeo X-Gal Invivogen, San Diego, USA

Fetales Kalberserum (FCS) Biowest, Nuaillé, Frankreich
Fugene6-Transfektionsreagenz Roche, Mannheim

L-Glutamin (100 x) (29,3 mg/mL) PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Mesenchymales Stammzell- Cambrex, Verviers, Belgien
Wachstums-Medium (MSCGM)

Osteogenes Differenzierungsmedium Cambrex, Verviers, Belgien

RPMI 1640 Cambrex, Verviers, Belgien
Trypsin-EDTA-L6sung (10 x) Cambrex, Verviers, Belgien

6.3 Bakterienstamme

Escherichia coli TOP10 Invitrogen, Groningen, NL

Genotyp: F, mcrA, A(mrr-hsdRMS.rcrBC), ¢80lacZAM15, Alac74, DeoR,
recA1, araD139, A(ara, leu)7697, galU, galKX', rpsL, endA1, nupG

Escherichia coli GT116 Invivogen, San Diego, USA
Genotyp: F7, mrcA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ¢80lacZM15, AlacX74, recA1 end
A1 AsbcC-sbcD
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6.4 Nahrmedien fiir Escherichia coli

Ampicillin-Lésung

LB-Medium

LB-Amp-Medium

LB- oder LB-Amp-Agar
LB low salt
SOC-Medium

200 mg/mL Ampicillin in 70%igem Ethanol

1% Pepton; 1% NaCl; 0,5% Hefeextrakt in dest. Wasser

LB-Medium mit 50-100 pg/L Ampicillin

LB-Medium oder LB-Amp-Medium mit 2% Agar
LB-Medium mit 0,5% NaCl

2% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 10 mM NacCl; 2,5 mM KCI,;

10 mM MgCly; 10 mM MgSQy,; 20 mM Glukose in dest.

Wasser

6.5 Vektoren
pCR2.1-TOPO
psiRNA-hH1GFPzeo G2

6.6 Reagenzien, Enzyme, Antikorper
Agar

Agarose

Albumin Fraktion V (BSA)

Ampicillin

Anti-V5-HRP-Antikérper (1,0 mg/mL)

BSA, nicht acetyliert

4-Chloro-1-naphtol
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs, 100 mM)
Dinatriumhydrogenphosphat

Dithiothreitol (DTT)

DNA-Langenstandard 1-kb-Leiter
DNA-Marker pUC19/Mspl

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid (500 pg/mL)

Exonuclease | (20.000 U/mL)

Formaldehyd

Glycerin

Haematoxylin

Invitrogen, Groningen, NL

Invivogen, San Diego, USA

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Groningen, NL
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Promega, Mannheim
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
MBLL, Bielefeld

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

New England BioLabs, Frankfurt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
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Hefeextrakt

Humanalbumin
HotFire-Tag-DNA-Polymerase
HotStar-Tag-DNA-Polymerase
Isopropanol

Kaliumchlorid

Kaliumfluorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Manganchlorid

MES

Methanol

Mineraldl

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumhydroxid

Nonidet P-40
NuPAGE-Antioxidant
NuPAGE-SDS-SampleBuffer
NuPAGE-ReducingAgent
Oligo dT-Primer
Paraformaldehyd

Pepton

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG
Platinum-Tag-DNA-Polymerase High Fidelity

Restriktionsenzyme und Restriktionspuffer

RNaseOUT (40 U/ul)

Salzsaure

SeeBlue Plus 2 pre-stained Standard
Seide (unbehandelt)

Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/pL)
Silbernitrat

Superscript Il RNase H Reverse Transcriptase

Szintillationsflussigkeit
T4-DNA Ligase

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Solis Biodyne, Tartu, Estland
Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Steinheim

Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
MBI Fermentas, St.Leon-Rot;
New England BiolLabs,
Beverly, USA

Invitrogen, Groningen, NL
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Groningen, NL
Idee, Bielefeld

Amersham Pharmacia, Freiburg
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Groningen, NL
Beckmann Coulter, CA, USA
AGS, Heidelberg
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T4-Polynukleotid-Kinase New England Biolabs, Frankfurt
Taqg-DNA-Polymerase Qiagen, Hilden
Trichloressigsaure Sigma, Taufkirchen
Triethylammoniumacetat (TEAA) Transgenomic, Berlin
Tris Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma, Taufkirchen
Tween 20 Sigma, Taufkirchen
UDP-["C]Xylose NEN / Perkin Elmer, Boston, USA
Wasser:
Rotisolv HPLC-Gradient-Grade Roth, Karlsruhe
Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen
Aqua B. Braun Braun, Melsungen
Millipore-Wasser Millipore, Eschborn
Wasserstoffperoxid (H20;), 30%ig Merck, Darmstadt
Zeocin Invitrogen, Groningen, NL
Ziege-anti-Kaninchen-TRITC; polyklonal Dianova, Hamburg
Ziege-anti-Kaninchen-HRP; polyklonal Dianova. Hamburg
6.7 Reagenziensatze
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit ABI, Foster City, USA
GenElute (HP) Plasmid Midiprep Kit Sigma, Taufkirchen
HiSpeed Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden
QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen, Hilden
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Groningen, NL

6.8 Software

Chromas http://www.technelysium.com.au/chromas.html
NEBcutter http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html
Oligo Primer Analysis, 5.0 National Biosciences, Plymouth, USA
Segman, 3.03 DNAStar Inc., Madison, USA

Sequence Analysis 3.7 Perkin Elmer, Foster City, USA

Prism 4.02 GraphPad Software, San Diego, CA, USA
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6.9 Sonstige Materialien
Blotting-Pads

Deckglaschen (& 12 mm)
DNA-SepCartridge
Filterpapiere

Fluoromount-G-Eindecklésung

MicroBio-Spin P-30 Tris Chromatography Columns

Neubauerzahlkammer
Nitrocellulosemembranen
PVDF-Membranen (Immobilon P)
ProGel-Tris-Glycin-Gele 8 - 16%

Vivaspin 0,5 mL Concentrator (3,000 MWCO PES)

6.10 Puffer und Losungen

Auftragspuffer fir Nukleinsduren

Block-Puffer

Chloronaphtol-Substratlésung

Citrat-Phosphat-Puffer, pH 5,0
PBS, pH 7,2

PBST, pH 7,2
Substratreagenz (XT-Test)

TE-Puffer, pH 7,5
Transferpuffer (25 x)

Transferpuffer (1 x)

Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (10 x)
Tris/HCI-Puffer, pH 7,2

Invitrogen, Groningen, NL
Roth, Karlsruhe
Transgenomic, Berlin
Invitrogen, Groningen, NL
Southern Biotech, Birmingham,
UK

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Fleischhacker, Meckenheim
Sartorius, Gottingen

Invitrogen, Groningen, NL
Anamed, Darmstadt

Vivascience, Hannover

0,05% Xylencyanol, 0,05% Bromphenolblau
60% Saccharose in dest. Wasser

PBS-T mit 5% BSA

5 mL Citrat-Phosphat-Puffer; 1 mL 4-Chloro-1-
naphtol (3 mg/mL in Methanol); 2,5 pL H,0,
(30%)

0,1 M Zitronensaure; 0,2 M Na,HPO,4-2H,0
140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM
Na,HPO,2H,0; 1,5 mM KH,PO, in dest.
Wasser

PBS mit 0,1% (v/v) Tween-20

1 uM UDP-["“C]Xylose; 0,6% solvatisiertes
Seidenfibroin; 50 mM KCI; 10 mM KF; 10 mM
MnCl, ; 10 mM MgCl,; 50 mM 4-Mor-
pholinoethansulfonsaure-HCI (MES), pH 6,5
10 mM Tris, 1 mM EDTA in dest. Wasser
Anamed, Darmstadt

4% Transferpuffer (25%); 10-20% Methanol;
0,1% NuPAGE-Antioxidant in dest. Wasser
Invitrogen, Groningen, NL

0,1 M Tris in dest. Wasser
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Tris-Glycin-SDS-Laufpuffer (10 x)
Tris-Glycin-SDS-Probenpuffer (2 x)
Zelllyse-Puffer, pH 7,8

6.11 Gerite

ABI Prism 310 Genetic Analyzer
ABI Prism 7200 Sequence Detector
Autoklav

Automatikpipetten

Brutschrank fur Zellkultur
Elektrophoresekammern
Elektrophoresesystem Xcell 1| Mini-Cell
Flexcell System
Fluoreszenzplattenreader

HPLC (Waters Alliance 2795)
ESI-MS

LightCycler

Mikroskop, Nikon Eclipse TE2000-S
Mastercycler ep realplex
Spannungsgerat PS 3002
Spannungsgerat PS 500

Sterilbank Variolab W 90 (Klasse 1)
Szintillationszahler Tri-Carb 2800 TR
Tgradient ThermoCycler
Thermocycler

UV-llluminator

XCell lI-Blot Modul

Zentrifuge

Anamed, Darmstadt
Anamed, Darmstadt
50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40

Perkin Elmer, Foster City, USA
Perkin Elmer, Foster City, USA
Tecnorama, Fernwald
Eppendorf, Hamburg

Tritec, Hannover

Pharmacia, Freiburg, AGS, Heidelberg
Invitrogen, Groningen, NL
Dunn, Asbach

Tecan, Crailsheim

Waters, Eschborn

Waters, Eschborn

Roche, Mannheim

Nikon, Dusseldorf

Eppendorf, Hamburg

Gibco BRL, Eggenstein
Renner, Darmstadt

Waldner, Wangen

Perkin Elmer, Foster City, USA
Biometra, Gottingen

Landgraf Laborgerate, Langenhagen
Renner, Darmstadt

Invitrogen, Groninigen, NL

Qualitron, Korea
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Abkurzungen

7

Abb.
AK
Amp
ATP
bp
BSA

°C
cDNA
cm
CTP
Da
DCM
ddNTP
DMSO
DNA
dNTP
dpm
dT
DTT
ECM
E. coli
EDTA
ER
ESI

GAG
Gal

GFP
GTP

HCFs
hMSCs

Abkilirzungen

Ampeére

Abbildung

Antikdrper

Ampicillin
Adenosintriphosphat
Basenpaare

Bovines Serumalbumin
Konzentration

Grad Celsius

Copy-DNA

Zentimeter
Cytosintriphosphat

Dalton

dilatative Kardiomyophatie
Didesoxyribonukleosidtriphosphat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
radioaktive Zerfalle pro Minute
Desoxythymidin

Dithiothreitol

extrazellulare Matrix
Escherichia Coli
Ethylendiamintetraacetat
Endoplasmatisches Retikulum
Elektronenspray-lonisation
Gramm

Glykosaminoglykane
Galactose

Green fluoreszent protein
Guanintriphosphat

Stunde (hour)

humane kardiale Fibroblasten

humane mesenchymyale Stamzellen

Immunglobulin G
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IPTG

kb
kDa

mA
mg

ml

MS

mg

ml

mU
MES
min
MOPS

ng

nm
NMGT
PAA
PAGE
PBS
PBST
PCR
pH
POD
PVDF
RNA
rpm
RT

SDS
T4
Tab
Taq

Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid
Kilo

Kilobasen

Kilodalton

Milli

Milliampére

Milligramm

Milliliter

Molar

Massenspektrometrie

Mikro

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrounit
2-(N-morpholin)-ethansulfonsaure

Minute

3-(N-morpholin)-propansulfonnsaurre

Nano
Nanogramm

Nanometer

Nominelle Molekulargewichtstrenngrenze

Polyacrylamid
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Phosphate buffered saline

PBS mitTween20

Polymerase-Kettenreaktion

negativer dekadischer Logarithmus der H*-lonenkonzentration

Peroxidase
Polyvinylenfluorid
Ribonukleinsaure
Rounds per minute
Raumtemperatur
Sekunde

Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl! sulphate)

Bakteriophage T4
Tabelle

Thermus aquaticus
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TBE
TCA
TGF-B8
Tris
TTP

ubP
uv

xGal
XT
Xyl
ZKU

Tris-Borat-EDTA

Trichloressigsaure

Transforming growth factor beta

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Thymintriphosphat

Unit

Umdrehung

Uridindiphosphat

Ultraviolett

Volt

5-Brom-4-chlor-3-indolyl- /5 -D-galaktopyranosid

Xylosyltransferase

Xylose

Zellkulturtberstand

Abkiirzungen fiir Aminoséuren:

I GG m m oo >

< —

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys

Leu

Alanin

Cystein
Aspariginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

Leucin

< s<4wmw®xIOTV=zZEZ

Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val

Trp
Tyr

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin
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