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Einleitung 1

1. Einleitung

In mehrzelligen Organismen stellt die extrazellulire Matrix (ECM) ein komplexes, aber
geordnetes Geflecht zellumgebender Makromolekiile dar, die fiir den Zusammenhalt und die
Dynamik des Gewebeverbandes sorgen. In den Bindegeweben nimmt die ECM im
allgemeinem mehr Raum ein als die sie produzierenden Zellen und bestimmt die
physikalischen Eigenschaften des Gewebes. Neben dieser Aufgabe als Struktur gebendes
Netzwerk iibt die Matrix aber auch FEinfluss auf zelluldre Funktionen aus. Zell-Matrix-
Interaktionen, vermittelt durch spezifische Zellrezeptoren bzw. durch Zell bindende
Matrixmolekiile, spielen eine Rolle bei der Adhidsion und Migration, sowie bei der
Differenzierung und Genexpression von Zellen. Weiterhin kdnnen Wachstumsfaktoren in der
ECM gespeichert und zu den noétigen Zeitpunkten freigesetzt werden, wodurch die
Morphogenese und der zellulire Metabolismus beeinflusst werden (Behonick und Werb,
2003; Gelse et al., 2003).

Gebildet wird die ECM von unterschiedlichen, oft strukturell dhnlichen Makromolekiilen, die
sich in die Hauptklassen der Kollagene, Proteoglykane und strukturellen Glykoproteine
unterteilen lassen (Aumailley und Gayraud, 1998; Adams und Watt, 1993; Hay, 1981).
Binde- und Stiitzgewebe zeichnen sich durch eine Formenvielfalt und ein entsprechendes
breites Spektrum der ihnen obliegenden Funktionen aus. In der Gruppe der geformten
Stiitzgewebe werden neben dem Sehnengewebe die eigentlichen Skelettsubstanzen wie
Knorpel- und Knochengewebe zusammengefasst. Diese Gewebe bilden lebensnotwendige
Strukturen, welche die inneren Organe des Korpers schiitzen und die Koérperform erhalten

(Romer und Parsons, 1991).

1.1 Knorpelgewebe

Knorpel gehort zu den Binde- und Stiitzgeweben, die sich entwicklungsbiologisch vom
Mesoderm ableiten (Kristic, 1988). In der ECM des Knorpels, die den weitaus grofiten Anteil
dieses Gewebes ausmacht, sind einzeln oder in Gruppen die rund geformten Knorpelzellen
(Chondrozyten) eingebettet. Sie stellen den einzigen Zelltyp dieses spezialisierten Gewebes

dar. Der Knorpel ist weder innerviert noch vaskularisiert, was zur Folge hat, dass die



2 Finleitung

Chondrozyten mit den notwendigen Nihrstoffen ausschlieBlich durch Diffusion aus dem
Perichondrium, aus der Synovialfliissigkeit und aus dem subchondralen Knochen versorgt
werden miissen. Aufgrund der Morphologie und Zusammensetzung der ECM wird Knorpel in

drei Typen unterteilt (Horton, 1993; Temenoff und Mikos, 2000):

Elastischer Knorpel, der z.B. in der Ohrmuschel, der Ohrtrompete, im duBleren Gehorgang
und im Kehlkopfdeckel vorkommt, erhilt seine Verformbarkeit und Biegsamkeit durch das
Vorhandensein eines ausgepréigten Elastinnetzwerkes in der ECM. Er erscheint gelblich und

besitzt keine kalzifizierten Bereiche.

Der am hiufigsten vorkommende hyaline Knorpel ist biegsam und besitzt ein glasig
homogenes, bldulich schimmerndes Erscheinungsbild. In Wirbeltieren ist er in zwei
funktional verschiedenen Situationen, als permanenter Knorpel (z.B. in Gelenken) oder als
Ersatzknorpel (z.B. in Wachstumsfugen), vorzufinden. Wiahrend der Entwicklung werden
kiinftige Skelettanlagen aus hyalinem Knorpel gebildet, um dann spéter im Prozess der
enchondralen Ossifikation durch Knochen ersetzt zu werden. Permanenter hyaliner Knorpel
kommt im adulten Organismus neben den Gelenken in der Trachea, der Nase, dem Kehlkopf,

den Bronchien und den Rippen vor.

Faserknorpel nimmt eine Zwischenstellung zwischen dem dichten Bindegewebe und dem
hyalinen Knorpelgewebe ein und zeichnet sich durch eine sehnige Struktur aus. Die ECM
besteht hier zum groften Teil aus Kollagenfasern. Man findet Faserknorpel in den

Zwischenwirbelscheiben, der Schambeinfuge, dem Kiefergelenk und in den Menisci.

1.1.1 Die extrazelluliire Matrix des hyalinen Knorpels

Suprastrukturell besteht die ECM des hyalinen Knorpels aus zwei Komponenten:
Charakteristisch gebdnderte Fibrillen bilden ein dreidimensionales Netzwerk und sind von
einer homogenen, raumfiillenden Matrix umgeben. Die Fibrillen bestehen zum gréfSten Teil
aus Kollagenen und gewihrleisten die Bestindigkeit des Knorpels gegen mechanische
Spannung. Die Hauptbestandteile der extrafibrilldren Matrix sind hydratisierte Proteoglykane,
die fiir den hohen Kompressionswiderstand des Knorpels sorgen. Die funktionelle Einheit des

hyalinen Knorpels wird als Chondron bezeichnet, das sich als Kapselstruktur aus einem



Einleitung 3

einzelnen Chondrozyten und der ihn konzentrisch umgebenden Matrix zusammensetzt.
Hierbei variiert die Zusammensetzung der ECM in Abhédngigkeit von der Distanz zum
Chondrozyten. Die perizelluldre Matrix besteht aus einem dichten Proteoglykanmantel, der
direkt der Plasmamembran der Zellen angelagert ist. Es folgt der territoriale Bereich, ein
korbdhnliches Netzwerk, welches aus tangential angeordneten Fibrillen und diinnen
Filamenten besteht. Zufillig orientierte Fibrillen und Proteoglykane sind ebenfalls vorhanden.
In der interterritorialen Matrix sind dickere Fibrillen in einer anderen Orientierung lokalisiert

(Poole et al., 1984; Ratcliff et al., 1984).

1.1.1.1 Kollagene des hyalinen Knorpels

Kollagene gehdren zu den Proteinen, deren charakteristisches Merkmal es ist, in wesentlichen
Teilen tripelhelikal aufgebaut zu sein. Die Tripelhelix wird aus drei Polypeptidketten
(a-Ketten) gebildet, wobei die a-Ketten eine (Gly-X-Y),-Sequenz aufweisen. Hierbei steht X
hiufig fiir Prolin und Y fiir Hydroxyprolin. Derzeit werden etwa 29 verschiedene Vertreter zu
dieser heterogenen Proteingruppe gezdhlt, wobei im Knorpel unter physiologischen
Bedingungen die Kollagene II, VI, IX, X, XI, XII, XIII, XIV, XVI, XX und XXVII
vorkommen, welche unterschiedlich stark exprimiert werden und teilweise fiir verschiedene
Differenzierungsstadien spezifisch sind (van der Rest und Garrone, 1991; Lai und Chu, 1996;
Koch et al., 2001; Gelse et al., 2003; Pace et al., 2003). Kollagene bilden, zusammen mit
anderen Kollagentypen oder ECM-Molekiilen, viele verschiedene supramolekulare Strukturen
der ECM, wobei die Fibrillenbildung einiger Kollagenspezies eine besondere Eigenschaft
darstellt. Fibrillen weisen eine komplexe Struktur auf, und die verschiedenen Molekiile diirfen
nicht isoliert betrachtet werden (Prockop und Kivirikko, 1995). Im embryonalen
Hiihnersternum z.B. sind in den heterotypischen Fibrillen der ECM die Kollagene II, IX und
XI im Verhéltnis 8:1:1 als eine Art Kopolymer vorhanden (Mendler et al., 1989).

Kollagen I1

Kollagen II stellt die héufigste Komponente der quergestreiften Fibrillen im Knorpel
(Mendler et al., 1989) und von knorpelédhnlichen Geweben wie dem Glaskorper, der Cornea
oder dem Nucleus pulposus dar. Es gehort zusammen mit den Kollagenen I, III, V und XI zu

den fibrillenbildenden Kollagenen, die sich durch groB3e (ca. 1000 AS) tripelhelikale Bereiche
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auszeichnen. Sie werden als Prokollagene synthetisiert, und ihre N- und C-Propeptide werden
extrazelluldr durch spezifische Proteasen entfernt, wodurch erst die Bildung der Fibrillen
ermdglicht wird. Die Tripelhelix des Kollagens II besteht aus drei identischen al-Ketten
[a1(ID)]5, die ein homotrimeres Molekiil bilden, welches in der Grof3e und den biochemischen
Eigenschaften dem Kollagen I dhnelt (Bruckner und van der Rest, 1994). Durch alternatives
Spleiflen wird Prokollagen II in zwei verschiedenen Varianten exprimiert. Dem Transkript 11B
fehlt, im Gegensatz zu ITA, das Exon 2, welches fiir eine globulédre Cystein-reiche Doméne im
N-terminalen Propeptid kodiert. Das Transkript ITA wird im priachondrogenen Mesenchym
(Sandell et al., 1991), in Osteophyten (Matyas et al., 1997) sowie im Perichondrium oder in
chondrogenen Tumoren (Aigner et al., 2000) detektiert. Der Wechsel der Expression von ITA
zu IIB ldsst eine unterschiedliche Rolle der Transkripte wihrend des Entwicklungsprozesses
vermuten, und die [IB-Variante repriasentiert einen spezifischen Marker fiir adulten Knorpel.

Mutationen im humanen COL2A1-Gen fithren zu unterschiedlich stark ausgeprigten
Chondrodysplasien, die zu Knochendeformationen und Minderwuchs des Korpers fithren
(Williams und Jimenez, 1995; Olsen, 1996). Weitere Mutationen im Kollagen II-Gen sind bei
2 % der Patienten mit einer familidren frithen Osteoarthrose zu finden (Ritvaniemi et al.,

1995).

Kollagen IX

Kollagen IX gehort zu der Gruppe der FACIT-(fibril-associated collagens with interrupted
triple helix) Kollagenen (Shaw und Olsen, 1991). Die drei Ketten des heterotrimeren
Kollagen IX-Molekiils, a1(IX), a2(IX) und a3(IX) formen tripelhelikale Doméinen (COL1-
3), welche durch globulére, nicht-tripelhelikale Bereiche (NC1-4) unterbrochen sind (van der
Rest und Garrone, 1991). Mit Ausnahme der N-terminalen NC4-Doméne der al(IX)-Kette
(243 AS-Reste) sind die anderen NC-Doménen relativ klein (< 30 AS-Reste). An der NC3-
Doméne der a2(IX) Kette kann eine Chondroitinsulfatkette variabler Linge kovalent
gebunden vorkommen (McCormick et al., 1987). Aufgrund eines alternativen Promotors wird
die NC4-Domaine der a1(IX)-Kette nicht zwangsldufig exprimiert (Muragaki et al., 1990), so
dass eine verkiirzte Kollagen IX-Form existiert, die in verschiedenen embryonalen Geweben,
wie dem Notochord, der Cornea und dem Glaskorper vorhanden ist (Swiderski und Solursh,
1992; Sovantaus et al., 1998).

Kollagen IX nimmt bei der Formierung der quergestreiften Fibrillen eine Schliisselrolle ein,

da es sechs verschiedene Cross-linking sites besitzt und somit als interfibrillires
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Adaptermolekiil fungiert (Eyre et al., 2002). Durch spezifische Verankerungsbereiche haftet
Kollagen IX antiparallel auf der Oberfliche von Kollagen II-Fibrillen (Wu et al., 1992). Eine
,»Gelenkregion® in der NC3-Domine erlaubt, dass diese Doméne aus der Fibrille herausragt
und mit anderen Kollagen IX-Molekiilen bzw. anderen Matrixkomponenten interagiert
(Mayne, 1989; van der Rest und Mayne, 1988).

Das Ausschalten der al(IX)-Kette (Fassler et al., 1994) fiihrt zu einem funktionellen Knock-
out des gesamten Kollagen IX-Proteins bei Miusen (Hagg et al., 1997), woraus allerdings
kein spezifischer Phanotyp resultiert. Homozygote Knock-out-Mause zeigen direkt nach der
Geburt keine Abnormalititen des Skelettes, entwickeln aber spéter eine Osteoarthrose-
dhnliche Gelenkdestruktion. Obwohl bei diesen Maédusen Fibrillen mit einem
knorpelspezifischen Durchmesser (20 nm) zu finden sind, ist die Matrix gegeniiber
mechanischen Verletzungen stirker empfindlich. Dieser Befund geht einher mit der
propagierten Funktion von Kollagen IX, dass es fiir die Organisation und Stabilisierung von
Knorpelfibrillen verantwortlich ist (Blaschke et al., 2000). Mutationen in den humanen
COL9AI, -A2 und -A3 Genen fithren zu multipler epiphysdrer Dysplasie (EDM2), zu
Osteoarthrose oder zu Schiden der Wirbelsdulenzwischenscheiben (Bonnemann et al., 2000;

Annunen et al., 1999).

Kollagen X1

Kollagen XI wird im Knorpel als Heterotrimer aus den drei Polypeptidketten a1(XI), a2(XI)
und a3(XI) gebildet (Eyre et al., 1987). Die Primérsequenz der a3(XI)-Kette ist identisch mit
der Sequenz der a2(I)B-Kette, und die Unterschiede beider Ketten werden durch
posttranslationale Modifikationen verursacht (von der Mark et al., 1999). Die al(XI)-Kette
kann Heterotrimere mit Kollagen V-Ketten bilden, die im Glaskorper und in Knochen
gefunden werden (Niyibizi und Eyre, 1989; Bishop et al., 1994)). Kollagen XI bildet den
Kern der quergestreiften Kollagen II-Heterofibrillen (Bateman et al., 1996). Punktmutationen
in den humanen COL11A1- und COL11A2-Genen fiihren zu Abnormalititen wihrend der
Skelett- und Augenentwicklung in Familien mit dem Stickler-Syndrom, welches eine
spezifische Form der Chondrodysplasie darstellt (Vikkula et al., 1995). Die homozygote
cho/cho-Maus exprimiert die ol(XI)-Polypeptidkette nicht und stirbt aufgrund schwerer
Schiaden bei der Knorpel- und Knochenentwicklung bei der Geburt. In der Knorpelmatrix
dieser Maus werden anormale breit gebidnderte Fibrillen gefunden (Seegmiller et al., 1971; Li

et al, 1995), was die These unterstiitzt, dass Kollagen XI den Durchmesser von
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knorpelspezifischen Fibrillen reguliert bzw. limitiert (Blaschke et al., 2000). In vitro
Fibrillogenese-Versuche zeigen, dass bei einer knorpelspezifischen Mischung der Kollagene
II und XI im Verhéltnis von 8:1 in vivo dhnliche Fibrillen entstehen. Steigt der Anteil an

Kollagen II, so wird auch hier die Bildung breiterer Aggregate (Taktoide) beobachtet.

Kollagen VI

Kollagen VI besteht als Heterotrimer aus drei verschiedenen a-Ketten, al(VI), a2(VI),
a3(VI), die alle kurze tripelhelikale Doméanen sowie grof3e globulédre terminale NC-Doménen
(Weil et al., 1988; Chu et al., 1987) besitzen. Dies gilt im Besonderen fiir die a3-Kette, die
eine wesentlich groBBere N-terminale Doméne als die anderen Ketten zeigt. Die terminalen
Dominen entstehen sowohl durch alternatives Spleilen als auch durch intra- und
extrazelluldre posttranslationale Prozessierung (Aigner et al., 2002). Innerhalb der
tripelhelikalen Doménen befinden sich zahlreiche Arg-Gly-Asp-(RGD)-Sequenzen, die eine
Integrin vermittelte Zelladhdsion ermoglichen. Kollagen VI-Molekiile assemblieren zu
antiparallel angeordneten Dimeren, die durch laterale Aggregation parallele Tetramere
formen. Nach Sekretion in die ECM bildet sich durch Verkniipfung der Tetramer-Enden ein
mikrofibrillires Netzwerk, welches in allen Bindegeweben, auler im Knochen, zu finden ist
(Keene et al., 1988; von der Mark et al., 1984). Auf ultrastruktureller Ebene erscheinen Typ
VI-Kollagenfibrillen als Mikrofibrillen bzw. als perlenkettendhnliche Filamente (beaded
filaments). Im Gelenkknorpel ist Kollagen VI in der perizelluliren Glykokalix und in der
Chondronkapsel vorhanden, wo es eventuell Aufgaben bei der Adhdsion von Chondrozyten
und der Aufrechterhaltung der Chondronintegritét tibernimmt (Poole, 1997). Durch rezessive
Mutationen in den Kollagen VI-Genen wird die Ullrich-Dysthrophie verursacht, wohingegen
dominante Mutationen zur milderen Bethlem-Myopathy fiihren (Myllyharju und Kivirikko,
2001; Pan et al., 2003).

Kollagen X

Das homotrimere Kollagen X gehort zu den kurzen netzwerkbildenden Kollagenen und ist
charakteristisch im hypertrophen Knorpel der Wachstumsfuge, sowie in Rippen und Wirbeln
zu finden (Kiihn, 1986). Da es ausschlieBlich von hypertrophen Chondrozyten exprimiert
wird, gilt es als Markerprotein flir die Spatdifferenzierung dieser Zellen. Die Kollagen X-

Ketten bestehen aus groBen C-terminalen, kurzen N-terminalen und zentralen tripelhelikalen
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Dominen, die ein Molekulargewicht von ca. 59 kDa besitzen (Schmid und Linsenmayer,
1987). Fiir Kollagen X wird eine Funktion wéhrend der enchondralen Ossifikation bei der
Matrixkalzifizierung diskutiert, was durch die Beobachtungen gestiitzt wird, dass es in der
mineralisierten Zone von artikulirem Knorpel spezifisch exprimiert wird (Gannon et al.,
1991; Walker et al.,, 1995). Im fotalen Knorpel ist Kollagen X in diinnen Filamenten
organisiert oder kommt assoziiert an Kollagen II-Fibrillen vor (Schmid und Linsenmayer,
1990). Mutationen im COL10A1-Gen, die zur Stérung der Tripelhelix fiihren, verursachen
eine metaphysdre Chondrodysplasie vom Schmid-Typ (SMCD), was zu verkiirzten
Gliedmaflen und Skelettdeformationen fithrt (Warman et al., 1993). Die Phénotypen von
Kollagen X-defizienten Maiusen dhneln teilweise der SMCD, wobei unterschiedliche

Auspriagungen beobachtet werden (Jacenko et al., 1993, Kwan et al., 1997).

1.1.1.2 Nicht-kollagene Matrixproteine des Knorpels

Viele der nicht-kollagenen Matrixproteine des Knorpels sind Proteoglykane, die nach den
Kollagenen die zweithdufigste Komponente des Gewebes darstellen. Der Proteinkern der
Molekiile ist mit ein oder mehreren verschiedenen Glykosaminoglykan (GAG)-Ketten
assoziiert, wobei Hyaluronsdure, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Keratansulfat und
Heparansulfat unterschieden werden. Im artikuldren Knorpel sind sowohl groB3e monomere
Aggregate (z.B. Aggrekan) als auch kleine Proteoglykane (z.B. Dekorin, Biglykan,
Fibromodulin) vorhanden. Die groen Proteoglykane sind fiir die physikalischen
Eigenschaften des Knorpels verantwortlich, wohingegen den kleinen Proteoglykanen eine
Rolle bei der Zellfunktion und Organisation der Kollagenmatrix zugesprochen wird
(Buckwalter und Mankin, 1998; Wirth und Rudert, 1996). Im Gegensatz zu Proteoglykanen
sind bei Glykoproteinen (z.B. COMP) nur wenige Oligosaccharide mit dem Proteinkern
verkniipft. Diese Molekiile spielen bei der Stabilisierung der Matrix und bei Chondrozyten-
Matrix-Interaktionen eine Rolle. Im artikuldren Knorpel werden noch weitere nicht-kollagene
Proteine in der extrazelluldren Matrix gefunden (z.B. Fibronektin, Tenascin), die &dhnliche
Funktionen wie die Glykoproteine besitzen (Roughley, 2001). Eine Ubersicht iiber
knorpelspezifische nicht-kollagene Proteine zeigt Tabelle 1.1:
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Tab. 1.1 Proteoglykane und nicht-kollagene Matrixproteine des Knorpels

Proteoglykane (PGs) Andere Matrixproteine

Aggregat-bildende PGs Strukturgebende Proteine
Aggrekan COMP (Thrombospondin-5)
Versikan Thrombospondin-1 und -3

Leucin-rich repeat PGs CMP (Huang et al., 1999)
Biglykan (DS-PGI) Matrilin-3
Dekorin (DS-PGII) CILP
Epiphykan (DS-PGIII) C-Typ Lektin
Fibromodulin Fibronektin
Lumikan PRELP

Andere Chondroadherin
Perlekan Tenascin-C
SZB/Lubrikin Fibrillin

Elastin
Regulatorische Proteine
gp-39
Matrix Gla-Protein/MGP
Pleiotrophin
Chondromodulin-I
Chondromodulin-II
CD-RAP
Andere
Chondrokalzin
PARP

CD-RAP: cartilage-derived retinoic acid responive protein; CILP:cartilage
intermediate layer protein, CMP: cartilage matrix protein; COMP: cartilage
oligomeric protein; DS-PG (1, 1, 1II): dermatan sulfate proteoglycan (1, 11, 111);
gla: gammacarboxyglutamic acid, gp: glycoprotein, PARP: proline- and
arginine-rich protein; PRELP: proline- and arginine-rich end leucine-rich repeat
protein; SZP: superficial zone protein. Modifiziert nach Roughley, 2001.

1.2. Entstehung und Aufbau der Wachstumsfuge

Es werden zwei Prozesse der Osteogenese unterschieden. Beide Arten der Knochenbildung
beginnen mit der Kondensation mesenchymaler Vorlduferzellen, verlaufen aber auf
unterschiedlichem Wege weiter. Bei der intramembranosen Ossifikation differenzieren die
mesenchymalen Zellen direkt zu Osteoblasten, welche die Knochenmatrix aufbauen (bei
Plattenknochen, z.B. Schideldeckelknochen). Bei der enchondralen Ossifikation hingegen
wird zuerst eine knorpelige Anlage durch Chondrozyten geformt und dann spiter durch
Knochen und Knochenmark ersetzt (Chung, 2004). Dieser Prozess findet bei den meisten
Knochen mesodermalen Ursprungs, vor allem bei den Réhrenknochen, statt. Die enchondrale

Ossifikation soll im Folgenden ndher betrachtet werden.
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1.2.1 Enchondrale Ossifikation

Die enchondrale Ossifikation beginnt mit der Kondensation mesenchymaler Vorlduferzellen
an den zukiinftigen Orten der Skelettelemente (Poole, 1991). Die Zellen differenzieren weiter
zu  funktionalen = Chondrozyten, welche mit der  Expression spezifischer
Knorpelmatrixkomponenten, wie z.B. Kollagen II und Aggrekan, beginnen. In der Mitte der
knorpeligen Anlage bildet sich das primédre Ossifikationszentrum, in dem nach
Hypertrophierung der Chondrozyten die Substitution von Knorpel durch Knochen beginnt.
Das knocherne Zentrum expandiert in beide Richtungen der Langsachse der Knorpelanlage.
An den Enden der Rohrenknochen entstehen zeitlich verzogert sekundére
Ossifikationszentren, die Epiphysen. Diese breiten sich ebenfalls zentrifugal aus, wobei die
Gelenkflichen knorpelig bleiben. Zwischen beiden Ossifikationszentren verbleiben die
Wachstumsfugen als knorpelige Zonen (siche Abb. 1.1). Hier findet das Liangenwachstum der
Knochen durch die koordinierte Abfolge von Proliferation und Hypertrophie der

Chondrozyten, Mineralisation und Knorpelabbau sowie Knochenneubildung statt.

2.0Z

—— Wachstums-
fuge

Knochen

Knochen-
mark

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der enchondralen Ossifikation. Mesenchymale Zellen in
der GliedmaBenknospe kondensieren (A-C) und bilden die knorpelige Anlage fiir den Knochen (D). In der Mitte
dieser Anlage werden die Chondrozyten hypertroph (E). Es kommt zur Vaskularisierung und es wird neue
Knochenmatrix gebildet (F). Die Knochenmarkhohle und die Wachstumsfuge entstehen (G). Im epiphysiren
Knorpel wird das sekundére Ossifikationszentrum (2.0Z) gebildet (G-H). Modifiziert nach Cancedda et al.,
1995.

Mit dem Erreichen der Geschlechtsreife erwirkten hohe Konzentrationen an Sexualhormonen
die Hypertrophie der Wachstumsfugen-Chondrozyten, so dass auch der verbleibende Knorpel

durch Knochen ersetzt und das Knochenwachstum eingestellt wird.
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1.2.2 Aufbau der Wachstumsfuge

Die Wachstumsfuge zeigt aufgrund der verschiedenen Differenzierungsstadien der
Chondrozyten eine charakteristische horizontale Gliederung (Hunziker, 1994). Direkt
benachbart zur Epiphyse werden Ruhechondrozyten gefunden. Es schliefen sich
proliferierende Chondrozyten in der eigentlichen Wachstumszone an. AnschlieBend folgen
hypertrophe und apoptotische Chondrozyten, die den Ubergang zum enchondralen
Ossifikationsbereich der Diaphyse bilden. Die folgende Abbildung (1.2) zeigt einen Schnitt
durch den proximalen Teil einer Rattentibia und eine schematische Darstellung der

Wachstumsfuge.

Ruhzchondrozyt

proliferative
Chondrozyten

hypertrophe
Chondrozyten

vaskulare
Invasion

Wineralisierung

— Knochen

Abb. 1.2: Schnitt durch den proximalen Teil einer Rattentibia. A: E - epiphysérer Knochen,
G - Wachstumsfugenknorpel, V - Vaskularisierungszone, M - Metaphyse. Balken 1 mm. B: VergroBerung des
Ausschnitts G: RZ - Ruhezone, PZ - Poliferationszone, UHZ - obere hypertrophe Zone, LHZ - untere
hypertrophe Zone, 1Z - Vaskularisierungszone. Balken 100 pum. C: Schematische Darstellung der zeitlichen
Anderung in der Wachstumsfuge und Lebenszyklus eines einzelnen Chondrozyten. Aus Hunziker et al., 1987.
(A,B); Horton, 1993 (C).

Ruhezone

Die Chondrozyten der Ruhe- oder Reservezone sind kleine, runde, meist einzeln liegende
Zellen, die mit einer flir den hyalinen Knorpel typischen Matrix umgeben sind (Hunziker,
1994). Die Zellen proliferieren kaum und sind metabolisch wenig aktiv. Die Aufgabe der
Ruhezone ist weitgehend ungeklédrt. Abad et al. (2002) zeigten, dass in der Ruhezone
Stammzellen-dhnliche Zellen vorhanden sind, die neue Klone proliferierender Chondrozyten
generieren konnen. Die Zellen dieser Zone sind entscheidend fiir die Orientierung der

sdulenartigen Anordnung der proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten, eventuell
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vermittelt durch einen growth plate-orienting factor (GPOF). Weiterhin wird vermutet, dass
Ruhechondrozyten einen die Spétdifferenzierung der proliferierenden Zellen inhibierenden

Faktor produzieren (Abad et al., 2002).

Proliferative Zone

Als Zeichen der gesteigerten Proliferation nimmt die Mitoserate der hier lokalisierten
Chondrozyten stark zu, wobei sich die Mitosespindeln senkrecht zur Léngsachse des
Knochens anordnen (Stevenson et al., 1990). Die damit verbundene gesteigerte Produktion
von ECM fiihrt nach der Zellteilung zuerst zu einem Auseinanderdrangen der Zellen in
horizontaler Ebene, und anschlieend bilden sich in longitudinaler Richtung Séulen aus
abgeflachten Chondrozyten aus (Hunziker, 1994). Die synthetisierte ECM ist der der
Ruhezone dhnlich. Ab einem bestimmten Zeitpunkt verlieren proliferative Chondrozyten die
Féhigkeit zur Zellteilung und werden prahypertroph, wobei das Zellvolumen vergroBert wird,

so dass eine Ubergangszone entsteht.

Hypertrophe Zone

In dieser Zone entstehen aus den prahypertrophen Chondrozyten, die am weitesten von der
Epiphyse entfernt sind, durch terminale Differenzierung hypertrophe Chondrozyten. Diese
zeichnen sich durch eine bis zu zehnfache Volumenzunahme gegeniiber proliferativen Zellen
und eine starke ECM-Synthese aus. Dieses Differenzierungsstadium der Chondrozyten ist
durch einen Anstieg des intrazelluldren Kalziumspiegels charakterisiert, was notwendig fiir
die Sekretion von Matrixvesikeln durch hypertrophe Chondrozyten ist (Wang und Kirsch,
2002; Anderson, 2003). In Matrixvesikeln sind groe Mengen an Kalzium-bindenden
Annexinen vorhanden, die die Kalziumaufnahme in die Vesikel ermdglichen (Kirsch et al.,
2000; Wang et al., 2003). Durch die Vesikel werden Kalziumphosphat, Hydroxylapatit,
Phosphatasen (u. a. Alkalische Phosphatase, ALP) und Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
sektretiert, was zur Mineralisierung und Degradation der sie umgebenden Matrix fiihrt.
AnschlieBend wird die mineralisierte knorpelige Matrix vaskularisiert und durch
einwandernde Chondroklasten/Osteoklasten degradiert (Lewinson und Silbermann, 1992; Vu
et al., 1998). Die dort angesiedelten Chondrozyten unterliegen der Apoptose, welche durch
den erhohten intrazelluldren Kalziumspiegel (Aktivierung von Proteasen, Lipasen und

Nukleasen), durch Retinoinsdure und Vitamin D reguliert wird (Waring und Beaver, 1996;
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Wang et al., 2003; Boyan et al., 2001). Zeitgleich reifen Zellen des Perichondriums zu
Osteoblasten und beginnen mit der Substitution des Knorpels durch Knochen. Es wird
angenommen, dass hypertrophe Chondrozyten in ihren benachbarten Geweben durch
sekretierte Faktoren oder Zell-Zell-Interaktionen die Osteogenese induzieren konnen (Chung,
2004).

Im Vergleich zur Ruhe- und Proliferationszone weist die hypertrophe Region eine stark
verdanderte ECM auf. Zum einen wird der Hypertrophiemarker Kollagen X ausschlieBlich in
diesem Bereich exprimiert und gleichzeitig die Synthese von Kollagen II, IX und XI
vermindert bzw. eingestellt. Weiterhin wird ALP in den Zellmembranen und Matrixvesikeln
nachgewiesen (Alvarez et al., 2000). Die hypertrophe Zone ist neben der Kalzifizierung durch
einen radikalen Matrixumbau gekennzeichnet, bei dem MMPs eine gro3e Rolle spielen. Die
Spaltung von Kollagen II durch MMP-13 ist ein erforderlicher Ablauf wihrend der
Chondrozyten-Hypertrophierung und dem Matrixumbau in Wachstumsfugenzonen. MMPs
werden sowohl von den Chondrozyten selbst, als auch von den Endothelzellen der
einwachsenden Blutgefia3e synthetisiert (Bord et al., 1998; Alvarez et al., 2000; Tuckermann
et al., 2000).

Auf histologischer Ebene besitzt die Wachstumsfuge bei Vogeln nicht den deutlich zonalen
Aufbau, wie er charakteristisch bei der Wachstumsfuge der Sduger vorzufinden ist. Die
Organisation der Zellen in verschiedene Zonen ist weniger stark ausgeprigt. Die
verschiedenen Differenzierungsstufen verlaufen parallel, so dass Gewebe mit proliferierenden
Chondrozyten in einigen Bereichen schon verknochert ist, beziehungsweise von
Knochenmark durchzogen wird (Roach und Shearer, 1989). Obwohl die Wachstumsfugen des
Huhns und der Sdugetiere auf lichtmikroskopischer Ebene diese Unterschiede aufweisen,
zeigt die elektronenmikroskopische Betrachtung viele Ahnlichkeiten zwischen den
Chondrozyten in beiden Wachstumsfugen. Dieses ldsst vermuten, dass die physiologischen
Kontrollmechanismen in beiden Vertebratenklassen viele Gemeinsamkeiten haben (Howlett,

1979).
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1.3 Das embryonale Hithnersternum

Das embryonale Hiihnersternum stellt ein geeignetes Model zur Analyse der
Chondrozytendifferenzierung wéhrend der enchondralen Ossifikation dar. Die Sterna
enthalten mehrere Typen differenzierter Chondrozyten, die sich in ihrer Gestalt, sowie in der
Propagierbarkeit der Spatdifferenzierung unterscheiden. Bis zum Tag 15 - 16 in ovo besteht
das Sternum aus hyalinem Knorpel mit kleinen, dicht beieinander liegende Zellen. Ab Tag 17
findet man im kranialen Bereich in einer kleinen Zone auf beiden Seiten der Mittellinie
hypertrophe Chondrozyten, wohingegen im peripheren Bereich proliferierende Zellen
verbleiben (D'Angelo und Pacifici, 1997). Aufgrund des groen Volumens der hypertrophen
Zellen nehmen diese einen relativ groflen Teil des kranialen Bereiches ein, auch wenn ihre
Zelldichte gering ist. Die hypertrophen Chondrozyten des Sternums beginnen mit der
Kollagen X-Synthese, und am Tag 20 bestehen 50 - 80 % des gesamten synthetisierten
Kollagens aus Kollagen X (Gibson und Flint, 1985; Reginato et al., 1986). Im kaudalen
Bereich des Hiihnersternums ist ein Gemisch aus Ruhe- und proliferativen Chondrozyten
vorhanden. Diese Zellen produzieren weiterhin Kollagen II, IX und XI. Wihrend am Tag 18
die Vaskularisierung im kranialen Teil des Sternums einsetzt und die Verkndcherung beginnt,
bleiben die kaudalen Zellen bis zu zwei Monate nach dem Schliipfen des Huhns im
knorpeligen Zustand (Iwamoto et al., 1993).

Chondrozyten des Hiihnersternums sind den Chondrozyten der unterschiedlichen Zonen einer
Sduger-Wachstumsfuge sehr dhnlich, wobei aber die verschiedenen Zellpopulationen gleicher
Differenzierungsstadien leichter zu isolieren sind. Weiterhin sind die embryonalen, nicht
hypertrophen Zellen metabolisch aktiver als Gelenkchondrozyten aus adulten Tieren, so dass
der Nachweis von Genexpressionen und Proteinen vereinfacht ist. Die Differenzierung der
Knorpelzellen ist von der Expression Stadien-spezifischer Marker begleitet (Cancedda et al.,

1995; Sziits et al., 1998).
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1.3.1 Kultivierung sternaler Hiihnerchondrozyten in serumfreier Agarose-

Kultur

In Monolayerkultur wachsende Matrix-freie Chondrozyten durchlaufen den Prozess der
Dedifferenzierung, welcher durch den Verlust der Expression von Kollagen II und Aggrekan
und durch die Induktion der Synthese von Kollagen I biochemisch charakterisiert ist. Die
Zellen verlieren ihren knorpelspezifischen Phidnotyp und nehmen wieder die Fibroblasten-
dhnliche Gestalt ihrer chondrogenen Vorlduferzellen an (Mayne et al., 1976; Benya und
Shaffer, 1982; Binette et al., 1998). In dreidimensionalen Agarose-Suspensionskulturen ldsst
sich die Dedifferenzierung der Chondrozyten verhindern bzw. umkehren (Benya und Shaffer,
1982; Bruckner et al., 1989). Der differenzierte Chondrozytenphénotyp wird stabilisiert und
die Zellen produzieren eine knorpelspezifische Matrix. Normalerweise in Kulturmedien
enthaltenes Serum stellt ein Gemisch aus bekannten und unbekannten Faktoren dar und ist fiir
Chondrozyten nicht nur ein starkes Mitogen, sondern bewirkt ebenfalls deren Hypertrophie
(Bruckner et al., 1989; Tschan et al., 1990). Es kann die Wirkung zugesetzter Faktoren
maskieren oder verhindern, so dass zur besseren Analyse der Wirkung von Faktoren ein
serumfreies Zellkultursystem entwickelt wurde (Bruckner et al., 1989; Alini et al., 1996). In
serumfreier Agarose-Suspensionskultur sind Chondrozyten unter Zugabe antioxidativ
wirkender Reagenzien wie Pyruvat und Cystein bei geeigneter Zelldichte (> 10° Zellen/ml)
iiber lange Zeit kultivierbar (Tschan et al., 1990). Nach der Isolierung von Chondrozyten am
Tag 17 in ovo aus dem gesamten kranialen Bereich eines Hiihnersternum erhélt man ein
heterogenes Zellgemisch aus frith-hypertrophen und proliferativen Chondrozyten, so dass
anfanglich kaum detektierbare Mengen der Hypertrophiemarker synthetisiert werden. Die
Expression von Kollagen X wund ALP dieser Zellpopulation kann in Agarose-
Suspensionskultur durch Zusatz von Insulin, IGF-I und Thyroidhormonen hervorgerufen
werden. Im Gegensatz dazu produzieren die kaudalen Zellen unter diesen Bedingungen selbst

keine Marker der Hypertrophie (Béhme et al., 1995).
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Hypertrophie
cranial (Kcllagan X, ALP)
\/ caudal II
B

A Sternum

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Sternums (A) und Verhalten der daraus

gewonnenen kranialen (Cr) und kaudalen (Ca) Chondrozyten in vitro (B). T4: Thyroxin; Ins:
Insulin; IGF-I: Insulin-like Growth Factor; ALP: alkalische Phophatase. Aus: Babarina, 2001.

Aufgrund dieser unterschiedlichen Befdhigung der kaudalen und kranialen Chondrozyten zur
Hypertrophie eignen sich die beiden Zellpopulationen gut zur Analyse der Regulation der
enchondralen Ossifikation. In der vorliegenden Arbeit wurden Chondrozyten des
embryonalen Sternums nach 17tdgiger Bebriitung der Hiihnereier fiir molekularbiologische
Untersuchungen verwendet, und es wurde der Einfluss von verschiedenen Hypertrophie-

induzierenden Faktoren in serumfreien Agarose-Suspensionskulturen untersucht.

1.4 Chondrozytendifferenzierung

1.4.1 Differenzierungsmarker

Wihrend der enchondralen Ossifikation durchlaufen Chondrozyten eine Kaskade von
Differenzierungsstadien, die durch Verdnderungen in der Zellmorphologie und der Expression
spezifischer Markerproteine gekennzeichnet sind. Darauf begriindet erfolgt eine Einteilung in
verschiedene Stadien (Cancedda et al., 1995): Im Stadium I sind proliferative Chondrozyten
zusammengefasst, die die Kollagene II, IX, XI, Aggrekan und Link-Protein produzieren.
Dieses Stadium unterteilt sich in die Phase Ia der frith-proliferativen Chondrozyten,
gekennzeichnet durch die Expression von Kollagen VI (Quarto et al., 1993; Sziits et al.,
1998), und in die Phase Ib der spéit-proliferativen Chondrozyten, die sich durch die
Aktivierung des Matrilin-1-Gens auszeichnen (Muratoglu et al., 1995). Beide Phasen werden

an bestimmten Kontrollpunkten durch verschiedene Faktoren kontrolliert (Vortkamp et al.,
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1996; Sziits et al., 1998; Crowe et al., 1999; Hartmann und Tabin, 2000). Den Ubergang zum
Hypertrophiestadium bildet der prahypertrophe Chondrozyt, der durch die Expression von Ihh
(Indian Hedgehog) charakterisiert ist. Hypertrophe Chondrozyten stellen das Stadium II dar
und produzieren die Markerproteine Kollagen X und ALP.

Eine eventuelle Weiterdifferenzierung der hypertrophen Chondrozyten wird intensiv
diskutiert. Galotto et al. (Galotto et al., 1994) postulieren, dass hypertrophe Chondrozyten zu
Osteoblasten-dhnlichen Zellen transdifferenzieren kénnen (Stadium III), weil hypertrophe
Chondrozyten viele charakteristische Genprodukte von Osteoblasten (z.B. Osteopontin,
Osteokalzin) ebenfalls exprimieren (Oshima et al., 1989). In neuerer Zeit hingegen wird die
These favorisiert, dass Chondrozyten durch Apoptose sterben, was durch morphologische und
molekularbiologische Analysen gestiitzt wird (Hatori et al., 1995; Suda et al., 1999;
Silvestrini et al., 2000; Cheung et al., 2003). Verbunden werden beide Theorien durch die
Annahme, dass eine asymmetrische Zellteilung stattfindet, wobei die eine Tochterzelle durch
Apoptose eliminiert wird, wihrend die andere zu einer osteogenen Zelle differenziert (Roach
et al., 1995).

Die Chondrozytenspétdifferenzierung findet beim Knochenwachstum in der Wachstumsfuge
sowie bei der Heilung von Knochenfrakturen statt. Dahingegen wird im permanenten
Knorpelgewebe aufgrund einer negativen Regulation durch spezifische Faktoren das

Endstadium (= hypertropher Chondrozyt) der Chondrozytenspatdifferenzierung nicht erreicht.

1.4.2 Regulation der Chondrozytendifferenzierung

Eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und Hormonen sind an der Regulation der
Chondrogenese, der Chondrozytenproliferation und der Hypertrophie beteiligt. Die
Wirkungen dieser Faktoren werden durch spezifische Transkriptionsfaktoren vermittelt. Auch

die Komposition der ECM spielt hierbei eine Rolle.
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1.4.2.1 Einfluss der ECM

Studien an Knock-Out- oder transgenen Miusen bzw. humane Mutationen in ECM-Genen
zeigen, wie stark ECM-Molekiile die Differenzierung von Chondrozyten beeinflussen (1.1.1).
In vitro-Experimente offenbaren, dass die Stimulation bzw. Auspriagung der Hypertrophie von
der ECM abhidngig ist. In serumhaltigen Kollagen I-Kulturen produzieren sternale
Chondrozyten mehr Kollagen X als in Monolayer, und die Kollagen X-Synthese wird
zusitzlich stimuliert, wenn die Kollagengele Kollagen II enthalten (Gibson et al., 1982; Bates
et al., 1987). Werden hingegen embryonale Chondrozyten des Hiihnersternums serumfrei in
Kollagen I-Gelen kultiviert, konnen die Zellen den differenzierten Phianotyp verlieren, wobei
fibrillares Kollagen effektiver als 16sliches, nicht aggregiertes Kollagen ist (Farjanel et al.,
2001).

Die Kommunikation zwischen der ECM und den Zellen wird unter anderem durch Integrine
gewdhrleistet. Integrine sind Transmembranrezeptoren, die aus einer a- und - Untereinheit
zusammengesetzt sind und deren Kombination die Ligandenspezifitit bestimmt. Im Knorpel
oder in Chondrozyten-Zellkulturen wurden die Integrine o131, azP1, asBi, asPi, oePi, aoPi,
oayPs und ayPs detektiert (Salter et al., 1992; Enomoto et al., 1993; Diirr et al., 1993; Loeser,
1993; Woods, Jr. et al., 1994; Enomoto-Iwamoto et al., 1997; Camper et al., 1998; Hausler et
al., 2002). Durch ihre extrazelluliren Doménen binden sie an andere ECM-Molekiile sowie
Zellrezeptoren und regulieren die Assemblierung von ECM-Proteinen, die Adhésion,
Migration und Differenzierung der Chondrozyten (Bouvard et al., 2001; Brakebusch et al.,
2002; Hynes, 2002). Die cytoplasmatischen Doménen interagieren mit Cytoskelett- und
Signaltransduktionsproteinen innerhalb der Zelle (Hynes, 1992). Am N-terminalen Ende der
B-Untereinheit befindet sich eine Doméne, die die RGD-Sequenz bindet, welche hiufig in
ECM-Proteinen vertreten ist. RGD-Peptide oder anti-Integrin-Antikdrper reduzieren die
Bindung von Chondrozyten an die ECM in high density-Kulturen (Loeser, 1993; Loeser,
1994). Weiterhin fiihrt eine Blockade der Zell-Matrix-Wechselwirkungen durch RGD-Peptide
zur verminderten Proliferation der Zellen in Pellet- und Agarose-Suspensionskulturen
(Enomoto-Iwamoto et al., 1997). Antikorper gegen verschiedene Integrin-Untereinheiten
inhibieren sowohl das Wachstum als auch die Kollagen X-Synthese in serumfreien
Organkulturen embryonaler Hiithnersterna (Hirsch et al., 1997). Eine spezifische Inaktivierung
des PB;-Integrin-Gens in Mauschondrozyten fithrt zu einer anormalen Zellform, und die
sdulenartige Anordnung in der Wachstumsfuge findet aufgrund des Verlustes der Motilitét

und Proliferation der Zellen nicht statt (Aszodi et al., 2003).
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Weiterhin spielen spezifische Enzyme, die MMPs und ihre Inhibitoren (TIMPs, tissue
inhibitor of metalloproteinases), eine kritische Rolle bei der Modellierung und Degradation
der ECM und somit bei der reguldren Chondrozytenreifung sowie bei der Initiierung der
Angiogenese (Werb, 1997; Ortega et al., 2003). Diese Proteolyse erlaubt die Zellmigration
sowie die Freisetzung von gespeicherten Wachstumsfaktoren, wodurch deren
Diffusionsverhalten und somit die Zelldifferenzierung beeinflusst wird. MMPs gehoren zur
Familie der Zink-abhidngigen extrazelluldren Proteinasen und konnen aufgrund ihrer
Substratspezifitit in drei Gruppen unterteilt werden: Die Kollagenasen degradieren natives
tripelhelikales Kollagen, die Gelatinasen spalten degradiertes Kollagen und die Stromelysine
spalten Proteoglykane. MMP2 (Gelatinase A), MMP9 (Gelatinase B), MMP13 (Kollagenase-
3) und MMP14 (MT1-MMP) sind wichtige Vermittler der enchondralen Ossifikation (Vu et
al., 1998; Pendas et al., 1997; Holmbeck et al., 1999). MMP9-defiziente Miuse zeigen eine
verzogerte anormale Vaskularisierung der Wachstumsfuge, und die langen Knochen sind um
10 % kiirzer als in normalen Tieren (Vu et al., 1998; Gerber et al., 1999). Die Blockierung
von MMP13 fiihrt zu einer Inhibierung der Kollagen II-Degradation und der Kollagen X-
Synthese (Wu et al., 2002). Matrixvesikel beinhalten MMP2, -9, -13 und Stromelysin, so dass
diese Enzyme ebenfalls bei dem Vorgang der Matrixmineralisation eine Rolle spielen (Dean
et al., 1992; D"Angelo et al., 2001) Studien an MMP9 und -13 doppel Knock-out-Méusen
zeigen, dass diese Enzyme synergistische Effekte wihrend der Knochenentwicklung besitzen.
Bei diesen Tieren finden eine verzogerte Formierung der Knochenmarkhohle, eine
Akkumulation von hypertrophem Knorpel und eine Inhibierung der Knochenbildung statt,
und die Bildung von sekundidren Ossifikationszentren ist verzogert (Ortega et al., 2003;

Ortega et al., 2004).

1.4.2.2 Parakrine Regulation

Viele verschiedene Hormone und Wachstumsfaktoren stimulieren die Chondrozyten auf
parakrinem Wege, werden aber auch von den Zellen selbst produziert. Durch
Zellkulturexperimente wurde deutlich, dass einige parakrine Faktoren, die die
Chondrozytenspétdifferenzierung beeinflussen, noch nicht genau identifiziert sind.

Embryonale Chondrozyten des kaudalen Sternumbereiches blockieren durch einen
unbekannten Faktor ihre eigene wie auch die Hypertrophie kranialer Chondrozyten (Béhme et

al., 1995). Auch artikuldire Chondrozyten besitzen in Kokulturen mit Chondrozyten der
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Wachstumsfuge oder des kranialen Sternumbereiches eine Hypertrophie-hemmende Wirkung
(Jikko et al., 1999; D'Angelo und Pacifici, 1997). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
epiphysire Chondrozyten die Differenzierung von Wachstumsfugen-Chondrozyten inhibieren
(Haaijman et al., 1999; Pateder et al., 2000). Abad et al. (2002) haben direkt in
Wachstumsfugen die Zone der Ruhechondrozyten um 90° gedreht und neben die proliferative
Zone platziert. Sie spekulieren, dass die Ruhechondrozyten durch Sekretion eines noch
unbekannten Faktors die Spétdifferenzierung der proliferativen Chondrozyten inhibieren, da
die direkt den Ruhechondrozyten benachbarten Chondrozyten nicht hypertrophieren.

Weiterhin hypertrophieren kraniale sternale Chondrozyten in vitro in einigen Féllen auch
ohne Stimulation durch exogene Faktoren (Bohme et al., 1995; D'Angelo und Pacifici, 1997).
Die genannten Befunde bestdtigen, dass die Spitdifferenzierung von Chondrozyten einen
spontanen Prozess darstellt, der im permanenten Knorpel teilweise durch autokrine oder

parakrine Signale inhibiert wird.

1.4.2.3 Einfluss loslicher Faktoren

1.4.2.3.1 Vitamin D-Metabolite

Vitamin D gehort zur Gruppe der Steroidhormone, die unter anderem an der Regulation der
extrazelluldren Kalziumkonzentration beteiligt sind. Ein Mangel an Vitamin D fiihrt zu
Rachitis, und sowohl im Tiermodell als auch bei genetisch bedingter humaner Rachitis
werden starke Storungen der Knochenbildung und eine Vergroflerung der hypertrophen Zone
in Wachstumsfugen gefunden (Norman und Hurwitz, 1993; Yagishita et al., 2001).

Die aktiven Formen des Vitamin D, 1,25- und 24,25-Dihydroxyvitamin D; (-(OH),Ds),
regulieren auf unterschiedliche Weise die Proliferation, Differenzierung und Matrix-Synthese
von Wachstumsfugen-Chondrozyten. Thre Wirkung ist vom Reifegrad der Zellen abhéngig:
1,25-(OH),Ds erzielt seine Wirkung bei proliferativen Wachstumszonen- und 24,25-(OH),D;
bei Ruhechondrozyen (Sylvia et al., 1993). 24,25-(OH),D; bindet mit hoher Spezifitit an die
Membran von Ruhechondrozyten, wodurch unter anderem der Kalzium-Influx und somit die
Aktivitit der membrangebundenen Proteinkinase C (PKC) sowie die Produktion neuer
Matrixvesikel, welche die PKC beinhalten, verstirkt wird. Die PKC stellt ein Enzym am Ende
des cAMP-Signaltransduktionweges dar, welches durch Phosphorylierung von Serin- und

Threoninresten eine Vielzahl an Zielproteinen aktiviert. Die Synthese von MMPs in
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Wachstumsfugen-Chondrozyten ist ebenfalls von Vitamin D-Metaboliten abhingig und wird
durch PKC-abhédngige Mechanismen reguliert (Maeda et al., 2001; Dean et al., 2001). 24,25-
(OH);D; stimuliert die Zellreifung der Ruhechondrozyten, so dass die Zellen weiter
differenzieren und sensitiv fiir die Wirkung von 1,25-(OH),D; werden (Boyan et al., 2001).
1,25-(OH),Ds spielt dagegen bei der Chondrozytenspitdifferenzierung und der
Knorpelmineralisierung eine Rolle (White et al., 1998). Weiterhin wird durch 1,25-(OH),;D;
die Kollagen I- und Runx2-Expression negativ reguliert, so dass die Osteoblasten-
Differenzierung ebenfalls limitiert wird (Lichtler et al., 1989; Ducy und Karsenty, 1998). Es
konnte gezeigt werden, dass 1,25-(OH),;Ds in Pellet-Kulturen von Kaninchenchondrozyten
aus der Wachstumsfuge eine Erhdhung der Proteoglykan-Synthese und eine Erniedrigung der
Aktivitidt der ALP bewirkt (Kato et al., 1990). Auch die Wirkung von 1,25-(OH),Ds kann
durch eine Aktivierung der PKC vermittelt werden, wobei die Aktivierung der Kinase durch
die beiden Vitamin D-Metabolite durch unterschiedliche Mechanismen erfolgt, so dass die
PKC-Aktvitdt in den verschiedenen Chondrozytenpopulationen spezifisch reguliert werden
kann (Boyan et al., 2003).

Neben den schnellen Membran-assoziierten Mechanismen (Aktivierung der PKC), die durch
jeweils fiir 1,25-(OH),D; und 24,25-(OH),D; spezifische Membran-gebundene Rezeptoren
vermittelt werden (Boyan et al., 2002; Boyan et al., 2003), wird die Wirkung der Vitamin Ds-
Metabolite auf die Chondrozytendifferenzierung ebenfalls durch den klassischen nukledren
Homonrezeptor des Vitamin D (VDR) weiter geleitet. Eine Ligandenbindung fiihrt zu dessen
Konformationsédnderung, wodurch es zu einer Interaktion zwischen dem Retinoid D-Rezeptor
und dem Retinoid X-Rezeptor kommt. Es entsteht ein Heterodimer, das spezifische
Bindungsstellen in den Promotorregionen von Zielgenen erkennt. Nur hypertrophe
Chondrozyten der Wachstumsfugen synthetisieren in vitro den VDR, wohingegen bei

artikuldren Chondrozyten keine Expression beobachtet wird (Jikko et al., 1993).

1.4.2.3.2 Retinoinséiure

All-trans Retinoinsdure (retinoic acid, RA) ist als aktives Derivat von Vitamin A essentiell
fiir die normale Skelettentwicklung, doch ein Uberschuss des fettldslichen Vitamin A fiihrt zu
starken Skelettabnormalititen (Wolbach und Hegsted, 1952). RA wird sowohl von
embryonalen Chondrozyten als auch im Perichondrium synthetisiert (Koyama et al., 1999).

Die Signale der Retinoinsédure werden durch zwei Transkriptionsfaktor-Familien vermittelt,
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den Retinoinsdure-Rezeptoren (retinoic acid receptors, RARs) und den Retinoid-X-
Rezeptoren (retinoid X receptor, RXR). Sie bilden Heterodimere und fungieren als Liganden-
aktivierte Transkriptionsfaktoren, indem sie durch direkte Bindung an die Promotoren von
RA-Zielgenen deren Transkription induzieren (Mangelsdorf, 1994).

In vitro verstirken physiologischen RA-Konzentrationen (10-100 nM) die Synthese von
Kollagen X, die Aktivitit der ALP und die Matrixmineralisation (Pacifici et al., 1991;
Iwamoto et al., 1994). Im Kollagen X-Promotor ldsst sich keine Bindungsstelle fiir RARs
detektieren, so dass die Stimulation auf anderem Wege erfolgen muss. In prahypertrophen
Chondrozyten bewirkt RA die Produktion von BMP-7 (bone morphogenetic protein)
(Grimsrud et al., 1998), und bei Abwesenheit des BMP-Signals ist die Kollagen X-Synthese
trotz Stimulation durch RA abgeschwicht (Leboy et al., 2002). Es konnte gezeigt werden,
dass eine BMP-Bindungsregion im Kollagen X-Promotor ebenfalls die Stimulierung durch
RA vermittelt (Adams et al., 2003; Leboy et al., 2002; Li et al., 2003). Weiterhin wird durch
RA die Expression des Transkriptionsfaktors Runx2, ein Kofaktor des BMP-2-Signalweges,
induziert (Iwamoto et al., 2003), welcher eine direkte Bindungsstelle im Kollagen X-
Promotor besitzt. Folglich beeinflusst RA die Chondrozytendifferenzierung durch die
Regulation der Runx2-Expression (Drissi et al., 2003). Des Weiteren wird durch Stimulation
mit RA die Synthese von Smadl und -5 erhoht. Sowohl die Smad- als auch die Runx-
Bindungsstellen im Kollagen X-Promotor sind fiir die Aktivierung durch BMP-2 und RA
notwendig (L1 et al., 2003; Drissi et al., 2003).

In Langzeit-Monolayer-Kulturen oder nach mehrfachen Passagierungen von Kaninchen- oder
Hithnerchondrozyten konnte RA die Chondrogenese inhibieren und eine Dedifferenzierung
induzieren (Pacifici et al., 1980; Horton et al., 1987). Auch in kultivierten artikuldren
Rinderchondrozyten verursacht RA eine Dedifferenzierung, wobei BMP-7 diesem Effekt
entgegen wirkt (Nishihara et al., 2003). Die unterschiedlichen durch RA induzierten Effekte
werden dadurch erklart, dass RA nur dann die Chondrozytendifferenzierung stimuliert, wenn
Zellen aus eher fortgeschrittenen Stadien der Chondrozytenspitdifferenzierung (z.B.

prahypertrophe Zellen) kultiviert wurden (Iwamoto et al., 1993; Dietz et al., 1999).
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1.4.2.3.3 Insulin und Insulin-like Growth Factor

Das Hormon Insulin wird als Proinsulin in den Zellen des Pankreas gebildet und reguliert vor
allem den Glukosemetabolismus. Insulin-like growth factors (IGFs) stellen Wachstums-
faktoren dar, die parakrin Wachstum und Differenzierung beeinflussen, unter anderem auch
die Knorpelbildung. Die Bezeichnung erfolgt aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zum
Insulin und der so begriindeten analogen Wirkung. IGF-I und -II werden unter der Kontrolle
des Wachstumshormons in der Leber produziert, wobei IGF-I seine Wirkung liberwiegend
wiahrend der postnatalen Entwicklung besitzt. IGF-II hat eine vorherrschende Rolle beim
embryonalen Wachstum (DeChiara et al., 1991).

IGF-I und -II werden ebenfalls von Knorpelzellen synthetisiert, wobei die genaue
Lokalisation nicht geklirt ist. In fotalen Chondrozyten der Rinderwachstumsfuge wurden
mRNAs von IGF-I/-II hauptsidchlich von proliferierenden Zellen exprimiert (Olney und
Mougey, 1999), wohingegen in den Wachstumsfugen von Méusen die IGF-I-mRNA in
hypertrophen und proliferierenden Chondrozyten lokalisiert wurde (Reinecke et al., 2000;
Smink et al, 2002). Die Verfiigbarkeit und der Transport von IGF-I werden durch
Interaktionen mit den IGF-Bindungsproteinen (IGFBP) reguliert. Die Expression von IGFBP
in fotalen Chondrozyten der Wachstumsfuge wird durch IGF-I, -II, Insulin und TGF-3
beeinflusst. Insulin und IGF-I binden an Zellrezeptoren, die aus zwei o- und zwei B-
Untereinheiten bestehen. An der a-Untereinheit findet die Ligandenbindung statt, worauthin
die Tyrosinkinase der [-Untereinheit eine Autophosphorylierung von Tyrosinresten
katalysiert.

Sowohl IGF-I-defiziente Méuse als auch Deletionen im humanen IGF-I-Gen zeigen bzw.
fiihren zu Zwergwuchs (Liu et al., 1993; Woods et al., 1996). Bei der IGF-I-defizienten Maus
sind die hypertrophen Chondrozyten in der Wachstumsfuge kleiner, so dass eine schmalere
hypertrophe Zone trotz gleicher Zellzahl vorhanden ist (Wang et al., 1999).

In serumfreien Agarosekulturen von sternalen Hiithnerchondrozyten stimulieren IGF-I und
Insulin die Zellproliferation, allerdings hypertrophieren die Zellen nicht (Bohme et al., 1992).
Werden jedoch Kulturen nur aus Chondrozyten des kranialen Teils des Hiihnersternums
angelegt, so wird sowohl durch Insulin als auch mit IGF-I die Produktion von Kollagen X und
ALP induziert (Bohme et al., 1995; Sziits et al., 1998). In high-density Kulturen von
Chondrozyten, die aus den Gliedknospen des Huhns isoliert wurden, wird nach
Insulinstimulierung ebenfalls eine Proliferation, aber keine Hypertrophie der Zellen

beobachtet (Torres et al., 2003). Gleiche Befunde werden bei Pelletkulturen aus
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Ruhechondrozyten der Ratte detektiert, wo unter serumfreien Bedingungen weder IGF-I, noch
geringe Insulinkonzentrationen die Hypertrophie hervorrufen. Insulin hat hier nur in hohen

Konzentrationen die Kollagen X- und ALP-Synthese bewirkt (Ballock und Reddi, 1994).

1.4.2.3.4 Thyroidhormone

Thyoridhormone sind entscheidende Faktoren wihrend des normalen postnatalen somatischen
Wachstums und der Skelettentwicklung und stellen wichtige Regulatoren des Knochen- und
Mineralhaushaltes dar (Allain und McGregor, 1993; Compston, 1993). Die wichtigsten
Vertreter dieser Hormongruppe sind Trijodothyronin (Ts) und Thyroxin (T4), wobei das
Prohormon T4 durch eine Dejodierung zu T3 konvertiert wird. Die biologische Wirkung von
T; ist stirker als die von T4, welches intrazelluldr zu T; dejodiert werden muss. Die
Signalvermittlung von Tz wird direkt durch drei Thyroid-Kernrezeptoren (TR), TRal, TRa2
und TRPI1, erreicht (Gauthier et al., 1999). Diese Rezeptoren sind Liganden abhingige
Transkriptionsfaktoren, die durch direkte Interaktion die Expression von Zielgenen bewirken.
Alle drei Rezeptoren sind in Ruhe- und proliferativen Chondrozyten zu finden, aber nicht in
hypertrophen Chondrozyten. Chondrozyten in Suspensionskultur exprimieren die Rezeptoren
ebenfalls (Robson et al., 2000), wodurch eine direkte Wirkung von T; auf Chondrozyten
bewiesen ist. Bei der Ts;Ro-Knock-out-Maus ist keine Chondrozyten-Organisation in der
Wachstumsfuge zu erkennen und die enchondrale Ossifikation ist inhibiert, was zur
Wachstumshemmung fiihrt (Fraichard et al., 1997). Dahingegen zeigt die Ts:Rp-Knock-out-
Maus keine Effekte bei der Skelettentwicklung. Dies impliziert, dass dieser Rezeptor fiir die
Knochenbildung nicht essentiell ist (Forrest et al., 1996a; Forrest et al., 1996b).

In vitro stimuliert T; humane fotale epiphysdre Chondrozyten sowie epiphysére
Rattenchondrozyten zur Synthese von ALP, wobei bei den Rattenchondrozyten eine
verminderte Zellproliferation detektiert wurde (Carrascosa et al., 1992; Ohlsson et al., 1992).
In Agarosekulturen von Sternachondrozyten 17 Tage alter Hithnerembryonen fiithrt T4 zur
Kollagen X- und ALP-Synthese. Auch hier bleibt die Proliferation der Zellen aus (Béhme et
al., 1992). Weitere serumfreie Studien mit embryonalen Chondrozyten aus Ratte, Huhn oder
Schwein bestétigen ebenfalls, dass T4 die Hypertrophie auslost, und es wird kaum Einfluss auf
die Proliferation der Zellen beobachtet (Burch und Lebovitz, 1982; Ballock und Reddi, 1994;
Rosenthal und Henry, 1999). Des Weiteren bewirkt T4 die Verminderung der Expression von

Sox9, einem Transkriptionsfaktor, der den Ubergang vom proliferativen zum hypertrophen
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Chondrozyten inhibiert (Okubo und Reddi, 2003). In Kulturen von Wachstumsfugen-
Chondrozyten des Kaninchens und in Wachstumsfugen-Explantaten des Schweins wird durch
T; die Expression der Aggrekanase-2 induziert, ein Vorgang, der bei der Proteoglykan-
Degradation durch hypertrophe Chondrozyten eine Rolle spielt (Makihira et al., 2003). Eine
verstirkte Expression von MMP2, -3, -9 oder Aggrekanase-2, welche ebenfalls Proteoglykane
abbauen, wurde in diesen Systemen nicht detektiert. Demnach scheint T; sowohl bei der
Synthese als auch bei der Degradation von Proteoglykanen involviert zu sein, da in fritheren
Studien gezeigt wurde, dass es bei kultivierten embryonalen Hiihnerchondrozyten und bei
priméren artikuldren Chondrozyten die Proteoglykan-Synthese ebenso verstirken kann

(Audhya et al., 1976; Grade et al., 1994).

1.4.2.3.5 TGF-B-Familie

Die transforming growth factor-ff (TGF-B)-Superfamilie besteht aus einer Gruppe von
strukturell &hnlichen Wachstumsfaktoren, die in die Gruppe der TGF-f/Aktinin-Faktoren und
in die Gruppe der BMP/Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (growth and differen-
tiation factor, GDF) unterteilt werden. TGF-s werden als inaktive Komplexe synthetisiert,
die aus dem reifen TGF-f und dem durch Disulfidbriicken verbundenem TGF-3
Bindungsprotein bestehen (latent TGF-p binding protein, LTBP) (Kanzaki et al., 1990). Die
Aktivierung erfolgt durch eine Proteasen-vermittelte Freisetzung des reifen TGF-f. Fiir die
Signalwirkung werden Typ I und Typ II Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren bendtigt, die als
Heterodimere vorliegen (Franzen et al., 1993). Nach Bindung von TGF-8 phosphoryliert der
Typ II-Rezeptor den Typ I-Rezeptor, dessen Kinaseaktivitit zu einer Phosphorylierung der
intrazelluldren Smads 2 und 3 fiihrt, die in den Zellkern wandern und dort die Transkription
der Zielgene regulieren (Nakao et al., 1997; Whitman, 1998).

Die Isoformen TGF-B1-3 werden in der Wachstumsfuge produziert, wobei TGF-B2 die
Hauptform darstellt. Transgene Méuse mit einem cytoplasmatisch verkiirztem TGF-§3-
Rezeptor II zeigen einen unorganisierten Aufbau mit einer verbreiterten hypertrophen Zone
der Wachstumsfuge, und im Gelenkknorpel sind friihe Formen einer Osteoarthritis erkennbar
(Serra et al., 1997). TGF-J besitzt somit eine regulative Funktion bei der Differenzierung von
Wachstumsfugen-Chondrozyten als auch bei Chondrozyten der Epiphyse. Es konnte gezeigt
werden, dass ein Smad3-vermittelter TGF-B-Signalweg artikuldre Chondrozyten im

,Ruhezustand“ hilt, indem die Chondrozytendifferenzierung gehemmt wird (Yang et al.,
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2001). In vitro stimuliert TGF-f3 die Chondrogenese von undifferenzierten Mesenchymzellen
(Denker et al., 1994), inhibiert aber die Chondrozytenspétdifferenzierung. (Tschan et al.,
1993) zeigten, dass in serumfreien Suspensionskulturen von embryonalen Chondrozyten aus
vollstindigen Hiihnersterna TGF-B2 die Hypertrophie inhibiert und sogar zur
Dedifferenzierung der Zellen fiihrte. Allerdings kann in Kulturen aus kranialen Chondrozyten
TGF-B2 nur in Synergie mit FGF-2 die Hypertrophie der Zellen unterdriicken (Béhme et al.,
1995; Sziits et al, 1998). Werden kaudale Chondrozyten mit konditioniertem
Endothelzellmedium kultiviert, so wird durch TGF-B2 allein die durch Thyroxin induzierte
Hypertrophie gehemmt (Babarina et al., 2001). Die hochste Konzentration an aktivem TGF-f3
wird erstaunlicherweise von hypertrophen Chondrozyten synthetisiert (D'Angelo und Pacifici,
1997). Es wird vermutet, dass so die Chondrozytenspéatdifferenzierung innerhalb eines
geeigneten physiologischen Rahmens begrenzt wird (D" Angelo et al., 2001).

Durch TGF-B wird die Genexpression des parathyroid hormone-related peptide (PTHrP)
induziert, welches ebenfalls einen Faktor der negativen Regulation der Chondrozytenreifung
darstellt (Pateder et al., 2000). Allerdings konnte durch TGF-f in Knochenexplantaten der
PTHrP-defizienten Maus nicht die Hypertrophie, wohl aber die Zellproliferation und
Matrixmineralisation unterdriickt werden, was auf einen zusitzlichen PTHrP-unabhédngigen

Wirkungsmechanismus des TGF-3 hindeutet (Serra et al., 1999).

1.4.2.3.6 Bone morphogenetic proteins, BMPs

Bone morphogenetic proteins (Kingsley, 1994) stellen, mit Ausnahme von BMP-1, eine
Gruppe von sekretierten Signalmolekiilen der TGF-f Superfamilie dar, die unter anderem
eine Rolle bei der Chondrogenese und Osteogenese besitzen (Reddi, 1992; Wozney, 1992).
Wihrend der Entwicklung der Knorpelelemente konnten BMP-2, -4 und -7 im Perichondrium
detektiert werden, wohingegen BMP-6 ausschlieBlich in prahypertrophen und hypertrophen
Chondrozyten lokalisiert wurde. BMP-7 wurde zusitzlich in prahypertrophen Chondrozyten
des Hiihnersternums und in proliferativen Zellen der Maus-Wachstumsfuge entdeckt (Lyons
et al., 1990; Macias et al., 1997; Grimsrud et al., 1999; Haaijman et al., 1999). Die
Signaliibertragung der BMPs wird durch zwei Typ I-Serin/Threoninkinase-Rezeptoren
(BMPRIA und -IB) vermittelt, die mit dem Typ II-Rezeptor BMPRII dimerisieren (Zou et al.,
1997). Durch Phosphorylierung werden Transkriptionsfaktoren der Smad-Familie aktiviert,

die im Zellkern die Expression von Zielgenen in Kooperation mit anderen
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Transkriptionsfaktoren hervorrufen (Heldin et al., 1997; Massague, 2000). Weiterhin wird
sowohl die Chondrogenese wie auch die Chondrozytendifferenzierung durch Stimulation mit
BMPs beeinflusst, was durch Transkriptionsfaktoren der Sox-Familie vermittelt wird
(Chimal-Monroy et al., 2003).

In den GliedmaBenknospen des Huhns stimulieren BMP-3 und -4 in vitro die Knorpelbildung
(Carrington et al., 1991; Chen et al., 1991). BMP-4 kompensiert in diesem Kultursystem den
inhibitorischen Effekt von TGF-B1 und -2 und kann mit diesen Faktoren in Synergie die
Chondrogenese induzieren. Kulturen von differenzierten Chondrozyten zeigen, dass BMP-2,
-3 und -4 die Synthese von Proteoglykanen und die Aktivitit der ALP stimulieren (Hiraki et
al., 1991; Luyten et al., 1992; De Luca et al., 2001). Die Behandlung von chondrogenen
Zellen mit BMP-6 fiihrt zur Expression von Kollagen X und ALP (Grimsrud et al., 1999). Fiir
die normale Chondrozytendifferenzierung ist die parallele Signalwirkung von Ihh und BMPs
notwendig, wobei BMPs unabhéngig vom Ihh/PTHrP-Signalweg agieren (Minina et al.,
2001).

Mutationen bzw. Deletionen im Bmp5-Gen fithren in der short ear-Maus zu einer fehlenden
Knorpelkondensation und einer Verkiirzung der Skelettstrukturen (Kingsley et al., 1992).
BMP-2 und -4-defiziente Méduse sind nicht lebensfahig (Zhang und Bradley, 1996; Winnier et
al., 1995). Miduse mit Mutationen im BMPRIB-Gen zeigen Defekte bei der Proliferation von
prachondrogenen Zellen und wihrend der Chondrozytendifferenzierung (Yi et al., 2000).
Homozygote bmp6-defiziente Miuse zeigen dagegen keine Defekte in den Skelettbereichen
(Solloway et al., 1998). Die Uberexpression des BMP-Antagonisten Noggin verursacht ein
reduziertes Knochenwachstum (Pathi et al., 1999), da wéhrend der GliedmaBenentwicklung
die Anlage von Knorpelelementen durch Noggin negativ reguliert wird (Capdevila und

Johnson, 1998; McMahon et al., 1998).

1.4.2.3.7 Fibroblast Growth Faktor

Die Familie der fibroblast growth factors (FGFs) besteht zur Zeit aus 23 Faktoren, die mit
vier verschiedenen Rezeptoren (FGFRs) interagieren kdnnen und stellen unter anderem
wichtige Effektoren der embryonalen Knochenbildung dar (Ornitz und Marie, 2002). FGF-
1/FGF-2 zeigen sowohl bei priachondrogenen mesenchymalen Zellen als auch bei
differenzierten Chondrozyten eine Wirkung (Gonzalez et al., 1990; Jingushi et al., 1995). Die

Signaltransduktion der FGFs erfolgt durch die Bindung an Transmembran-Tyrosinkinase-
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Rezeptoren: FGFR 1-4. Hierbei sind ebenso Interaktionen mit Heparansulfat-Proteoglykanen,
die die Aktivitidt der FGFs verstiarken, von grofler Bedeutung (Saksela et al., 1988). Durch
FGF wird die Synthese von Sox9 hochreguliert, was durch die MAP (mitogen-activated
protein)-Kinase vermittelt wird (Murakami et al., 2000; Murakami et al., 2004). Die
Rezeptoren FGFR 2 und -4 werden wiahrend der Gliedknospenentwicklung und FGFR 1
wihrend der Chondrozytendifferenzierung synthetisiert, wohingegen die Expression von
FGFR 3 auf hypertrophe Chondrozyten begrenzt ist (Deng et al., 1996; Naski et al., 1998).
Als Ligand fiir den FGFR 3 fungiert FGF-2, welches die Hypertrophie von Chondrozyten
unterdriicken kann. /n vitro stabilisiert FGF-2 den Phinotyp von in geringer Dichte
ausgesdten Chondrozyten und inhibiert die Hypertrophie dieser Zellen, wobei dieser Effekt
nur bei noch nicht hypertrophen Chondrozyten festgestellt werden kann (Kato und
Gospodarowicz, 1984; Kato und Iwamoto, 1990). Bei der Kultivierung von kranialen
embryonalen Hiithnerchondrozyten inhibiert FGF-2 in Synergie mit TGF-f3 die terminale
Differenzierung beim Ubergang der Zellen von der friih-proliferativen in die spét-proliferative
Phase (Bohme et al., 1995; Sziits et al., 1998). In mit Endothelzellmedium kultivierten
kaudalen sternalen Hiihnerchondrozyten hingegen kann FGF-2 die Synthese von Kollagen X
und ALP verstirken (Babarina et al., 2001). Des Weiteren wurde in Organkulturen
festgestellt, dass FGF und BMP durch ihre antagonistische Wirkung die
Chondrozytenproliferation, die Thh-Expression und die Hypertrophie beeinflussen (Minina et
al., 2002).

FGFR 3-defiziente Maiuse zeigen eine verstirkte enchondrale Ossifikation, so dass die
hypertrophe Zone in den Wachstumsfugen erweitert ist (Deng et al., 1996; Colvin et al.,
1996). Mutationen im humanen FGFR 3-Gen, die eine Liganden unabhdngige Aktivierung
des Rezeptors bewirken, fithren zu verschiedenen Formen des Zwergwuchses (Bellus et al.,
1995; Rousseau et al., 1995; Tavormina et al., 1995). Bei vielen FGF-defizienten Mausen
werden kaum Abweichungen vom normalen Phinotyp beobachtet (Powers et al., 2000).
Wahrscheinlich ist dieser Befund durch die Substitution eines FGFs durch die anderen

Isoformen zu erklaren.
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1.4.2.3.8 PTHrP

Das sekretierte parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) besitzt strukturelle Homologien
zum Parathyroid-Hormon (PTH) und wird unter anderem in Osteoblasten und Chondrozyten
exprimiert (Broadus und Stewart, 1994). Der PTHrP-Rezeptor (PTHR) wurde in
prahypertrophen und hypertrophen Zellen der Wachstumsfuge lokalisiert (Karperien et al.,
1994; Weisser et al., 2002). Durch die Bindung von PTHrP an PTHR wird die Protein Kinase
A (PKA) aktiviert, die den Tanskriptionsfaktor Sox9 phosphoryliert. Sox9 vermittelt in vivo,
eventuell in Kombination mit anderen Transkriptionsfaktoren, die Wirkungen von PTHrP auf
die Wachstumsfuge (Huang et al., 2001). Kiirzlich konnte in den Transkriptionsfaktor Runx2
tiberexprimierenden  Hiithnerchondrozyten = gezeigt  werden, dass PTHrP  die
Matrixkalzifizierung und ALP-Aktivitdt blockiert. Die Mechanismen der Runx2-Inhibition
durch PTHrP sind noch nicht gekldrt. Es wire moglich, dass PTHrP weitere
Transkriptionsfaktoren induziert, welche die Runx2-Expression negativ regulieren (Iwamoto
et al., 2003).

Ihh und PTHrP regulieren die Chondrozytendifferenzierung und Proliferation in Form eines
negativen feedback loops. Durch die Ihh-Synthese von priahypertrophen Chondrozyten
werden die Chondrozytenproliferation und die PTHrP-Expression im periartikuldren
Perichondrium induziert. PTHrP wiederum bindet an den PTHR (in proliferierenden und
hypertrophen Zellen), wodurch es zu einer Inhibierung der Hypertrophie kommt (Chung et al.,
1998; Vortkamp et al., 1996; Lanske et al., 1996; Wallis, 1996). Chondrozyten, die eventuell
den hypertrophen Zustand erreichen, beginnen wieder, latent Thh zu synthetisieren (van der
Eerden et al., 2003; Chung et al., 2001). Durch die Hemmung der Hypertrophie durch PTHrP
kommt es aber insgesamt zu einer verminderten Ihh-Synthese. Kiirzlich wurde gezeigt, dass
TGF-B2 im Perichondrium die Effekte von Ihh vermittelt (Alvarez et al., 2002). Auch
epiphysdre Chondrozyten zeigen eine hohe Synthese von PTHrP und nehmen somit an der
parakrinen Regulation der Differenzierung in der Wachstumsfuge teil (Pateder et al., 2000).

In PTHrP-defizienten Méiusen sowie in Médusen mit defektem PTHrP-Gen ist eine verfriihte
Chondrozytendifferenzierung zu beobachten, was zu einer exzessiven Knochenbildung fiihrt
(Amizuka et al., 1994; Lanske et al, 1996). Im Gegensatz dazu, wird bei einer
Uberexpression von PTHrP in Chondrozyten eine Verzogerung der Zelldifferenzierung und
fehlende Knochenbildung detektiert, so dass diese Méduse mit einem vollstindig knorpeligen
Skelett geboren werden (Weir et al., 1996). Mutationen im humanen PTHR-Gen bestitigen

diese Befunde; es zeigen sich zwei Formen an Skelett-Dysplasien.: Die metaphysire
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Chondrodysplasie  vom  Typ Jansen ist durch eine nicht vorhandene
Chondrozytendifferenzierung charakterisiert, wohingegen bei der Chondrodysplasie vom Typ
Blomstrand verstiarkte enchondrale Ossifikation beobachtet werden kann, was zu einer

extremen Knochenbildung fiihrt (Schipani et al., 1997; Zhang et al., 1998; Jobert et al., 1998).

1.4.2.3.9 Indian Hedgehog

Indian Hedgehog (Ihh) gehort zur Familie der Hedgehog-Proteine, die bei der embryonalen
Musterbildung und Gliedknospenentwicklung involviert sind (Hammerschmidt et al., 1997).
Hedgehogs binden an Ptc- (patched) Rezeptoren, wodurch das Membranprotein Smo
(smoothened) freigesetzt wird. Dieses besitzt eine intrazelluldre Aktivitit, die bei
Abwesenheit von Thh durch Ptc blockiert ist. Die Freisetzung von Smo fiihrt zu seiner
Konformationsdnderung und das Signal wird durch Aktivierung von Zielgenen
weitergegeben.

Ihh wird von prahypertrophen und hypertrophen Hiithnerchondrozyten und in fotalen
Rohrenknochen der Ratte exprimiert (Bitgood und McMahon, 1995; Vortkamp et al., 1998;
van der Eerden et al., 2000). Die Ihh-Knock-out-Maus zeigt eine reduzierte
Chondrozytenproliferation, eine verstirkte Hypertrophie, aber auch eine fehlende
Osteoblastenentwicklung (St. Jacques et al., 1999). Dagegen bewirkt eine gesteigerte Ihh-
Expression eine verzdgerte Hypertrophie der Chondrozyten (Vortkamp et al., 1996; Lanske et
al., 1996). Die Daten verdeutlichen, dass Thh normalerweise die Chondrozytenhypertrophie
negativ reguliert, dagegen jedoch die Zellproliferation stimuliert. Es konnte gezeigt werden,
dass die Wirkung von Ihh auf die Chondrozytenhypertrophie von der PTHrP-Expression
abhingig ist, wohingegen die Induktion der Zellproliferation einen PTHrP-unabhingigen
Prozess darstellt (Karp et al., 2000; Kobayashi et al., 2002). Des Weiteren wird die Synthese
von BMP-2 und -4 direkt durch Ihh reguliert, da eine Uberexpression von Ihh in
Organkulturen zu einer Expressionssteigerung dieser BMPs im Perichondrium fiihrt.
Eventuell fungieren BMP-2 und -4 als zwischengeschaltete Signalmolekiile wéhrend der

Induktion der PTHrP-Effekte (Zou et al., 1997; Pathi et al., 1999).
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1.4.2.3.10 Wnts

Zur Wnt-Familie werden zurzeit 22 sekretierte Cystein-reiche Glykoproteine gezihlt, die bei
einer Vielfalt von Entwicklungsprozessen, inklusive der Chondrogenese eine Rolle spielen
(Wodarz und Nusse, 1998). Die Signale von Wnts werden durch Frizzled-Rezeptoren
vermittelt, deren Aktivierung zur Stabilisierung von zytosolischem [3-Catenin fiihrt. B-Catenin
bildet Komplexe mit den Transkriptionsfaktoren der LEF-1/TCF-(lymphoid-enhancing-
factor-1/T-cell factor) Familie. Diese Komplexe wandern in den Zellkern und regulieren dort
die Transkription von Wnt-Zielgenen (Behrens et al., 1996). Wnt4, -5a, -5b, und -14, wie
auch der Wnt-Antagonist Frzb, sind in den Knorpelanlagen des Huhns lokalisiert worden und
ihre Funktionen wurden durch Uberexpressionsstudien in vivo analysiert. Wnt4 wird in
Gelenken exprimiert und beschleunigt die Hypertrophie von Chondrozyten, wohingegen
Wnt5a im Perichondrium lokalisiert ist und die Hypertrophie verzdgert. Weiterhin wurde
Wnt4 in einer Subpopulation hypertropher Zellen in einigen Knochen gefunden, so dass es
direkt die Chondrozytendifferenzierung fordert (Church et al., 2002). Wihrend der
Chondrogenese ist Wnt5 im die Knorpelanlage umgebenden Mesenchym lokalisiert, wo es
die Proliferation der mesenchymalen Stammzellen unterstiitzt (Church et al., 2002). Wnt14 ist
ebenfalls bei den initialen Schritten der Gelenkentwicklung involviert und inhibiert in
Synergie mit Wnt2 die Chondrogenese (Hoang et al., 1998; Kawakami et al., 1999; Hartmann
und Tabin, 2000, 2001). Bei Wntl, -7a und 14 wurde gezeigt, dass sie in vitro und/oder in
vivo die Chondrogenese blockieren. Wnt5b und -11 werden, wie Ihh, von einigen
prahypertrophen Chondrozyten produziert. Da aber WntSb sowie Wnt5a die
Chondrozytendifferenzierung verzdgert, und Ihh die Proliferation der Zellen stimuliert,
wirken diese Faktoren auf antagonistische Weise (Church et al., 2002).

Storungen innerhalb des Wnt-Signalweges fithren zu postnatalen Skelettdefekten wie z.B.
rheumatoider Arthritis (Sen et al., 2001). So fiihrt beispielsweise die durch Interleukin-13
induzierte Expression von Wnt7a in arthritischen artikuldren Chondrozyten zu einer
Dedifferenzierung der Zellen und zur gleichzeitigen Inhibition der Apoptose (Hwang et al.,

2004).
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1.4.2.4 Regulation durch Transkriptionsfaktoren

1.4.2.4.1 Runx2/Cbfal

Die Familie der run-related Transkriptionsfaktoren (Runx) besteht aus drei Mitgliedern,
Runx1/Cbfa2 (core binding factor 2), Runx2/Cbfal und Runx3/Cbfa3, die eine DNA-
Bindungsdoméne besitzen, welche homolog zum runt-Gen von Drosophila ist (Komori,
2002). Runx1 erzielt seine hauptsachliche Wirkung wihrend der Himatopoese (Okuda et al.,
1996; Wang et al., 1996; Okada et al., 1998), ist aber auch im Knorpel exprimiert (Levanon et
al., 2001). Da Runx1"2""-Miuse einen identischen Phénotypen wie Runx2-defiziente Mause
zeigen, besitzt Runxl bei der Knorpelentwicklung eine eher untergeordnete Funktion
(Yoshida et al., 2004). Das Gen von Runx2 hingegen wurde als ein an den Osteocalcin-
Promotor bindender Transkriptionsfaktor identifiziert und spielt bei der Knochenentwicklung
eine entscheidende Rolle (Ducy et al., 1997; Merriman et al., 1995). Die DNA-Bindung von
Runx-Proteinen erfolgt durch Heterodimerisierung mit dem Kofaktor Cbfb (Kundu et al.,
2002; Yoshida et al., 2002). Runx2-defiziente Méause sterben kurz nach der Geburt und
besitzen aufgrund fehlender Osteoblastenentwicklung und Chondrozytendifferenzierung
weder intramembrandses noch enchondrales Knochengewebe (Komori et al., 1997; Otto et al.,
1997; Inada et al., 1999; Kim et al., 1999). Separate Promotoren des Runx2-Gens bewirken
die Expression von zwei Isoformen (Runx2-I und -II), die sich in ihren jeweiligen N-Termini
unterscheiden. Durch die Generierung Runx2-II-defizienter Mause wurde erkannt, dass
Runx2-I die intramembrandse und Runx2-II die enchondrale Ossifikation beeinflusst (Xiao et
al., 2004). Runx2 wurde in priahypertrophen und hypertrophen Chondrozyten detektiert, wo es
als Kofaktor fiir die BMP-aktivierten Smadsl und -5 fungiert und die Kollagen X-Synthese
induziert (Leboy et al., 2001). Kiirzlich wurde gezeigt, dass Runx2 auch direkt an den
Kollagen X-Promotor bindet und dessen Transkription bewirkt (Zheng et al., 2003; Drissi et
al., 2003). Eine Uberexpression von Runx2 in Hiihnerchondrozyten stimuliert die Synthese
von ALP, Kollagen X und MMP-13 (Inada et al., 1999; Enomoto et al., 2000; Enomoto-
Iwamoto et al., 2001). Die Chondrozytenproliferation und -differenzierung wird durch Runx2
unter anderem dadurch beeinflusst, dass es ebenfalls direkt an den Promotor des Thh-Gens
bindet und so dessen Expression reguliert (Yoshida et al., 2004). Weil Thh die Runx2
Expression in primdren Chondrozytenkulturen induziert, wird ein positiver feedback-loop
zwischen Thh und Runx2 vermutet (Yoshida et al., 2004). In vitro verlieren Chondrozyten von

Runx2”-Miusen den chondrogenen Phinotyp und es wird spontan eine adipogene
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Differenzierung induziert, wodurch impliziert wird, dass Runx2 bei der Determination der
Chondrogenese eine Rolle spielt und die Adipogenese inhibiert (Enomoto et al., 2004;
Komori, 2000). Runx3 ist bei der Differenzierung von Epithelzellen bei Gastritis und wihrend
der neuronalen Entwicklung involviert, wird aber ebenfalls in Knorpel exprimiert (Inoue et
al., 2002; Levanon et al., 2001; Li et al., 2002; Stricker et al., 2002). Runx3-defiziente Mause
zeigen eine leicht beeintrdachtigte Chondrozytenspitdifferenzierung, welche dagegen in
Doppel-Knock-out-Méausen (Runx2”3"") nicht vorhanden ist. Die Regulation der
Chondrozytendifferenzierung ist vom Verhéltnis der Transkriptionsfaktoren Runx2 und -3

abhingig (Yoshida et al., 2004).

1.4.2.4.2 Sox-Familie

Die Sox-Proteine bilden eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die vielfiltige Aufgaben
wihrend der Entwicklung, inklusive der sexuellen Determination, der neuralen Induktion und
der Skelettbildung besitzen (Pevny und Lovell-Badge, 1997). Sie gehoren zu Superfamilie der
HMG-box (Sry-type high mobility group) Proteine und besitzen eine HMG-Doméne deren
Sequenz mehr als 50% identisch ist mit der HMG-Domaéane des Geschlecht-bestimmenden
Faktors SRY. Vier Mitglieder dieser Familie, Sox9, -8, -6 und L-Sox5 (ein verldngertes
Produkt von Sox5) sind bei der Chondrogenese und enchondralen Ossifikation involviert
(Wright et al., 1995; Bell et al., 2000; Schepers et al., 2000; Sock et al., 2001). L-Sox5 und
Sox6 sind nahezu identisch, wohingegen sie mit Sox9 nur die HMG-DNA-Bindungsdomine
teilen (Lefebvre et al., 1998). Sox9 ist fiir die prachondrogene Zellkondensation, fiir die
Chondrozytendifferenzierung und fiir die Aktivierung von Sox5, Sox6 und von
Knorpelmatrixproteinen verantwortlich. Bei der Sox9""-Maus ist eine vorzeitige Hypertrophie
und Mineralisation zu beobachten, was verdeutlicht, dass Sox9 die Hypertrophie inhibiert (Bi
et al., 1999; Akiyama et al., 2002). Uberexpression von Sox9 in den GliedmaBen des Huhns
fiihrt zur ektopischen Knorpelbildung (Healy et al., 1999). Beim Menschen und der Maus
fithrt Haploinsuffizienz des Sox9-Gens zur Campomelischen Dysplasie, welche durch Skelett-
Abnormalitdten charakterisiert ist (Schifer et al., 1996; Wagner et al., 1994; Bi et al., 2001).
Weiterhin regulieren Sox9, L-Sox5 und Sox6 in Kooperation die Expression der Kollagen II-
und Aggrekan-Gene (Lefebvre et al., 1998; Ng et al., 1997; Sekiya et al., 2000; de
Crombrugghe et al., 2000). Mit den genannten Befunden einhergehend, zeigen L-Sox5 und

Sox6-defiziente Miuse verschiedene Formen an Chondrodysplasien (Smits et al., 2001).
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Sox5""Sox6™"- bzw. Sox57Sox6" -Miuse lassen erkennen, dass Sox5 und Sox6 notwendig
fiir die Chondrozytenproliferation sind und die sdulenartige Anordnung der Zellen innerhalb
der Wachstumsfuge unterstiitzen, indem sie das prahypertrophe Differenzierungsstadium und
die Spitdifferenzierung verzogern (Smits et al., 2004). L-Sox5, Sox6 und -9 werden nicht in
hypertrophen Chondrozyten synthetisiert (Lefebvre et al., 1998). Sox8-defiziente Miuse sind
durch eine Reduktion der Grofe der Skelettelemente charakterisiert (Sock et al., 2001). Es
konnte bei Knorpelanlagen im Huhn gezeigt werden, dass BMPs durch Sox8, -9 und -10 die
Chondrogenese vermitteln und im weiteren Entwicklungsverlauf gemeinsam fiir die
Determination der Chondrozyten-differenzierung notwendig sind (Chimal-Monroy et al.,
2003). Die Expression der Sox-Gene erfolgt lange bevor morphologisch prichondrogene

Strukturen erkennbar sind.

1.4.2.4.3 Nuclear Factor I (NF-I)

Ein Teilbereich der vorliegenden Arbeit befasst sich mit der Expression des
Transkriptionsfaktors NF-I/A-1 in Chondrozyten, so dass im Folgenden diese
Transkriptionsfaktor-Familie ndher betrachtet werden soll.

Der Nuklear Faktor I (NF-I) wurde urspriinglich als DNA-Bindungsprotein identifiziert,
welches sowohl die Replikation der adenoviralen DNA in HeLa-Zellen als auch die
Transkription vieler verschiedener Gene in Saugetieren stimuliert (Nagata et al., 1982; Jones
et al., 1987). NF-I-cDNAs wurden unter anderem aus humanem, Ratten- und Mausgewebe
kloniert, und ein Sequenzvergleich der NF-I-Gene des Huhns fiihrte zur Identifikation von
vier verschiedenen Genen: NF-I/A, -I/B, -I/C und -I/X (Rupp et al., 1990). Von jedem Gen
sind verschiedene, durch alternatives Spleilen entstandene Isoformen identifiziert worden
(Santoro et al., 1988; Kruse und Sippel, 1994a; Osada et al., 1997; Osada et al., 1999), die
Gen-, Zell- und Promotor-spezifische Unterschiede bei der Regulation der Transkription
zeigen (Roulet et al., 1995; Apt et al., 1994; Chaudhry et al., 1998; Chaudhry et al., 1999).
NF-I-Proteine beinhalten eine hoch konservierte 220 AS umfassende N-terminale Region, die
fiir die Dimerisierung, DNA-Bindung und Aktivierung der adenoviralen DNA-Replikation
verantwortlich ist (Gounari et al., 1990; Novak et al., 1992; Dekker et al., 1996). Der C-
terminale Bereich fungiert als Transkriptions-Regulationsdoméne und variiert innerhalb der
verschiedenen Isoformen. In dieser Region wurden bei den Faktoren NF-I/B, -I/C und -I/X

Aktivierungs- und bei NF-I/A Repressionsbereiche lokalisiert (Osada et al., 1997; Mermod et
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al., 1989). NF-I-Proteine binden als Homo- oder Heterodimere iiber die fiir alle Isoformen
gleiche Konsensussequenz TTGGC(N)sGCCAA an doppelstrangige DNA (Goyal et al., 1990;
Kruse und Sippel, 1994b). NF-I-Faktoren stimulieren die Genexpression in fast allen
Geweben und Organen, wie z.B. im Gehirn (Bedford et al., 1998; Elder et al., 1992), in der
Lunge (Bachurski et al., 1997), in der Leber (Cardinaux et al., 1994) und auch in
Chondrozyten (Szabo et al., 1995). Weiterhin besitzt NF-I eine Rolle wihrend der Regulation
der Genexpression in Osteoblasten. Im murinen Runx2-Promotor wurde ein Osteoblasten-
spezifischer Bereich lokalisiert, der NF-I und AP-1 (activator protein-1) homologe
Bindungssequenzen besitzt. In nicht-osteoblastischen Zellen agiert NF-I/A, ein in
Osteoblasten nicht synthetisierter NF-I-Faktor, als Repressor des Runx2-Gens. Im Gegensatz
dazu vermittelt AP-1 in Osteoblasten die Transkription von Runx2 (Zambotti et al., 2002).
Demnach ist die Aktivitdt des Runx2-Promotors von der konkurrierenden Wirkung beider
Transkriptionsfaktoren abhdngig. Des Weiteren wurde eine reprimierende NF-Bindungsstelle
im Promotor von Matrilin-1 lokalisiert, welches wie Runx2 in prahypertrophen Chondrozyten
exprimiert wird (Szabo et al., 1995). NF-I fungiert ebenfalls als Repressor von Kollagen I.
Hier steht der nukledre Faktor mit dem Transkriptionsfaktor Spl in Konkurrenz, ihre
Bindungsstellen sind benachbart, und eine Aktivierung des Promotors durch Spl ist von der
eventuellen NF-I-Bindung abhingig (Nehls et al., 1991). Die Bindung der
Transkriptionsfaktoren an Promotoren ist wiederum von den Faktoren verschiedener
Signalwege abhdngig, die zu einer Aktivierung der entsprechenden Transkriptionsfaktoren
filhren. Die Expression der Gene, die eine NF-Bindungsstelle besitzen, wird durch eine
Vielzahl von Signaltransduktionswegen reguliert, inklusive der Kontrolle durch Insulin
(Cooke und Lane, 1999a), TGF- (Alevizopoulos et al., 1995), cAMP (Cooke und Lane,
1999b), Vitamin D (Candeliere et al., 1996) und andere (Gronostajski, 2000). Oft ist
allerdings nur ein Beispiel fiir einen der Signaltransduktionswege bekannt, so dass ihre
Generalisierung nicht moglich ist. Kiirzlich wurde durch AS-Sequenzvergleiche gezeigt, dass
die Smad-Faktoren und die NF-I-Transkriptionsfaktoren homologe DNA-Bindungsdoménen
besitzen, wohingegen die C-terminalen Transkriptionsdoménen beider Proteinfamilien keine
Ahnlichkeiten aufweisen. Aufgrund dieser signifikanten Sequenzihnlichkeiten kdnnte die
DNA-Bindung der Mitglieder dieser Proteinfamilien durch &hnliche dreidimensionale
Strukturen vermittelt werden. Es wurde postuliert, dass Smads und NF-I-Faktoren einer
gemeinsamen Superfamilie von Transkriptionsfaktoren angehdren (Stefancsik und Sarkar,

2003).
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1.5 Fragestellung der Arbeit

Die Spétdifferenzierung von Chondrozyten ist ein teilweise negativ kontrollierter Prozess,
dessen Regulation vor allem durch autokrine und parakrine Faktoren, den Proteinen der
nachgeschalteten Signaltransduktionswege sowie durch Transkriptionsfaktoren erfolgt. Zur
Analyse der Chondrozytendifferenzierung wihrend der enchondralen Ossifikation stellen die
verschiedenen Zellpopulationen des embryonalen Hiihnersternums ein gut geeignetes
Modellsystem dar. Am Tag 17 der Embryonalentwicklung des Huhns unterscheiden sich die
Chondrozyten des kaudalen und kranialen Bereiches des Sternums vor allem durch ihre
Befahigung zu hypertrophieren.

In vitro Untersuchungen zeigen, dass die Synthese der Hypertrophie-Markerproteine Kollagen
X und ALP durch kraniale Chondrozyten in serumfreien Agarosesupensionskulturen durch
Zusatz von Insulin, IGF-I und Thyroidhormon hervorgerufen werden kann. Im Gegensatz
dazu produzieren die kaudalen Zellen unter diesen Bedingungen selbst keine spezifischen
Hypertrophiemarker.

In vorherigen Arbeiten konnte in Kokultur-Experimenten gezeigt werden, dass kaudale Zellen
sowohl ihre eigene Hypertrophie als auch diejenige kranialer Chondrozyten verhindern. Diese
Blockierung der Hypertrophie kranialer Zellen kann durch 16sliche Signalfaktoren, deren
Zellrezeptoren und/oder durch intrazelluldre signalvermittelnde Faktoren hervorgerufen
werden. Die entsprechenden Genprodukte miissen demnach in kaudalen Chondrozyten
verstdrkt exprimiert werden, so dass sie die Spétdifferenzierung der kranialen Zellen hemmen
kdnnen.

Zur Identifizierung von Genen, die in den beiden Zellpopulationen des embryonalen
Hiihnersternums differentiell exprimiert werden, sollte die Methode der suppressiven
subtraktiven Hybridisierung angewendet werden. Die Erstellung einer subtraktiven cDNA-
Bank sollte dazu dienen, Gensequenzen zu identifizieren, die fiir Proteine kodieren, welche in
kranialen Chondrozyten geringer exprimiert werden. Die Analyse der Wirkung mdglicher
Kandidatengene auf die Synthese des Hypertrophiemarkers Kollagen X sollte durch

Uberexpression derselbigen in kranialen Zellen erfolgen.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Sternapriiparation aus Hiihnerembryonen

Nach 17tdgiger Bebriitung wurden Hiithnereier mit 75%igem Ethanol desinfiziert und die
Embryonen wurden entnommen. Die frei praparierten Sterna wurden mit sterilen Pinzetten
aus den Embryonen gewonnen und durch dreimaliges Waschen in Krebs-Ringer-Puffer mit
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin von Geweberesten befreit. Die kaudalen und

kranialen Bereiche der Sterna wurden mit einem sterilen Skalpell gewonnen.

Krebs-Ringer-Puffer: 15,7 mM Na,HPO,; 1,6 mM KH>PO,;
111,2 mM NaCl; 5,4 mM KCI; 1,3 mM MgCl,,
4 mM NaHCO;, 13 mM Glukose; pH 7,4

2.1.2 Chondrozytenisolierung

Zur Isolierung von Chondrozyten wurden die kranialen und kaudalen Bereiche der Sterna in
1-1,5 mg/ml bakterieller Kollagenase in DMEM mit 1 mM Cystein, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin tiber Nacht bei 37 °C/ 5 % CO; verdaut.

Anschliefend wurden die Zellen im Medium resuspendiert und durch Swinnex-Filter mit drei
Schichten Nylongewebe (Porengrofle 100 pwm) filtriert. Nach dreimaligem Waschen mit je
50 ml Calcium-freiem DMEM mit 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin wurden
die Zellen durch Zentrifugation (600 x g, 7 min, RT) sedimentiert. Die Chondrozyten wurden
in 5-10 ml DMEM aufgenommen und die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Kammer
bestimmt. Durch Elektroporation (2.1.5) transfizierte Chondrozyten wurden zur Abtrennung

von Zelldebris bei 200 x g fiir 8 min bei RT zentrifugiert

DMEM Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium (4,5 g/l Glukose)
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2.1.3 Agarose-Suspensionskulturen

(modifiziert nach Benya und Shaffer, 1982)

Gleiche Volumina (pro Ansatz 175 pl) einer 2%igen Niedertemperatur-Agarose und zweifach
konzentriertes DMEM wurden vermischt und mit den Zusédtzen BCP (5 ul/ml) versetzt. Ein
gleiches Volumen einer Zellsuspension mit einer Dichte von 4,2 x 10° Zellen/ml wurde mit
diesem Ansatz vermengt, so dass eine Suspension mit 2,1 x 10°® Zellen/ml in DMEM in 0,5 %
Agarose entstand. Im Vorfeld transfizierte Zellen wurden vor der Einbettung mit
600 pl/Schale Trypsin/EDTA-L&sung fiir ca. 10 min bei 37 °C bis zur Ablosung der Zellen
inkubiert und die Reaktion durch 700 ul DMEM/10 % FKS gestoppt. Die Zellen wurden in
ein 15ml-Zentrifugenrohrchen (Greiner) iiberfiihrt und zentrifugiert (600 x g, 5 min).
AnschlieBend wurde die Zellzahl mittels Trypanblaufiarbung in einer Neubauer-Kammer
bestimmt.

700 ul des Suspensionsansatzes wurden auf mit Hochtemperatur-Agarose (1 % in Aqua
demin.) beschichtete 35 mm Kulturschalen pipettiert und diese fiir 15 min auf einem
Wirmetisch (37 °C) aufbewahrt, so dass die Zellen auf die untere zellfreie Agaroseschicht in
eine Ebene absinken konnten. Zum Verfestigen der Agarose wurden die Kulturschalen 10 min
im Kiihlschrank auf 4°C abgekiihlt und anschlieBend in einem Brutschrank (37 °C /5 % CO,)
inkubiert. Nach ca. 4 - 6 h wurden zu jeder Schale 1 ml DMEM mit den Zusitzen BCP
gegeben. Der Medienwechsel fand jeden 2.-3. Tag statt, wobei dem Medium die Zusétze
ABCP (5 pl/ml) beigemischt wurden.

Nach erforderlicher Kulturdauer wurde den Kulturen [14C]-Prolin (1 pCi/ml) zugegeben, um

die Zellen 24 h metabolisch zu markieren. AnschlieBend wurden sie bei — 20 °C eingefroren.
Zusdtze BCP 60 ug/ml -Aminopropionitril;

1 mM Cystein;

1 mM Pyruvat (Endkonzentrationen)

Zusdtze ABCP 25 ug/ml Ascorbinsdure in BCP

Trypsin/EDTA-Losung 0,05 % (w/v) Trypsin, 0,02 % (w/v) EDTA



38 Material und Methoden

2.1.4 Monolayerkultur

Zur Kultivierung von Chondrozyten im Monolayer wurden die Zellen entweder direkt nach
Isolierung oder nach einer vorhergehenden Transfektion (2.1.5) in einer Dichte von 1 — 3,5 x
10° Zellen/Schale (35 mm) ausgesit. Die Kultivierung erfolgte — je nach Versuchsansatz — in

serumfreiem oder in mit 1% bzw. 10% FKS versetztem DMEM bzw. DMEM/F12.

DMEM/F12 DMEM/Ham's F-12 mit L-Glutamin

2.1.5 Transfektion von Chondrozyten

Primére Hithnerchondrozyten wurden mit einem Nucleofector (amaxa biosystems, Koln)
und dem Human Chondrocyte Nucleofector Kit transfiziert. Bei dieser Elektroporations-
methode wird die DNA direkt in den Zellkern eingeschleust. Es wurde das vom Hersteller
empfohlene Verfahren durchgefiihrt.

Zur Zelltransfektion wurden 1 — 3,5 x 10° Chondrozyten nach ihrer Isolation in 100 ul Human
Chondrocyte Nucleofector-Losung aufgenommen, mit 5 — 10 ug des entsprechenden Plasmids
vermischt, in die im Kit vorhandenen Kiivetten pipettiert und mit dem Programm U-24
elektroporiert. Unmittelbar im Anschluss wurden 500 pl auf 37 °C vorgewdarmtes DMEM/F12
mit 20 % FKS in die Kiivette gegeben und der komplette Ansatz in eine 35 mm Kulturschale
tiberfiihrt, die 1,5 ml vorgewdrmtes DMEM/F12 mit 10 % FKS enthielt. Nach einer
24stiindigen Inkubation bei 37 °C/5% CO; wurde das Medium gegen frisches
DMEM/F12/10 % FKS mit ABCP (2.1.3) ausgetauscht.

2.1.6 Immunfluoreszenz

Eine erfolgreiche Transfektion primirer Hithnerchondrozyten mit dem Plasmid pCMV-Tag-
4A-NFIA1 (2.3.4) konnte durch Immunfluoreszenz-Studien nachgewiesen werden. Dieser
Vektor besitzt am C-terminalen Ende der Multiple Cloning Site eine Sequenz fiir einen
FLAG-Tag, welcher nach erfolgter Expression durch den Anti-FLAG M2-Antikorper erkannt

wird.
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Die transfizierten Chondrozyten wurden fiir 48 h in 35 mm Kulturschalen auf Deckgldschen
kultiviert und mit der bewachsenen Seite nach oben in neue 35 mm Schalen {iberfiihrt. Nach
dreimaligem Waschen in PBS erfolgte die Fixierung der Zellen fiir 5 min in 3 %igem PFA in
PBS. Die Chondrozyten wurden dreimal fiir je 5 min in PBS gewaschen und anschlie3end
durch 0,5 % Triton X-100 (v/v) in PBS fiir 5 min permeabilisiert. Es wurde dreimal mit PBS
gewaschen und fiir 15 min mit 1%igem (v/v) Ziegenserum in PBS blockiert. Wihrenddessen
wurden pro Deckgldschen 40 pl einer 1%igen Ziegenserumldsung, welche den
Primérantikdrper in einer Verdiinnung von 1:100 enthielt, auf Parafilm pipettiert und die
Deckgléaschen up side down auf die Tropfen gegeben. Die Inkubation wurde bei 37 °C fiir
45 min durchgefiihrt. Nach erneutem dreimaligem Waschen (jeweils 15 min) wurden die
Zellen in gleicher Weise mit dem Sekundérantikorper (1:500) fiir 45 min bei 37 °C inkubiert.
Danach wurden die Zellen dreimal fiir je 15 min mit PBS gewaschen, mit Fluoromount G
eingedeckt und bis zur Betrachtung mit Hilfe eines konfokalen Lasermikroskopes (Eclipse

E600, Nikon) abgedunkelt bei 4°C aufbewahrt.

PBS Phosphate Buffered Saline (Dulbecco),
w/o Ca’" und Mg*"

3% PFA 3 % Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4,
erwdrmen auf ca. 60°C, pH Einstellung
mit I M NaOH

Primdrantikorper Anti-FLAG M2 Antikérper (Stratagene)

Sekunddrantikorper Alexa Flour® 488 goat anti mouse IgG

(Molecular Probes)
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2.2 Proteinchemische Methoden

2.2.1 Isolierung nukleirer und cytosolischer Proteine

Im Monolayer kultivierte Chondrozyten wurden mit je 600 pul/Schale Trypsin/EDTA-L6sung
fiir ca. 10 min bei 37 °C bis zur Ablosung der Zellen inkubiert. Die Reaktion wurde durch
700 ul DMEM/10 % FKS gestoppt. Die Zellen wurden in ein 15ml-Zentrifugenréhrchen
(Greiner) iiberfiihrt und zentrifugiert (600 x g, 5 min, RT). AnschlieBend wurde die Zellzahl
mittels Trypanblaufarbung in einer Neubauer-Kammer bestimmt.

4 x 10° Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen, in 50 pl Low-Salt-Puffer aufgenommen
und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurde zentrifugiert (5900 x g, 2 min, RT) und der
Uberstand, der die cytoplasmatischen Proteine enthielt, abgenommen. Das Pellet wurde
einmal mit Low-Salt-Puffer gewaschen, in 50 ul High-Salt-Puffer resuspendiert und 30
Minuten auf Eis inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation bei 15.700 x g fiir 5 min (RT)

wurden die Zellkernproteine im Uberstand erhalten.

Low-Salt-Puffer 20 mM Hepes,; 10 mM KCI; 1 mM EDTA, 0,2 % NP-40;
10 % Glycerin; 50 mM NaF,; 1 mM PMSF

High-Salt-Puffer 20 mM Hepes; 10 mM KCI; 420 mM NaCl; 1 mM
EDTA; 10 % Glycerin;, 50 mM NaF,; I mM PMSF

2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden in vertikalen Flachbettgelen mit einem Acryl-/Bisacrylamid-Gradienten von
4,5 — 15 % aufgetrennt. Die Konzentration des Sammelgels betrug 4,5 % (Laemmli, 1970).
Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Proteine im Gel zunédchst mit 50 % (v/v) Methanol
in 10 % (v/v) Essigsdure fiir 30 min fixiert. AnschlieBend wurden die Gele mit 0,1 % (w/v)
Coomassie Brillantblau R-250 in 10 % (v/v) Essigsdure und 25 % (v/v) Isopropanol fiir 30
min gefirbt und danach zuerst mit 50 % (v/v) Methanol in 10 % (v/v) Essigsdure, dann mit
10 % (v/v) Methanol in 10 % (v/v) Essigsdure entfarbt. Die Nachweisgrenze dieser Methode
liegt bei ca. 0,5 pg Protein pro Gelbande.
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Sammelgelpuffer 0,5 M Tris; 0,4 % SDS; pH 6,8
Trenngelpuffer 1,5 M Tris; 0,4 % SDS; pH 8,0
Kammerpuffer 25 mM Tris; 0,1 % SDS; 0,2 M Glycin
Probenpuffer 0,1 M Tris, pH 6,8, mit 10 % Glycerin,

2 % (w/v) SDS; 0,8 M Harnstoff;
0,001% Bromphenolblau,
Reduktion durch 3 % (v/v ) [3-Mercaptoethanol

2.2.3 Western-Blot und Immundetektion

Nach erfolgter Elektrophorese (2.2.2) wurden Proteingemische mittels Elektrotransfer (Nass-
Blot) auf eine Nitrocellulosemembran (Protran®, Schleicher & Schuell) transferiert (30 V,
250 mA, 3 - 6 h), um sie immunchemisch zu untersuchen.

Hiernach wurde die Membran mit Magermilchpuffer fiir 1 h bei RT blockiert. Es folgte die
Inkubation mit dem Primérantikorper in Verdiinnungspuffer (1:1000) bei 4°C iiber Nacht.
Anschliefend wurde die Membran dreimal 15 min mit TBS-T gewaschen und mit dem
Sekundirantikérper (POD-konjugiert) im Verdiinnungspuffer (1:25.000) fiir 1 h bei RT
inkubiert. Nach dem Waschen (dreimal 15 min mit TBS-T) wurden die Blots mit ECL-

Reagenz (Rehm, 1997) entwickelt und die Chemilumineszenz auf einem Rontgenfilm

registriert.

Transfer-Puffer 50 mM Tris; 380 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS;
20 % (v/v) Methanol

TBS-T 0,15 M NaCl; 50 mM Tris; pH 7,4,
0,05 % (v/v) Tween-20

Magermilchpuffer 5 % (w/v) Magermilchpulver, 1 % BSA (w/v) in

IBS-T
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Verdiinnungspuffer Magermilchpuffer 1:1 mit TBS-T verdiinnt

ECL-Reagenzien A: 250 mM Luminol in DMSO
B: 90 mM p-Coumarsdure in DMSO
C: 1 MTris, pHS,5;
D: 30 %ige H,O,-Lsg.
200 ul Lsg. A mit 89 ul Lsg. B und 2 ml Lsg. C
mischen, mit dH,O auf 20 ml auffiillen, Detektion
moglich durch Zugabe von 6-8 ul Lsg. D

Primdrantikorper Anti-FLAG M2 Antikorper (Stratagene)

Sekunddrantikorper goat-anti-mouse-1gG (F,, specific, Sigma)

2.2.4 Autoradiographie

Die Gele wurden fiir 3x 20 min in DMSO entwissert und 3 h in 20%igem (w/v)
Diphenyloxazol in DMSO inkubiert. AnschlieBend wurden die Gele mindestens 45 min
gewdssert und im Geltrockner (Biorad) getrocknet. Zur Detektion der Signale wurden

Rontgenfilme bei — 80 °C fiir 7 — 14 Tage auf den Gelen exponiert.

2.2.5 Kollagenpriparation aus Zellkulturmedium

Zu 1 ml Kulturmedium wurden 100 pl Pepsinldsung (10 mg/ml in 1 M HCI) gegeben und der
Ansatz 2 h bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 90 pl 1 M Tris (ungepuffert) wurde der pH-
Wert mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCI auf pH 7,4 eingestellt. Die Kollagene konnten
anschlieBend mit 4,5 M NaCl iiber Nacht bei 4 °C gefillt werden. Es folgte eine
Zentrifugation bei 17.500 x g fir 20 min bei 4 °C. Das Pellet wurde in 100 ul H,O
aufgenommen und mit drei Volumina eiskaltem, 96%igem Ethanol fiir mindestens 2 h bei
- 20 °C gefillt. Nach dem Abzentrifugieren (17.500 x g, 20 min, 4 °C) wurde das Pellet in
70 ul Probenpuffer (2.2.2) aufgenommen und vor der Gelelektrophorese 5 min auf 95 °C
erhitzt.
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Um gleiche Kollagenmengen pro Bahn aufzutragen, wurde die Radioaktivitit bestimmt.

Hierfiir wurden je 2 pl der Probe mit 100 pul H,O in Szintillationsrohrchen gegeben und mit

2ml Szintillationslosung Lumasafe Plus vermischt. Die Zihlrate wurde mit einem

Fliissigszintillationsspektrometer (Beckman) bestimmt. Pro Bahn wurde eine Probenmenge

mit einer Aktivitdt von 1000 — 2000 cpm aufgetragen.

2.2.6 Bestimmung der Alkalischen Phosphatase

Die Aktivitét der Alkalischen Phosphatase wurde in den Kulturmedien mit einer modifizierten

Methode von Bessey et al. (1946) bestimmt. Dazu wurden 50 pl Medium mit 450 pl 0,2 % p-
Nitrophenylphosphat in 1 M Diethanolamin/HCl, pH 9,8 bei 37 °C inkubiert. Nach 30
Minuten wurde die Reaktion mit 500 ul 2 M NaOH/0,2 mM EDTA gestoppt und die

Extinktion bei 405 nm bestimmt.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Verwendete Bakterienstimme

Tab.: 2.1 Verwendete Bakterienstimme

Stamm

Referenz

Genotyp

E.coli TOP 10 F°

Invitrogen, NL

F'{lacl®, TnlO(TetY)} mcrA  A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAlacX74 deoR
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL (Str®) endA1 nupG

E.coli X1L10-Gold

Bullock et al., 1987;
Stratagene, USA

Tet®  A(mcrA)183  A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173  endAl supE44 thi-1 recAl
grA96  relAl lac Hte [F'proAB
lacl"ZAM15 Tn10 (Tet®) Amy Cam"]

E.coli XLL1-Blue

Bullock et al., 1987;
Stratagene, USA

SupE44 hsdR17 recA endAl gyrA46 thi
relAl lac F'[proAB" lacl® lacZAml5
Tnl10(tet")]
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2.3.2 Nahrmedien und Nihrmedienzusitze

Die Herstellung von Ndhrmedien und Ndhrmedienzusétzen erfolgte nach (Sambrook et al.,
2001). Zur Selektion von Bakterien mit Resistenzgen-enthaltenden Plasmiden wurde den
Medien nach Autoklavieren (121 °C; 1,2 bar; 21 min) und Abkiihlung auf ca. 50 °C
Ampicillin bzw. Kanamycin in einer Endkonzentration von 100 bzw. 25 pg/ml zugegeben.
Zur Herstellung von Indikatorplatten fiir Blau-Weil-Selektionen wurden pro Platte 40 pl
X-Gal-Losung und 40 ul IPTG zugefiigt.

LB-Fliissigmedium 10 g/l Tryptonextrakt; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl;
pH7)5
NZY-Fliissigmedium 5 g/l NaCl; 2 g/l MgSO, x 7H>O; 5 g/l Hefeextrakt;

10 g/l Tryptonextrakt; pH 7,5

LB-Agarplatten 1 | LB-Fliissigmedium + 15 g Bacto Agar
Ampicillinlésung 100 mg/ml in dH,0, sterilfiltriert
Kanamycinlosung 25 mg/ml in dH,0, sterilfiltriert
IPTG-Losung 100 mM IPTG in dH,O

X-Gal-Losung 40 mg/ml X-Gal in DMF

2.3.3 Bakterienkultivierung und Stammhaltung

Fliissigkulturen 3-5 ml (Miniansétze) oder 100 ml (Midiansitze) LB-
Medium mit Antibiotika wurden mit einer Bakterien-
kolonie bzw. 150 ul Minikultur angeimpft und fiir 6 - 8 h
bei 37 °C und 180 rpm im Schiittler inkubiert.
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Glycerinkulturen 828 ul einer Ubernachtkultur wurden mit 172 pl sterilem
87%igem Glycerin vermischt und bei — 70 °C

eingefroren und autbewahrt.

Plattenkulturen auf LB-Antibiotika-Agarplatten wurden Vereinzelungs-
ausstriche von spezifischen Bakterienkolonien bzw.
Transformationsansétze auf Indikatorplatten ausplattiert
und fir 16 h bei 37 °C kultiviert. Die weitere

Aufbewahrung erfolgte bei 4 °C.

2.3.4 Vektoren

Tab.2.2: Kommerzielle Vektoren

Vektor Beschreibung Referenz
pCR*II-TOPO Amp', Kan', linearisierter Vektor mit 3'- | Invitrogen, NL
Thymin-Uberhingen, zur  Blau-WeiB-
Selektion
phrGFP-C Mammalian Expressionsvektor, Amp', Stratagene, USA

Reporterprotein hrGFP, LoxP Site

pCMV-Tag-4A Mammalian Expressionsvektor, Kan', Stratagene, USA
FLAG-Tag-Epitop

Tab.2.3: Konstruierte Vektoren

Vektor Beschreibung
pCR*II-TOPO-NFIA1 Amp', Kan" Zwischenklonierungsvektor mit NF-I/A-1-cDNA
phrGFPC-NFIAI Amp', Expressionsvektor mit NF-I/A-1-cDNA

pCMV-Tag-4A-NFIAI Kan', Expressionsvektor mit NF-I/A-1-cDNA
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2.3.5 Primer

2.3.5.1 Primer zur Generierung des Vollléiinge-Klons von NF-I/A-1 aus Huhn

1. Sense-Primer: NFforw lang

5" TGAAGAGCTCATGTATTCTCCGCTCTGTCTCACGCAG 3°

T, mit Uberhang: 72,8 °C T, ohne Uberhang: 71,4 °C

Die Schnittstelle des Restriktionsenzymes Sacl ist doppelt unterstrichen, das Startcodon ist

fett und der Baseniiberhang einfach unterstrichen dargestellt.

2. Antisense-Primer NFrev_lang:

5" TAATGTCGACTCCCAGGTACCAGGACTGAGTCTGTTG 3°

Tw mit Uberhang: 72,8 °C Tw ohne Uberhang: 71,4 °C

Die Schnittstelle des Restriktionsenzymes Sall ist doppelt unterstrichen und der Basen-

iiberhang einfach unterstrichen gekennzeichnet.
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2.3.5.2 Primer zur Sequenzierung des kodierenden Bereichs der NF-I/A-1-cDNA
(aus Huhn)

Tab. 2.4: Sequenzierungsprimer

Bezeichnung Sequenz 5" — 3° Tm

NFPrimerl TTCCAATCCAGACCAGAAGG 63,9 °C
NFPrimer2 GGCTTCCAGGACAGTTTTGT 63,0 °C
NFPrimer3 CCATCGCCAACTGCATTAAA 65,6 °C
NFPrimer4 CCATTCCTTCCTACCCCAAT 63,6 °C
NFPrimerSrev CTGGCTGGGACTTTCAGATT 63,1 °C
NFPrimer6rev GGGACTGCTGAAACCAGACT 63,2 °C
NFPrimer7rev GGATTTAGGAACCCCACCTG 64,2 °C
NFPrimer8rev AGACCTCCTCATTGCTCCTG 63,3 °C

2.3.5.3 Primer zur Generierung der notwenigen Punktmutationen in der

NF-1/A-1-cDNA

Tab. 2.5: Mutationsprimer

Bezeichnung Sequenz 5" — 3° Tm

R119C-1 AGATGAGAAGAATTGACTGCCTTCGCCAGGCAG | 70,7 °C
AntiR119C-1 CTGCCTGGCGAAGGCAGTCAATTCTTCTCATCT 70,7 °C
H324R-1 AAACCCCGAACACCGCGGAGCACTACATG 70,9 °C
AntiH324R-1 CATGTAGTGCTCCGCGGTGTTCGGGGTTT 70,9 °C

2.3.5.4 Primer zur Herstellung der NF-I/A-1-Sonde

Tab. 2.6 NF-1/A-1-Sondenprimer

Bezeichnung Sequenz 5" — 3° Tm

Sonde NF-I/A-1_left CTTTTCTCTCTCCCGCACAC 59,9 °C

Sonde NF-1/A-1_right CTGCAGCGTGCACAAAGTAT 59,9 °C
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2.3.5.5 Primer fiir den PCR-Nachweis der Isoformen von NF-I/A (aus Huhn)

Tab. 2.7: Isoformen-Primer

Bezeichnung Sequenz 5" — 3’ Th

NFIA1 left GAACACCGCGGAGCACTACAT 61,8 °C
NFIA1 right CGGATTGCTGGGTGTGAGAA 59,4 °C
NFIA1L.1 left AAAGTCGAGGCGGGGTTAAAGT 60,3 °C
NFIAL.1 right GCGTGAGACAGAGCGGAGAA 61,4 °C
NFIA3 [eft TGCACGCTGCAGGACATTT 56,7 °C
NFIA3 right CTCATTGCTCCTGGGCTCAT 59,4 °C
NFIA4 left GTTCCCAGCTGAGGCCATACT 61,8 °C
NFIA4 right TTTCTCTTTCGGGCTTGCAG 57,3 °C
NFIAS left AAAATCCGACGGTTCAAGGCT 57,9 °C
NFIAS right TTCACGGCCCTCTCTTCCTC 61,4 °C
NFIA6 left TTCCGGATTCATCCCTTCAT 55,3°C
NFIAG6 right GAAGTCTGGACGCCCATTTC 59,4 °C

2.3.5.6 Primer fiir den Einsatz im Subtraktions-Kit

Tab. 2.8: Primer des Subtraktions-Kits

Bezeichnung Sequenz 5" — 3° Tm

GAPDH_S5primer (human) | ACCACAGTCCATGCCATCAC 59,4 °C
GAPDH 3primer (human) | TCCACCACCCTGTTGCTGTA 59,4 °C
NestedPrimerl TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT | 73,3 °C
NestedPrimer2R AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT 67,6 °C
PCRPrimerl CTAATACGACTCACTATAGGG | 58,4°C
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2.3.5.7 Primer fiir den Nachweis von Housekeeping-Genen (aus Huhn)

Tab. 2.9: Houskeeping-Gen-Primer

Bezeichnung Sequenz 5" — 3’ Tm

chGAPDH3" 25369 CTCAGCTCCCTCAGCTGATGCC | 65,8 °C
chGAPDHS5" 25370 GGGCCATCCACCGTCTTCTGTG | 65,8 °C
chaktin_for GGTATGTGCAAGGAAGGTTT 59,4 °C
chaktin_rev ATGGCTGGGGTGTTGAAGGT 59,4 °C

2.3.6 Isolierung von RNA

Die RNA-Extraktion (RNeasy-Midi-Kit, Qiagen) basiert auf der selektiven Bindung von RNA
an Silika-Gel-Membranen unter Verwendung eines spezifischen Hoch-Salz-Puffers. Zur
Gewinnung von Gesamt-RNA aus kaudalen und kranialen Chondrozyten wurden die Zellen
nach erfolgter Isolation aus dem Sterna (2.1.2) mit sterilem PBS gewaschen und das Zellpellet
nach Anleitung des Herstellers weiter verarbeitet. Es wurden jeweils 20 — 50 x 10° Zellen pro
Isolierung eingesetzt. Die Elution der gereinigten RNA erfolgte mit 250 pl DEPC-H,0. Die
Qualitdt der RNA wurde in einer denaturierenden RNA-Gelelektrophorese (2.3.8) {iberpriift
und ihre Quantitdt photometrisch (2.3.12) ermittelt.

DEPC-H,0O zweifach destilliertes Wasser wurde mit 0,2 % (v/v) Dieethyl-
pyrocarbonat (DEPC) versetzt, iiber Nacht geriihrt und

anschliefsend zweimal autoklaviert.

2.3.7 Isolierung von mRNA

Polyadenylierte mRNA-Molekiile wurden durch Hybridisierung ihrer Poly-A-Uberhinge mit
dT-Oligomeren, die an Polystyrol-Latex-Partikel gekoppelt sind, im Batch-Verfahren ge-
reinigt (Oligotex-Kit, Qiagen). Dabei wurden jeweils 500 ug Gesamt-RNA aus kranialen bzw.
kaudalen Chondrozyten nach Anleitung des Herstellers verarbeitet. Die Elution der

polyadenylierten mRNA erfolgte mit 2x 100 pl OEB-Puffer (Bestandteil des Kits).
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2.3.8 Denaturierende RNA-Agarosegelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Qualitit der RNA, die zur cDNA-Synthese oder zur Herstellung der
subtraktiven cDNA-Bank eingesetzt wurde, wurde ein denaturierendes 1%iges RNA-
Agarosegel verwendet. 0,5 g Seakam-Agarose wurden in 31,6 ml DEPC-H,O eingewogen
und unter Aufkochen in einer Mikrowelle geldst. Nach Abkiihlung auf ca. 60 °C wurden 5 ml
10 x MOPS-Puffer und 8,9 ml 37%iges Formaldehyd (Endkonzentration 2,2 M) zugegeben.
Das Gel wurde unter dem Abzug in einen mit RNase-away gesduberten Gelschlitten
gegossen. Zur Probenvorbereitung wurden 6 ul RNA-Losung mit 12 pl Denaturierungspuffer
vermischt und fiir 10 min bei 65 °C inkubiert. Nach Abkiihlung auf Eis wurden 1,5 pl
(0,5 mg/ml) Ethidiumbromidlosung und 2 pul RNA-Probenpuffer zugefiigt. Die
Elektrophorese fand bei 100 V und max. 50 mA in 1x MOPS fiir ca. 30 min statt.

Fiir groBBere RNA-Agarosegele, die zur Durchfiihrung von Northern Blots (2.3.26) eingesetzt
wurden, wurden 0,8 g Seakam-Agarose in 72 ml DEPC-H,O eingewogen, durch Kochen
geldst und nach Abkiihlung 10 ml 10 x MOPS-Puffer und 18 ml 37%iges Formaldehyd

zugegeben.

10x MOPS 0,2 M MOPS; 0,05 M Natriumacetat; 0,01 M EDTA;
in DEPC-HO; pH 7,0, sterilfiltriert

Denaturierungspuffer 5 % Formamid; 0,32 % Formaldehyd, Ix MOPS

RNA-Probenpuffer, 6x 500 ul Formaldehyd; 400 ul Glycerin,; 100 ul

Bromphenolblau/Xylencyanolblau (1 % in DEPC-H>0)
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2.3.9 cDNA-Synthese

2.3.9.1 Reverse Transkription

Fiir die reverse Transkription von polyA’-RNA wurde die StrataScript Reverse Transkriptase
(Stratagene) verwendet. Diese ist eine RNA-abhéngige DNA-Polymerase, die ausgehend von
der Moloney Murine Leukemia Virus Reversen Transkriptase durch Entfernung der RNase H-
Aktivitdt generiert wurde. Durch diese Mutation kann das Enzym grofere Mengen an
Volllinge-cDNA-Transkripten produzieren.

Vor der Herstellung von cDNA wurde ein DNase-Verdau der RNA-Priparation nach
Herstellerangaben mittels des DNA-free Sets (Ambion) durchgefiihrt.

Anschlieend wurden bis zu 10 pg Gesamt-RNA in 27 ul DEPC-H,O mit 3 ul Oligo(dT)
Primern (100 ng/ul) und 11,5 pl DEPC-H,O vermischt und bei 65 °C fiir 5 min inkubiert. Zur
Hybridisierung der Primer mit der RNA wurde der Ansatz langsam auf RT abgekiihlt.
AnschlieBend wurden 5 pl 10x Erststrangpuffer, 1 ul RNase Inhibitor RNAsin, 2 ul dNTPs
(je 25 mM) und 1 pl (50 U) StrataScript Reverse Transkriptase hinzugefiigt und der Ansatz
bei 42 °C fiir 1 h inkubiert. Die Reaktion wurde bei 95 °C fiir 5 min inaktiviert und die cDNA
bis zur weiteren Verwendung in nachfolgenden PCR-Analysen bei —20 °C gelagert. Zur
Analyse einer erfolgreichen ¢cDNA-Synthese wurde eine RT-PCR mit Huhn-spezifischen
GAPDH- oder B-Aktin-Primern (2.3.5.7) durchgefiihrt.

2.3.9.2 PCR cDNA-Synthese

Die SMART-Technologie (SMART-Kit, Clontech) wurde bevorzugt fiir die Herstellung von
cDNA zur Generierung der subtraktiven cDNA-Bibliothek eingesetzt, da hiermit aus geringen
Mengen an Gesamt-RNA ausreichend cDNA produziert werden konnte und diese Vollldnge-
cDNA enthilt.

Die Erststrangsynthese wurde mit je 1,5 ug Gesamt-RNA aus kranialen und kaudalen
Chondrozyten durchgefiihrt. Je 1 pl 3’'SMART-CDS-Primer (10 uM) und SMART-II-
Oligonukleotid (10 uM) wurden zum Ansatz gegeben und auf ein Volumen von 5 pl mit
dH,O aufgefiillt. AnschlieBend wurde der Ansatz 2 min auf 72°C erhitzt, auf RT abgekiihlt
und mit folgenden Substanzen vermischt: 2 pl 5x Erststrangpuffer, 1 pl DTT (20 mM), 1 pl
50x ANTP-Mix (10 mM) und 1 pl Reverse Transkriptase. Die Synthese wurde 1 h bei 42 °C
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durchgefiihrt, der Ansatz anschlieBend mit 40 pl TE-Puffer verdiinnt, fiir 7 min bei 72 °C
erhitzt und bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C aufbewahrt.

Die Zweitstrangsynthese ist mit einer Amplifikation der cDNA gekoppelt (Long-Distance-
PCR). Damit die Haufigkeit einzelner RNA-Transkripte sich in der cDNA widerspiegelt,

musste die Amplifikation in der exponentiellen Phase der PCR gestoppt werden.

Zusammensetzung eines Ansatzes: 72 ul dH,O
10 pl 10x Advantage 2 PCR-Puffer
2 ul 50 x ANTP (10 mM)
2 pl 5"PCR Primer IT A (10 uM)
2 ul 50x Advantage 2 Polymerase-Mix
2 pl Erststrang-Synthese-Produkt

Folgende PCR-Bedingungen wurden gewihlt: 95 °C 5 min, 95 °C 5 s, 65 °C 5 s, 68 °C 6 min.
Nach 15, 18, 21, 24 und 27 Zyklen wurden jeweils 15 pl dem PCR-Ansatz entnommen und
5 ul davon auf einem 1,2%igem Agarosegel analysiert. In der Regel war die exponentielle
Phase der Amplifikation nach 21 — 24 Zyklen beendet. Zur Uberpriifung der cDNA-Synthese
mit dieser Methode wurde die im Kit vorhandene Kontrollreaktion nach Anleitung des
Herstellers durchgefiihrt. Die cDNA wurde zur weiteren Verwendung in der subtraktiven

Hybridisierung mittels Sédulen-Chromatographie (2.3.9.3) gereinigt.

2.3.9.3 Siulen-Chromatographie

cDNA aus kaudalen bzw. kranialen Chondrozyten, die mit dem SMART-cDNA-Synthese-Kit
hergestellt wurde, wurde nach Anleitung des Herstellers durch eine Sdulen-Chromatographie
(CHROMA SPIN-1000, Clontech) gereinigt. Zur Kontrolle einer erfolgreichen Reinigung
wurde ein Aliquot ungereinigter cDNA neben der eluierten gereinigten cDNA auf einem

1,2%igem Agarosegel analysiert.
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2.3.10 Plasmidisolierung

2.3.10.1 QIAprep-Spin-Miniprep-Kit

Die Plasmidpriparation (Miniprep-Kit, Qiagen) basiert auf dem Prinzip der alkalischen Lyse
von Bakterienzellen (modifiziert nach Birnboim und Doly, 1979), gefolgt von der Adsorption
der freigesetzten Plasmid-DNA unter hohen Salzkonzentrationen an eine Silikagel-Membran.
Die Salze werden durch Waschschritte entfernt und die Plasmid-DNA anschlieSend in dH,O
gelost.

Es wurden jeweils 4 ml einer Ubernachtkultur abzentrifugiert (3800 x g, 15 min, 4°C). Die
weiteren Schritte erfolgten nach Herstellerangaben. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte

mit 50 pl sterilem dH,O, und das Eluat wurde bei — 20 °C aufbewahrt.

2.3.10.2 HiSpeed-Plasmid-Midi-Kit

Auch die Aufreinigung groBerer Plasmidmengen (Midi-Kit, Qiagen) basiert auf der
Grundlage der alkalischen Lyse von Bakterienzellen, gefolgt von der Bindung der Plasmid-
DNA an Anionen-Austauscher-Siulen unter moderaten, geringen Salz- und pH-Bedingungen.
Hier wird die Plasmid-DNA unter hohen Salzkonzentrationen eluiert und durch eine
Isopropanolfillung entsalzt und konzentriert.

Es wurden jeweils 50 ml Ubernachtkulturen zentrifugiert (3800 x g, 15 min, 4°C) und das
Pellet anhand der Angaben des Herstellers entsprechend weiter verarbeitet. Die Plasmid-DNA

wurde mit 500 - 700 pl dH,O eluiert und bei - 20°C aufbewahrt.

2.3.11 Fillung von Nukleinsiuren

Nukleinsduren wurden durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5,2, und 2,5
Volumina 95%igem Ethanol gefillt. Nach der Zentrifugation (17.530 x g, 15 min, RT) wurde
das Pellet zur Entfernung der Salze mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde

in dH,O aufgenommen und die Priparationen bei - 20 °C aufbewahrt.
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2.3.12 Quantifizierung von Nukleinsiuren

Die Konzentration einer DNA- oder RNA-Probe wurde durch Messen der Optischen Dichte
(OD) beim Absorptionsmaximum von Nukleinsduren von 260 nm ermittelt. Eine ODy69 von
1,0 entspricht einer dsSDNA-Konzentration von 50 pg/ml und einer ssRNA-Konzentration von
40 pg/ml.

Zusitzlich wurde zur Uberpriifung der Reinheit der Nukleinsiuren die ODjgg
(Adsorptionsmaximum aromatischer AS von Proteinen) ermittelt. Bei einer Ratio
ODy60/OD3g0 zwischen 1,5 und 1,8 konnte eine ausreichende Reinheit der Nukleinsduren

angenommen werden, so dass z.B. eine Sequenzierung oder cDNA-Synthese erfolgen konnte.

2.3.13 PCR-Reaktionen

In einer PCR-Reaktion werden bestimmte DNA-Sequenzbereiche, welche durch die Wahl
spezifischer Primer festgelegt sind, gezielt amplifiziert. Routineméfig wurde fiir PCR-
Ansitze das Enzym RED7aq DNA Polymerase von Sigma eingesetzt. Es handelt sich hierbei
um eine DNA-Polymerase, der ein inerter roter Farbstoff beigemengt ist, der sowohl die
Zugabe wie auch das richtige Vermischen des Reaktionsansatzes anzeigt, als auch die direkte

Beladung eines Agarosegels mit dem PCR-Reaktionsgemisch ermdglicht.

Ein typischer PCR-Ansatz war wie folgt zusammengesetzt:
5 ul 10x REDTag PCR-Puffer
4 pl MgCl, (25 mM)
2 ul dNTPs (each 10 mM)
1 pl sense Primer (10 pM)
1 ul antisense Primer (10 uM)
1,25 ul REDTagq (1 U/ul)
1-5 ul DNA
ad 50 pl mit dH,O
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Je nach PCR-Anwendung wurden 1 pl einer Plasmidpréparation oder 2 — 5 ul ¢cDNA fiir eine
RT-PCR eingesetzt.

Zur Erstellung von cDNA-Sonden fiir Southern oder Northern Blots wurde folgendes PCR-
Programm gewdéhlt: 94 °C 10 s; 68 °C 30 s; 72 °C 1,5 min; 20 Zyklen.

Die Generierung der Volllinge-cDNA des NF-I/A-1 erfolgte nach diesem Programm: 95 °C
2 min; 94 °C 1 min; 68 °C 1 min; 72 °C 2 min; 72 °C 7 min; 38 Zyklen.

Die Identifizierung der Isoformen des NF-I/A in Hiithnerchondrozyten wurde mit folgendem
Programm durchgefiihrt: 95 °C 5 min; 94 °C 1 min; 60 °C 1 min; 72 °C 1,5 min; 34 Zyklen.
Die PCR-Ansitze wurden auf Agarosegelen qualitativ tiberpriift und anschliefend bei — 20 °C
aufbewahrt bzw. im TOPO T/A Klonierungskit eingesetzt.

2.3.14 Reinigung von Nukleinsiuren durch Gelextraktion

Zur Reinigung von Restriktionsansdtzen und PCR-Produkten wurden DNA-Fragmente mit
Hilfe des QIAquick-Gelextraktion-Kits (Qiagen) isoliert. Die Durchfiihrung erfolgte anhand
der Anleitung des Herstellers, wobei die Proben jeweils mit 30 ul dH,O eluiert und bei -20°C

gelagert wurden.

2.3.15 DNA-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung von Plasmidpriparationen und PCR-Produkten sowie zur Gelextraktion
wurde die DNA durch horizontale Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (Ausubel et al.,
1990). Je nach erwarteter Grofle der DNA-Fragmente wurden 0,8-1,8%ige (w/v) Agarosegele
(Agarose in 1x TAE-Puffer) verwendet. Die angelegte Spannung betrug je nach GelgroBe 80-
150 V. Die DNA-Banden konnten unter UV-Licht (302 nm) durch das in die DNA

interkalierende Ethidiumbromid (1pg/ml) visualisiert werden.

50x TAE-Puffer 40 mM Tris-Base; 40 mM Eisessig; 2 mM EDTA; pH 7,8

Ladepuffer, 6x 30 % (w/v) Glycerin;, 1 mM EDTA; 0,04 % (w/v)
Bromphenolblau; 0,04 % (w/v) Xylencyanolblau
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2.3.16 Zwischenklonierung mit dem TOPO™ TA-Cloning-System

Zur Zwischenklonierung von generierter NF-I/A-1-cDNA wurde der linearisierte pCR®H-
TOPO-Vektor (Invitrogen) eingesetzt, der an seinen 3'-Enden einzelne {iberhidngende
Desoxythymidylat-Reste besitzt. Durch ihre Template-unabhédngige Transferase-Aktivitit fiigt
die Tag-Polymerase an die 3°-Enden der von ihr amplifizierten DNA iiberhdngende
Desoxyadenylat-Reste an, die eine von Restriktionsschnittstellen und T4-Ligase unabhéngige
Insertion in diesen Vektor ermoglichen. Eine an den Vektor gebundene Topoisomerase II
katalysiert den kovalenten Einbau des Amplikons in den Vektor (Shuman, 1994). Die
Zwischenklonierung von PCR-Produkten wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.

2.3.17 Generierung kohisiver Enden von cDNA-Inserts und Vektoren

Zur Klonierung der spezifischen cDNA des Transkriptionsfaktors NF-I/A-1 mussten Inserts
und Plasmide spezifisch mit den Restriktionsenzymen Sacl und Sall sequentiell geschnitten
werden. Hierfiir wurden in der Regel 10 pg DNA mit 2,5 pl Sacl, 10ul 10x Puffer und 1 pl
BSA bei einem Gesamtvolumen von 100 pl fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden
5,5 ul 3 M NaCl und 5 pl Sall hinzugeben und wiederum fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die
Restriktion wurde auf einem 1%igem Agarosegel iiberpriift und die DNA-Fragmente durch

Gelextraktion aufgereinigt.

2.3.18 Ligation der NF-I/A-1-cDNA mit den phrGFP-C bzw. pCMV-Tag-

4A Expressionsvektoren

Zur Ligation wurde die T4 DNA-Ligase der Firma NEB verwendet. In der Tabelle 2.10 sind

verschiedene Ligationsansdtze einer direkten Klonierung dargestellt. Die Inkubationszeit

betrug 16 h bei 16 °C in einem Thermocycler (PTC-200, Biozym).

Das ideale molare Verhiltnis von Insert zu Vector ist variabel und kann nach folgender

Formel berechnet werden:

mi Vektor ) xGrafie( Insert)
Graofie(Vektor)

mi [nseri) = xVerhdlinisfakior
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wobei m die Insertmenge (in ng) angibt, die fiir ein 1:1 Verhéltnis Insert zu Vektor steht und

daher entsprechend multipliziert werden musste.

Tab. 2.10: Ligationsansitze der direkten Klonierung

Kontrolle Ansatz (molares Verhéltnis)
1 2 3 4 (2:1) 5@3:1) 6 (4:1)

Vektor
(90 ng/ul) 1 pl 1 ul / 1 ul Tl 1ul
Insert
(60 ng/ul) / / 1,5 ul 1,2 ul 1,8 ul 2,4 ul
10x T4 DNA-
Ligase-Puffer 1l Il Il 1 ul 1 ul 1 ul
T4 DNA-Ligase | s | |/ 05ul | 05ul 0,5 ul 0,5 ul
dH0 75u |8yl 7 ul 6,3 ul 5.7 ul 5.1 ul

2.3.19 Ligationsiuiberpriifung

Zur Uberpriifung erfolgreicher Ligationen zwischen cDNA-Inserts und Zwischenklonierungs-
bzw. Expressionsvektoren wurden nach der Transformation von Bakterien (2.3.20) mit den
Ligationsansitzen die jeweiligen Plasmide isoliert (2.3.10.1) und mit geeigneten Restriktions-
endonukleasen geschnitten.

Fiir eine Standardreaktion wurden 2 pg DNA, 2 pl des 10x Reaktionspuffers und 1 U
Restriktionsenzym bei 20 pul Gesamtvolumen fiir 1 h bei dem Temperaturoptimum des
Enzyms inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 6x Gelladepuffer (2.3.15)
gestoppt und durch eine Gelelektrophorese (2.3.15) tiberpriift.

2.3.20 Transformation von E.coli Bakterien

Zur Kontrolle aller Klonierungen und zur weiteren Produktion von Plasmid-DNA wurden
Plasmidpréparation bzw. Ligationsansidtze in XL10-Gold ultrakompetente E.coli Zellen
(Stratagene) transformiert. Dazu wurden 25 pl der auf Eis aufgetauten Bakterien zur
Steigerung der Transformationseffizienz vor der Zugabe von DNA mit 1 pl B-Mercapto-

ethanol fiir 10 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden 200 ng einer Plasmidpriparation
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oder 2 ul eines Ligationsansatzes zugefiigt und fiir weitere 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte
die Transformation mittels Hitzeschock bei 42 °C fiir 40 s. Unmittelbar darauf wurden die
Bakterien 5 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden 250 pl vorgewédrmtes NZY-Medium
zugegeben. Der Ansatz wurde 1 h auf einem Drehrad bei 37 °C rotiert und anschlieend auf
entsprechenden Antibiotikaplatten ausplattiert. Das Wachstum der Bakterienkolonien erfolgte

bei 37 °C iber Nacht.

2.3.21 Mutagenese zur Korrektur der NF-I/A-1-cDNA

Die Durchfilhrung von Punktmutationen zur Generierung der korrekten NF-I/A-1-cDNA
erfolgte nach Anleitung des Herstellers des QuickChange Site-Directed Mutagenesis-Kits
(Stratagene). Die dazu notwendigen Mutagenese-Primer wurden mit einer eigens dafiir

eintwickelten Primer-Design-Software von Stratagene (http://labtools.stratagene.com/QC)

entworfen und durch die Firma MWG (Goéttingen) synthetisiert.

Die Oligonukleotide, die auf beiden DNA-Stringen des Plasmids komplementir zu der zu
mutierenden Sequenz waren, wurden wéhrend einer PCR durch die PfuTurbo-Polymerase
verlidngert, so dass aufgrund des Einbaus der Primer ein die Mutation tragendes Plasmid
entstand. AnschlieBend wurde der Ansatz mit der Endonuklease Dpnl behandelt, welche
aufgrund ihrer Spezifitit fiir methylierte und hemimethylierte DNA den urspriinglichen
Vektor enzymatisch spaltet, und dieser auf diese Weise entfernt wurde. Es schloss sich eine

Transformation des mutierten Plasmids in XL1-B/ue superkompetente Zellen an.

2.3.22 Herstellung einer subtraktiven cDNA-Bank

Fir das Screening der differentiellen Genexpression in kaudalen gegeniiber kranialen
Chondrozyten und zur Erstellung einer subtraktiven cDNA-Bank (PCR-Select-cDNA-
Subtraktions-Kit, Clontech) wurde die Methode der suppressiven subtraktiven Hybridisierung
(SSH) nach (Diatchenko et al., 1996) angewendet. Die SSH ermoglicht die Identifizierung
von Genen, die in einer so genannten tester-mRNA-Population spezifisch hochreguliert sind,
wohingegen diese Gene in einer zweiten mRNA-Population, der driver-mRNA, nicht
vorhanden sind bzw. geringer exprimiert werden. Entsprechend wurde die cDNA kranialer

Chondrozyten (= driver) von der cDNA kaudaler Zellen (= fester) subtrahiert, welches als
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forward Reaktion bezeichnet wird und zur Identifizierung von cDNA, die in kaudalen Zellen
hochreguliert ist, dienen sollte. Parallel wurde die Reaktion auch umgekehrt (reverse
Reaktion) durchgefiihrt, da dies fiir die Analyse der spezifisch in kaudalen Chondrozyten
exprimierten oder hochregulierten Gene durch differentielles Screening von Bedeutung war
(2.3.23). Eine anschlieBend erzeugte subtraktive cDNA-Bibliothek erlaubte die Detektion von
Klonen mit differentiell exprimierten Genen.

Sofern nicht anders erwéhnt, stammen die nachfolgend aufgefiihrten Reagenzien, Primer und
Enzyme aus dem PCR-Select-cDNA-Subtraktions-Kit. Die Durchfiihrung erfolgte
groBtenteils anhand der Anleitung des Herstellers, Modifikationen sind im Folgenden
erwahnt.

Die Anfertigung der subtraktiven cDNA-Bibliothek ldsst sich in folgende Schritte gliedern:

2.3.22.1 cDNA-Synthese

Aufgrund der geringen mRNA-Mengen, welche aus kaudalen Chondrozyten gewonnen
werden konnten, wurde zur Herstellung ausreichender cDNA-Mengen kaudaler und kranialer
Zellen das SMART-cDNA-Synthese-Kit (2.3.9.2) verwendet.

Damit eine Uberpriifung der erfolgreichen subtraktiven Hybridisierung der analysierten tester
und driver cDNA erfolgen konnte, wurde parallel eine Kontroll-Subtraktion mit RNA aus
menschlichem Skelettmuskel (im Kit vorhanden) durchgefiihrt. Die c¢DNA aus der
Skelettmuskel-PolyA” RNA wurde nach Anleitung des PCR-Select-Kits hergestellt.

2.3.22.2.Restriktionverdau mit Rsal

Zur Erzeugung kurzer, blunt-ended cDNA-Fragmente, die sowohl fiir die folgende
Adapterligation als auch fiir die SSH notwendig sind, wurden die Ansdtze mit dem
Restriktionsenzym Rsal gespalten.

Hierfiir wurden zu ca. 400 pl Losung der kaudalen und kranialen ¢cDNA, 40 ul 10x Rsal-
Puffer und 1,8 pl Rsal (10 U) gegeben und fiir 3 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 8 pl 0,5 M EDTA gestoppt. Die so verdaute cDNA wurde mit Hilfe des
NucleoTrap-PCR-Kits (Clontech) nach Anleitung des SMART-Handbuchs gereinigt, mit
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50 ul 4 M NHg-Acetat und 375 pl Ethanol (96 %) gefillt und nach einem Waschschritt mit
500 pl 80%igem Ethanol in 6,7 pl TNE-Puffer aufgenommen.

Von der Kontroll-Skelettmuskel-cDNA wurden 43,5 pul mit 5 pl 10x Rsal-Puffer und 1,5 pl
Rsal vermischt und 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Der Restriktionsverdau wurde mit 2,5 pl 20x
EDTA/Glykogen-Mix gestoppt. AnschlieBend erfolgte die Reinigung mit jeweils 50 pl
Phenol: Chloroform: Isoamylalkohol (25: 24: 1) und Chloroform: Isoamylalkohol (24: 1). Die
cDNA wurde mit 25 pul 4 M NHy-Acetat und 187,5 pl 95%igem Ethanol gefillt. Nach
Waschen mit 200 pl 80%igem Ethanol und Luftrocknung fiir 10 min wurde das Pellet in
5,5ul H,O resuspendiert und bei -20 °C aufbewahrt. Zur Uberpriifung der cDNA-
Fragmentierung wurden jeweils nicht-gespaltene und durch Rsal gespaltene cDNA-Aliquots

auf einem 1,2%igem Agarosegel analysiert.

TNE-Puffer 10 mM Tris; 10 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; pH 8

2.3.22.3 Adapterligation

Sowohl die aus kaudalen als auch aus kranialen Chondrozyten erzeugte cDNA wurde mit den
Adaptern 1 bzw. 2R ligiert. Zur Herstellung unsubtrahierter Proben, die als Positivkontrollen
der Ligationen dienten, wurden Aliquots beider cDNA-Populationen zusétzlich mit beiden
Adaptern ligiert.

Nach einer 1:6 Verdiinnung mit dH,O der mit Rsal geschnittenen cDNA wurden davon je
2 ul entweder mit dem Adapter 1 oder dem Adapter 2R (je 2 pl, 10 pM) durch eine T4 DNA-
Ligase (400 U) fiir 16 h bei 16 °C in einem Thermocycler (PTC-200, Biozym) ligiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von je 1 ul EDTA/Glykogen-Mix und durch Hitzeeinwirkung
(72 °C) von 5 min gestoppt. Die Aufbewahrung der Proben bis zu ihrer Weiterverarbeitung
bzw. Analyse erfolgte bei -20 °C.

Die Uberpriifung der Ligation erfolgte durch eine PCR, bei der neben spezifischen GAPDH-
Primern (2.3.5.7) der Primer 1 aus dem Select-Kit eingesetzt wurde, welcher sich an beide
Adapter anlagert. Somit wurde sichergestellt, dass nur dann PCR-Produkte entstanden, wenn

die Adapter nach erfolgreicher Ligation an den Enden der cDNA vorhanden waren.
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2.3.22.4 Subtraktive Hybridisierung

Bei der forward Reaktion wurden je 1,5 pl der mit Rsal gespaltenen driver cDNA
(= cDNA kranialer Chondrozyten) mit je 1,5 pl der mit Adapter 1 bzw. Adapter 2R ligierten
tester cDNA (= cDNA kaudaler Chondrozyten) und 1 pl Hybridisierungspuffer vermischt und
bei 98 °C fiir 1,5 min denaturiert. Die erste Hybridisierung erfolgte bei 68 °C fiir 8 h in einem
Thermocycler (PTC-200, Biozym). Die Reaktion wurde zur Identifizierung herauf regulierter
Gene in kranialen Chondrozyten ebenso in umgekehrter Reihenfolge (reverse Reaktion)
durchgefiihrt, was eine Voraussetzung fiir das differentielle Screenen (2.3.23) der subtraktiven
Bibliothek war.

Bei der sich anschlieBenden zweiten Hybridisierung wurden die beiden Ansétze (je 4 ul) ohne
erneute Denaturierung gemischt und frisch denaturierte driver cDNA (1 ul) sowie
Hybridisierungspuffer (1 pl) und dH,O (2 pl) hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte bei 68 °C
fiir 16 h. Die Ansdtze wurden mit je 200 pl Verdiinnungspuffer versetzt und fiir 7 min auf
68 °C erhitzt.

Bei beiden Hybridisierungsansitzen wurde jeweils ein Uberschuss an driver c¢cDNA
hinzugegeben, so dass nicht differentiell exprimierte Transkripte effektiv Hybride zwischen
der tester und driver cDNA bilden konnten. Dadurch wurde differentiell vorkommende

cDNA angereichert, die in den folgenden PCRs exponentiell amplifiziert werden konnte.

2.3.22.5 PCR-Amplifikation

Durch die im Folgenden beschriebenen PCR-Schritte wurde differentiell exprimierte cDNA
selektiv angereichert. Im ersten Schritt wurde nur die cDNA mit unterschiedlichen Adaptern
am 5'- und am 3'-Ende exponentiell amplifiziert, wohingegen in der folgenden nested PCR
der Hintergrund reduziert und differentiell exprimierte cDNA weiter angereichert werden
konnte.

In der ersten PCR wurden folgende Ansidtze durchgefiihrt: Zu je 1 ul verdiinntem
Hybridisierungsansatz wurden 19,5 ul steriles HO, 2,5 ul 10x Reaktionspuffer, 0,5 ul ANTP-
Mix (10 mM), 1,0 pl Primer 1 (10 uM) und 0,5 pl Advantage cDNA-Polymerase-Mix
pipettiert. Nach einer Inkubation von 5 min bei 75 °C zur Verldngerung der Adapter wurde
folgendes PCR Programm durchgefiihrt: 94 °C 25 s; 94 °C 10 s; 66 °C 30 s; 72 °C 1 min;
28 Zyklen.
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Von einer 1:10 Verdiinnung des ersten PCR-Produktes wurden je 1 pul in der sich
anschlieenden nested PCR eingesetzt. Zu jedem Ansatz wurden 18,5 ul dH,O, 2,5 ul 10x
Reaktionspuffer, je 1 ul des Nested PCR-Primer 1 und des Nested PCR-Primer 2R (10 pM),
0,5 pl dNTP-Mix (10 mM) und 0,5 ul Advantage cDNA-Polymerase-Mix gegeben. Die
Amplifikation erfolgte bei folgendem Programm: 94 °C 10 s; 68 °C 30 s, 72 °C 1,5 min; 12
Zyklen. Die Analyse der PCR-Produkte wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.

2.3.22.6 PCR-Analyse der Subtraktionseffizienz

Vor der Generierung der subtraktiven cDNA-Bibliothek musste die Effizienz der Subtraktion
tiberpriift werden. Es wurden spezifische GAPDH-Primer (aus Huhn, 2.3.5.7) eingesetzt, um
das reduzierte Vorkommen dieses Housekeeping-Gens nach erfolgreicher Subtraktion zu
bestimmen.

Die unsubtrahierten und subtrahierten cDNAs wurden 1:10 in dH,O verdiinnt. Je 1 ul wurde
zu folgenden PCR-Ansidtzen gegeben: je 1,2 pl reverse und forward GAPDH-Primer
(10 uM); 22,4 ul H,O; 3 pl 10x PCR Reaktionspuffer; 0,6 ul ANTPs (10 mM) und 0,6 pul 50 x
Advantage cDNA-Polymerase-Mix. Die Ansdtze wurden folgendem PCR-Programm
unterzogen: 94°C 30 s; 65°C 30 s; 68°C 2 min; nach jeweils 18, 23, 28 und 33 Zyklen wurden

5 ul des PCR-Produkts entnommen und auf einem 2%igem Agarosegel analysiert.

2.3.23 Differentielles Screening der subtrahierten cDNA

Das Prinzip des differentiellen Screenings (PCR-Select-Differential-Screening-Kit, Clontech)
der subtraktiven cDNA-Bibliothek beruht darauf, dass die Bibliothek neben unsubtrahierter
cDNA sowohl mit der forward als auch mit der reverse subtrahierten cDNA-Probe
hybridisiert wurde, so dass eine Verunreinigung durch falsch positive Klone minimiert wurde.
Klone, die tatsédchlich unterschiedlich exprimierte mRNA représentierten, durften hierbei nur
mit der forward-subtrahierten Probe hybridisieren. Klone, die auch mit der reverse-
subtrahierten Probe hybridisierten, mussten als Hintergrund angesehen werden (Diatchenko et
al., 1996).

Zur Erstellung der Bibliothek wurde die nested PCR (2.3.22.5) wiederholt, wobei der

Elongationsschritt der PCR bei 72 °C durchgefiihrt und eine zusétzliche Inkubation von 5 min



Material und Methoden 63

bei 72 °C angeschlossen wurde, was fiir eine anschlieBende TOPO T/A-Klonierung

notwendig war.

2.3.23.1 NucleoTrap-Nucleic-Acid-Purification-Kit

Mit Hilfe dieser Methode (Nucleic-Acid-Purification-Kit, Clontech) wurden die PCR-Ansétze
vor der T/A-Klonierung nach Herstellerangaben aufgereinigt, wobei die gereinigte cDNA
jedes Ansatzes in 40 pul dH,O aufgenommen wurde. Die hier verwendete NucleoTrap-PCR-
Matrix bindet DNA-Molekiile, die groBer sind als 120 bp, so dass Primer und Primer-Dimere

in Losung bleiben und vom Amplifikat getrennt werden konnten.

2.3.23.2 T/A-Klonierung

Zur Klonierung der subtrahierten cDNA in einen T/A-Vektor wurde das TOPO T/A-Cloning-
Kit (Invitrogen) eingesetzt. Das Prinzip dieses Klonierungsverfahrens ist unter 2.3.16
erldutert. Es wurden 10 ng der forward subtrahierten cDNA zur Erstellung der subtraktiven

Bibliothek verwendet.

2.3.23.3 cDNA-Array

2.3.23.3.1 Bakterienkolonie-PCR

Zur Erstellung von cDNA-Arrays wurden 96 Klone zufillig ausgewéhlt und jede Kolonie in
100 pl LB-Medium mit Ampicillin in einer 96-Well-Kulturplatte fiir 4-6 h bei 37 °C und
180 rpm inkubiert. Fiir die folgende Bakterienkolonie-PCR wurde ein 97facher PCR-Master-
Mix, der die Nested Primer (2.3.5.5) enthielt, hergestellt (siche Handbuch des Differential-
Screening-Kit). Jeweils 19 pl dieses Mixes wurden mit je 1 ul Bakterienkultur in einer 96-
Well-PCR-Platte vermischt. AnschlieBend wurde das entsprechende PCR-Programm
durchgefiihrt und die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igen Agarosegel analysiert. Zur
eventuellen Weiterverwendung wurden von den Minikulturen Einzelausstriche erstellt und bei

4°C gelagert.
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2.3.23.3.2 cDNA-Dot Blots

Die PCR-Reaktionen wurden 1:1 mit 0,6 N NaOH verdiinnt und jeweils 2 ul des Gemisches
auf Nylonmembranen (Hybond-N, amersham pharmacia) aufgetupft. Auf diese Weise
wurden vier identische Dot Blots hergestellt. Nach kurzer Lufttrocknung wurden die
Membranen fiir 2 min in 0,5 M Tris/HCI (pH 7,5) neutralisiert und unter flieBendem dH,O
vorsichtig gewaschen. Die Immobilisierung der DNA auf den Membranen erfolgte durch UV-
Bestrahlung mit 120 mJ. Die fertigen Membranen konnten fiir einige Tage zwischen 3 MM

Whatman-Papier bei RT oder in Folie eingeschweilit bei — 20 °C gelagert werden.

2.3.23.4 Kolonie-Array

Fiir einen Kolonie-4Array wurden dieselben 96 Minikulturen wie bei der Bakterienkolonie-
PCR eingesetzt.

Ein entsprechend passendes Stiick Nylonmembran (Hybond-N, amersham pharmacia) wurde
auf groe LB-Agarplatten mit Ampicillin aufgelegt und von jeder Bakterienkultur wurde 1 pl
auf diese Membran aufgetupft. Es wurden vier identische LB-Agarplatten mit aufgelegten
Membranen und aufgetupften Bakterienkulturen hergestellt und bei 37 °C iiber Nacht
inkubiert. Zur Denaturierung der Kolonien wurden die Nylonmembranen fiir 4 min auf mit
0,5 M NaOH/1,5 M NaCl getrinkte 3MM Whatman-Papiere gelegt und anschlieend in
gleicher Weise fiir 4 min mit 0,5 M Tris/HCI (pH 7,4) neutralisiert. Es folgte eine 30miniitige
Lufttrocknung mit anschlieBender Fixierung der DNA auf den Filtern fiir 90 min bei 80 °C im

Wirmeofen.

2.3.23.5 Radioaktive Markierung von subtrahierter und unsubtrahierter cDNA

Durch enzymatischen Einbau von [**P]-dCTP wurden die subtrahierten und unsubtrahierten
cDNA-Proben radioaktiv markiert. Dazu wurden diese jeweils auf 75 — 100 ng /ul verdiinnt
und entsprechend der Anleitung des Handbooks des PCR-Select-Differential-Screening-Kits
(Clontech) behandelt. Nicht eingebautes [**P]-dCTP wurde durch das PCR-Purification-Kit
(Qiagen) nach Herstellerangaben entfernt, wobei die Elution der Proben mit zweimal 50 pl

EB-Puffer (Bestandteil des Kits) erfolgte.



Material und Methoden 65

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitit der Proben wurden die cpm-Werte von je 2 pul mit

einem B-Counter (Beckmann) bestimmt.

[0-2P] dCTP Isoblue > 3000 Ci/mmol, ICN

2.3.23.6 Hybridisierung der Dot Blots

Die Dot Blots wurden in Hybridisierungs-Roéhren eingelegt und mit sterilem dH,O befeuchtet.
Fiir jede Membran wurden 50 pl 20x SSC-Puffer und 50 pl Blockierungslosung (Bestandteil
des Differential-Screening-Kits) vermischt und nach Erhitzen auf 95 °C fiir 5 min mit 5 ml
Hybridisierungslosung (ExpressHyb Hybridization Solution, Clontech) aufgefiillt. Jede
Membran wurde mit dieser Losung fiir 60 — 80 min bei 72 °C prihybridisiert. Die
Hybridisierungssonden wurden vorbereitet, indem 50 ul 20x SSC, 50 ul Blockierungslosung
und 107 cpm/100 ng cDNA-Sonde vereinigt und aufgekocht wurden. Die Inkubation mit den
Sonden erfolgte bei 72 °C fiir ca. 16 h. AnschlieBend wurden die Blots dreimal 20 min und
einmal 45 min mit Low-Stringency-Puffer und 2 x 20 min mit High-Stringency-Puffer bei
68 °C gewaschen, bis die gemessene Radioaktivitit der Waschlosung < 1 cpm betrug. Die Dot
Blots wurden in Folie eingeschweiflt und die Screens aufgelegt, so dass die Signale nach ca. 1

h bei RT durch Phosphoimaging (Storm 860, Molecular Dynamics) detektiert werden

konnten.

20 x SSC 175,3 g NaCl; 88,2 g Na;Citrat x H>O;
pH 7,0

20 % SDS 200 g/l, zum Lésen auf 65 °C erhitzen

Low-Stringency-Puffer 2x 8SC; 0,5 % SDS

High-Stringency-Puffer 0,2 x SSC; 0,5 % SDS
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2.3.24 Herstellung und radioaktive Markierung von cDNA-Sonden

Die cDNA-Sonden, die zur Hybridisierung von Virtual Northern Blots (= cDNA Southern
Blots) oder Northern Blots eingesetzt werden sollten, wurden durch PCR-Reaktionen, in
denen die Nested Primer 1 und 2R des PCR-Select-Subtraction-Kits eingesetzt wurden,
hergestellt. Die PCR-Produkte wurden nach Elektrophorese aus 1,2%igen Agarosegelen
ausgeschnitten und mit Hilfe des Gelextraktions-Kits von Qiagen aufgereinigt (2.3.14). Die
Konzentration der Sonden wurde auf einem 1,2%igem Agarosegel durch Vergleich mit einem
definierten Standard (Gene Ruler 100 bp DNA Ladder, NEB) bestimmt.

Die radioaktive Markierung der Sonden erfolgte mit dem Prime-a-Gene-Labeling-Kit von
Promega, wobei je 30 ng DNA eingesetzt wurden und die Inkubation der Ansétze fiir 30 min
bei 37 °C erfolgte. Zur Entfernung von nicht inkorporiertem [**P]-dCTP wurde die DNA
mittels des PCR-Purification-Kits (2.3.23.5) aufgereinigt und mit zweimal 50 ul EB-Puffer
eluiert. Zur Bestimmung der Einbaurate des [**P]-dCTP wurde die Radioaktivitit von 2 pl des
Eluates mit einem Szintillationszihler bestimmt. Fiir alle Hybridisierungsreaktionen wurden
ausschlieBlich Sonden mit einer spezifischen Aktivitit von mindestens 10° cpm/pg DNA

verwendet.

2.3.25 Southern Blotting

Die mit dem SMART-cDNA-Synthese-Kit hergestellte cDNA aus kaudalen bzw. kranialen
Chondrozyten (je 7 pg) wurde elektrophoretisch in einem 1,2%igem Agarosegel aufgetrennt
(ca. 3 h bei 80 — 120 V). Das Gel wurde 20 min in Depurinierungspuffer geschwenkt, 30 min
mit Denaturierungspuffer gespiilt und anschliefend zweimal 15 min mit Neutralisationspuffer
gewaschen. Der Aufbau des Blots und der Kapillartransfer auf die Nylonmembran
(Hybond-N, amersham pharmacia) erfolgten mit 10x SSC-Puffer bei 4 °C iiber Nacht nach
Standardvorschrift (Sambrook et al., 2001). Die Membran wurde anschlieBend bei RT
getrocknet und die transferierte cDNA durch Bestrahlung mit UV-Licht fixiert.

Depurinierungspuffer 0,25 M HCI

Denaturierungspuffer 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl
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Neutralisationspuffer 1 M Tris/HCI; 1,5 M NaCl; pH 7,4

2.3.26 Northern Blotting

Gleiche Mengen (15 — 30 pg) isolierter RNA wurden wie unter 2.3.6 beschrieben vorbereitet
und auf ein groBBes denaturierendes RNA-Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde
in 1x MOPS-Puffer (2.3.8) mit 80 — 120 V bei 4 °C fiir 3 — 4 h durchgefiihrt. Anschlieend
wurde das Gel fiir dreimal 20 min in 10x SSC (2.3.23.6) zur Entfernung des Formaldehyds
gewaschen. Der Aufbau des Blots, der Kapillartransfer sowie die Fixierung der Proben durch

UV-Licht erfolgten wie unter 2.3.25 beschrieben.

2.3.27 Hybridisierung membrangebundener Nukleinsiuren

Die Hybridisierung der Southern und Northern Blots erfolgte anhand des Protokolls des
ExpressHyb Hybridisierung Benutzerhandbuchs (Clontech). Bei den Southern Blots wurden
die Prahybridisierungs- und die Hybridisierungsschritte bei 60 °C und bei den Northern Blots
bei 68 °C durchgefiihrt. Nach Auflegen eines Screens fiir ca. 2 - 3 h (Southern Blot) bzw. {iber
Nacht (Northern Blot) erfolgte die Detektion der Signale durch Phosphoimaging (Storm 860,
Molecular Dynamics). Zur Vorbereitung erneuter Hybridisierungen wurden die Blots fiir 10
min in 90 — 100 °C heiBer 0,5%iger SDS-Losung gewaschen, luftgetrocknet und nach
Einschweiflen in Folie bei — 20 °C aufbewahrt.

2.3.28 Sequenzierung

Die Sequenzierungen der cDNA-Klone erfolgten nach der Didesoxy-Methode von (Sanger et

al., 1977)durch die Firma MWG, Gottingen.
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2.3.29 Sequenzanalysen im Internet

Sequenzen der cDNA-Klone wurden mit dem Programm BLAST (Altschul et al., 1990) mit
Datenbankeintrigen  verglichen. Das Programm ist {iber die Internetadresse

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST abrufbar. Weitere zur Sequenzanalyse verwendete

Adressen waren die EMBL-Datenbank (http://www.ebi.ac.uk/embl) fiir Nukleinsduren oder

die SwissProt-Proteindatenbank (http://www.ebi.ac.uk/swissprot). Eine Huhn-spezifische

EST-Datenbank ist unter http://www.chick.umist.ac.uk zu finden.

2.4 Verwendete Losungen und Reagenzien

Soweit nicht anders angegeben, wurden Reagenzien und Losungsmittel von Sigma-Aldrich
(Taufkirchen), Merck (Darmstadt) bzw. Fluka (St. Gallen, Schweiz) bezogen. Die
Restriktionsenzyme stammten von der Firma New England Biolabs (NEB, Frankfurt a.M.).

Acryl/Bisacrylamid-Lsg.
Ampicillin-Na-Salz

Bacto Agar

Bacto Hefe-Extrakt

Bacto Trypton Extrakt

BSA

Coomassie Blue R-250
P-dCTP

Diethanolamin

DMEM (4,5 g/ml Glucose)
DMSO

Diphenyloxazol

Flourmount G

Fotales Kdlberserum

Glukose

Hepes

IPTG

Kollagenase B aus Clostridium histolyticum
Lumasafe Plus

Nieder — und Hochtemperatur-Agarose
dNTPs
Penicillin/Streptomycin, 100x
Pepsin

[*C]-Prolin
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3. Ergebnisse

3.1 Erstellung einer subtraktiven cDNA-Bank

Chondrozyten des embryonalen Hithnernsternums besitzen unterschiedliche Differenzierungs-
eigenschaften, die durch ihre anatomische Lokalisation im Sternum begriindet sind (Iwamoto
et al., 1993). In vorhergehenden Arbeiten konnte durch Kokultur-Experimente gezeigt
werden, dass kaudale Chondrozyten sowohl ihre eigene als auch die Hypertrophie kranialer
Chondrozyten verhindern konnen, wenn diese durch IGF-1 oder Insulin induziert wird
(Bohme et al., 1995). Diese Blockierung der Hypertrophie kranialer Zellen wird durch
16sliche Signalfaktoren, deren Zellrezeptoren und/oder intrazelluldre Signalvermittler
hervorgerufen. Die entsprechenden Genprodukte miissen demnach in kaudalen Zellen
verstirkt exprimiert werden, so dass deren eigene und die Spitdifferenzierung kranialer
Zellen verhindert wird. Zur Kldrung dieses Mechanismus wurde eine subtraktive cDNA-Bank
erstellt, damit spezifisch exprimierte Gene kaudaler Chondrozyten identifiziert werden
konnen.

Um dies zu erreichen, wurde die Methode der suppressiven subtraktiven Hybridisierung
(SSH) gewihlt (Diatchenko et al., 1996). Zum einen wurde die cDNA kranialer Zellen (=
driver) von der cDNA kaudaler Chondrozyten (= fester) subtrahiert, was im Folgenden als
forward reaction bezeichnet wird und zur Identifizierung von Genen fiihrte, die in kaudalen
Chondrozyten hochreguliert waren. Zum anderen wurde die Reaktion in umgekehrter
Reihenfolge (reverse reaction) durchgefiihrt, um einen c¢cDNA-Pool mit in kranialen
Chondrozyten verstirkt exprimierten Gene zu erhalten. Durch die SSH konnte eine
Angleichung der Héufigkeit der differentiellen cDNAs erreicht werden, so dass stark und
schwach exprimierte Gene in der subtraktiven Bank gleichermallen vertreten waren. Das

Funktionsprinzip der SSH ist in Abb. 3.1 dargestellt.
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Gesamt-RNA

cDNA-Synthese

Rsal-Restriktionsverdau
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Abb. 3.1: Schema der suppressiven subtraktiven Hybridisierung, forward reaction.

Die SSH ermoglicht die Anreicherung von cDNAs, die spezifisch in einer so genannten tester-, aber nicht bzw.
deutlich reduziert in einer anderen, so genannten driver cDNA-Population vorkommen. Die ds cDNA von driver
und fester wird mit dem Restriktionsenzym Rsal geschnitten. Nur die tester cDNA-Fragmente werden in
getrennten Ansitzen mit verschiedenen Adaptern ligiert und in zwei aufeinander folgenden Hybridisierungen mit
einem Uberschuss an driver ¢cDNA inkubiert. In den folgenden PCR-Reaktionen werden nur solche cDNA-
Fragmente exponentiell amplifiziert, die unterschiedliche Adapter besitzen. Dadurch wird einerseits eine
effektive Subtraktion von nicht differentiell exprimierten Genen erreicht, andererseits findet auch eine
Angleichung der Héufigkeit differentiell exprimierter Gene (Suppression) statt. Die Suppression beruht darauf,
dass in grofler Anzahl vorhandene cDNA-Fragmente mit hoherer Wahrscheinlichkeit bereits in der ersten
Hybridisierung einen Bindungspartner finden. Schema veréndert nach Diatchenko et al., 1996.
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3.1.1 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Zur Isolation von RNA aus kranialen und kaudalen Chondrozyten wurden Hiihnersterna mit
bakterieller Kollagenase {iber Nacht verdaut und die Zellen am néchsten Tag aufgearbeitet
(2.1.1). Aus 200 embryonalen Hiihnersterna konnten in der Regel 2-4 x 10’ kaudale Zellen
und 2,3-3,5 x 10® kraniale Zellen isoliert werden. Zu Beginn der Arbeit wurde die Gesamt-
RNA dieser Chondrozyten mit dem RNeasy Midi-Kit (2.3.6) aufgereinigt, wobei immer die
gesamten kaudalen Zellen und eine entsprechende Anzahl kranialer Zellen eingesetzt wurden.
Tabelle 3.1 zeigt reprasentativ die Ausbeute an Gesamt-RNA aus jeweils vier Préparationen

von kaudalen (ka) bzw. kranialen (kr) Chondrozyten.

Tab. 3.1: Gesamt-RNA Ausbeute aus kranialen und kaudalen Chondrozyten

Probe Zellzahl [x 107] Gesamt-RNA [pg]
ka1l 2,0 70
ka2 2,5 70
ka3 4,0 100
ka 4 3,0 80
kr 1 4,5 220
kr2 3,7 200
kr3 6,2 430
kr 4 42 180

Im PCR-Select-Subtraktions-Kit miissen 0,5-2 pg mRNA zur c¢cDNA-Synthese eingesetzt
werden. Allerdings enthdlt Gesamt-RNA lediglich ca. 2 % mRNA. Folglich mussten die
RNA-Proben kaudaler Chondrozyten von ca. 800 Hiihnersterna vereinigt werden, so dass
durch Verwendung eines mRNA -Isolierungskits mit einer theoretischen Ausbeute von 6 pg
mRNA gerechnet werden konnte. Bei Durchfiihrung des Oligotex-mRNA-Isolierungskits
(2.3.7) konnten keine ausreichenden Mengen an mRNA gewonnen bzw. die Konzentration
mit den iiblichen Methoden nicht bestimmt werden (OD-Messungen, 2.3.12). Aus diesem
Grund wurde die cDNA-Synthese anschlieBend mit dem PCR-cDNA-Synthese-SMART-Kit
(2.3.9.2) durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird die cDNA-Synthese durch eine PCR-
Amplifikation des cDNA-Zweitstranges erreicht, so dass selbst aus geringen RNA-Mengen
ausreichende Mengen an cDNA generiert werden konnten.

Weiterhin ist die c¢DNA mit Volllinge-Konstrukten angereichert und kann in
Genexpressionsstudien, wie z.B. im suppressiven Subtraktions-Kit (2.3.22) als auch in Virtual

Northern Blots (2.3.25) eingesetzt werden. Zur Produktion von cDNA mit dieser Methode
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wurden lediglich je 1 ug Gesamt-RNA aus kranialen und kaudalen Chondrozyten verwendet.

Das Prinzip der Methode ist schematisch in Abb. 3.2 dargestellt.

Poly A* RNA 5
SMART-Primer o8 5 polyA 3
5w’ ¢='-‘\
CDS primer
Erststrang-Synthese
: durch RT

5'vAnnAAAnAAAS polyA

dC Anfligung ) )
durch RT Einzelschritt

Y

5' oA polyA
G
g - 66 ool

Templatewechsel
+ Verldngerung
durch RT

N ANANANANANANAN DolyA
. GG
5 b{;{‘,ﬁ

Amplifizierung der
CDNA + Primer jmmm

Abb. 3.2: Schema der SMART-cDNA-Synthese. Ein modifizierter oligo(dT)-Primer (CDS-Primer)
lagert sich an den mRNA-Erststrang an, wohingegen der SMART-Primer als kurzes Template am 5°-Ende der
mRNA dient. Wenn die Reverse Transkriptase das 5'-Ende der mRNA erreicht, werden durch die Transferase-
Aktivitdt des Enzyms zusitzliche Deoxycytidine an das 3'-Ende der cDNA angehéngt. Der SMART-Primer
besitzt an seinem 3'-Ende eine oligo (dG) Sequenz und kann sich an die Deoxycytidin-Sequenz anlagern,
wodurch ein verldngertes Template entsteht. Die Reverse Transkriptase wechselt das Template und vollendet die
Replikation bis an das Ende des SMART-Primers (Chenchik et al., 1996). Die resultierende Vollldinge sscDNA
enthilt das komplette 5°-Ende der mRNA und eine Sequenz, die komplementir zum SMART-Oligonukleotid ist,
welche somit als Primer-Sequenz in der folgenden Zweitstrang-Amplifikation dient. Modifiziert nach dem
Handbuch zum SMART-PCR-cDNA-Synthese-Kit (Clontech).

3.1.2 Analyse der Adapterligation

Nach Restrikionsverdau mit Rsal (2.3.22.2) wurden die tester cDNA-Populationen (forward
und reverse Reaktion) mit zwei unterschiedlichen Adaptern ligiert. Die 5'-Enden der Adapter
waren nicht phosphoryliert, so dass jeweils nur ein Strang jedes Adapters sich mit dem 5°-
Ende der jeweiligen cDNA verbinden konnte. Beide Adapter wiesen Bereiche identischer

Sequenzen auf, damit die Basenpaarung des PCR-Primers 1 in den folgenden PCR-
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Reaktionen nach Auffiillung der unterbrochenen Enden durch eine 7ag Polymerase mdglich
war. Jede tester cDNA wurde in zwei Einheiten aufgeteilt, wobei die eine Hélfte mit dem
Adapter I und die andere mit dem Adapter 2R ligiert wurde. Vor der Durchfiihrung der
Ligasereaktion wurden zusétzlich Aliquots der unterschiedlichen Ansétze (Adapter 1 und 2R)
jeder tester Reaktion miteinander vermischt, so dass ein Teil der cDNA mit beiden Adaptern
ligiert wurde. Alle Proben durchliefen anschliefend die Ligationsreaktion. Die letzteren
wurden im weitern Verlauf dieser Mecthode nicht voneinander subtrahiert, um bei der
Subtraktionsanalyse als Negativkontrolle zu dienen.

Die Uberpriifung der erfolgreichen Ligation erfolgte durch eine PCR, bei der neben
spezifischen GAPDH-Primern (Tabelle 2.8) der Primer 1 aus dem Select-Kit eingesetzt
wurde, welcher mit beiden Adaptern Basenpaarungen eingeht. Damit war sichergestellt, dass
nur PCR-Produkte entstanden, wenn nach der Ligation an den 5'-Enden der cDNA die
Adapter vorhanden waren. Dazu wurden aus der Huhn-GAPDH-Sequenz abgeleitete Primer
(chGAPDH3", chGAPDHS5") verwendet, da das Subtraktions-Kit nur fiir humane Proben
ausgelegt ist. Die PCR-Produkte der Ligationsanalyse sind in Abb. 3.3 dargestellt.

tester = kaudale cDNA, B tester = kraniale cDNA,
forward Reaktion reverse Reaktion
1 2 3 4 M bp 1 2 3 4 M bp
1000
1000
500

500

100 100

C
tester = cDNA humane Skelett-

muskulatur, Kontrollreaktion
1 2 3 4 M bp

1000

500

100

Abb. 3.3: PCR-Analyse der Ligationseffizienz A: Als Template diente ¢cDNA kaudaler
Chondrozyten, die mit dem Adapter 1 (Bahn 1+2) bzw. mit dem Adapter 2R (Bahn 3+4) ligiert war. Bahn 1+2:
Als Primer in der PCR 1 wurden der chGAPDH 3°-Primer und der Primer 1 sowie in PCR 2 die chGAPDH
Primer 3" und 5” eingesetzt. Bahn 3+4: Die Primer wurden analog zur Bahn 1+2 eingesetzt. B: Als Template
diente cDNA kranialer Chondrozyten, die analog zu A mit dem Adapter 1 bzw. Adapter 2R ligiert war. Bahn 1-
4: Die Verwendung der Primer erfolgte wie unter A. C: Als Template diente ¢cDNA aus humaner
Skelettmuskulatur, die analog zu A mit dem Adapter 1 oder Adapter 2R ligiert war. Bahn 1-4: Die Verwendung
der Primer erfolgte wie unter A, wobei humane GAPDH-Primer eingesetzt wurden. 2%iges Agarosegel. M:
Gene Ruler 100 bp DNA-GréBenmarker.
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In den Abbildungen A, B und C ist in den Bahnen 1 und 3 erkennbar, dass PCR-Produkte mit
einer Grofle von 800-900 bp (A, B: erwartet: 892 bp) bzw. 700-800 bp (C: erwartet 753 bp)
entstanden sind, so dass von einer erfolgreichen Adapterligation bei allen drei cDNAs
ausgegangen werden konnte. In diesen PCRs wurden ein spezifischer GAPDH-Primer und der
Primer 1 eingesetzt, der an komplementére Sequenzen in den Adaptern 1 und 2R bindet. Die
Intensitit dieser Banden sollte vergleichbar sein mit der Intensitit der GAPDH-spezifischen
Banden (Bahn 2 und 4, Handbuch des PCR-Select-cDNA-Subtraktions-Kit). Dies konnte bei
diesen Ansidtzen bestitigt werden. Somit wurde von einer ausreichenden Effizienz der
Ligation ausgegangen. Weiterhin dienen die Bahnen 2 und 4 in jeder Abbildung als Kontrolle
der cDNA-Synthese. Die PCR-Produkte, bei denen fester cDNA aus kaudalen Chondrozyten
als Template eingesetzt wurden (A), sind wesentlich schwécher als die der anderen Ansétze.
Da aber das Intensitédtsverhéltnis der Banden den Erwartungen entspricht (s.0.), wurde mit der
subtraktiven Hybridisierung fortgefahren. Anhand der Kontrollreaktion in C ist ersichtlich,

dass die Ligase und die Adapter des Select-Kits funktionsfahig waren.

3.1.3 Analyse der PCR-Amplifikationen und Kontrolle der Subtraktion

Durch die PCR-Amplifikationsschritte wéahrend der subtraktiven Hybridisierungsmethode
wurden die differentiell exprimierten cDNAs selektiv amplifiziert. Zuerst mussten die
fehlenden Stringe der Adapter durch eine kurze Inkubation des PCR-Ansatzes bei 75 °C
aufgefiillt werden, damit die Bindungsstelle fiir den Primer 1 entstehen konnte. Bei der
folgenden ersten PCR wurden nur doppelstrangige cDNAs, die beide Adapter an den 3°- und
5°-Enden besallen, exponentiell amplifiziert. Die zweite, so genannte nested PCR wurde zur
Reduktion des Hintergrundes und zur weiteren Anreicherung von unterschiedlich
exprimierten Sequenzen durchgefiihrt.

Um die erfolgreiche Subtraktion zu demonstrieren, wurde einer fester Kontrollreaktion mit
cDNA aus humaner Skelettmuskulatur 0,2% (w/w) Hae IlI-geschnittene ®X174-cDNA
zugefiigt. Nach der Subtraktion dieser fester Probe (Skelettmuskulatur) gegen eine driver
Probe (Skelettmuskulatur), der keine ®X174-DNA beigemengt wurde, sollten die kriftigsten
Banden den Kontrollfragmenten der ®X174-DNA entsprechen.
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forward  reverse  Select

Abb. 3.4: Analyse der PCR-Amplifikationen. Aufgetragen sind die Produkte der nested PCR. Bahn
1-4: subtrahierte (+) bzw. nicht subtrahierte (-) cDNAs der forward bzw. reverse Reaktionen. Bahn 5-8:
subtrahierte bzw. nicht subtrahierte Kontrollreaktionen des PCR-Select-Subtraktions-Kits. P: Positivkontrolle
aus dem Select-Kit, die erfolgreich subtrahierte ®X174 DNA/Hae I1I-cDNA enthielt. M: ®X174 DNA/Hae 1]
Groflenmarker. 2%iges Agarosegel.

Bei der als Positivkontrolle eingesetzten Probe sollte laut Herstellerangaben nach den PCR-
Amplifikationen das typische Bandenmuster der mit Hae III verdauten ®X174-DNA
erscheinen, was in Abb. 3.4 erkennbar ist. Die subtrahierte Kontrollreaktion aus dem PCR-
Select-Subtraktions-Kit zeigte das gleiche Bandenmuster, was nur erfolgen konnte, wenn die
Subtraktion erfolgreich war. Die PCR-Produkte der forward und reverse Reaktionen
erschienen in einem Schmierbereich von ca. 0,2 bis mindestens 1,3 kb, ohne distinkte Banden
aufzuweisen. Die Subtraktion mit dem Kontrollansatz war erfolgreich, und die subtraktive
Hybridisierung der cDNA aus Chondrozyten wurde entsprechend durchgefiihrt, so dass auch

hier von einer positiven Subtraktion ausgegangen wurde.

3.1.4 PCR-Analyse der Subtraktionseffizienz

Die Effizienz der Subtraktion wurde durch den Vergleich von bekannter cDNA vor und nach
der Subtraktion bestimmt. In einer PCR wurden Huhn-spezifische GAPDH-Primer (Tab. 2.8)
eingesetzt und jeweils nach 18, 23, 28 und 33 Zyklen Proben entnommen und analysiert. So
zeigte sich nach Subtraktion eine deutliche Konzentrationsabnahme der cDNA dieses

Housekeeping-Gens. In Abb. 3.5 ist die PCR-Analyse der Subtraktionseffizienz dargestellt.
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A forward Reaktion
subtrahiert nicht subtrahiert
18 23 28 33 18 23 28 33 bp
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B reverse Reaktion
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Abb. 3.5: PCR Analyse der GAPDH-Expression nach subtraktiver Hybridisierung. Es
wurden als Template subtrahierte (Bahn 1-4) und nicht subtrahierte Produkte (Bahn 5-8) der nested PCR (3.1.3)
eingesetzt; als Primer dienten die chGAPDH-Primer (Tab. 2.8). A: In der forward Reaktion wurde cDNA
kranialer Chondrozyten (= driver) von cDNA kaudaler Chondrozyten (= fester) subtrahiert. B: In der reverse
Reaktion wurde cDNA kaudaler Chondrozyten (=driver) von cDNA kranialer Chondrozyten (= tester)
subtrahiert. Aliquots der PCR-Reaktionen wurden nach den angegebenen Zyklen entnommen und analysiert. M:
Gene Ruler 100 bp DNA GroBenmarker. 2%iges Agarosegel.

Abbildung 3.5 A zeigt die erfolgreiche Subtraktion der forward Reaktion, bei der cDNA
kranialer Chondrozyten von cDNA kaudaler Chondrozyten subtrahiert wurde. Die GAPDH-
spezifische Bande konnte in der nicht-subtrahierten Probe bereits ab dem Zyklus 18 detektiert
werden. In der subtrahierten Probe hingegen lag das spezifische GAPDH-PCR-Produkt in
nachweisbarer Menge erst ab dem dreiunddreifigsten Zyklus vor. Das bedeutet, dass die
GAPDH-cDNA durch die forward Reaktion der subtraktiven Hybridisierung nahezu
vollstindig entfernt wurde.

Das Ergebnis der Subtraktion der reverse Reaktion ist in Abb. 3.5 B dargestellt. Sowohl bei
der nicht-subtrahierten als auch bei der subtrahierten cDNA sind bei allen
Amplifikationsrunden GAPDH-spezifische Banden zu erkennen. Bei der nicht subtrahierten

cDNA entspricht dies den Erwartungen, jedoch sollte bei der subtrahierten Probe das RT-
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PCR-Produkt erst in spiateren Amplifikationszyklen erscheinen. Im weiteren Verlauf dieser
Arbeit wurde bei der Durchfiihrung von Virtual Northern Blots deutlich, dass GAPDH in den
kranialen Chondrozyten stirker als in den kaudalen Zellen exprimiert wird, so dass bei der
reverse Reaktion weniger GAPDH-Transkripte aus dem c¢DNA-Gesamtpool eliminiert
wurden. Es ist jedoch erkennbar, dass die Banden der subtrahierten Reaktion insgesamt
schwicher ausfallen, d.h. dass insgesamt weniger GAPDH-cDNA vorhanden war. Da das
Hauptaugenmerk dieser Arbeit den in kaudalen Chondrozyten hochregulierten Genen galt,
war es wichtig, dass die forward Reaktion optimal verlaufen war. Die cDNA der reverse
Reaktion wurde beim differentiellen Screenen eingesetzt und diente lediglich als Kontrolle

zum spéteren Abgleich des Hintergrundes durch falsch positive Klone (3.1.5).

3.1.5 Analyse der subtraktiven Bibliothek durch differentielles Screening

Obwohl die PCR-Select-Methode eine Technik darstellt, mit der erfolgreich differentiell
exprimierte Sequenzen von spezifischen Zellen angereichert werden konnen, beinhaltet die
subtrahierte cDNA trotzdem Sequenzen, die in beiden der miteinander verglichenen
Zellpopulationen vorkommen. Aus diesem Grunde wurde bei der hier durchgefiihrten SSH
mit kaudalen und kranialen Chondrozyten eine differentielle Analyse der subtraktiven
Bibliothek angeschlossen.

Die forward subtrahierte cDNA wurde zur Erstellung einer subtraktiven Bibliothek in den
T/A-Vektor des TOPO T/A-Cloning-Kits ligiert (2.3.23.2). Es wurde nur mit dieser cDNA
eine Bibliothek angefertigt, da dieser cDNA-Pool Genprodukte reprisentierte, die in kaudalen
Chondrozyten verstirkt und in kranialen schwécher oder nicht exprimiert wurden. Beim
anschlieBenden differentiellen Screenen wurde die subtraktive Bibliothek sowohl mit der
forward als auch mit der reverse subtrahierten cDNA hybridisiert, um die Anzahl falsch
positiver Klone zu minimieren.

Dazu musste zuerst die nested PCR wiederholt werden, wobei der Elongationsschritt der PCR
bei 72 °C durchgefiihrt und eine zusétzliche Inkubation von 5 min bei 72 °C angeschlossen
wurde, die fiir die anschlieBende TOPO T/A-Klonierung notwendig war. So konnten mit
10 ng subtrahierter cDNA 300 Bakterienklone erzeugt werden.

In drei Durchmusterungen wurden insgesamt 288 zufillige Klone (jeweils 96 in den

Screenings A, B, und C) mittels Bakterienkolonie-PCR untersucht (2.3.23.3.1). Die PCR-
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Produkte wurden auf Agarosegelen analysiert, so dass bei der Array-Erstellung die Qualitét

und Quantitdt der PCR-Amplikons tiberpriift werden konnte (Abb. 3.6).

Screening A Screening B Screening C
10M

9% 91 > 95 M 94 95 96 M 89 > 9% M

Abb. 3.6: Produkte der Bakterienkolonie-PCR der Screenings A, B und C. Durch
Bakterienkolonie-PCR wurde die Qualitdt und Quantitdt der cDNA-Inserts von 288 (dreimal 96 Klone)
Bakterienklonen tberpriift. Zur Amplifizierung wurden die nested Primer (Tab. 2.7) in der PCR eingesetzt.

Anschliefend wurden jeweils 5 ul der PCR-Produkte auf 2%igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt.
M: 1 kb DNA-Grofenmarker.
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In Abb. 3.6 sind die Produkte der Bakterienkolonie-PCR der Screenings A, B und C
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass Produkte zwischen 0,2 und 1,4 kb entstanden sind, wobei
tiberwiegend Fragmente mit 0,6-0,75 kb vorkamen. Hieran lésst sich erkennen, dass der Rsal-
Verdau der tester und driver cDNA erfolgreich verlaufen war, da das Restriktionsenzym Rsal
Fragmente generiert, die eine durchschnittliche Gro3e von ca. 600 bp besitzen (Diatchenko et
al., 1996). Lediglich in 14 von insgesamt 288 Bakterienklonen konnte kein Produkt
amplifiziert werden, was einer guten Transformationseffizienz von 95 % entspricht. Teilweise
waren mehrere Banden in den Gelspuren erkennbar, was darauf schlieen ladsst, dass entweder
ein Klongemisch in dem entsprechendem Ansatz vorlag, oder aber die Sequenz der nested
Primer innerhalb des cDNA-Inserts der entsprechenden Klone ebenfalls vorlag.

Diese Klone wurden in den folgenden Schritten der differentiellen Analyse auf
Nylonmembranen transferiert, welche anschlieBend mittels radioaktiver Hybridisierung
analysiert wurden. Es waren zwei verschieden Wege zur Erstellung von cDNA-Arrays

moglich: die Durchfiihrung von cDNA-Dot Blots oder von Kolonie-Dot Blots.
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3.1.5.1 Vergleich von cDNA-Dot Blots und Kolonie-Dot Blots mit Klonen des
Screenings A der subtraktiven Bibliothek

Zur Erstellung der Kolonie-Arrays wurde je 1 pl der Bakterienkulturen auf Nylonmembranen
aufgebracht, welche auf LB-Amp-Agarplatten auflagen und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert
wurden. Auf diese Weise wurden vier identische Blots angefertigt, so dass die Hybridisierung
sowohl mit den radioaktiv markierten forward und reverse subtrahierten cDNAs (2.3.23.5) als

auch mit nicht subtrahierten cDNAs aus kaudalen und kranialen Chondrozyten moglich war.

I: Screening mit subtrahierten Proben
Forward subtrahierte cDNA Reverse subtrahierte cDNA
(hoch reguliert in kaudalen Zellen) (hoch reguliert in kranialen Zellen)
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II: Screening mit nicht-subtrahierten Proben
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Abb. 3.7: Vergleich der Kolonie-Dot Blots von Klonen der subtraktiven Bibliothek,

Screening A. Je 1 ul Kulturmedium jeder Bakteriensuspension wurde auf Nylonmembranen aufgetragen, so
dass vier identische Kolonie-Dot Blots entstanden. I: Kolonie-Dot Blots, hybridisiert mit den [**P]-dCTP
markierten forward und reverse subtrahierten cDNA-Proben. II: Kolonie-Blots, hybridisiert mit [**P]-dCTP
markierten nicht subtrahierten cDNA-Proben, erstellt aus fester und driver RNA. Es wurden gleiche cpm-
Mengen der radioaktiv markierten Proben eingesetzt.
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In Abb. 3.7 sind die Kolonie-Dot Blots des Screenings A der subtraktiven Bibliothek
dargestellt. Dot Blots, die mit der radioaktiv markierten forward subtrahierten cDNA und der
tester cDNA (= cDNA kaudaler Chondrozyten) hybridisiert wurden, zeigten eine identische
Signalverteilung. Auch die mit der reverse subtrahierten cDNA und mit der driver cDNA (=
cDNA kranialer Chondrozyten) hybridisierten Kolonie-Dot Blots zeigten das gleiche
Hybridisierungsmuster. Bakterienklone, die Signale auf dem mit der forward cDNA
hybridisierten Blot ergaben, enthielten cDNA-Inserts, die spezifisch in kaudalen
Chondrozyten verstirkt exprimierte Gene reprédsentierten. Dies stimmt damit iiberein, dass
diese Klone ebenfalls auf dem mit unsubtrahierter kaudaler zester DNA hybridisierten Blot
ein gleich intensives Signal ergaben.

Weiterhin lieferten Bakterienklone, die in kaudalen Chondrozyten verstirkt vorkommende
Sequenzen enthielten, nur mit der forward subtrahierten bzw. tester cDNA, aber nicht mit der
reverse subtrahierten bzw. driver cDNA, ein verstérktes positives Signal.

Durch die Hybridisierung der Klone der subtraktiven Bibliothek mit der tester spezifischen
cDNA-Probe konnen hochregulierte Sequenzen in kaudalen Chondrozyten identifiziert
werden. Es werden hierbei jedoch nur relativ hiufig vorkommende cDNAs erfasst (Wang und
Brown, 1991). Durch die zusitzliche Analyse der Bibliothek mit den subtrahierten Proben
kann die Sensitivitit des differentiellen Screenings erhoht werden, da so auch gering
exprimierte Klone erfasst werden, die wahrend der SSH angereichert wurden.

Da die Bakterienkulturen auf den Kolonie-Dot Blots unterschiedlich stark bzw. einige nicht
angewachsen waren, wurden entsprechende cDNA-Dot Blots erstellt, um eine bessere
Vergleichbarkeit der Hybridisierungssignale zu gewéhrleisten.

Zur Erstellung dieser cDNA-Arrays wurden die Produkte der Bakterienkolonie-PCR (Abb.
3.6) mit NaOH denaturiert und von diesen Ldsungen je 2 pl auf Nylonmembranen

aufgetragen. Es wurden erneut vier identische Dot Blots erzeugt.
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I: Screening mit subtrahierten Proben

Forward subtrahierte cDNA Reverse subtrahierte cDNA
(hoch reguliert in kaudalen Zellen) (hoch reguliert in kranialen Zellen)
1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89 1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89
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II: Screening mit nicht-subtrahierten Proben

tester cDNA driver cDNA
(= kaudale cDNA) (= kraniale cDNA)
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Abb. 3.8: Vergleich der ¢cDNA-Dot Blots von Klonen der subtraktiven Bibliothek,

Screening A. Die cDNA-Inserts in den Klonen der subtraktiven Bibliothek wurden durch Bakterienkolonie-
PCR amplifiziert und je 2 pl auf vier identische Nylonmembranen aufgetragen. In I sind die cDNA-Dot Blots
mit den [**P]-dCTP markierten forward und reverse subtrahierten cDNAs hybridisiert worden. In II ist die
Hybridisierung mit [**P]-dCTP markierten unsubtrahierten Proben aus kaudalen (=tester) und kranialen (=driver)
Chondrozyten dargestellt. Es wurden gleiche cpm-Mengen der radioaktiv markierten Proben eingesetzt.

Beim Vergleich der Dot Blots ergaben die Klone 29, 31, 36, 48, 51, 54, 73, 88 und 95 mit der
markierten forward subtrahierten Probe ein deutliches positives Signal, so dass sie der
weiteren Analyse durch Sequenzierung unterzogen wurden. Bei der Auswertung der Dot
Blots war es wichtig zu beachten, dass die verschiedenen Klone mit den markierten Proben
unterschiedlich stark hybridisieren konnten. So wurde bei den Bakterienklonen 48, 51, 73, 88
und 95 sowohl ein positives Signal mit der forward subtrahierten als auch mit der tester
spezifischen cDNA-Probe detektiert. Die cDNA-Inserts dieser Klone entsprachen folglich in
kaudalen Chondrozyten verstiarkt exprimierten Genen. Die Bakterien der Klone 29 und 31
besalen Plasmide, die in kaudalen Chondrozyten gering transkribierten Genprodukten
entsprachen, weil sie nur mit der forward subtrahierten cDNA hybridisierten und so wéihrend

der SSH angereichert worden waren. Dadurch ergaben sie keine Signale mit der tester cDNA.
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Die Klone 36 und 54 zeigten auller bei der reverse subtrahierten Probe auch bei den anderen

Hybridisierungsproben jeweils ein positives Signal, welches allerdings bei der forward

subtrahierten Probe am deutlichsten ausgeprdgt war. Die Expression solcher Gene ist in

kaudalen und kranialen Chondrozyten unterschiedlich stark.

Die ¢cDNA-Dot Blots der Abb. 3.8 wurden mit den Kolonie-Dot Blots der Abb. 3.7

abgeglichen, wobei sich bei der Signalverteilung dasselbe Ergebnis zeigte. Zur besseren

Ubersicht sind die Interpretationen der Ergebnisse der differentiellen Analyse zusitzlich

tabellarisch dargestellt.

Tab. 3.2: Ubersicht iiber die Ergebnisse des Screenings A

forw. rev.

subtr. subtr.

tester driver
spezif. spezif.

_ Probe  Probe

| Probe  Probe

nur in kaudalen Chondrozyten

exprimierte Klone

48, 51, 73, 88,
95

in kaudalen Chondrozyten
differentiell exprimierte Klone, die
gering  transkribierte  Sequenzen
reprasentieren

29,31

Klone, die unterschiedlich stark in
den  Zellpopulationen  exprimiert
werden, aber in kaudalen Zellen
hochreguliert sind

a) evtl. differentiell exprimierte
Klone, mogliches Ergebnis von
Spleififormen

b) unterschiedlich starke Expression

36, 54

Aufgrund der Problematik des unterschiedlichen Koloniewachstums auf den Kolonie-Dot

Blots und der einfacheren Anwendung und héheren Sensitivitit von cDNA-Dot Blots wurden

fiir die folgenden Screenings B und C ausschlieBlich cDNA-Dot Blots durchgefiihrt.
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3.1.5.2 Vergleich der cDNA-Dot Blots des Screenings B der subtraktiven Bibliothek

Die Anfertigung der cDNA-Dot Blots der Klone des Screenings B wurde analog zu 3.1.5.1
durchgefiihrt.

I: Screening mit subtrahierten Proben

Forward subtrahierte cDNA Reverse subtrahierte cDNA
(hoch reguliert in kaudalen Zellen) (hoch reguliert in kranialen Zellen)
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II: Screening mit nicht-subtrahierten Proben

tester cDNA driver cDNA
(= kaudale cDNA) (= kraniale cDNA)
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Abb. 3.9: Vergleich der ¢cDNA-Dot Blots von Klonen der subtraktiven Bibliothek,

Screening B. Die cDNA-Inserts in den Klonen der subtraktiven Bibliothek wurden durch Bakterienkolonie-
PCR amplifiziert und je 2 pl auf vier identische Nylonmembranen aufgetragen. I: cDNA-Dot Blots, die mit den
[**P]-dCTP markierten forward und reverse subtrahierten cDNAs hybridisiert wurden. II: Dot Blots, die mit
[**P]-dCTP markierten unsubtrahierten Proben aus kaudalen (=tester) und kranialen (=driver) Chondrozyten
hybridisiert wurden. Es wurden gleiche cpm-Mengen der radioaktiv markierten Proben eingesetzt.

Die Auswertung der cDNA-Arrays des Screening B erwies sich als schwierig, da die
Hybridisierungen der Klone mit der reverse subtrahierten, der tester und der driver
spezifischen Probe relativ dhnliche Muster positiver Signale ergaben, so dass besonders auf

die Intensititen der Signale geachtet wurde. Die Ubersicht iiber die Auswahl der

interessierenden Klone ist in Tab. 3.3 dargestellt.
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Tab. 3.3: Ubersicht iiber die Ergebnisse des Screenings B

forw. rev. tester driver Befund

subtr. subtr. spezif. spezif.
Probe Probe Probe Probe
1. + - + - nur in kaudalen Chondrozyten | 5,95, 96
exprimierte Klone

2. + - - - in kaudalen Chondrozyten | 3, 33, 39, 47,
differentiell exprimierte Klone, die | 57, 59, 68, 69,
gering  transkribierte = Sequenzen | 78
repriasentieren
3. ++ + + +/- Klone, die unterschiedlich stark in | 24, 26, 34
den  Zellpopulationen  exprimiert
werden, aber in kaudalen Zellen
hochreguliert sind

4. + - + + a) evtl. differentiell exprimierte | 8, 18, 63, 92
Klone, mogliches Ergebnis von
Spleiliformen

b) unterschiedlich starke Expression

Es wurden insgesamt 19 Bakterienklone zur weiteren Analyse durch Sequenzierung
ausgewahlt, von denen 15 Klone aufgrund der positiven Signale in den Dot Blots mit hoher
Wabhrscheinlichkeit differentiell exprimiert waren (Klone der Reihen 1, 2 und 3). Die
restlichen vier Klone stellen hinsichtlich der differentiellen Expression in kaudalen
Chondrozyten Grenzfille dar, deren unterschiedliches Vorhandensein weiter verifiziert

werden muss.
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3.1.5.3 Vergleich der cDNA-Dot Blots des Screenings C der subtraktiven Bibliothek

In gleicher Weise wie in 3.1.5.1 - 3.1.5.2 beschrieben wurden die cDNA-Dot Blots des

Screenings C analysiert.

I: Screening mit subtrahierten Proben

Forward subtrahierte cDNA Reverse subtrahierte cDNA
(hoch reguliert in kaudalen Zellen) (hoch reguliert in kranialen Zellen)
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II: Screening mit nicht-subtrahierten Proben

tester cDNA driver cDNA
(= kaudale cDNA) (= kraniale cDNA)
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Abb. 3.10: Vergleich der cDNA-Dot Blots von Klonen der subtraktiven Bibliothek,

Screening C. Die cDNA-Inserts in den Klonen der subtraktiven Bibliothek wurden durch Bakterienkolonie-
PCR amplifiziert und je 2 pl auf vier identische Nylonmembranen aufgetragen. I: cDNA-Dot Blots, die mit den
[**P]-dCTP markierten forward und reverse subtrahierten cDNAs hybridisiert wurden. II: Dot Blots, die mit
[**P]-dCTP markierten unsubtrahierten Proben aus kaudalen (=tester) und kranialen (=driver) Chondrozyten
hybridisiert wurden. Es wurden gleiche cpm-Mengen der radioaktiv markierten Proben eingesetzt.

Die einer weiteren Analyse durch Sequenzierung unterzogenen Klone sowie die Interpretation

der Ergebnisse des Screenings C sind in Tabelle 3.4 dargestellt.
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Tab. 3.4: Ubersicht iiber die Ergebnisse des Screenings C

forw. rev. tester driver Befund
subtr. subtr. spezif. spezif.
Probe Probe Probe Probe
1. + - + - nur in kaudalen Chondrozyten | 11, 14, 16, 41,
exprimierte Klone 42,717, 92
2. + - - - in kaudalen Chondrozyten | 3,7, 8,9, 36,
differentiell exprimierte Klone, die | 45,59, 72
gering  transkribierte  Sequenzen
repriasentieren
3. ++ + + +/- Klone, die unterschiedlich stark in | 6, 19, 20, 23,
den  Zellpopulationen  exprimiert | 39, 40, 67, 79,
werden, aber in kaudalen Zellen
hochreguliert sind
4. + - + + a) evtl. differenticll exprimierte | 18, 38
Klone, mogliches Ergebnis von
Spleiliformen
b) unterschiedlich starke Expression

Es wurden 25 Klone mit positiven Signalen bei der Hybridisierung mit der forward

subtrahierten cDNA ausgewihlt und sequenziert.

Zusammenfassend konnten also 53 von 288 cDNA-Klonen nach dem differentiellen
Screening als positiv identifiziert werden, d.h. ihre entsprechenden Gene waren in kaudalen
Chondrozyten hochreguliert gegeniiber denen kranialer Zellen. Dies entsprach einem Anteil

an positiven Klonen von 18,4 %.

3.1.6 Sequenzergebnisse der differentiell exprimierten Klone

Ausgehend von den Einzelausstrichen der verschiedenen Bakterienkulturen wurden von den
als positiv bewerteten, d.h. in kaudalen Chondrozyten hochregulierte Sequenzen enthaltende
Kolonien, LB-Amp-Minikulturen angeimpft und Plasmidpréparationen durchgefiihrt.
Anschliefend wurden die cDNA-Inserts der Plasmide sequenziert (Sequenzen sieche Anhang)
und die Ergebnisse mit Hilfe des Programms BLAST (Altschul et al., 1990) mit
Datenbankeintragen verglichen.

Zur Analyse wurden die Programme blastn, tblastx und blastx genutzt. Blastx und tblastx
haben den Vorteil, dass BLAST in diesen Féllen die Nukleotidsequenzen in die moglichen
sechs Leseraster iibersetzt und diese dann mit Proteinsequenzeintrigen vergleicht, so dass

eine erhohte Sensitivitit gegeben ist. Blastx kann dazu verwendet werden, Proteine zu finden,
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die zu dem Protein, welches durch eine gegebene Nukleotidsequenz kodiert wird, homolog
sind. Es translatiert die Sequenz und gleicht diese gegen bekannte Proteinsequenzen ab.
Tblastx ibersetzt ebenso die Nukleotidsequenzen, vergleicht diese aber mit
Datenbankeintrégen, die ebenfalls in alle sechs Leseraster translatiert wurden. Dadurch ist die
Identifizierung neuer Gene moglich. Blastn wurde eingesetzt, weil es die zu analysierende
Sequenz mit vorhandenen Nukleotideintrdgen vergleicht. Durch diese Suche kann ermittelt
werden, ob die Sequenz bereits in Datenbankeintrdgen vorhanden ist und so Informationen
iiber die Sequenz gewonnen werden konnen (Online-Seiten der Suchmaschine BLAST der
NCBI User Services, Internetseite siche 2.3.29).

Eine erste Sequenzanalyse der Klone erfolgte im Jahr 2002 und es ergaben sich die in Tabelle
3.5 dargestellten Ergebnisse. Es wurden iiberwiegend Homologien zu humanen, Maus- oder
Ratten-spezifischen Sequenzen gefunden. Das Genom des Huhnes wurde 2004 vollstindig
sequenziert und die Sequenzen in die Datenbank des NCBI eingestellt, so dass eine weitere
Sequenzanalyse durchgefiihrt wurde. Es fanden sich jetzt vermehrt Ubereinstimmungen mit

Huhn-spezifischen Sequenzen, die in Tabelle 3.6 zusammengefasst sind.
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Tab.3.5: Ergebnisse der BLAST-Analyse von 2002

Klon(e) Beschreibung Spezies Identitiit  blastx tblastx blastn
B57 e Rho-assoziierte coiled coil Gallus gallus 99 % X / /
forming Kinase 2 ROCK2
C23 e Lysosomen-assoziiertes Gallus gallus 97 % / X /
Membranglykoprotein
LAMP-2¢
A54 e EST Gallus gallus 97 % / X /
A48, AS1, | e Nuclear factor UA Homo sapiens, tblastx: / X X
AT3, A88, | e Nuclear factor 1/A-1 Mus musculus, 60 —-90 %
A95, e Nuclear factor 1/A-2 Rattus norvegicus
BS, B34, blastn:
B92, 90-94 %
C3, Co,
Cl14, C36,
C92
B78 e Transkriptionsfaktor Dp-1 Homo sapiens, tblastx: / X X
Mus musculus 80 %
blastn:
93 %
C41 e Zinktransporter ZTL1 Homo sapiens, 90-93 % / X /
Mus musculus
B59 e Serin-Threonin Proteinkinase Homo sapiens 89 % / / X
o nicht definierte DNA-
Sequenzen
A29, A31, | enicht definierte cDNA- + Homo sapiens, 50-92 % / X X
A306, DNA-Sequenzen Mus musculus
BI8
Cl16, C18,
C19,C72,
B3, BS, e keine Datenbankeintréige / / X X X
B24, B47,
B63, B68,
B69, B96
C7, C8, C9,
Cl11, C38,
C42, C45,
C59, C77,
C79

blastx: nucleotide query - protein Datenbank; tblastx: nucleotide query - translated nucleotide Datenbank;

blastn: nucleotide query - nucleotide Datenbank

Insgesamt konnten nur 45 Klonsequenzen der urspriinglichen 53 Klone ausgewertet werden,
da die Klone B26, B33, B39, B95, C20, C39, C40 und C67 — auch nach Wiederholung der
Plasmidpréparationen - nicht zu sequenzieren waren.

Mit blastx konnte lediglich der Klon B57 mit einer hohen Identitit von 99% identifiziert
werden, so dass von einer Homologie dieses Klones zur Rho-assoziierten coiled coil forming
Kinase 2 ausgegangen wurde. Die meisten Eintrdge fanden sich durch Nutzung von tblastx,

welche teilweise durch blastn bestdtigt werden konnten. Beim Klon C23 z.B. ist eine Sequenz
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von 684 bp Liange mit den Datenbankeintrdgen verglichen worden, und es zeigte sich, dass
mit Hilfe von tblastx eine Identitdit von 97 % mit LAMP-2c (Gallus gallus) auf der
Aminosdurenebene gefunden werden konnte, wobei 190 von 195 AS identisch waren. Die
190 identischen AS entsprachen 570 Nuleotiden, womit fast die ganze Lénge der
verglichenen Sequenz hohe Homologie mit LAMP-2c¢ zeigte. Auler zu einem weiteren EST-
Klon (A54) wurden zum damaligen Zeitpunkt keine weiteren Eintrige detektiert, die sich auf
die Sequenzen des Huhns bezogen.

Weiterhin fanden sich Datenbankeintrige, die Homologien zu humanen oder murinen
Proteinen zeigten, wie z.B. bei den Klonen B78 und C41, die Ahnlichkeiten zum
Transkriptionsfaktor DP-1 bzw. zum Zinktransporter ZTL-1 aufweisen. Eventuell kodieren
diese Sequenzen fiir Proteine, die eine dhnliche Funktion im Huhn besitzen.

Insgesamt 26 der analysierten Klone stellten neue Genprodukte dar, da sie lediglich
Homologien zu nicht ndher definierten humanen oder murinen cDNA-Klonen bzw. DNA-
Abschnitten zeigten oder aber es lieBen sich keine Datenbankeintrige finden.

Auffallend war, dass 13 Klone der drei Screenings Homologien zum Nuklear Faktor NF-I/A
und seinen Isoformen vom Menschen, der Maus oder der Ratte zeigten. Das vermehrte
Auftreten dieser Datenbankeintrige wurde als Indiz daflir gewertet, dass dieser
Transkriptionsfaktor bei der Blockierung der Hypertrophie kranialer Chondrozyten durch
kaudale Chondrozyten eine Rolle spielen konnte. Deshalb wurden Huhn-spezifische NF-I/A-
Isoformen in Chondrozyten identifiziert, die differentielle Expression des Faktors NF-I/A-1 in
den Zellen nachgewiesen und die Volllinge-Sequenz kloniert. Die Ergebnisse dazu sind im

Abschnitt 3.2 dargestellt.
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Wie bereits erwdhnt wurden die Sequenzen im Mirz 2004, d.h. nach vollstindiger
Sequenzierung des Huhn-Genoms, durch das Programm BLAST nochmals mit Datenbank-

eintrdgen verglichen, und es ergaben sich folgende Ergebnisse:

Tab.3.6: Ergebnisse der BLAST-Analyse vom Miirz 2004

Beschreibung Spezies Identitiit  blastx tblastx blastn

B57 e Rho-assoziierte coiled coil Gallus gallus 99 % X / /

forming Kinase 2 ROCK2
C23 e Lysosomen-assoziiertes Gallus gallus blastx: / X X

Membranglykoprotein 97 %

LAMP-2¢

blastn:
99%

As4 e ChEST1031h2 Gallus gallus 100% / X X
A48, A51, | e Klon ChEST987n15 Gallus gallus tblastx. / X X
A73,A95 | e Klon ChEST355d10 81-98 %
B8, B34,
B92 blastn:
C3, Ce6, C9, 90 -95 %
C14, C36,
C92
BS5 e Klon ChEST276h23 Gallus gallus 96 % / / X
B59 e Klon ChEST5952a22 Gallus gallus 96 % / / X
C79 e Klon ChEST22407 Gallus gallus 99% / / X
AB88 e Klon RP-902P15 Homo sapiens 78 % X / /
B78 e Transkriptionsfaktor DP-1 Homo sapiens 80 % / X /
A29, A31, | enicht definierte cDNA- + Homo sapiens, 50 -96 % / X X
A36 DNA-Sequenzen Mus musculus,
Cle, C18, Gallus gallus
C42
B3, B13, e keine Datenbankeintréige / / X X X
B24, B47,
B63, B68,
B69, B96
C7, C8,
Cl11, C19,
C38, C41,
C45, C59,
C72,C77

blastx: nucleotide query - protein Datenbank; tblastx: nucleotide query - translated nucleotide Datenbank;

blastn: nucleotide query - nucleotide Datenbank
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Die 2002 gefundenen Homologien der Klone B57, B78, C23 und A54 konnten durch erneute
BLAST-Analyse im Mirz 2004 bestdtigt werden, wobei A54 ndher klassifiziert werden
konnte. Weiter fiel auf, dass fiir fast alle Klone, die bei der ersten Analyse 2002
Ahnlichkeiten zum humanen, murinen oder Ratten-spezifischen Nuklear Faktor NF-I/A
zeigten, nun hohere Homologien zu zwei Huhn-spezifischen EST-Klonen gefunden wurden.
Ein Alignment der Nukleotidsequenzen des humanen oder murinen NF-I/A mit den EST-
Klonen zeigte keine grofleren Homologien, sondern nur jeweils wenige Nukleotide lange
Ubereinstimmungen. Demzufolge kodieren die hier gefundenen Sequenzen fiir neue Proteine
bzw. fiir Teile von Proteinen, die bei der Repression der Hypertrophie kranialer Chondrozyten
durch kaudale Chondrozyten beteiligt sind.

Bei drei Klonen (B5, B59, C79) konnten Homologien auf Nukleotidebene (blastn) zu Huhn-
spezifischen EST-Klonen gefunden werden.

Weiterhin konnten 24 Klone selbst nach der vollstdndigen Sequenzierung des Hithnergenoms
nicht ndher spezifiziert werden. Ein Sequenzvergleich lieferte keine {ibereinstimmenden
Datenbankeintriige, und es zeigten sich auch keine Ahnlichkeiten mit niiher deklarierten

humanen, murinen oder Huhn-spezifischen cDNA- bzw. DNA-Sequenzen.
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3.1.7 Vergleich der Expression ausgewéihlter Klone in kaudalen und kra-

nialen Chondrozyten

Zur Verifizierung der Ergebnisse des differentiellen Screenings der subtraktiven Bibliothek
wurden von einigen Klonen Virtual Northern Blots bzw. Northern Blots durchgefiihrt. Damit
sollte die differentielle Expression dieser Klonsequenzen in kaudalen und kranialen

Hiihnerchondrozyten iiberpriift werden.

3.1.7.1 Uberpriifung der Ergebnisse des differentiellen Screenings durch Virtual
Northern Blots

Aus der subtraktiven Bibliothek wurden einzelne Klone ausgewéhlt, um durch Virtual
Northern Blot-Analyse die unterschiedliche Genexpression in kranialen und kaudalen
Chondrozyten zu bestitigen. Dazu wurde die durch SMART-Amplifikation generierte cDNA
eingesetzt (3.1.1). Fiir eine erste Analyse wurden die Klone B8, B57, C23 und C41
ausgewdhlt. Der Klon B8 gehorte zu einer Gruppe von Sequenzen, die bei der BLAST-
Analyse von 2002 Homologien zum Nuklear Faktor NF-I/A zeigten und im Mirz 2004 der
Huhn-spezifischen Sequenz ChEST355d10 zugewiesen werden konnte. Nach dem
differentiellen Screening (3.1.5.2) wurde dieser Klon als moglicherweise differentiell
exprimiert bzw. als unterschiedlich stark exprimiert in kranialen und kaudalen Zellen
eingestuft. Klon B57 zeigte bei beiden Sequenzauswertungen eine Homologie zur Rho-
assoziierten coiled coil forming Kinase ROCK 2 und Klon C23 wies hohe Identititen zum
Lysosomen-assoziierten Membranglykoprotein LAMP-2c¢ auf; beide Klone wurden nach dem
Screening der Dot Blots als deutlich hochreguliert in kaudalen Chondrozyten klassifiziert
(Tab. 3.3 und Tab. 3.4). Der Klon C41 stimmte bei der BLAST-Analyse von 2002 mit der
Sequenzen des humanen Zinktransporter ZTL-1 iiberein und war ebenfalls in den Dot Blots
unterschiedlich stark hochreguliert (Tab. 3.4). In Abb. 3.11 sind die Virtual Northern Blots

und ihre densitometrischen Auswertungen dargestellt.
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Abb. 3.11: Vergleich der Genexpression von Klonen der subtraktiven Bibliothek durch

Virtual Northern Blots. A: Es wurden pro Blot je 7 ug cDNA aus kaudalen bzw. kranialen Chondrozyten
durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, geblottet, denaturiert und mit den [**P]-dCTP markierten
Sequenzen der Klone B8, B57, C23 und C41 hybridisiert (2.3.27). Die Blots wurden anschliefend gestrippt und
mit den spezifischen Sonden fiir 3-Aktin bzw. GAPDH erneut hybridisiert. B: Densitometrische Auswertung der
auf 3-Aktin normierten Banden-Intensitéten.

Bei allen vier iiberpriiften Klonen der subtraktiven Bibliothek konnte eine verstirkte
Expression in kaudalen Chondrozyten mittels Virtual Northern Blot-Analyse bestitigt
werden. Die entsprechenden Klonsequenzen waren in kaudalen Zellen zwei- bis dreifach
hochreguliert. Bei der densitometrischen Auswertung wurden die Werte des Housekeeping-
Gens B-Aktin als Grundlage herangezogen, da es in kaudalen und kranialen Chondrozyten
gleichermallen exprimiert wurde. Die GAPDH-Sonde konnte zur Auswertung nicht genutzt
werden, da durch die Hybridisierung festgestellt wurde, dass GAPDH in Chondrozyten des
kranialen und kaudalen Bereiches des Hiihnersternums offensichtlich unterschiedlich stark

exprimiert wird.




96 Ergebnisse

3.1.7.2 Uberpriifung der Ergebnisse des differentiellen Screenens durch Northern Blots

Fiir die Durchfiihrung von Northern Blots wurde Gesamt-RNA aus kranialen und kaudalen
Chondrozyten isoliert (2.3.6). Da jeweils 15-30 pg RNA -elektrophoretisch aufgetrennt
wurden, mussten verschiedene Chargen isolierter Chondrozyten aufgearbeitet werden. Die

Hybridisierungen mit den verschiedenen Klonsequenzen wurden dreimal wiederholt.
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Abb. 3.12: Vergleich der Expression von Klonen der subtraktiven Bibliothek durch
Northern Blots. Es wurden pro Blot 15-30 pg RNA kaudaler bzw. kranialer Chondrozyten durch
Elektrophorese aufgetrennt, geblottet und mit den [**P] dCTP markierten Sequenzen der Klone C23, B57, B78
und B59 hybridisiert (2.3.27). Die Blots wurden anschlielend gestrippt und mit der spezifischen Sonde fiir -
Aktin erneut hybridisiert, n=3. Die Northern Blots wurden freundlicherweise von Dr. Rita Dreier durchgefiihrt.
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Mittels Northern Blotting wurde die Expression der Sequenzen der Klone C23, B57, B78 und
C59 in kaudalen und kranialen Chondrozyten tiberpriift. Die Sequenz des Klones C23 wies
bei den BLAST-Analysen hohe Identidten zu LAMP-2¢ auf und Klon B57 zeigte Homologien
zu ROCK 2. Beide Sequenzen wurden auch durch Virtual Northern Blotting analysiert.
Weiterhin wurde der Klon B78 ausgewéhlt; anhand der BLAST-Analysen wurden hier
Identitidten zum Transkriptionsfaktor DP-1 gefunden. B59 zeigte nach der Sequenzanalyse
von 2002 Identitdten zu einer nicht ndher deklarierten Serin-Threonin-Proteinkinase. 2004
konnte diese Sequenz dem EST-Klon ChEST595a22 zugewiesen werden. Alle hier
analysierten Klone wurden nach dem differentiellen Screening als verstirkt exprimiert in
kaudalen Chondrozyten klassifiziert.

Die densitometrische Auswertung der Banden-Intensititen des Klones C23 bestitigte bei zwei
unabhingigen Hybridisierungen die Hochregulation in kaudalen Chondrozyten. In einem
dritten Experiment allerdings war die Sequenz in kranialen Zellen stirker exprimiert. Da bei
den Virtual Northern Blots ebenfalls eine hochregulierte Expression in kaudalen Zellen
gefunden wurde, ist es wahrscheinlich, dass LAMP-2c¢ tatsdchlich ein in kaudalen Zellen
hochreguliertes Gen reprisentiert. Beim Klon B57 ergab sich das umgekehrte Bild: Bei zwei
Hybridisierungen wurde eine verstirkte Expression in kranialen Zellen detektiert, in einem
Falle wurde die Hochregulation der Klonsequenz in kaudalen Chondrozyten gefunden. Die
erhohte Expression von ROCK 2 (Klon B57), die im Virtual Northern Blot gefunden wurde,
konnte somit durch Northern Blot-Analyse nicht bestétigt werden. Beim Klon B59 wurde
durch die densitometrische Auswertung deutlich, dass diese Sequenz nicht in kaudalen
Chondrozyten hochreguliert war, sondern in kranialen Zellen stirker exprimiert wurde. Klon
B78 zeigte in den Northern Blot-Ergebnissen ein uneinheitliches Bild: einmal wurde eine
verstirkte Expression in kaudalen Zellen gefunden, ein anderes mal in kranialen Zellen und
beim dritten mal konnte gezeigt werden, dass es keine Expressionsunterschiede in den

Zellpopulationen gab.
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3.2 Funktion des Nuklear Faktors NF-I/A bei der Hypertrophie
embryonaler Hithnerchondrozyten

Bei der BLAST-Analyse von 2002 zeigten 13 Klone, die nach der Durchfiihrung der cDNA-
Arrays als hochreguliert in kaudalen Chondrozyten einzustufen waren, Sequenzhomologie
zum Nuklear Faktor NF-I/A aus Mensch, Maus oder Ratte (Tab. 3.5). Dies wurde als Hinweis
dafiir gewertet, dass NF-I/A eine Bedeutung wihrend der Spétdifferenzierung embryonaler
Hiithnerchondrozyten besitzen konnte. Um diese Hypothese zu bestitigen, wurde NF-I/A in
kranialen Chondrozyten iiberexprimiert und sein Einfluss auf die Hypertrophierung der Zellen

analysiert.

3.2.1 Identifikation der Isoformen des NF-I/A und Bestitigung der

differentiellen Expression von NF-1/A-1 in Hithnerchondrozyten

Von der mRNA des Huhn-spezifischen NF-I/A Gens sind sechs verschiedene Splei3varianten
bekannt (Kruse und Sippel, 1994a), denen unterschiedliche Funktionen in der Regulation der
Genexpression zugeschrieben werden. Da nicht bekannt war, welche Spleilvarianten in
Chondrozyten exprimiert sind, wurden Primer kreiert (2.3.5.4), die spezifisch fiir die
unterschiedlichen Isoformen waren. Zur Analyse wurden RT-PCRs durchgefiihrt, in die

entweder cDNA kranialer oder cDNA kaudaler Chondrozyten eingesetzt wurde.
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Abb. 3.13: NF-I/A-Spleifivarianten in Chondrozyten. Die RT-PCR wurde in A mit cDNA
kranialer Chondrozyten und in B mit cDNA kaudaler Chondrozyten und den entsprechenden Primern, die
jeweils fiir die Spleivarianten NF-I/A-1, -1.1, -3, -4, -5 und -6 spezifisch waren, durchgefiihrt. Es wurden
gleiche Mengen an cDNA eingesetzt. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte auf einem 1,8%igem
Agarosegel. P: interne PCR-Kontrolle mit spezifischen B-Aktin-Primern. M: Gene Ruler 100 bp DNA-
GroBenmarker.

Mit den spezifischen Primern fiir NF-I/A-1, -1.1, -3, -4, -5 und -6 wurden die beiden
Spleifivarianten NF-I/A-1 und -3 in kranialen (3.13 A) und kaudalen (3.13 B) Chondrozyten
des Huhns nachgewiesen. Die iibrigen Varianten sind in Hithnerchondrozyten nicht prisent.
Bei der BLAST-Analyse von 2002 (Tab. 3.5) wurden ebenfalls Identititen zum humanen oder
murinen NF-I/A-1 gefunden, so dass fiir weitere Arbeiten diese Spleilvariante des
Transkriptionsfaktors ausgewéhlt wurde.

Dafiir musste zuerst die differentielle Expression von NF-I/A-1 in kaudalen und kranialen

Chondrozyten nachgewiesen werden.
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Abb. 3.14: Differentielle Expression des Transkriptionsfaktors NF-I/A-1 in kaudalen

und kranialen Chondrozyten. Exemplarische Darstellung eines Virtual Northern Blots. A: Es wurden
pro Bahn je 7 pg cDNA aus kaudalen bzw. kranialen Chondrozyten durch Agarosgeseelektrophorese
aufgetrennt, geblottet, denaturiert und mit der [**P]-dCTP markierten spezifischen NF-I/A-1-Sonde (2.5.3.4)
hybridisiert Der Blot wurde anschlieBend gestrippt und mit der spezifischen Sonde fiir B-Aktin erneut
hybridisiert. B: Densitometrische Auswertung der auf p-Aktin normierten Banden-Intensitdten. Die
Hybridisierung wurde dankenswerterweise von Sandra Kroppen durchgefiihrt.

Es konnte deutlich eine verstirkte Expression des NF-I/A-1 in kaudalen Chondrozyten mittels
Virtual Northern Blot-Analyse nachgewiesen werden.
Zur Uberexpression des NF-I/A-1 in Hiihnerchondrozyten musste zunichst die vollstindige

Sequenz des Faktors amplifiziert werden.

3.2.2. Amplifikation der vollstindigen NF-1/A-1-Sequenz

Zur Amplifikation der Vollldngesequenz des NF-I/A-1 aus Huhn wurden spezifische
Klonierungsprimer konstruiert, die Restriktionsschnittstellen fiir anschlieende Ligationen mit
Vektoren sowie jeweils vier zusétzliche Basen zur Gewdhrleistung der Restriktionseffizienz

enthielten.
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Sense-Primer: NFforw_lang

Uberhang Sacl Start

Tm + Uberhang: 72,8 °C

Antisense-Primer: NFrev_lang

Uberhang Sall

Tm + Uberhang: 72,8 °C

kodierende Sequenz NF-I/A-1

5" T GAA GAG CTC ATG TAT TCT CCG CTC TGT CTC ACG CAG 3!

Tm ohne Uberhang: 71,4 °C

kodierende Sequenz NF-I/A-1

5! TAAT GTC GAC TCC CAG GTA CCA GGA CTG AGT CTG TTG 3!

Tm ohne Uberhang: 71,4 °C

Abb. 3.15: Primersequenzen zur Herstellung des NF-I/A-1-Vollléingeklons.

Die Bereiche der kodierenden Sequenz des NF-I/A-1 wurden weit umfassend gewéhlt, weil

mit kiirzeren Konstrukten im Vorfeld kein PCR-Produkt generiert werden konnte. Ein

Stopcodon wurde nicht eingefiigt, da die Konstruktion von Fusionsproteinen geplant war und

deshalb Stopcodons in den Expressionsvektoren an entsprechender Stelle vorhanden waren.

Die PCR wurde mit der RED7ag Polymerase nach dem unter 2.3.13 angegebenem Programm

durchgefiihrt, und es ergaben sich folgende PCR-Produkte:

bp

10000

1500

750

Abb. 3.16: PCR zur Konstruktion

des Volllingeklons von NF-1/A-1.
Die RT-PCR wurde mit cDNA aus Leber
und den oben angegebenen Primern
durchgefiihrt. Die Auftrennung der PCR-
Produkte erfolgte auf einem 1,2%igem
Agarosegel. 1, 2: Doppelansatz. M: 1 kB
DNA Gro6fenmarker.

Es konnten zwei cDNA-Banden bei 1500 bp detektiert werden, die mittels Gelextraktion

(2.3.14) getrennt voneinander gereinigt wurden. Bei der oberen Bande handelte es sich um die

NF-I/A-1-Sequenz, die eine berechnete Grofle von 1589 bp besal, inklusive der Basenpaare,

die durch die Primer eingefiigt worden sind. Die untere Bande stellte die Splei3variante NF-

I/A-1.1 inklusive der zusdtzlichen Primernukleotide dar (GroBe: 1550 bp). Im Gegensatz zu
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Chondrozyten wird NF-I/A-1.1 in der Leber exprimiert, was durch folgende Isoformen-PCR

gezeigt werden konnte.

bp
1000

500

100

Abb. 3.17: NF-I/A-Spleiivarianten in der Leber. Die RT-PCR wurde mit cDNA aus Hiihnerleber
und den entsprechenden Primern, die jeweils fiir die Spleivarianten NF-I/A-1, 1.1, 3, 4, 5 und 6 spezifisch
waren (2.3.5.5), durchgefiihrt. Es wurden gleiche Mengen an cDNA eingesetzt. Die Auftrennung der PCR-
Produkte erfolgte in einem 1,8%igem Agarosegel. P: interne PCR-Kontrolle mit spezifischen B-Aktin-Primern.
M: 100 bp GréBenstandard.

Die isolierten DNA-Fragmente wurden in den T/A TOPO-Vektor (2.3.16) kloniert, und es
wurden zehn positive Kolonien durch Mini-Ubernachtkulturen (2.3.3) herangezogen und
durch Plasmidpréparationen (2.3.10.1) aufgereinigt. Da die Gefahr bestand, dass die beiden
Banden bei der Gelextraktion nicht vollstdndig voneinander getrennt wurden, wurde eine PCR
mit Primern, die fiir die Spleivariante des NF-I/A-1 spezifisch waren, durchgefiihrt. Dadurch
konnte analysiert werden, welche Plasmide tatsdchlich die cDNA des NF-I/A-1 trugen.

Abb. 3.18: PCR der
Plasmidpriparationen mit

NF-I/A-1-Primern.

Die PCR wurde mit je 2 pl Plasmid-
priaparation und den NF-I/A-1
Primern  (2.3.55)  durchgefiihrt.
Exemplarisch sind die PCR-
Produkte der Plasmidpréparationen
4 - 9 dargestellt. Die Auftrennung
erfolgte in einem  1,2%igen
Agarosegel. M: 100 bp GroBen-
standard.

In der Plasmidpréparation 9 konnte eine spezifische PCR-Bande (242 bp) detektiert werden.
Die tibrigen Priparationen zeigten in dieser Hohe kein PCR-Produkt. Das ¢cDNA-Insert von

Plasmid 9 wurde sequenziert und mit der Sequenz des Huhn-spezifischen NF-I/A-1
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verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass bis auf zwei Punktmutationen die kodierende
Sequenz des NF-I/A-1 vorlag. Die beiden Mutationen betrafen die Positionen 355 und 971 der
Nukleotidsequenz. An diesen Stellen war das Nukleotid Thymidinsss gegen Cytidin und zum
anderen das Guanosing;; gegen Adenosin ausgetauscht. Aus diesem Grund wurde vor der
Klonierung in Expressionsvektoren das QuickChange-Site-Directed-Mutagenese Kit (2.3.21)
angewendet. Die Mutagenese wurde fiir jede Punktmutation einzeln durchgefiihrt und die
Sequenz liberpriift, so dass schlieBlich die richtige, kodierende Nukleotidabfolge (Accession-
Nr. X51486) des Huhn-spezifischen NF-I/A-1 im pCR®II-TOPO-Vektor vorhanden war.

3.2.3. Klonierung der Vollliingesequenz des NF-I/A-1 in Expressions-

vektoren

Zuerst wurde die Sequenz des NF-I/A-1 in den Expressionsvektor phrGFP-C umkloniert, da
dieser Vektor aufgrund der kodierenden Sequenz fiir das Protein hrGFP den Vorteil besitzt,
dass eine erfolgreiche Transfektion von Zellen direkt durch Fluoreszenz-Mikroskopie sichtbar
ist. Es stellte sich allerdings nach Transfektionen von Chondrozyten mit dem Konstrukt
phrGFPC-NFIA1 heraus, dass keine fluoreszierenden Zellen erkennbar waren, obwohl die
Kontrolltransfektion mit dem leeren Vektor phrGFP-C erfolgreich verlaufen war. Die
Ergebnisse zur Transfektion primérer Hiihnerchondrozyten sind unter dem Kapitel 3.2.4
dargestellt.

Daher wurde die kodierende Sequenz des NF-I/A-1 in den pCMV-Tag-4A-Vektor kloniert.
Am C-terminalen Ende der Multiple Cloning Site dieses Vektors ist eine Sequenz fiir einen
FLAG-Tag vorhanden, welcher nach erfolgter Expression durch einen Anti-FLAG M2-
Antikorper als Epitop erkannt wird. Zur Konstruktion des Vektors wurden der pCMV-Tag-
4A-Vektor und der pCR®II-TOPO-NFIA1 Vektor mit den Restriktionsenzymen Sacl und Sall
sequentiell geschnitten, die entstandenen Fragmente aus dem Agarosegel extrahiert und die
Sequenz des NF-I/A-1 mit dem pCMV-Tag-4A ligiert (2.3.18). Nach Transformation von
XL10-Gold ultrakompetenten E.coli Zellen (2.3.20) wurden Kanamycin-resistente Klone
selektioniert. AnschlieBend erfolgte eine Ligationsiiberpriifung (2.3.19). Ein positiver Klon
wurde in einer Midi-Ubernachtkultur (2.3.3) vermehrt und das Plasmid mittels
Plasmidpréparation (2.3.10.2) vor der Transfektion der Chondrozyten aufgereinigt und
sequenziert. Die verdffentliche Vollldnge-Sequenz des NF-1/A-1 (Accession-Nr. X51486) war

vorhanden.
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3.2.4. Transfektion primirer Hithnerchondrozyten und Uberexpression des

Transkriptionsfaktors NF-1/A-1

Zur Validierung des urspriinglich fiir humane Zellen konzipierten amaxa-Systems fiir
Hiihnerchondrozyten unter Verwendung des leeren phrGFP-C Vektors und zur
anschlieenden Optimierung der Methode wurden primédre Chondrozyten mit dem Vektor
phrGFP-C transfiziert. Es wurden unterschiedliche Parameter, wie Zellzahl (0,5-1 x 10°
Zellen), Plasmidmengen (2,5-10 pg/Ansatz) und verschiedene Elektroporationsprogramme
getestet. Bei diesen Voruntersuchungen stellte sich heraus, dass die Tranfektion von 1 x 10°
Chondrozyten mit 5 ug des Plasmids unter Verwendung des Programms U-24 optimal verlief.
Direkt nach der Transfektion wurden die Zellen entweder in DMEM/F12 mit 10% FKS als
Monolayer (2.1.4) kultiviert bzw. in Agarose eingebettet (2.1.3). Abb. 3.18 zeigt reprisentativ

eine erfolgreiche Transfektion von priméren Hithnerchondrozyten.

Monolayerkultur

Abb. 3.19: GFP-Expression in mit dem Vektor phrGFP-C transfizierten Chondrozyten.
Kraniale Chondrozyten wurden direkt nach Isolierung mit dem phrGFP-C Vektor mittels Elektroporation
transfiziert. A, B: Transfektion von 1 x 10° Zellen mit 5 pg Vektor, Kultivierung als Monolayer mit
DMEM/F12/10 % FKS. C,D: Transfektion der Zellen wie unter A+B mit direkt anschliefender
Agaroseeinbettung, serumfrei. Es wurde jeweils der gleiche Ausschnitt 24 h nach der Transfektion fotografiert.
A, C: Hellfeldaufnahmen. B, D: Fluoreszenzaufnahmen. Vergroferung 200fach.
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Sowohl bei den Chondrozyten, die in Monolayer kultiviert wurden (A, B), als auch bei den in
Agarose eingebetteten Zellen (C, D) ist 24 Stunden nach Transfektion eine deutliche GFP-
spezifische Fluoreszenz zu detektieren. Durch Auszdhlung mehrerer Gesichtsfelder von
Monolayerkulturen wurde eine Transfektionseffizienz von 34% bestimmt. Die Effizienz bei
den Agarosekulturen wurde als &hnlich hoch eingeschétzt, sie liel sich aber nicht durch
Auszdhlen bestimmen, da die Zellen nicht genau in einer Ebene lagen und daher nicht alle

fluoreszierenden Chondrozyten auszuzihlen waren.

Wie unter 3.2.3 beschrieben, waren nach Transfektion der Zellen mit dem Konstrukt
phrGFPC-NFIA1 keine fluoreszierenden Chondrozyten erkennbar, so dass die NF-I/A-1-
Sequenz in den Vektor pPCMV-FLAG-4A ligiert wurde und die folgenden Experimente mit
diesem Konstrukt durchgefiihrt wurden. Hierbei zeigte sich, dass mit diesem Vektor nach
Transfektion keine direkte Agaroseeinbettung der Zellen moglich war. Die Chondrozyten
iiberlebten diesen Prozess nicht. Aus diesem Grunde wurden kraniale Chondrozyten nach der
Transfektion zuerst 48 h in Monolayerkultur mit DMEM/F12 + 10% FKS gehalten und erst
dann in das dreidimensionale serumfreie Agarosekultursystem tiberfiihrt.

Eine positive Transfektion von kranialen Chondrozyten wurde zundchst durch
Immunfluoreszenz iiberpriift. Dazu wurde ein Anti-FLAG M2 Antikorper eingesetzt, durch
den der exprimierte C-terminale FLAG-Tag detektiert werden konnte, wenn die

vorgeschaltete kodierende Sequenz des NF-I/A-1 translatiert wurde.
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pCMYV-Tag-4A-NFIA1

pCMV-Tag-4A

Abb. 3.20: Immunfluoreszenzen transfizierter kranialer Chondrozyten. Kraniale
Chondrozyten wurden direkt nach Isolierung mittels Elektroporation mit den Plasmiden pCMV-Tag-4A-NFIA1
(A) bzw. pCMV-Tag-4A transfiziert (B). Die Detektion des exprimierten Flag-Tags erfolgte 48 h nach
Transfektion. Als Primédrantikorper diente der Anti-FLAG M2-Antikoérper, und als Sekundérantikérper wurde ein
Alexa Flour 488 goat-anti-mouse-1gG eingesetzt (2.1.6). VergroBBerung 1000fach.

In Abb.3.19 sind die Immunfluoreszenzen von Chondrozyten dargestellt, die zum einen mit
dem Plasmid pCMV-Tag-4A-NFIA1 (A) bzw. pCMV-Tag-4A (B) durch Elektroporation
transfiziert wurden. In A ist deutlich die in den Zellkernen lokalisierte Fluoreszenz zu
erkennen, die durch die Expression des Fusionsproteins NF-I/A-1 mit Flag-Tag hervorgerufen
wurde. Chondrozyten, die mit dem leeren Vektor (B) transfiziert wurden, zeigten — wie auch
die Chondrozyten in A — eine starke Autofluoreszenz des Cytoplasmas, doch in den
Zellkernen konnte keine Expression des Transkriptionsfaktors NF-I/A-1 nachgewiesen
werden. Durch Auszéhlung mehrerer Gesichtsfelder wurde eine Transfektionseffizienz von
25 % bestimmt.

Zusitzlich wurde nach Transfektion der Zellen die Uberexpression von NF-I/A-1 durch
Western-Blotting mit anschlieBender Immunodetektion (2.2.3) iiberpriift. Hierfiir wurden

sowohl Kern- als auch Cytoplasmaextrakte der Chondrozyten hergestellt.
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pCMV-Tag-4A-NFIA1 pCMV-Tag-4A
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Abb. 3.21: Immunodetektion der NF-I/A-1-Expression in transfizierten kranialen

Chondrozyten. Es wurden 48 h nach Transfektion von jeweils 4 x 10° Zellen Kern- und Cytoplasmaextrakte
hergestellt (2.2.1). Als Primédrantikérper diente der Anti-FLAG M2-Antikoérper, und als Sekundérantikorper
wurde ein goat-anti-mouse-1gG eingesetzt (2.2.3). pCMV-Tag-4A-NFIA1l: mit pCMV-Tag-4A-NFIA1
transfizierte Chondrozyten. pCMV-Tag-4A: mit dem leeren Vektor pCMV-Tag-4A transfizierte Zellen. cy:
cytoplasmatischer Proteinextrakt. nu: Kernextrakt.

Sowohl im Cytoplasma als auch im Kernextrakt der mit dem pCMV-Flag-4A-NFIA1
transfizierten Chondrozyten ist eine starke Expression des NF-I/A-1-Proteins mittels
Immunodetektion zu erkennen. Bei mit leerem Kontroll-Vektor transfizierten Zellen wurde
kein Signal beobachtet. Somit wurde durch Immunfluoreszenz—Analyse wie auch durch
Western-Blot gezeigt, dass die Transfektion von sternalen Hiithnerchondrozyten mit diesem
Konstrukt erfolgreich war und dass diese Zellen den Transkriptionsfaktor NF-I/A-1

iiberexprimierten.
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3.2.5 Einfluss von NF-1/A-1 auf die Hypertrophie kranialer Chondrozyten

Zur funktionellen Analyse des Transkriptionsfaktors NF-I/A-1 widhrend der Spit-
differenzierung kranialer Chondrozyten wurden die Zellen mit dem pCMV-Tag-4A-NFIA1
Konstrukt transfiziert, 48 h als Monolayerkultur in DMEM/F12 mit 10% FKS kultiviert und
anschlieBend in Agarose eingebettet. Zur Kontrolle einer erfolgreichen Transfektion wurden
bei jedem Ansatz Immunfluoresz-Aufnahmen der Monolayerkulturen angefertigt.

Die Stimulation kranialer Chondrozyten in Agarosekultur mit Insulin bzw. IGF-1 kann die
Synthese der Hypertrophiemarker Kollagen X und ALP bewirken. Aus diesem Grunde
wurden in den folgenden Experimenten transfizierte Chondrozyten fiir 14 Tage serumfrei in
Agarose kultiviert, mit Insulin oder IGF-1 stimuliert und anschlieBend die Kollagen X- und
ALP-Synthese im Medium analysiert. Weiterhin zeigen hypertrophe Chondrozyten eine
starke Volumenzunahme als morphologisches Charakteristikum. In der folgenden Abbildung
ist die morphologische Verdnderung von transfizierten und nicht-transfizierten Chondrozyten

wihrend einer 14tigigen Kulturdauer dargestellt.

untransf.

pCMV-Tag

. pCMV-Tag- 8
4A-NFIA1

Abb. 3.22: Morphologische Verinderung transfizierter Chondrozyten wihrend einer
Kulturdauer von 14 Tagen. pCMV-Tag: mit leerem Vektor pPCMV-Tag transfizierte Zellen. pCMV-
Tag-4A-NFIA1: mit dem Konstrukt pCMV-Tag-4A-NFIA1 transfizierte Chondrozyten. wuntransf.:
Chondrozyten, die ohne Transfektion nach Monolayerkultur in Agarose eingebettet wurden. + Insulin: Zugabe
von 100 ng/ml Insulin. VergréBerung: 200fach.
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Die nicht transfizierten Chondrozyten wurden zur Kontrolle ebenfalls im Monolayer mit
DMEM/F12 + 10% FKS kultiviert und anschlieBend in Agarose eingebettet. Bei diesen
Zellen war schon nach siebentdgiger Kulturdauer und Insulinstimulierung eine Proliferation
wie auch eine Volumenzunahme der Zellen erkennbar. Nach 14 Tagen Kulturdauer zeigten
die stimulierten Zellen den charakteristischen Phédnotyp hypertropher Chondrozyten. Die
transfizierten Zellen proliferierten wihrend der kompletten Kulturdauer nicht, doch auch hier
war nach 14 Tagen eine leichte Volumenzunahme der Chondrozyten zu beobachten.

Im Folgenden wurden die Zellen in Agarosekultur mit Insulin stimuliert und nach 14 Tagen
die Kollagene des Mediums extrahiert. Nach der Transfektion wurde eine hohe Mortalitét der
Chondrozyten (ca. 80%) beobachtet, so dass die Zellen nur in einer Dichte von 0,5 x 10°/ml
(pCMV-Tag-4A-NFIA1) bzw. 0,35 x 10%ml (pCMV-Tag) Agarosesuspension eingebettet

werden konnten. Nicht transfizierte Zellen wurden in einer Dichte von 2,1 x 10%/ml angesetzt.

NF-I/A-1 leer untransf.
- + - + - + Insulin

-— e — ol(ID)

- - — al(X)
B
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NFIA NFIA leer leer +Ins untransf. untransf.
+Ins +Ins.

Abb. 3.23: Kollagen X-Expression transfizierter und nicht-transfizierter Chondrozyten

nach Stimulation mit Insulin, I. A: Fluorogramm eines SDS-PAGE-Gels zum Nachweis pepsin-
resistenter Kollagene. B: Auf Kollagen II bezogene Kollagen X-Produktion. Die Zellen wurden nach 14tagiger
Kultivierung in Agarose mit ["*C]-Prolin markiert und die Kollagene wurden aus den Kulturmedien isoliert
(2.2.5). NF-I/A-1: mit pCMV-Tag-4A-NFIA1 transfiziert, leer: mit leerem Vektor pCMV-Tag-4A transfiziert,
untransf.: nicht transfizierte Zellen, Insulin/+Ins.: 100 ng/ml Insulin.
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Da unterschiedliche Zellzahlen eingesetzt werden mussten, wurde das Verhiltnis von
Kollagen X zu Kollagen II berechnet, damit ein Vergleich der verschiedenen Ansdtze moglich
war. NF-I/A-1 iiberexprimierende transfizierte Chondrozyten (NFIA+Insulin) zeigten nach
Insulinstimulierung eine 12,5fache Verringerung der Kollagen X-Produktion gegeniiber
Chondrozyten, die mit dem leeren Vektor transfiziert worden waren (leer + Insulin).
Allerdings zeigten unstimulierte Chondrozyten nach pCMV-Tag-4A-NFIA1-Transfektion
(NFIA) eine starke Kollagen X-Synthese, wohingegen mit dem leeren Vektor transfizierte
Zellen (leer) kein Kollagen X produzierten. Nicht transfizierte Chondrozyten exprimierten
nach Insulinstimulierung Kollagen X, wenn auch in geringen Mengen. Ohne diese Insulin-
Stimulierung war kein Kollagen X im Medium zu detektieren.

In einem weiteren Experiment wurde die Hypertrophie der Zellen durch Zusatz von IGF-1
stimuliert. Aufgrund der Erkenntnisse iiber die hohe Mortalitit der Zellen nach Transfektion
beim vorherigen Versuch, die auf eine hohe toxische Wirkung des Plasmids deuteten, wurden
nun die Transfektionen mit 5 pg Plasmid pro Ansatz durchgefiihrt. Es war moglich,
Agaroseplatten mit je 1,9 x 10° Zellen/ml (pCMV-Tag-4A-NFIA1) bzw. 1,4 x 10° Zellen/ml
(pCMV-Tag) Agarosesuspension in Kultur zu nehmen. Die nicht-transfizierten Chondrozyten

wurden in einer Dichte von 2,1 x 10° Zellen/m] ausgesiit.
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Abb. 3.24: Kollagen X-Expression transfizierter und nicht transfizierter Chondrozyten

nach Stimulation mit IGF-1. A: Fluorogramm eines SDS-PAGE-Gels zum Nachweis pepsinresistenter
Kollagene. B: Graphische Darstellung der Kollagen X-Expression. Die Zellen wurden nach 14tagiger
Kultivierung in Agarose mit ['*C]-Prolin markiert und die Kollagene wurden aus den Kulturmedien isoliert.
NF-I/A-1: mit pCMV-Tag-4A-NFIA1 transfiziert. leer: mit leerem Vektor pCMV-Tag-4A transfiziert.
untransf.: nicht transfizierte Zellen. IGF-1: 100 ng/ml IGF-1.

Auch hier wurde deutlich, dass nach Stimulation mit IGF-1 die Kollagen X-Synthese durch
eine Uberexpression von NF-I/A-1 um den Faktor 4,5 verringert wurde (Vergleich der
Datenpunkte von NFIA+IGF-1 und leer+IGF-1). Wiederum produzierten unstimulierte
Chondrozyten (NFIA) Kollagen X und die Synthese wurde, im Vergleich mit den mit leerem
Vektor transfizierten Zellen (leer), durch den Effekt des Faktors NF-I/A-1 um den Faktor 4,5
verstirkt. Die nicht-transfizierten Zellen zeigten nach Stimulation mit IGF-1 eine 6,5fach
erhohte Kollagen X-Synthese im Vergleich zu nicht-stimulierten Zellen.

Im folgenden Versuch wurden die Zellen wiederum mit je 5 pg Plasmid/Ansatz transfiziert
und in 24-Well-Kulturschalen als Agarosesuspension kultiviert. Dadurch, dass kleinere
Kulturschalen eingesetzt wurden, war eine Angleichung der Zelldichte bei den Ansdtzen
mbglich; die Chondrozyten wurden in einer Zelldichte von 1,8 x 10%ml Agarosesuspension

ausgesat. Nicht-transfizierte Zellen wurden bei diesem Experiment nicht mitgefiihrt.
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Abb. 3.25: Kollagen X-Expression transfizierter und nicht transfizierter Chondrozyten

nach Stimulation mit Insulin, II. A: Fluorogramm eines SDS-PAGE-Gels zum Nachweis
pepsinresistenter Kollagene. B: Graphische Darstellung der Kollagen X-Expression. Die Zellen wurden nach
l4tigiger Kultivierung in Agarose mit ['*C]-Prolin markiert und die Kollagene aus den Kulturmedien isoliert.
NF-I/A-1: mit pCMV-Tag-4A-NFIA1 transfiziert. leer: mit leerem Vektor pCMV-Tag-4A transfiziert.
Insulin/+Ins.: 100 ng/ml Insulin.

Bei Chondrozyten, die NF-I/A-1 iiberexprimierten (NFIA+Ins), konnte nach Insulin-
stimulierung eine dreifache Verringerung der Kollagen X-Synthese beobachtet werden im
Vergleich mit Zellen, die mit dem leeren Plasmid pCMV-Tag-4A transfiziert worden waren
(leer + Ins.). Der umgekehrte Effekt war bei Chondrozyten zu erkennen, die nicht stimuliert
wurden. Hier war die Kollagen X-Synthese der NF-I/A-1 iiberexprimierenden Zellen (NFIA)
im Vergleich zu mit leerem Vektor transfizierten Zellen (leer) dreifach verstiarkt. Weiterhin
fiel auf, dass Chondrozyten, die mit dem leeren Plasmid transfiziert worden waren, mehr
Kollagen X synthetisierten, wenn sie nicht mit Insulin stimuliert wurden (Vergleich leer mit
leer + Ins.). Da die Zellen vor der serumfreien Agarosekultur in Monolayer mit FKS kultiviert
wurden, wire es moglich, dass die Hypertrophie dieser Zellen durch das Serum ausgelost
wurde und diese Stimulation intensiver als die durch Insulin war.

Bei den hier gezeigten Experimenten wurde in den Kulturmedien aller Ansitze keine

Aktivitit der alkalischen Phosphatase nachgewiesen.
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass der Transkriptionsfaktor NF-I/A-1 in kaudalen
Chondrozyten stirker exprimiert wird als in den kranialen Zellen. In serumfreien Agarose-
Suspensionskulturen wurde die Hypertrophie der kranialen Zellen durch diesen Faktor
inhibiert, wenn diese durch Insulin/IGF-I stimuliert wurde. Bei kranialen Zellen, die nicht
stimuliert wurden, aber dennoch hypertroph wurden, zeigte sich der gegenteilige Effekt: NF-
I/A-1 verursachte eine Verstirkung der Kollagen X-Synthese. Mdglicherweise wurde die
Spatdifferenzierung dieser Zellen durch die vorhergegangene Inkubation der Chondrozyten

mit Serum in Monolayerkulturen herbeigefiihrt.
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4. Diskussion

Wihrend der enchondralen Ossifikation (z.B. bei R6hrenknochen) wird zuerst eine vorldufige
Knorpelanlage gebildet, die in folgenden Schritten sukzessive durch Knochen und
Knochenmark ersetzt wird. Dieser Prozess findet unter anderem in den epiphysdren
Wachstumsfugen statt, in der die Chondrozyten die verschiedenen Stadien der
Spétdifferenzierung durchlaufen. Die der Epiphyse benachbarten Zellen der Ruhezone
beginnen schnell zu proliferieren und bilden entlang der longitudinalen Achse des
wachsenden Knochens eine sdulenartige Anordnung aus. Nach einigen Teilungszyklen
beenden sie die Proliferation, steigern ihre metabolische Aktivitidt, um schlieBlich das
hypertrophe Differenzierungsstadium zu erreichen, dass unter anderem durch eine starke
Volumenzunahme der Zellen charakterisiert ist. Die Matrix der hypertrophen Zellen wird
vaskularisiert, ein Prozess, der von der Einwanderung von Chondroklasten/Osteoklasten und
den Knochen-bildenden Osteoblasten begleitet ist. In neuerer Zeit wurde postuliert, dass die
hypertrophen Zellen der Apoptose unterliegen (Suda et al., 1999; Silvestrini et al., 2000;
Cheung et al., 2003).

Die morphologischen Umgestaltungen sind von Verdanderungen im biochemischen Repertoire
der Chondrozyten begleitet. Nicht-hypertrophe Chondrozyten sekretieren z.B. grofBe Mengen
an Kollagen II, wohingegen hypertrophe Chondrozyten mit der Synthese der
Differenzierungsmarker Kollagen X und ALP beginnen. Die verschiedenen Prozesse der
Spatdifferenzierung unterliegen einer strikten Kontrolle durch die Umgebung der Zellen, wie
z.B. Zell-Matrix-Interaktionen als auch 16sliche Wachstumsfaktoren und Hormone, die an
spezifische Rezeptoren auf der Chondrozytenoberfliche binden (Cancedda et al., 1995). Die
duBeren Signale werden durch verschiedene Signaltransduktionswege intrazellulér
weitergeleitet und es folgt eine anschlieBende Regulation von Targetgenen auf
Transkriptionsebene.

Die allgemeine Annahme ist, dass die Spétdifferenzierung bei jedem Chondrozyten
vorprogrammiert ist. Der Beginn der Differenzierung sowie der Ubergang zwischen den
Differenzierungsphasen wird an verschiedenen Kontrollpunkten inhibiert oder verzégert. Eine
Blockierung der Zellreifung kann voriibergehend erfolgen, z.B. wéhrend der enchondralen
Ossifikation in der Wachstumsfuge. Die Blockade kann aber auch permanent aufrecht
erhalten bleiben, z.B. in artikuldren Knorpel (Burch und Lebovitz, 1982; Bohme et al., 1992;
Bohme et al., 1995; Quarto et al., 1992; Vortkamp et al., 1996; Sziits et al., 1999 Hartmann
und Tabin, 2000).



Diskussion 115

Im embryonalen Hiihnersternum sind verschiedene Populationen differenzierter
Chondrozyten vorhanden, die sich in ihrer Gestalt und ihrer Propagierbarkeit der
Spétdifferenzierung unterscheiden, so dass sie sich zur Analyse der Regulation der
enchondralen Ossifikation gut eignen. Die Zellen des kranialen Teils proliferieren, und einige
erreichen noch in ovo das hypertrophe Differenzierungsstadium und beginnen mit der
Sekretion von Kollagen X in die ECM. Es schlie3t sich die Verknocherung des kranialen
Bereiches an, die in den ersten Lebensmonaten des Huhns vollendet wird. Dahingegen
behalten die kaudalen Chondrozyten bis zu zwei Monate nach dem Schliipfen des Tieres den
Phénotyp von Ruhechondrozyten bei und synthetisieren weiterhin die knorpelspezifischen
Kollagene II, IX und XI.

In serumfreien Agarose-Suspensionskulturen unterdriicken kaudale Zellen ihre eigene
Hypertrophie sowie diejenige der kranialen Chondrozyten. In den Agarose-Kokultur-
Experimenten befinden sich die Zellen in getrennten Agaroseschichten, wodurch ein direkter
Kontakt der Chondrozyten verhindert wird. Demnach ist es wahrscheinlich, dass die
Inhibition der Hypertrophie kranialer Zellen durch kaudale Chondrozyten mit Hilfe l16slicher
parakriner Faktoren vermittelt wird (Bohme et al., 1995). Weiterhin wurden die Hypertrophie
hemmenden Faktoren in den konditionierten Medien von IGF-I stimulierten kaudalen
Chondrozyten detektiert (Bohme, 1993). Auch Zellen des artikuldren Knorpels bewirken in
Kokultur eine Hemmung der Hypertrophie kranialer Hithnerchondrozyten (D'Angelo und
Pacifici, 1997). Regulierende Faktoren dieses negativen Kontrollmechanismus sind nicht
vollstindig bekannt. Es werden extrazellulire Faktoren, Signalvermittelnde Proteine sowie
Transkriptionsfaktoren hierbei beteiligt sein. Die entsprechenden Genprodukte der
blockierenden Faktoren werden wahrscheinlich in kranialen Chondrozyten nicht oder nur
vermindert exprimiert, so dass diese Zellen in vivo spontan den Prozess der
Spétdifferenzierung durchlaufen, wobei exogene Faktoren diesen Vorgang beschleunigen
konnen (Sziits et al., 1998; Bohme et al., 1992; Mollers, 1999). Unserer Arbeitshypothese
zufolge besitzen kaudale und kraniale Chondrozyten vermutlich unterschiedliche

Genexpressionsprofile, was ihr unterschiedliches Potential zur Hypertrophie erkldren konnte.
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4.1. Erstellung einer subtraktiven cDNA-Bank

Zum ndheren Verstindnis der Unterdriickung der Chondrozyten-Hypertrophie wurden
differentiell exprimierte Genprodukte in kranialen und kaudalen Chondrozyten mittels einer
suppressiven subtraktiven Hybridisierung (Diatchenko et al., 1996) identifiziert.

Bei diesem Verfahren wurde cDNA kaudaler Chondrozyten synthetisiert und mit einem
Uberschuss an cDNA kranialer Chondrozyten hybridisiert. Unter geeigneten Bedingungen
hybridisieren selbst seltene, in beiden Zellpopulationen vorkommende cDNA-Molekiile
(Diatchenko et al., 1996; Ji et al., 2002). Nach der Hybridisierung verbleiben nur cDNAs der
kaudalen Zellpopulation als einzelstringige Molekiile fiir die keine korrespondierenden
Transkripte in den kranialen Chondrozyten existierten. Diese ¢cDNAs reprdsentieren in
kaudalen Zellen hochregulierte Genprodukte. Durch zwei aufeinander folgende
Hybridisierungen wird eine starke Anreicherung der spezifisch in kaudalen Chondrozyten
exprimierten Transkripte erreicht. Der Vorteil gegeniiber anderen differentiellen
Genexpressionsmethoden, wie z.B. dem Differential Display (Liang und Pardee, 1992), liegt
darin, dass stark synthetisierte Transkripte beider Zellpopulationen eliminiert werden und
somit die Wahrscheinlichkeit erhdht ist, seltene Transkripte eines Zelltyps zu detektieren
(Diatchenko et al., 1996). Andere subtraktive Hybridisierungsmethoden erfordern oftmals
mehrere Hybridisierungsschritte und es werden nur in hohen Konzentrationen vorkommende,
differentiell exprimierte Transkripte identifiziert (Xu et al., 2000; Duguid und Dinauer, 1990;
Hara et al., 1991). Die Sensitivitit der SSH ist gegeniiber diesen Methoden erho6ht, da ebenso
differentielle Genprodukte isoliert werden, deren Konzentrationsunterschiede in beiden
Zellpopulationen relativ gering sein konnen (Diatchenko et al., 1996; Li et al., 2002). Dies ist
von besonderer Bedeutung bei einem Vergleich nah verwandter Zellpopulationen, wie z.B.
bei den hier verwendeten kranialen und kaudalen Chondrozyten. Es besteht hierbei eher die
Moglichkeit, dass differentiell exprimierte Gene mit einem relativ geringen Konzentrations-

unterschied innerhalb der Zellpopulationen vorhanden sind.
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4.1.1 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Am Tag 17 der embryonalen Entwicklung wurde Gesamt-RNA von Chondrozyten aus den
kaudalen und kranialen Dritteln frisch priparierter Hiihnersterna isoliert. Die heterogene
Chondrozytenpopulation des kranialen Bereiches des Sternums besteht zu diesem Zeitpunkt
aus unterschiedlich reifen Zellen (Iwamoto et al., 1993). Es sind iiberwiegend spét-
proliferative Chondrozyten der Phase Ib, und nur wenige frith-proliferative Zellen der Phase
[a zu finden (Sziits et al., 1998). Die weniger reifen Chondrozyten befinden sich an der
Peripherie, wohingegen in der mittleren Region die am weitesten differenzierten Zellen
lokalisiert sind, die in vitro ohne zusitzliche Faktoren spontan Kollagen X synthetisieren
konnen (D'Angelo und Pacifici, 1997; Sziits et al., 1998). Erfolgt eine Stimulation der
Chondrozyten des gesamten kranialen Bereiches mit IGF-I, Insulin oder Thyroxin, so
erreichen die meisten Chondrozyten dieser heterogenen Zellpopulation das hypertrophe
Differenzierungsstadium und produzieren Kollagen X und ALP (B6hme et al., 1995).
Dagegen sind im kaudalen Bereich des Sternums am Tag 17 in ovo Ruhe- und proliferative
Chondrozyten zu finden, die in Kultur mit IGF-I bzw. Insulin nicht hypertrophieren, sondern
ihre eigene und sogar die Hypertrophie der kranialen Zellen unterdriicken (Bohme et al.,
1995). Hier ist Thyroxin der einzige bekannte Faktor, der in Kokultur mit
Endothelzellproteasen stabil zur Hypertrophie der kaudalen Chondrozyten fiihrt (Bittner et al.,
1998; Babarina et al., 2001). Aufgrund dieser unterschiedlichen Fahigkeit der kaudalen und
kranialen Zellen zur Spétdifferenzierung eignen sich die Zellpopulationen an diesem
Zeitpunkt sehr gut, um durch einen Vergleich das differentielle Expressionsmuster dieser

Zellen ndher zu charakterisieren.

Zur Identifizierung  unterschiedlich  produzierter = Transkripte in den  beiden
Chondrozytenpopulationen wurde zundchst die Gesamt-RNA der Zellen in cDNA
umgeschrieben. Da mit {iblichen Methoden nur sehr wenig RNA aus kaudalen Chondrozyten
gewonnen werden konnte, wurde die cDNA-Synthese mit dem PCR-cDNA-Synthese
SMART-Kit durchgefiihrt. Diese Methode besitzt den Vorteil, dass durch eine PCR-
Amplifikation des cDNA-Zweitstranges aus geringen RNA-Mengen ausreichend cDNA
hergestellt werden kann (Matz et al., 1999; Chenchik et al., 1998). Neben einem oligo(dT)-
Primer wird ein weiteres Oligonukleotid eingesetzt, das die Template-mRNA am 5'-Ende
verldngert und in einer folgenden Long-Distance-PCR als universelle Primerbindungstelle

fungiert. Somit wurden nur einzelstrangige cDNAs, die die Sequenz des zusétzlichen Primers
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am 5'-Ende besaflen, amplifiziert. Die cDNA war mit Volllinge-Konstrukten angereichert
(Gubler und Hoffman, 1983) und ist somit fiir Genexpressionsstudien priadestiniert. In dem
eine Uberamplifikation der Transkripte bei der Durchfiihrung dieser Methode der cDNA-
Synthese verhindert wird, werden die relativen Hiufigkeiten einzelner RNA-Spezies nicht
verdndert, und die amplifizierte cDNA beinhaltet repriasentativ sowohl verstiarkt als auch
gering exprimierte Transkripte (Endege et al., 1999). Die mit dieser Methode erfolgreich
hergestellte cDNA aus kranialen und kaudalen Chondrozyten wurde in der

Subtraktionshybridisierung eingesetzt und die SSH durchgefiihrt.

4.1.2 Analyse der Subtraktionseffizienz

Wihrend der SSH wurden alle vom Hersteller empfohlenen Uberpriifungsschritte (Kontrolle
der Adapterligation: 3.1.2, Kontrolle der Subtraktion: 3.1.3) durchgefiihrt und als erfolgreich
verlaufen bewertet. Die Analyse der Adapterligationen erfolgte durch eine PCR, bei der ein
spezifischer Adapter-Primer (Primer 1) und GAPDH-Primer eingesetzt wurden. Es entstanden
nur dann Transkripte, wenn die Adapterligation erfolgreich verlaufen war. Hierbei wurde
deutlich, dass die GAPDH-spezifischen PCR-Produkte, bei denen tester cDNA aus kaudalen
Chondrozyten als Template eingesetzt wurde, schwécher waren als die der anderen Ansétze,
obwohl urspriinglich gleiche Mengen RNA aus kaudalen und kranialen Zellen eingesetzt
wurden. Bei der Durchfiihrung von Virtual Northern Blots wurde festgestellt, dass GAPDH,
die zur Kontrolle der Adapterligation herangezogen wurde, in kranialen Chondrozyten stirker
als in kaudalen Chondrozyten des Hiihnersternums exprimiert wurde. Die detektierten
schwicheren spezifischen GAPDH-Banden waren demnach kein Hinweis dafiir, dass
eventuell insgesamt weniger cDNA aus kaudaler mRNA generiert wurde. Hinsichtlich des
weiteren Verlaufs der forward Reaktion der SSH, bei der cDNA kaudaler Chondrozyten mit
einem Uberschuss an kranialer cDNA hybridisiert wurde, war dieser Befund nicht von
Bedeutung, da gemeinsame Transkripte beider Zellpopulation wéhrend der
Hybridisierungsschritte eliminiert wurden.

Eine abschlieBende Kontrolle ergab, dass die Subtraktion der forward Reaktion, bei der
cDNA kranialer Chondrozyten von cDNA kaudaler Chondrozyten subtrahiert wurde,
erfolgreich verlaufen war. Die GAPDH-cDNA war durch die SSH nahezu vollstindig entfernt
worden. Auch die Subtraktion der reverse Reaktion, bei der cDNA kaudaler Chondrozyten

von der cDNA kranialer Zellen subtrahiert wurde, verlief positiv, obwohl bei dem Vergleich
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der nicht-subtrahierten mit der subtrahierten Probe bei allen Amplifikationsrunden spezifische
GAPDH-Banden detektiert wurden. Es war jedoch ersichtlich, dass die Banden der
subtrahierten Probe insgesamt deutlich schwécher ausfielen. Die bedeutet, dass, bedingt durch
die geringere GAPDH-Expression in kaudalen Chondrozyten, bei dieser Hybridisierung
weniger GAPDH-Transkripte aus dem cDNA-Gesamtpool eliminiert worden sind. Da das
Hauptaugenmerk dieser Arbeit den in kaudalen Chondrozyten hochregulierten Genen galt,
wurde keine weitere Uberpriifung der Subtraktionseffizienz mit einem anderen Housekeeping-
Gen durchgefiihrt, da die forward Reaktion optimal verlaufen war. Mit der subtrahierten
cDNA der reverse Reaktion wurde daher keine cDNA-Bibliothek angelegt, sondern sie diente
beim differentiellen Screening der subtraktiven kaudalen Bibliothek zum Abgleich des

Hintergrundes durch falsch positive Klone.

4.1.3 Analyse der subtraktiven Bibliothek durch differentielles Screenings

Bei der PCR-Select Methode besteht die Gefahr, dass falsch positive Sequenzen isoliert
werden, die in den zu vergleichenden Zellpopulationen nicht differentiell exprimiert sind
(Diatchenko et al., 1996; Gurskaya et al., 1996). Aus diesem Grunde wurde der SSH eine
differentielle Analyse der subtraktiven Bibliothek angeschlossen. Die durch die SSH erhaltene
cDNA wurde in Plasmidvektoren ligiert, in Bakterien kloniert und durch Bakterienkolonie-
PCR analysiert. Es ergab sich eine gute Transformationseffizienz von 95 %. Anfénglich
wurden Kolonie-Dot Blots hergestellt, da aber die Bakterienkolonien auf den Membranen
unterschiedlich stark bzw. gar nicht anwuchsen, wurden nur noch cDNA-Dot Blots
angefertigt. Damit war die bessere Vergleichbarkeit der Hybridisierungssignale gewéhrleistet.
Insgesamt konnten auf diese Art und Weise 53 von 288 Klonen als positiv identifiziert
werden, d.h. diese Klone beinhalteten Gensequenzen, die in kaudalen Chondrozyten
hochreguliert waren. Dies entsprach einem Anteil von 18,4 % an positiven Klonen. Bei den
hier verglichenen kaudalen und kranialen Chondrozyten handelt es sich um sehr nah
verwandte Zellpopulationen, so dass die Wahrscheinlichkeit hoch ist, dass die
Konzentrationsunterschiede von differentiell exprimierten Genen eher gering sind. Die
Effizienz einer SSH ist erheblich von dem Konzentrationsverhéltnis der Zielgene zwischen
den verglichenen Zellpopulationen abhéngig, d.h. je groBer dieser Unterschied ist, desto eher
werden die verschieden stark exprimierten Gensequenzen durch die SSH identifiziert (Li et

al., 2002). Somit sind die hier erreichten 18 % als eine gute Ausbeute an positiven Klonen zu
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bewerten. Ein dhnliches Ergebnis erzielten unter anderem Stubbs et al. (1999), die mit Hilfe
der SSH eine Androgen-sensitive Prostatakrebszelllinie mit einer nicht Androgen-sensitiven
Prostatakrebszelllinie verglichen, wobei beide Zelllinien aus einem gemeinsamen
Vorlduferklon generiert wurden. Von anfinglich 140 isolierten Klonen waren nach der
Kontrolle durch differentielles Screening mittels Dot Blots 15 % positiv. Die Durchfiihrung
einer SSH, bei der Zellen des Uterusgewebes vor und nach den Geburtswehen subtrahiert
wurden, fiihrten nach der Dot Blot Analyse zu einer Identifizierung von lediglich 7,5 % an
positiven Klonen (Chan et al., 2002). Insgesamt kann der Prozentsatz von tatséchlich
differentiell exprimierten Klonen innerhalb einer subtraktiven Bibliothek bei verschiedenen
Durchfiihrungen erheblich variieren. Es sind Ergebnisse von 95 % (Diatchenko et al., 1996),
von 40 - 60 % (Gurskaya et al., 1996; von Stein et al., 1997) bis hinunter zu weniger als 7,5 %
(Chan et al., 2002; Diatchenko et al., 1999) publiziert worden.

4.1.4 Sequenzergebnisse der differentiell exprimierten Klone

Von den als in kaudalen Chondrozyten hochreguliert identifizierten 53 Klonen konnten 45
Klone sequenziert werden, und die Ergebnisse sind mit den Eintrdgen der Suchmaschine
BLAST des NCBI (Altschul et al., 1990) verglichen worden. Eine erste Sequenzanalyse
erfolgte nach Fertigstellung der subtraktiven Bibliothek im Jahr 2002. Im Mérz 2004 war das
Genom des Huhns vollstindig sequenziert, so dass eine erneute Analyse erfolgte. Es ergaben
sich hierbei nun mehr Datenbankeintrige mit Huhn-spezifischen Sequenzen. Bei beiden
Analysen wurden als Huhn-spezifische Klone Homologien zur Rho-assoziierten Kinase 2 und
zum Lysosomen-assozierten Memranglykoprotein LAMP-2¢ gefunden. Aufler zu einem
einzelnen EST-Klon wurden 2002 keine weiteren homologen Sequenzen im bis dahin
bekannten Genom des Huhns gefunden. Vielmehr lieferte die Datenbankanalyse zahlreiche
Homologien zu humanen, Maus- oder Ratten-spezifischen Sequenzen. Zum Beispiel wiesen
zwei weitere Klone Ahnlichkeiten zum humanen und murinen Transkriptionsfaktor DP-1
bzw. zum Zinktransporter ZTL-1 auf. Die Homologie zu DP-1 konnte bei der zweiten
Analyse bestétigt werden. Auffallend war, dass 2002 13 Klone Homologien zum Nuklear
Faktor NF-I/A von Mensch, Maus oder Ratte aufwiesen. Eine Identitit mit einem Huhn-
spezifischen NF-I/A wurde jedoch nicht gefunden.

Es ist bekannt, dass im Huhn vier verschiedene NF-I-Gene vorhanden sind, und dass von

jedem Gen verschiedene Isoformen existieren, die auch innerhalb verschiedener Spezies hohe
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Homologien zeigen (Rupp et al., 1990; Santoro et al., 1988; Kruse und Sippel, 1994a; Osada
et al., 1997). Die Sequenzen dieser 13 Klone kodieren eventuell fiir Proteine bzw.
Proteindoménen, die eine dhnliche Funktion wie die NF-I-Faktoren besitzen. Es konnte sich
um neue Mitglieder der Familie der NF-I-Transkriptionsfaktoren handeln. Kiirzlich wurde
eine weitere Isoform von NF-I/A (NF-I/A-short) in der olfaktorischen Mucosa der Ratte
identifiziert (Ling et al., 2004).

Bei der Analyse im Jahr 2004 wurden bei fast allen dieser Klone hohere Homologien mit zwei
Huhn-spezifischen EST-Sequenzen gefunden. Ein Sequenzvergleich der EST-Klone mit
Sequenzen des humanen, murinen oder Huhn-spezifischen NF-I/A ergab jedoch keine
ausgeprigten Homologien, sondern nur Identitéten einiger Nukleotide zueinander. Hierbei fiel
auf, dass der EST-Klon ChEST355d10 allerdings zum C-terminalen Bereich der NF-I/A-
Proteine diese Identititen zeigte. Der C-terminale Bereich von NF-I-Faktoren variiert
innerhalb der verschiedenen Isoformen erheblich und fungiert als Transkriptions- und
Regulationsdoméne, wohingegen die N-terminale Region hoch konserviert ist und fiir die
DNA-Bindung der Transkriptionsfaktoren verantwortlich ist (Gronostajski, 2000).
Demzufolge kodieren diese EST-Sequenzen fiir ein neues Protein, das bei der Repression der
Hypertrophie kranialer Chondrozyten durch kaudale Chondrozyten beteiligt ist und das eine
dhnliche Funktion wie der Transkriptionsfaktor NF-I/A zeigen konnte. Drei weitere Klone
konnten 2004 Huhn-spezifischen EST-Sequenzen zugewiesen werden. Weiterhin konnten
allerdings auch nach der vollstindigen Sequenzierung des Hiithnergenoms 25 Klone nicht

néher spezifiziert werden. Hierbei handelt es sich somit um neue Transkripte.

4.1.5 Expression ausgewihlter ¢cDNA-Klone in kaudalen und Kkranialen

Chondrozyten

Die Uberpriifung der differentiellen Expression von ausgewihlten Klonen der subtraktiven
Bibliothek erfolgte durch Virtual Northern Blots bzw. Northern Blots. Alle analysierten
Klone waren nach dem differentiellen Screening als in kaudalen Chondrozyten verstéirkt
exprimiert klassifiziert worden. Virtual Northern Blots wurden an Stelle von mRNA mit der
SMART-PCR amplifizierten cDNA durchgefiihrt, wobei im Allgemeinen die Ergebnisse mit
Northern Blots vergleichbar sind. Die SMART-cDNA spiegelt das Verhiltnis und das

Vorkommen der mRNA-Spezies einer Probe reprisentativ wider (Chenchik et al., 1998;
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Endege et al., 1999). Es zeigte sich, dass die den cDNA-Klonen B8, B57, C23 und C41
entsprechenden Gene zwei- bis dreifach verstirkt in kaudalen Chondrozyten exprimiert
wurden. Weiterhin zeigte der cDNA-Klon C23, welcher hohe Identititen mit dem Gen
LAMP-2¢ aufwies, bei beiden durchgefiihrten Hybridisierungsmethoden eine Hochregulation
in kaudalen Chondrozyten, auch wenn in einem von vier Experimenten die Sequenz in
kranialen Zellen stirker exprimiert war. Nichtsdestotrotz ist es wahrscheinlich, dass LAMP-
2c ein in kaudalen Chondrozyten hochreguliertes Gen darstellt. Die im Virtual Northern Blot
detektierte erhohte Expression in kaudalen Chondrozyten von ROCK 2 (Klon B57) konnte
durch Northern Blots nicht bestitigt werden. Klon B59, dessen Sequenz nach
Datenbankvergleich dem EST-Klon ChEST595a22 zugewiesen wurde, erwies sich als
verstarkt exprimiert in kranialen Chondrozyten. Klon B78, der Identititen zum
Transkriptionsfaktor DP-1 zeigte, ist in den hier verglichenen Chondrozytenpopulationen
nicht differentiell exprimiert; je nach eingesetzter RNA-Charge variierte das
Expressionsmuster in kaudalen und kranialen Chondrozyten. Demnach konnte bei nur einem
der analysierten sechs Klone die Hochregulation in kaudalen Chondrozyten bestdtigt werden.
Die Genexpression vom ChEST355d10 und vom Klon C41 wurden nicht durch Northern
Blots iiberpriift. Die in Virtual Northern Blots festgestellte Hochregulation in kaudalen

Chondrozyten muss demnach noch verifiziert werden.

Wenn in der SSH positive Klone in Northern Blots keinen Unterschied bei der Genexpression
eines Klons zeigen, wie z.B. beim Klon B78 (DP-1), so wire es moglich, dass die Transkripte
in beiden Proben unterschiedliche Groflen besitzen und daher verschiedene Spleiflvarianten
eines Gens darstellen (Diatchenko et al., 1996). Eine weitere Erkliarung dafiir, dass im
Northern Blot differentielle Genexpressionen nicht bestdtigt werden konnten, bieten
verschiedene Spleilformen von Proteinen einer Multigen-Familie, wodurch das Signal einer
Bande durch die verschiedenen Transkripte hervorgerufen und die Expression einzelner

Isoformen maskiert wird (Diatchenko et al., 1996).

Fiir die Virtual Northern Blots wurde dieselbe SMART-cDNA verwendet, die urspriinglich
zur Generierung der subtraktiven Bibliothek diente, wohingegen die Northern Blots mit
Gesamt-RNA aus verschiedenen Chargen isolierter Chondrozyten durchgefiihrt wurden. Die
Analyse der Expressionen der einzelnen Klonsequenzen zeigte deutlich die Variabilitit der
Genexpression von Primérzellen, wie z.B. bei den hier analysierten Chondrozyten, deren

Expressionsmuster von vielen verschiedenen Wachstumsfaktoren und Hormonen abhingig ist
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(Cancedda et al., 1995; Hering, 1999). Die Chondrozyten wurden direkt aus den préiparierten
Hiihnersterna isoliert, und die Variabilitit der Genexpression zwischen den einzelnen
Experimenten kann eventuell durch die anfingliche Heterogenitit der kranialen
Zellpopulation im Hiihnersternum erklart werden (D*Angelo und Pacifici, 1997; Sziits et al.,
1998). Zu jedem Isolationszeitpunkt wird ein unterschiedliches Verhiltnis von spét-
poliferativen und friith-proliferativen Zellen vorhanden gewesen sein, die sich in ihrem
Expressionsmuster unterschieden (Sziits et al., 1998). Schwankungen im Verhalten der Zellen
in Abhéngigkeit der unterschiedlichen Sternapréparationen konnten auch in fritheren Arbeiten

hiufiger beobachtet werden (Sziits et al., 1998; Mollers, 1999).

Weiterhin wurde bei den Hybridisierungen der Virtual Northern Blots eine unterschiedlich
starke Expression des Housekeeping-Gens GAPDH in den Chondrozyten des kranialen und
kaudalen Bereiches des Hilhnersternums ersichtlich, so dass die GAPDH-Signale nicht zur
Normalisierung der Expression anderer Gene bei der densitometrischen Auswertung
herangezogen werden konnten. Stattdessen wurde eine B-Aktin-Sonde eingesetzt, da gezeigt
werden konnte, dass B-Aktin in beiden Zellpopulationen gleichermafBen exprimiert wird. Eine
Variabilitdt der GAPDH-Expression wurde auch bei anderen Primérzellen, wie z.B. Leber-
und Hautzellen, sowie bei Lymphozyten beobachtet (Goldsworthy et al., 1993; Wu und Rees,
2000; Bas et al., 2004).

Die Uberpriifung der Ergebnisse des differentiellen Screenings zeigt die Notwendigkeit einer
Analyse der unterschiedlichen Genexpression mittels Northern bzw. Virtual Northern
Blotting. Um eine Aussage iiber die Effektivitit der hier durchgefiihrte SSH machen zu
konnen, miissten allerdings alle 45 nach differentiellem Screenen und Sequenzierung
detektierten Klonsequenzen mittels Northern Blots verifiziert werden; im Laufe dieser Arbeit

wurden nur die ersten sechs Klone analysiert.

Die Hochregulation des Membranglykoproteins LAMP-2¢ lieB sich in kaudalen
Chondrozyten bestitigen, es erfolgte in der vorliegenden Arbeit jedoch keine funktionelle
Validierung dieses Proteins. Lysosomen-assoziierte Membranproteine (LAMPs) stellen die
Hauptkomponente der Lysosomen-Membran dar, und es sind zwei strukturell dhnliche
Klassen, LAMP-1 und -2, bei Vogeln und Sdugetieren detektiert worden. LAMP-Proteine
sind aus einer glykosylierten luminalen Doméne, aus einer Transmembrandomédne und aus
einer kurzen cytosolischen Domédne zusammengesetzt (Fukuda, 1991). Multiple mRNAs sind

fir die Klasse der LAMP-2 Proteine identifiziert worden, die unterschiedliche
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Transmembran- und cytosolische Doménen besitzen (Hatem et al., 1995; Konecki et al.,
1995; Gough et al., 1995). LAMP-2c ist innerhalb der Lysosomen stark akkumuliert und seine
Hauptaufgabe besteht darin, dass es die Lysosomenmembran und deren Proteine vor
Degradationen bewahrt und so die normale lysosomale Funktion aufrechterhélt. Weiterhin
werden LAMPs ebenfalls in Endosomen und an der Plasmamembran gefunden (Ho und
Springer, 1983; Febbraio und Silverstein, 1990), wobei den LAMP-1, -2a und 2b Proteinen
eine wichtige Rolle bei der Zelladhdsion zugeschrieben wird (Sawada et al., 1994; Inohara
und Raz, 1994). Bei der in dieser Arbeit identifizierten Isoform LAMP-2¢ handelt es sich
wahrscheinlich nicht um ein Glykoprotein, dem Wechselwirkungen mit der ECM
zugeschrieben werden, sondern es {iibt seine Funktion bei den Degradations- und
Recyclingaufgaben der Lysosomen aus, wie z.B. bei dem Turnover von zelluldren Proteinen
oder bei der Regulation der Présentation von Rezeptoren an der Zelloberfldche. Eine Funktion
wihrend der Chondrozytendifferenzierung oder bei anderen Zelltypen des Bindegewebes ist
bis dato nicht beschrieben worden. Zur Verifizierung der Rolle von LAMP-2c bei der
Chondrozytenspétdifferenzierung konnte dieses Glykoprotein in den kranialen Chondrozyten
liberexprimiert werden. Eine anschlieende Analyse der Kollagen X-Synthese in serumfreier

Agarose-Suspensionskultur wiirde tiber die Wirkung von LAMP-2¢ Aufschluss geben.

ROCK2, ein Protein, dass nach dem differentiellen Screenen als in kaudalen Chondrozyten
hochreguliert identifiziert wurde, ist eine Serin/Threonin-Kinase, die unter anderem bei der
Organisation von Cytoskelett-Proteinen, der Zelladhdsion und bei der Muskelkontraktion
involviert ist (Amano et al., 2000). Kiirzlich wurde von Wang et al. (2004) gezeigt, dass
RhoA und ROCK 1/2 in primiren Chondrozyten und der chondrogenen Zelllinie ATDCS
exprimiert werden (Wang et al., 2004). Die Uberexpression von RhoA/ROCK1/2 fiihrte in
den Experimenten dieser Gruppe zu einer Verstirkung der Proliferation und Inhibierung der
Hypertrophie von Chondrozyten, was durch die Detektion der Expression der Markergene
ALP und Kollagen X in RT-PCRs, sowie durch Bestimmung der Zellzahl analysiert wurde. In
dieser Arbeit konnte durch Northern Blots nicht bestitigt werden, dass ROCK2 in kaudalen
und kranialen Chondrozyten differentiell exprimiert ist, obwohl es nach dem differentiellen
Screening so erschien. Aufgrund dieser Ergebnisse erfolgte keine weitere Analyse der
Funktion von ROCK2 bei der Repression der Hypertrophie kranialer Zellen durch kaudale
Chondrozyten.
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4.2 Funktion des Transkriptionsfaktors NF-I/A-1 bei der

Hypertrophie embryonaler Hithnerchondrozyten

Das vermehrte Auftreten von Datenbankeintrdgen, die Homologien zum Nuklear Faktor I/A
aus Mensch, Maus und Ratte zeigten, wurde als Hinweis gewertet, dass dieser
Transkriptionsfaktor moglicherweise bei der Blockade der Hypertrophie kranialer
Chondrozyten durch kaudale Chondrozyten eine Rolle besitzt. Die Nuklear Faktor-Familie
der DNA-bindenden Proteine reguliert neben der viralen DNA-Replikation ebenso die
Genexpression in eukaryotischen Organismen. Es sind vier verschiedene Mitglieder der
Familie bekannt (NF-I/A, -I/B, -I/C und -I/X), die sich durch ihre transkriptionsregulierenden
Eigenschaften unterscheiden; sie inhibieren oder aktivieren die Genexpression durch
differente Mechanismen (Gronostajski, 2000). Hierbei spielt zum einen die Aktivierung durch
direkte Interaktionen mit basalen Transkriptionsfaktoren eine Rolle (Kim und Roeder, 1994;
Xiao et al., 1994) bzw. es wird berichtet, dass einzelne NF-I-Proteine die Bindung repressiver
Histone verhindern konnen (Ristiniemi und Oikarinen, 1989; Gao et al., 1998). Ebenso ist es
moglich, dass NF-I-Faktoren mit verschiedenen Koaktivatoren wéhrend der
Trankriptionsregulation interagieren (Tanese et al., 1991; Dusserre und Mermod, 1992). NF-I-
Proteine vermitteln die Expression verschiedener Gene, die durch eine Vielzahl an
Signaltransduktionswegen reguliert werden, wie z.B. durch Insulin (Cooke und Lane, 1999a),
durch cAMP (Chu et al., 1991) oder auch durch Steroidhormone (Garlatti et al., 1996). Die
Expression der NF-I-Faktoren wird durch das Differenzierungsstadium der Zellen beeinflusst,
und es ist schwierig zu analysieren, ob die Effekte von Hormonen oder Wachstumsfaktoren
auf die NF-I-Proteine direkt oder indirekt vermittelt werden (Goyal et al., 1990; Kulkarni und
Gronostajski, 1996).

NF-I/A zeigt bei der Regulation der Transkription seiner Zielgene iiberwiegend reprimierende
Eigenschaften (Gronostajski, 2000). Der C-terminale Bereich von NF-I-Proteinen fungiert als
Transkriptions-Regulationsdoméne, und bei NF-I/A wurde hier ein Repressionsbereich
detektiert (Osada et al., 1997). Weiterhin ist bekannt, dass NF-I-Transkriptionsfaktoren
Bindungsstellen in den Promotoren von Chondrozyten-spezifischen Genen besitzen und deren
Transkription unterdriicken konnen, z.B. bei Aggrekan (Pirok et al., 1997). Obwohl
funktionelle NF-I-Bindungsstellen weit verbreitet in den Promotoren vieler verschiedener
Gene detektiert wurden, ist das Vorkommen einiger DNA-Bindungssequenzen der Isoformen
zellspezifisch (Szabo et al., 1995; Rajas et al., 1998; Cooke und Lane, 1999a). Von den

verschiedenen Genen der NF-I-Familie im Huhn existieren vielféltige, durch alternatives



126 Diskussion

Spleilen entstandene Isoformen, die zellspezifische Wirkungen besitzen und sowohl positiv
als auch negativ regulierend die Transkription beeinflussen (Kruse und Sippel, 1994). Da
verschiedene Isoformen von Transkriptionsfaktoren unterschiedliche Funktionen wéhrend der
Genexpression erfiillen konnen, wurde zuerst analysiert, welche der sechs bekannten
SpleiBvarianten des NF-I/A in Chondrozyten exprimiert werden. Es zeigte sich, dass sowohl
in kranialen als auch in kaudalen Chondrozyten die beiden Isoformen NF-I/A-1 und NF-I/A-3
synthetisiert werden. Anschlieend konnte durch Virtual Northern Blotting nachgewiesen
werden, dass NF-I/A-1 in kaudalen Chondrozyten verstirkt exprimiert wird. Darauthin wurde
die mRNA von NF-I/A-1 in voller Liange revers transkribiert, amplifiziert und in kranialen

Hiihnerchondrozyten iiberexprimiert.

4.2.1. Transfektion primirer Hiihnerchondrozyten und Uberexpression des

Transkriptionsfaktors NF-1/A-1

Zur Transfektion der primédren Hiihnerchondrozyten wurde eine physikalische Methode der
Nucleofektion etabliert. Bei primdren humanen Chondrozyten konnte eine effektive
Transfektion mittels dieser Methode gezeigt werden (Hamm et al., 2002). Zur Uberexpression
spezifischer Proteine und ihrer Funktionsanalyse werden héufig chondrogene Zelllinien, wie
z.B. ATDCS5-Zellen, verwendet (Murakami et al., 2000; Newman et al., 2001), die allerdings
den Nachteil besitzen, dass sie keinen stabilen Chondrozytenphédnotyp aufweisen. Auch virale
Infektionsmethoden sowie Lipofektion sind mittlerweile fiir primire Chondrozyten etabliert
(Dinser et al., 2001; Hirschmann et al., 2002; Stove et al., 2002). Die Nucleofektor-Methode
basiert auf einer Elektroporation der Zellen, bei der durch die Permeabilisierung nicht nur der
Zellmembran sondern auch der Kernmembran die DNA- oder auch RNA-Molekiile direkt in
den Kern eingeschleust werden. Dadurch ist der Transfer der Nukleinséuren in den Kern von
der Zellteilung unabhingig, was besonders fiir die Transfektion von Primérzellen von
Bedeutung ist, die sich eher langsam teilen oder auch génzlich ohne mitotische Aktivitét sein
konnen (Hamm et al., 2002; Gresch et al., 2004). Frisch isolierte Chondrozyten besitzen eine
sehr geringe Zellteilungsrate, die Proliferation wird erst durch geeignete Kulturbedingungen
initiiert (Bohme et al., 1992; Hirschmann et al., 2002). Weiterhin sind fremde DNA-Molekiile

vor Degradation innerhalb der Zelle geschiitzt, da sie nicht im Cytoplasma lokalisiert sind.
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Zur Transfektion der kranialen Chondrozyten des Hiithnersternums wurden anfianglich GFP-
Konstrukte erstellt, da zum einen erfolgreiche Transfektionen von Chondrozyten mit GFP-
Expressionsplasmiden bereits beschrieben waren (Dinser et al., 2001; Hirschmann et al.,
2002; Hamm et al., 2002), und zum anderen, weil eine GFP-Fluoreszenz in vitalen Zellen
durch eine direkte mikroskopische Betrachtung, insbesondere in  Agarose-
Suspensionskulturen, leichter zu beobachten ist. Mit dem wurspriinglich fiir humane
Chondrozyten konzipierten amaxa-System wurde, zusammen mit dem leeren GFP-Vektor,
eine gute Transfektionseffizienz von 34 % erreicht. Direkt nach der Transfektion der Zellen
war eine serumfreie Agaroseeinbettung der Zellen mdglich. Nach Transfektion der
Chondrozyten mit dem daraufhin hergestelltem Konstrukt phrGFPC-NFIA1 waren allerdings
keine fluoreszierenden Zellen zu detektieren, obwohl die Kontrolltransfektion mit dem leeren
Vektor phrGFP-C erfolgreich verlief. Vermutlich war das Fusionsprotein, bestehend aus dem
GFP-Protein und dem Transkriptionfaktor NF-I/A-1, zu groB3, um die Zellkernmembran der
Chondrozyten zu passieren und wurde im Cytoplasma abgebaut. Deshalb wurde ein neuer
Expressionsvektor mit einem FLAG-Tag konstruiert. Hierbei war das Fusionsprotein NF-I/A-
1 + Flag-tag nur 1 kDa groBer als der Faktor NF-I/A-1 allein. Auch hier wurde eine gute
Transfektionseffizienz von 25 % erreicht, allerdings war eine direkte serumfreie
Agaroseeinbettung der transfizierten Chondrozyten nicht moglich. Es wurde eine hohe
Mortalitdt der Zellen beobachtet. Aus diesem Grunde wurden die kranialen Chondrozyten
nach der Transfektion mit diesem Konstrukt zuerst in Monolayer mit Serum kultiviert und

nach 48 Stunden in das serumfreie Agarosekultursystem iiberfiihrt.

4.2.2 Einfluss von NF-I/A-1 auf die Hypertrophie kranialer Chondrozyten

In serumfreier Agarose-Suspensionskultur sind Chondrozyten unter Zugabe antioxidativ
wirkender Reagenzien wie Pyruvat und Cystein bei geeigneter Zelldichte (> 1 x 10°/ml) iiber
einen langeren Zeitraum kultivierbar und zeigen den knorpelspezifischen Phanotyp (Tschan et
al., 1990). Die Stimulation kranialer Chondrozyten in diesem Kultursystem mit Insulin bzw.
IGF-I bewirkt die Synthese der Hypertrophiemarker Kollagen X und ALP (Bohme et al.,
1995; Sziits et al, 1998). Weiterhin zeigen hypertrophe Chondrozyten eine starke
Volumenzunahme als morphologisches Charakteristikum (Tschan et al., 1993). Aus diesen
Griinden wurden zur Analyse des Einflusses von NF-I/A-1 auf die Hypertrophie kranialer

Chondrozyten die transfizierten, NF-I/A-1 iiberexprimierenden Zellen in serumfreien



128 Diskussion

Agarose-Suspensionskulturen kultiviert und die Hypertrophie der Zellen mit Insulin/IGF-I
stimuliert. Sowohl bei den mit leerem Vektor transfizierten Zellen als auch bei den NF-1I/A-1
liberexprimierenden Chondrozyten war nach 14 Tagen Kulturdauer eine leichte
Volumenzunahme, aber keine Proliferation der Zellen zu verzeichnen. Die transfizierten
kranialen Chondrozyten zeigten auf morphologischer Ebene den hypertrophen Phénotyp. Da
auch die mit leerem Vektor transfizierten Zellen nicht proliferierten, muss dieser Befund
allein auf die Transfektion der Zellen zuriickgefiihrt werden. Es handelt sich somit nicht um
einen Effekt des NF-I/A-1. Chondrozyten, die ohne Plasmidzugabe elektroporiert wurden,
proliferierten nach Insulinstimulierung und zeigten morphologisch die typische
Volumenzunahme hypertropher Chondrozyten. Demnach wurde die nicht vorhandene
Proliferation der transfizierten Zellen durch die Plasmidaufnahme in den Zellkern

hervorgerufen.

4.2.2.1 Repression der Hypertrophie kranialer Chondrozyten durch NF-1/A-1

Die durch Insulin/IGF-I induzierte Kollagen X-Synthese der transfizierten kranialen
Chondrozyten wurde durch die Uberexpression des Transkriptionsfaktors NF-I/A-1 reduziert.
Demnach kann NF-I/A-1 die Hypertrophie kranialer Chondrozyten unterdriicken, wenn diese

durch Insulin oder IGF-I hervorgerufen wurde.

Als Transkriptionsfaktor konnte NF-I/A-1 direkt an den Promotor von Kollagen X binden und
dort als Repressor fungieren. /n situ Hybridisierungen und nukledre Run-off Studien zeigen,
dass die spezifische Kollagen X-Expression durch hypertrophe Chondrozyten eher auf der
Transkriptions-, als auf der Translationsebene kontrolliert wird (Linsenmayer et al., 1991;
LuValle et al., 1992). Im distalen Bereich des humanen Kollagen X-Promotors existieren
negativ regulierende additive Elemente, durch die in Ruhechondrozyten und in nicht
chondrogenen Zelllinien die Kollagen X-Synthese inhibiert wird. Dahingegen ist eine
Chondrozyten-spezifische Enhancer-Region im proximalen Bereich lokalisiert. Diese ist in
hypertrophen Chondrozyten aktiviert (Beier et al., 1997). Diese Region des humanen
COL10A1-Gens besitzt zusdtzlich ein PTH/PTHrP-Response-Element, das mehrere
Bindungsstellen fiir den Transkriptionsfaktor AP-1 aufweist (Riemer et al.,, 2002).
Vergleichbare Studien mit dem Huhn-spezifischen CollOal-Promotor bestitigen das

Vorhandensein und die Funktion von negativen und positiven regulatorischen Elementen
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(Dourado und LuValle, 1998; Long et al., 1998; Beier et al., 1997). In keiner der den
Promotor von Kollagen X analysierenden Studien wurden bis dato Hinweise auf Interaktionen

mit den Transkriptionfaktoren der NF-I-Familie untersucht.

Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass NF-I/A-1 die Transkription von Faktoren unterbindet,
die die Kollagen X-Synthese stimulieren (z.B. Insulin, BMPs, Runx2) und ebenso wére eine
Stimulation von Faktoren denkbar, die wiederum die Kollagen X-Produktion der

Chondrozyten inhibieren (z.B. PTHrP, TGF-f3, Sox9).

Viele Silencer-Regionen sind bei der Regulation mehrerer knorpelspezifischer Gene, wie z.B.
bei Aggrekan, Matrilin-1, Kollagen II und XI, involviert (Szabo et al., 1995; Tanaka et al.,
2002). An diese Regionen binden Transkriptionsrepressoren, wie z.B. NF-I-Proteine bei
Matrilin-1 (Szabo et al., 1995) und Aggrekan (Pirok et al., 1997). Ein weiteres Beispiel fiir
eine negative Regulation der Genexpression durch Transkriptionsfaktoren der NF-I-Familie
ist wihrend der Osteogenese zu beobachten, bei der die Expression von Runx2 auf diese
Weise gesteuert wird (Zambotti et al., 2002). Runx2, ein Mitglied der Familie der runt-
Transkriptionsfaktoren, ist notwendig fiir die Osteoblastendifferenzierung und reguliert direkt
die Expression von Osteoblasten-spezifischen Markergenen wie Kollagen I, Osteopontin oder
Osteokalzin (Kagoshima et al., 1993; Ducy et al., 1997; Kern et al., 2001). Der Promotor des
murinen  Transkriptionsfaktors Runx2 besitzt einen Sequenzbereich, der die
Osteoblastenspezifische Transkription des Runx2-Gens bewirkt. Runx2 wird ebenfalls von
prahypertrophen und hypertrophen Chondrozyten exprimiert, wo er zusammen mit den BMP-
aktivierten Smads 1 und -5 die Kollagen X-Synthese induziert (Leboy et al., 2001). Es ist
auch eine direkte Bindung von Runx2 an den Kollagen X-Promotor mdoglich, wodurch die
Transkription des Kollagen X-Gens erfolgt (Zheng et al., 2003; Drissi et al., 2003). Im
Osteoblasten  spezifisch  regulierten  Bereich des  Runx2-Promotors  wurden
Bindungssequenzen fiir die Transkriptionsfaktoren NF-I und AP-1 detektiert. Hierbei fungiert
der Faktor NF-I/A in nicht-osteoblastischen Zellen als Repressor des Runx2-Gens. NF-I/A
wird in Osteoblasten nicht synthetisiert, und die Transkription des Runx2-Gens wird dort
durch AP-1 induziert (Zambotti et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Isoform NF-I/A-1 in Chondrozyten exprimiert wird. Es ist moglich, dass
durch die Uberexpression von NF-I/A-1 in kranialen Chondrozyten die Kollagen X-Synthese
dadurch vermindert wird, dass dieser Faktor auch hier die Expression von Runx2 unterdriickt.

Demnach wiirde NF-I/A-1 die Hypertrophie der kranialen Chondrozyten negativ regulieren.
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Inaktivierung der spezifischen Runx2-Funktion in Chondrozyten fiihrt zu einer Inhibierung
der Chondrozytenreifung und Retardation der enchondralen Ossifikation (Enomoto-Iwamoto
et al., 2001). Die diesem Vorgang unterliegenden Mechanismen sind bis dato noch nicht
vollstidndig geklart, und es wire denkbar, dass NF-I/A-1 in diesem System eine Rolle spielt.

Die Aktivitdit des Runx2-Promotors ist von der konkurrierenden Wirkung der
Transkriptionsfaktoren NF-I/A und AP-1 abhédngig (Zambotti et al., 2002). Ein dhnlicher
Mechanismus kann bei kranialen und kaudalen Hiihnerchondrozyten vermutet werden.
Demnach wiirde in kaudalen Chondrozyten NF-I/A verstéarkt exprimiert werden und auf diese
Weise die Hypertrophie unterdriicken. Wenn auBlerdem die NF-I/A-Synthese in kranialen
Chondrozyten verringert ist und gleichzeitig AP-1 verstéarkt gebildet wird, so erfolgt dort der
Transkriptionsstart vom Runx2-Promotor. Die Zellen wiirden folglich mit der Produktion von

Runx2 und vom Hypertrophiemarker Kollagen X beginnen.

Eine weitere die Genexpression inhibierende NF-I-Bindungsstelle wurde im Promotor von
Matrilin-1 detekiert (Szabo et al., 1995). Matrilin-1 ist ein Knorpel-spezifisches nicht-
kollagenes Protein, welches ausschlieBlich von spét-proliferativen Chondrozyten synthetisiert
wird (Hauser und Paulsson, 1994; Chen et al., 1995). In Kulturen von primédren Chondrozyten
ist es an der Bildung Kollagen-abhingiger und -unabhéngiger filamentoser Netzwerke
beteiligt. Matrilin-1 assoziert an Kollagen II-Fibrillen (Winterbottom et al., 1992). Die nicht
von Kollagenen abhingigen Netzwerke sind im perizelluliren Kompartiment der
Chondrozyten lokalisert, so dass Matrilin-1 auch in der Matrix von reifen und hypertrophen
Chondrozyten lokalisiert ist (Chen et al., 1995). Es stellt daher eine initiale Komponente der
ECM dar, bevor die Akkumulation von Kollagen X in die ECM durch Stimulierung der
Kollagen X-Expression erfolgt. Dem Protein wird eine Rolle wihrend des ECM-Turnovers
zugewiesen. Bei Matrilin-1 Knock-out-Méusen wird eine anormale Kollagen II-
Fibrillenbildung und Matrixkomposition in der perizelluldren Zone der spét-proliferativen und
hypertrophen Chondrozyten detektiert, wohingegen die allgemeine Anordnung der
Chondrozyten in der Wachstumsfuge normal erscheint und auch die Proteine Aggrekan und
Kollagen X die normalen Strukturen ausbilden (Huang et al., 1999). Demnach ist kein
regulatorisches Zusammenspiel von Matrilin-1 und Kollagen-X zu erkennen. Die Repression
der Kollagen X-Synthese durch NF-I/A-1 in kranialen Chondrozyten kann zu diesem

Zeitpunkt nicht durch einen Zusammenhang mit Matrilin-1 erklart werden.



Diskussion 131

In Adipozyten wurde gezeigt, dass NF-I die Repression des Glukose-Transporters-4 (GLUT4)
durch Insulin vermittelt. Durch die Insulinbehandlung werden NF-I-Faktoren, die nicht niher
spezifiziert wurden, phosphoryliert und binden am Insulin-Response-Element des GLUT4-
Gens, wo sie die Inhibierung der Transkription bewirken (Cooke und Lane, 1999b). Es
handelt sich hierbei um eine Insulin vermittelte Repression von Zielgenen, die durch NF-I
unterstiitzt wird. Ein direkter Zusammenhang zwischen von Insulin vermittelten Signal-
transduktionswegen und einer dadurch bedingten Aktivierung oder Repression von Zielgenen
durch NF-I-Faktoren in Chondrozyten ist nicht bekannt. Eventuell kann die durch Insulin
ausgeloste Hypertrophie der kranialen Chondrozyten durch eine Inhibierung von Faktoren
erfolgen, die die Hypertrophie negativ kontrollieren. Eine potentielle Rolle von NF-I-Faktoren
in diesem Zusammenhang, basierend auf den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen, wire
dann jedoch die Aktivierung von Faktoren, die die Hypertrophie negativ regulieren. Ein
Beispiel fiir eine antagonistische Wirkung von Insulin und NF-I wurde bei der Repression der
5-Aminoldvulinat-Synthase (ALAS) detektiert, die bei der Him-Biosynthese involviert ist.
Hier erfolgt die Aktivierung des Gens - neben anderen kooperierenden Transkriptionsfaktoren
- durch NF-I, und die Inhibierung durch Insulin, welches die DNA-Bindung von NF-I
verhindert (Scassa et al., 2004). Demnach koénnen NF-I-Proteine die Transkription von
Zielgenen sowohl aktivieren als auch verhindern, wobei die jeweilige Wirkung zelltyp- und

promotorspezifisch ist (Gronostajski, 2000).

Kaudale sternale Chondrozyten konnen ihre eigene Hypertrophie und die von kranialen
Chondrozyten durch Produktion von noch unbekannten 16slichen Faktoren inhibieren (B6hme
et al., 1995). Im Laufe dieser Arbeit sind mehrere EST-Klone identifiziert worden, die bei der
Repression der Hypertrophie kranialer Chondrozyten eine Rolle spielen konnten. Die
Proteine, flir die diese Klonsequenzen kodieren, sind noch nicht isoliert und analysiert
worden. NF-I/A-1 konnte die Regulation und Genexpression noch unbekannter Faktoren
beeinflussen und auf diese Art und Weise die durch Insulin induzierte Hypertrophie indirekt

hemmen.
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4.2.2.2 Stimulation der Kollagen X-Synthese durch NF-I/A-1

Zur Analyse der Wirkung von NF-I/A-1 auf die Hypertrophie kranialer Chondrozyten,
wurden den Faktor iiberexprimierende und mit leerem Vektor transfizierte Zellen in Agarose-
Suspensionen kultiviert, aber nicht durch Insulin/IGF-1 stimuliert. Uberraschenderweise
synthetisierten auch nicht stimulierte kraniale Chondrozyten Kollagen X, und dessen Synthese
wurde durch die Uberexpression von NF-I/A-1 verstirkt. Chondrozyten des kranialen
Bereiches des Sternums stellen eine inhomogene Population da, die sich aus Zellen
unterschiedlicher Reifungsgrade zusammensetzt (Iwamoto et al., 1993). In der mittleren
Region des kranialen Bereiches sind die am weitesten differenzierten Chondrozyten
lokalisiert, wohingegen sich am Rand dieses Bereiches noch weniger reife Zellen befinden. In
vitro beginnen die mittleren differenzierten Chondrozyten auch ohne zusétzliche Stimulierung
spontan mit der Kollagen X-Synthese (D*Angelo und Pacifici, 1997). Die Hypertrophie von
Chondrozyten aus dem gesamten kranialen Bereich bleibt ohne Zusatz stimulierender
Faktoren jedoch normalerweise aus. In Abwesenheit von exogenen Wachstumsfaktoren
vollzieht lediglich eine kleine Zahl der heterogenen Chondrozytenpopulation des kranialen
Teils den Wechsel von spit-proliferierenden zu préhypertrophen Zellen, was durch die
Expression von Ihh und Osteopontin, aber nicht von Kollagen X gezeigt wurde (Mollers,
1999). Eventuell hemmen die weniger reifen kranialen Zellen die Hypertrophie
differenzierterer Zellen, vergleichbar zu Kokulturen kaudaler und kranialer Chondrozyten. Es
wire moglich, dass die Transfektion der Chondrozyten zu einer Zellselektion gefiihrt hat,
indem die Vitalitdt der schon weiter differenzierten Zellen durch diese Behandlung nicht
beeinflusst wurde, wohingegen die weniger reifen Chondrozyten nicht iiberlebten. Demnach
konnte die so verbliebene Zellpopulation die Blockade der Hypertrophie spontan {iberwinden

und Kollagen X auch ohne zusitzliche Stimulation synthetisieren.

Die Synthese von Kollagen X der nicht stimulierten Chondrozyten konnte moglicherweise
auch durch die vorherige Inkubation der in Monolayer kultivierten Zellen mit FKS
hervorgerufen worden sein. Eventuell wurde die Hypertrophie durch die Wirkung von
Thyroxin oder anderen Bestandteilen des Serums ausgeldst, und dieser Stimulus war
ausreichend dafiir, dass Kollagen X auch wéhrend der anschlieBenden serumfreien Agarose-
Suspensionskultur weiter produziert wurde. Bei einem Vergleich der stimulierenden Effekte
von Thyroxin, Insulin oder IGF-I auf die Hypertrophie von Chondrozyten wird deutlich, dass

Thyroxin ein stiarkerer Hypertrophie-fordernder Faktor zu sein scheint, als Insulin oder IGF-I



Diskussion 133

(Bohme, 1993; Bittner, 1997; Mollers, 1999; Babarina, 2001). Bei kranialen Chondrozyten
fiihrt es zur stirkeren Kollagen X-Synthese im Vergleich zu Insulin/IGF-I. Bei kaudalen
Chondrozyten ist Thyroxin der einzige Faktor, der in Kokultur mit Endothelzellen oder durch
gleichzeitige Behandlung der Zellen mit Proteasen (Chymotrypsin, Papain, Plasmin) zur
Hypertrophie der Chondrozyten fiihrt (Bittner, 1997; Babarina, 2001). Kiirzlich wurde
gezeigt, dass Thyroxin die Expression von Sox9, einem die Hypertrophie unterdriickenden
Transkriptionsfaktor, vermindert und unter anderem dadurch die Hypertrophie beschleunigt
(Okubo und Reddi, 2003).

Eine eventuell durch Thyroxin hervorgerufene Hypertrophie der Zellen wurde nicht nur durch
NF-I/A-1 nicht gehemmt, sondern durch diesen Faktor sogar verstirkt. Kraniale
Chondrozyten die nicht mit Insulin kultiviert worden waren, aber den Faktor NF-I/A-1
liberexprimierten, zeigten eine gesteigerte Kollagen X-Synthese im Vergleich zu den Zellen,
die nur mit dem leeren Vektor transfiziert worden waren. Demnach besitzt NF-I/A-1 in
Chondrozyten nicht nur eine reprimierende, sondern ebenfalls eine aktivierende Wirkung.
Folglich muss zwischen der durch Insulin hervorgerufenen Hypertrophie und der durch
Thyroxin/FKS induzierten Hypertrophie von kranialen Chondrozyten ein Unterschied
bestehen. Diese These wird dadurch unterstiitzt, dass nur Thyroxin in Kokultur mit
Endothelzellen die Kollagen X-Synthese von kaudalen Chondrozyten bewirkt (Bittner, 1997).
Mit Insulin wird in diesem Kultursystem nur selten eine Hypertrophie der kaudalen Zellen

beobachtet, wobei die Kollagen X-Synthese immer geringer ausfiel als mit Thyroxin.

Durch die Insulinstimulierung miissen vermittelnde Faktoren aktiviert werden, die zur
Hypertrophie fiihren und durch NF-I/A-1 negativ beeinflussbar sind. Bei der spontanen oder
durch Thyroxin induzierten Hypertrophie wird die Aktivierung anderer Faktoren zur Kollagen
X-Synthese der Chondrozyten fiihren, die durch NF-I/A-1 weiter verstirkt werden konnte. Bis
dato konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen durch Thyroxin aktivierten
Signaltransduktionswegen bzw. Zielgenen und den Faktoren der NF-I-Familie in

Chondrozyten gezeigt werden.

Wenn die Induktion der Hypertrophie durch Thyroxin und Insulin auf unterschiedliche Art
und Weise verlduft, so sind Faktoren, die durch Thyroxin und NF-I/A-1 stimuliert werden,
durch Insulin nicht beeinflussbar. Durch die Analyse der Transkriptionsregulation der
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) in der Leber wurde gezeigt, dass Proteine der

NF-I-Familie Bindungsstellen in dem PEPCK-Promotor besitzen. Die basale Transkription
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der PEPCK wird durch NF-I/A und -I/B stimuliert, wohingegen NF-I/C und -I/X
inhibitorische Effekte vermitteln (Crawford et al., 1998). Durch die Uberexpression von NF-
I/A wird eine verstirkte PEPCK-Expression erreicht, ebensowie durch eine Stimulierung mit
Thyroxin. Wurden NF-I/A iiberexprimierende Leberzellen zusitzlich mit Thyroxin behandelt,
so zeigte sich ein additiver Anstieg der PEPCK-Expression (Leahy et al., 1999). Obwohl
Insulin eine hemmende Wirkung auf die PEPCK ausiibt, sind die NF-I-Bindungsstellen im
Promotor in Anwesenheit von Insulin besetzt, und es erfolgt eine basale Transkription, so dass
der Insulin-Effekt in diesem Beispiel nicht bzw. nicht nur durch NF-I-Proteine vermittelt

wird.

Weiterhin wére es denkbar, dass durch Insulin ein bislang unbekannter Faktor stimuliert wird,
der die Hypertrophie der kranialen Zellen vermittelt, aber durch NF-I/A-1 gehemmt werden
kann. Wenn nun durch Thyroxin-Behandlung die Hypertrophie ausgeldst wird, so kann diese
nicht durch NF-I/A-1 inhibiert werden. Es miissen dabei sogar Faktoren involviert sein, die

durch NF-I/A-1 stimuliert werden.

NF-I-Proteine vermitteln unter anderem ihre Effekte, indem eine differentielle Expression der
verschiedenen NF-I-Gene (NF-I/A, -I/B, -I/C und -I/X) als Antwort auf unterschiedliche
Stimuli erfolgt (Leahy et al., 1999). Neben Homodimeren, bilden die Genprodukte der vier
NF-I-Gene untereinander ebenfalls Heterodimere aus und kénnen dadurch auf vielféltige Art
und Weise die Transkription vieler verschiedener Gene positiv und negativ regulieren (Goyal
et al., 1990; Kruse und Sippel, 1994; Gronostajski, 2000). Es wére moglich, dass durch die
Stimulation der kranialen Chondrozyten mit Insulin die Expression von NF-I/B, -I/C und -I/X
so reguliert wird, dass einige dieser Faktoren mit NF-I/A-1 Heterodimere bilden und somit
Hypertrophie-hemmende Faktoren stimulieren bzw. Hypertrophie-fordernde Faktoren
inhibieren. Bei einer fehlenden Insulinstimulierung oder unter Einwirkung von Thyroxin
wiirden anders zusammengesetzte Heterodimere die Hypertrophie der kranialen

Chondrozyten stimulieren.

In den Kulturmedien aller Ansdtze konnte keine Aktivitdt der ALP nachgewiesen werden,
obwohl die Synthese von Kollagen X stattfand. Normalerweise treten diese beiden
Hypertrophiemarker in Kulturen sternaler Chondrozyten gleichzeitig auf. Ahnliches wurde
bei der Kultivierung humaner kostaler Chondrozyten beobachtet, die ebenfalls Kollagen X,

aber keine ALP synthetisieren (Bahrami et al., 2001). Die ALP-Synthese beginnt bei kostalen
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Chondrozyten erst beim Erreichen der Geschlechtsreife des Organismus, gefolgt von einer
langsamen Ossifikation des Knorpels. Es wurde daraus geschlossen, dass voneinander
unabhéngige Mechanismen die Kontrolle der Kollagen X- und ALP-Expression beeinflussen,

was durch das Ergebnis dieser Arbeit unterstiitzt wird.

4.3 Regulation der Chondrozytendifferenzierung durch

verschiedene Transkriptionsfaktoren

Die Chondrozytendifferenzierung wird durch eine Vielzahl von positiven und negativen
Faktoren reguliert, wie z.B. durch BMP, TGF-B, FGF, Ihh, Wnts und PTHrP. Auf der Ebene
der Transkriptionsregulation sind positive Transkriptionsfaktoren wie Sox9, Sox5, Sox6 und
Runx2/Cbfal kritisch fiir die Induktion der Chondrozytendifferenzierung (de Crombrugghe et
al., 2001; Lefebvre et al., 2001; Stricker et al., 2002). Negative Faktoren wie z.B. die
Retinoinsdure-Rezeptoren  spielen  ebenfalls eine  Rolle, indem sie  die
Chondrozytendifferenzierung verzégern (Underhill et al., 2001; De Luca et al., 2000). Ein
perfides Zusammenspiel zwischen den positiven und negativen Regulatoren ist fiir die

Direktion und den Verlauf der Chondrogenese notwendig.

Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors Runx2 wurde im Zusammenhang mit der Analyse
der Funktion von NF-I/A-1 in dieser Arbeit diskutiert. Hier soll nur nochmals erwéhnt
werden, dass eine Runx2-Uberexpression sowohl in vitro als auch in vivo die Hypertrophie
von Chondrozyten induziert (Enomoto et al., 2000; Takeda et al., 2001) und dieser Faktor
somit als positiver Regulator der Chondrozytenspitdifferenzierung gilt. Runx2 wurde in
prahypertrophen und hypertrophen Chondrozyten detektiert, wo es als Kofaktor fiir die BMP-
aktivierten Smadsl und -5 fungiert (Leboy et al., 2001), die Mitglieder einer weiteren
wihrend der Chondrozytenreifung involvierten Gruppe von Transkriptionsfaktoren darstellen.
Die derzeit bekannten acht Smad-Proteine werden aufgrund ihrer Funktion in drei Gruppen
eingeteilt: Die Rezeptor-regulierten Smads (R-Smads), die ko-aktivierenden Smads (Co-
Smad) und die inhibitorischen Smads (I-Smads). Die R-Smads werden durch den Typ I
Serin/Threonin-Kinase-Rezeptor, welcher durch die Mitglieder der TGF-B-Superfamilie
aktiviert wird (Massague, 1998), phosphoryliert. Die Smads 2 und -3 sind im TGF-B/Aktivin-
Signaltransduktionsweg involviert (Nakao et al., 1997; Whitman, 1998) und es konnte gezeigt
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werden, dass ein Smad 3 vermittelter TGF-B-Signalweg artikuldre Chondrozyten im
»Ruhezustand* hilt, in dem die Chondrozytendifferenzierung gehemmt wird (Yang et al.,
2001). Dahingegen spielen die Smads 1, -5 und -8 bei der BMP-vermittelten
Chondrozytenreifung eine Rolle. Uberexpression dieser Smad-Proteine in Gegenwart des Co-
Smads 4 in Miausechondrozyten induzieren die Hypertrophie dieser Zellen (Valcourt et al.,
2002). Weiterhin steigert eine erhohte Synthese von Smad 1 oder -5 in prihypertrophen
Hiihnerchondrozyten die BMP-stimulierte Aktivitdt des Kollagen X-Promotors (Leboy et al.,
2001). Sowohl eine Smad- als auch die Runx2-Bindungsstelle im Kollagen X-Promotor sind
hierfiir notwendig (Li et al., 2003; Drissi et al., 2003). Die verschiedenen phosphorylierten R-
Smads bilden mit Smad 4, dem alleinigen Co-Smad, einen heteromeren Komplex, welcher im
Zellkern direkt oder indirekt die Transkription der Zielgene reguliert (Whitman, 1998). Smad
4 wird in allen Zonen der Wachstumsfuge exprimiert, und Uberexpressionen diese Faktors
zeigen keine Wirkungen auf die Aktivitit des Kollagen X-Promotors, was bedeutet, dass
dieser Kofaktor keine limitierende Rolle wéhrend der Differenzierung spielt (Leboy et al.,
2001). Die I-Smads 6 und -7 unterscheiden sich auf struktureller Ebene von den anderen
Smads und stellen deren Antagonisten dar (ten Dijke et al., 2000), indem sie die
Phosphorylierung der R-Smads verhindern. In der chondrogenen Zelllinie ATDCS koénnen
Smad 6 und -7 die Chondrogenese inhibieren (Fujii et al., 1999).

Smad- und NF-I-Transkriptionsfaktoren zeigen beide denselben generellen molekularen
Strukturaufbau, welcher als Doméne 1-/inker-Doméne 2-Struktur bezeichnet wird, wobei die
Doméne 1 bei beiden Faktoren als DNA-Bindungsdoméne fungiert und hoch konserviert ist.
Kiirzlich wurde durch eine Homologie-Suche mit der BLAST-Datenbank und durch AS-
Sequenzvergleich gezeigt, dass zwischen den DNA-Bindungsdoménen der Smads und der
NF-I-Faktoren signifikante strukturelle Ahnlichkeiten vorhanden sind (Stefancsik und Sarkar,
2003). In beiden AS-Sequenzen der DNA-Bindungsdominen dieser Faktoren waren grof3e
Ahnlichkeiten und Kolinearititen vorhanden. Im Gegensatz dazu wiesen die C-terminalen
Transkriptionsdoménen beider Proteinfamilien keinerlei Ahnlichkeiten auf. Aufgrund dieser
Ergebnisse konnte die DNA-Bindung der Mitglieder dieser Proteinfamilien durch &hnliche
dreidimensionale Strukturen vermittelt werden. Es wurde postuliert, dass Smads und NF-I-
Faktoren einer gemeinsamen Superfamilie von Transkriptionsfaktoren angehdren (Stefancsik
und Sarkar, 2003). Es bleibt zu analysieren, ob eventuell durch die Kenntnis der gemeinsamen
Struktur der DNA-Bindungsdomadnen mogliche und dhnliche Funktionen beider Gruppen von

Transkriptionsfaktoren abgeleitet werden konnen.
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Vor kurzer Zeit wurde gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor AP-2a ebenfalls bei der
Chondrozytendifferenzierung involviert ist und diese negativ reguliert (Huang et al., 2004).
AP-2 wurde urspriinglich als ein Transkriptions-Aktivator fiir den SV40-Promotor entdeckt
(Mitchell et al., 1987). Durch AP-2a werden verschiedene zellulire Prozesse, wie die
Proliferation, die Differenzierung als auch die Apoptose moduliert (Hilger-Eversheim et al.,
2000). AP-2a Knock-out-Méuse zeigen, neben anderen Defekten, Skelettabnormalitidten und
dadurch verursachte verkiirzte GliedmaBlen (Schorle et al., 1996; Zhang et al., 1996).
Weiterhin wurde AP-2a in der Wachstumsfuge und im artikuldren Knorpel lokalisiert (Davies
et al.,, 2002). In hohen Konzentrationen inhibiert AP-2a0 die Transkription von CD-RAP
(cartilage-derived retinoic acid responsive protein). Es kann aber in niedrigen Dosen den
Promotor dieses Gens auch stimulieren (Xie et al., 1998). Durch Uberexpression von AP-2a.
wird die Knorpelbildung, die Proteoglykansynthese und die Expression von
knorpelspezifischen Markergenen (Kollagen II und X, Aggrekan) unterdriickt, indem selektiv
die Expression von Sox5 und -6 inhibiert, die Expression von Sox9 hingegen nicht verdndert
wird (Huang et al., 2004). Sox-Proteine gehoren zu einer Familie von Transkriptionsfaktoren,
die unter anderem die Skelettogenese beinflussen (Pevny und Lovell-Badge, 1997). Vier
Mitglieder dieser Familie, Sox9, -8, -6 und L-Sox5 sind bei der Chondrogenese und
enchondralen Ossifikation involviert (Wright et al., 1995; Bell et al., 2000; Schepers et al.,
2000; Sock et al., 2001). Sox9 ist fiir die prichondrogene Zellkondensation, fiir die
Chondrozytendifferenzierung und fiir die Aktivierung von Sox5, Sox6 und von
Knorpelmatrixproteinen verantwortlich. Weiterhin regulieren Sox9, L-Sox5 und Sox6 in
Kooperation die Expression der Kollagen II- und Aggrekan-Gene (Lefebvre et al., 1998; Ng
et al., 1997; Sekiya et al., 2000; de Crombrugghe et al., 2000). Die Reduktion der Sox5 und -6
Expression durch eine Uberexpression von AP-2a. fithrt demnach direkt zur Inhibierung der
Kollagen II- und Aggrekan-Synthese (de Crombrugghe et al., 2000). Die weiterhin hohe
Expression von Sox9 blockiert wahrscheinlich den Ubergang der Chondrozyten von einem
friithen zu einem spéteren Differenzierungsstadium und bewirkt dadurch indirekt die
reduzierte Synthese des Hypertrophiemarkers Kollagen X. Demnach wurde mit AP-2a ein
weiterer die Hypertrophie von Chondrozyten negativ beeinflussender Transkriptionsfaktor
identifiziert, der wunter anderem in Kooperation mit den Sox-Proteinen die
Chondrozytendifferenzierung kontrolliert. Mit dem in dieser Arbeit analysierten Nuklear
Faktor NF-I/A-1 wurde ein weiterer Hypertrophie-hemmender Transkriptionsfaktor

charakterisiert, sofern die Hypertrophie durch Insulin/IGF-I hervorgerufen wurde. Eine
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eventuelle  Kooperation  mit  anderen, die  Chondrogenese  beeinflussenden

Transkriptionsfaktoren, insbesondere der Sox-Familie, bleibt zu analysieren.

Einen weiteren ubiquitdr verbreiteten Transkriptionsfaktor, der ebenfalls in Chondrozyten
exprimiert wird und fiir die normale Chondrozytendifferenzierung notwendig ist, stellt c-Maf
dar (Sakai et al., 1997; MacLean et al., 2003). In c-Maf Knock-out-Médusen ist die Lange der
embryonalen Knochen um 10 % reduziert und die hypertrophe Differenzierung der
Chondrozyten ist negativ beeinflusst. Anfanglich erscheint die terminale Differenzierung der
Chondrozyten verzogert, es folgt jedoch in der weiteren embryonalen Entwicklung eine
Expansion der hypertrophen Zone in der Wachstumsfuge. Vor der vaskuldren Invasion wird
der Zeitpunkt der Spatdifferenzierung durch c-Maf moduliert, wohingegen das Vorhandensein
bzw. die Apoptose der hypertrophen Chondrozyten demnach ebenfalls beeinflusst wird. Lc-
Maf, eine verlingerte Spleilvariante von c-Maf, interagiert direkt mit Sox9 und die
Koexpression von Sox9 und Lc-Maf verursacht die synergistische Aktivierung des Targetgens
Kollagen IT (Huang et al., 2002).

Auch dem Transkriptionsfaktor NFxappa-B wird unter anderem eine Rolle bei der
Chondrozytendifferenzierung zugewiesen (Sitcheran et al., 2003) und er inhibiert ebenfalls
die Sox9-Expression (Murakami et al., 2000). Allerdings wurden bei Analysen des Sox9-
Promotors keine NFkappa-B Bindungsstellen detektiert, so dass die Regulation der Sox9-
Expression durch diesen Transktiptionsfaktor auf anderen posttranslationellen Signalwegen

erfolgen muss oder aber indirekt erfolgt (Sitcheran et al., 2003).

Durch die Identifizierung von NF-I/A-1 als ein in kaudalen Chondrozyten hochregulierter
Transkriptionsfaktor und der funktionellen Analyse desselbigen in Kulturen von embryonalen
Hiithnerchondrozyten konnte demnach ein weiterer Transkriptionsfaktor, der wéhrend der
Chondrozytendifferenzierung eine Rolle spielt, identifiziert werden. Es wurde gezeigt, dass
der Faktor hierbei die durch Insulin/IGF-I induzierte Hypertrophie reprimiert, wohingegen er
ebenfalls unter anderen Bedingungen eine stimulierende Wirkung auf die Kollagen X-
Expression ausiiben kann. NF-I/A-1 stellt einen promotor- und zellspezifischen Regulator dar,
welcher die Differenzierung verschiedener Zellpopulationen und auch die Expression seiner
Targetgene sowohl negativ als auch positiv reguliert. Chondrozytenspezifische Targetgene,
die durch NF-I/A-1 moduliert werden, bzw. Interaktionen mit den bekannten wihrend der
Chondrozytendifferenzierung eine Rolle spielenden Transkriptionsfaktoren miissen in

weiterfithrenden Untersuchungen analysiert werden.
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4.4 Ausblick

In dieser Arbeit wurde zur Analyse der differentiellen Genexpression von kaudalen und
kranialen sternalen Hithnerchondrozyten die Methode der SSH durchgefiihrt. Es wurden 53
Sequenzen identifiziert, die in kaudalen Chondrozyten hochreguliert sind. Von sechs Klonen
wurde die Hochregulation in den kaudalen Zellen durch Virtual Northern Blots bzw. Northern
Blots kontrolliert. Die Uberpriifung der verbliebenen 47 Klone sollte in zukiinftigen Arbieten
erfolgen, zumal darunter einige EST-Sequenzen vorhanden sind, die fiir noch unbekannte
Genprodukte kodieren. Somit konnte nach Isolierung der Volllange-Sequenzen und einer
folgenden Uberexpression analysiert werden, ob und in welcher Art und Weise diese neuen
Faktoren die negative Regulation der Chondrozytenspatdifferenzierung beeinflussen. In
diesem Zusammenhang sind jene 13 Klone, die nach der vollstindigen Sequenzierung des
Huhngenoms bei der Datenbankanalyse hohe Homologien zu einem EST-Klon zeigten, von

besonderem Interesse.

Weiterhin muss die Wirkung des Lysosomen-assoziierten Glykoproteins LAMP-2¢ auf die
Hypertrophie der Chondrozyten nédher analysiert werden, da seine Hochregulation in kaudalen
Zellen indiziert, aber nicht weiter untersucht werden konnte. LAMP-2c-Konstrukte konnten
mit der etablierten Elektroporationsmethode in Chondrozyten transfiziert werden, so dass das
Protein in den Zellen iiberexprimiert wird. Hierfiir sollte allerdings auch die Transfektion mit
einem GFP-Vektor getestet werden, da mit einem derartigen Plasmid hohere
Transfektionseffizienzen erzielt wurden (3.2.4). Eine anschlieBende Analyse der Kollagen X-
Synthese in serumfreier Agarose-Suspensionskultur wiirde tiiber die Wirkung der

Uberexpression Aufschluss geben.

Allgemein kann die Wirkung sowohl neu identifizierter Faktoren als auch von LAMP-2¢ auf
die Hypertrophie der Chondrozyten auch mit Hilfe der RNA-Interferenz-Methode untersucht
werden. Publikationen anderer Gruppen zeigen, dass sich fiir diese Art von Experimenten die
in dieser Arbeit verwendete Elektroporationsmethode gut eignet. Eventuell wiirden durch das
Ausschalten der Faktoren die kaudalen Chondrozyten spontan hypertrophieren und somit die

negative Blockade tiberwinden.
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Weiterhin muss der Transkriptionsfaktor NF-I/A-1 und seine Hypertrophie-hemmende
Wirkung auf Insulin-stimulierte Chondrozyten ndher charakterisiert werden. In situ-Analysen
am embryonalen Hithnersternum kdnnen zur Bestitigung der erhohten Expression des Faktors
in kaudalen Chondrozyten durchgefiihrt werden. /n sifu Untersuchungen an der
Wachstumsfuge - auch anderer Spezies - wiirden Aufschluss iiber die Lokalisation von NF-
I/A-1 geben. Faktoren, die im gleichen Bereich wirken oder exprimiert werden, konnten an
einer gemeinsamen Kontrolle der Chondrozytenreifung beteiligt sein. Durch quantitative
PCR-Analysen kann die Wirkung von NF-I/A-1 auf andere regulative Faktoren der
Spétdifferenzierung gepriift werden. Daran anschlieBen kdnnen sich direkte Promotoranalysen
von involvierten Faktoren zur Identifizierung von NF-I/A-1 DNA-Bindungsstellen. Auch eine
mogliche direkte Bindung von NF-I/A-1 an den Kollagen X-Promotor kann mit Hilfe von
Gel-Shift-Assays tiberpriift werden.

Neben NF-I/A-1 wurde ebenfalls die Isoform NF-I/A-3 in kaudalen und kranialen
Chondrozyten detektiert. Ob diese Spleilvariante die Hypertrophie der Zellen beeinflusst,

bleibt zu analysieren.
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5. Zusammenfassung

Die Spétdifferenzierung von Chondrozyten stellt einen prézise regulierten Prozess dar, der
durch autokrine oder parakrine Faktoren, intrazellulire Komponenten der Signaltransduktion,
durch die Zusammensetzung der ECM und durch eine spezifische Transkriptionsregulation
kontrolliert wird. In den kaudalen und kranialen Bereichen des embryonalen Hiithnersternums
sind verschiedene Populationen differenzierter Chondrozyten vorhanden, die sich aufgrund
ihrer unterschiedlichen Befdhigung zur Hypertrophie besonders gut zur Analyse der
Regulation der enchondralen Ossifikation eignen.

In serumfreien Agarose-Suspensionskulturen hemmen kaudale Chondrozyten ihre eigene
Hypertrophie sowie diejenige der kranialen Zellen, wenn diese durch IGF-I oder Insulin
hervorgerufen wurde. An diesem negativen Kontrollmechanismus kénnen 16sliche Faktoren,
deren Zellrezeptoren und/oder intrazelluldre Signalvermittler, sowie Transkriptionsfaktoren
beteiligt sein, die entsprechend in kaudalen Chondrozyten verstirkt exprimiert werden. Zur
Analyse der Blockade der Hypertrophie durch kaudale Zellen wurde eine subtraktive cDNA-
Bank erfolgreich erstellt, die in kaudalen Zellen hochregulierte Gene reprasentiert. Es wurden
insgesamt 53 Nukleotidsequenzen identifiziert, deren Genprodukte in diesem Prozess eine
Rolle spielen konnten. 13 dieser Klone zeigten Homologien zum Transkriptionsfaktor NF-I/A
und seinen Isoformen aus Mensch, Maus und Ratte, so dass die Wirkung dieses Faktors auf
die Hypertrophie der Chondrozyten untersucht wurde. Sowohl in kranialen als auch in
kaudalen Chondrozyten wurde das Vorkommen der Isoformen NF-I/A-1 und -3
nachgewiesen, und es konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor NF-I/A-1 in
kaudalen Chondrozyten stirker exprimiert wird als in den kranialen Zellen. Durch Etablierung
einer Elektroporationsmethode fiir primare Hithnerchondrozyten wurde NF-I/A-1 in kranialen
Zellen {iberexprimiert. Dadurch wurde in serumfreien Agarose-Suspensionskulturen die
Hypertrophie dieser Zellen unterdriickt, wenn sie durch Insulin oder IGF-I induziert worden
war. Eventuell ist dieser Effekt durch die Inhibierung des Runx2-Promotors erklarbar. In nicht
Osteoblasten dhnlichen Zellen wird die Transkription des Runx2-Gens durch NF-I/A negativ
reguliert. Bei kranialen Chondrozyten, die nicht stimuliert wurden, aber dennoch
hypertrophierten, zeigte sich der gegenteilige Effekt: NF-I/A-1 bewirkte eine Verstiarkung der
Kollagen X-Synthese. Die hier beobachtete Hypertrophie der Zellen wird moglicherweise
durch eine vorhergegangene Inkubation der Zellen mit Serum in Monolayerkulturen

verursacht. Da Transkriptionsfaktoren der NF-I-Familie promotorspezifische Wirkungen
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besitzen, die sowohl aktivierend als auch inhibierend sein konnen, muss die Hypertrophie-
hemmende Wirkung des NF-I/A-1 direkt mit der durch Insulin vermittelten Signalkaskade
gekoppelt sein.

Weiterhin wurden durch die Datenbankanalyse der Klonsequenzen der subtraktiven
Bibliothek sechs verschiedene, Huhn-spezifische EST-Sequenzen sowie 25 nicht ndher
klassifizierte Gene identifiziert. Sie kodieren fiir noch unbekannte Proteine, die bei der
Blockierung der Hypertrophie kranialer Chondrozyten durch die kaudalen Zellen eine Rolle

spielen kdnnten und weiter analysiert werden miissen.
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7. Anhang

7.1 Sequenzen der potentiell hochregulierten Gene in kaudalen

Chondrozyten

7.1.1 Sequenzen des ersten Screenings A

A29:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACTAAATGTATCTAAAGAAACACACAGCCCTACAAAAGTTG
TTCTCAGAGAAATATCATTGAGATGGGGCACCTCTTCCCAGTTTGCTAAAAGTTCTATATGATATAAGCACAAAT
TAACAGCTTGATGAAGACATAACCTAATGCAGCTCATGAGAAGCCTATGCCTGGGACTTGAGGAACCCCTCACAT
TCTACACTGTTGTAGAGATTTTTATTTTTATTTTTTTTGAAGAAAAATGTTATCTGAAACATATTTTACAAACTG
AACTTCAANNAGAAGACTGTGAAATTGAACAGGGCACTGCTTAATTTTGTTTTGAGATTTTTTTGGNAAAACATT
TTGCCTGGGTTTTTNGTTTCTTTCTTCAATTTTGNATTAACTTTTTNNTNAAGNCCCATGCCAACTTNAATGGCC
CCTTNAATGNAAGAAATGNCNNAAAAGGCCCTACCTTCTTAAAAAAAANTTCTTTTTTGNNTNAAAAGAAACNTT
TTGCCNCATNAGNCCCCTNTTGGNCCNANNTTNAAAAACCCTNTTNTNACAAAATCCCNNTATNCAANACNNGGG
TTTNNNTGGAACNANCTNNACCGGGTTTCCTNTTTNTTAGAACCCCTNTTTNTTTTNTTGGGNNTGGNNNNGCCA
AAAAATTTGAANGGTTTTTTNGNTTCCCNNNNTTNGGGGGCNCCNNCCCNANNCNCNTNNGG

A31

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACAGCCAATTTACTGGTAATACCTTGTCTCATAGCAAGGTT
CTGACAAAATGTTTGTCTAGGCTTTTTTTCCCTTCACTGTGAAGCACTGAAAGCTGCTATTTTTTTTAGTGCACA
TATGTCTTAATAAAGTAATGCCCAGCTAAGTGCTATAGGGAAGGCAAAGGATGCTTGGCTAGAGGATGTGATACC
ATATACTAACAATCACACAATACAATAGAGCAAAATGACTACTCAACCACTTTATCAGACACATATGAAAATCCA
AAACATTTTATTTTTTTTTTCCTTAAATAGAGAATAACCCAGTAAACAATTTTCAGAACTTGGAAAGTTTAAAAA
AACGTGCATTATAAAAAATGGGCATTATNATACCTTTTATTGAATGNGGATTGATTGCAGTNTGCNTAATAAAAA
TGGGTGTGGGATCTGAANAAAAAGGGAAGTTTTTTTTTTCTTTTTTTAAGCTTGCNTTGTAAAAAGAACNCGTTG
TAAAAAAAAAATTGCTTGANGAAGGGTCANCTTNAANGCTTANAGTTTTNACTGGTTTTNTTAAAAANNCCCTTT
CTGGTTTGCTTTAAAANACAAAAGNCCTNNAAAANTTTTTTAANNGNAGCTCCCTTTTNTTTGNTNGGGGGAAAA
AANNNTTTCCATNNCNNNGNNNAANNCCTAAGGGAAATTTGAATTNTNTANCGGGGGCNTTNNNNNNTTTAAGGC
CCTTCCCNTTNNNGNTTTT

A36:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACTGTAATGCATCCTACAAGAGAAGTTTCGTTACACAAGGA
TTGTGCACGCACCTACTTTTTAATTAAAATGTAACCTTCAGGATTTATGGCCTACAGTATGGGGAAAAATGCCAA
AAGTTTTAAAATGGATCAACCCTGGTGTGTAGCTAGCAAGCAATAACTAGACTACTTGTCACTACAGTTGTACTA
AATGTATCTAAAGAAACGCACAGCCCTACAAAAGTTGTTCTCAGAGAAATATCATTGAGATGGGGCACCTCTTCC
CAGTTTGCTAAAAGTTCTATATGATATAAGCACAAATTAACAGCTTGATGAAGACATAACCTAATGCAGCTCATG
AGAAGCCTATGCCTGGGACTTGAGGAACCCCTCACATTCTACACTGTTGTAGAGATTTTTATTTTTATTTTTTTT
GGAGAAAAATGTTATCTGAAACATATTTACAACTGAACTCAACAGAGACTGTGAAATTGAACAGGCACTGCTCAT
TTGTTTGAGATTTTTTGGAAACATTTTGCTGGTTTTTGTTTCTTTCTCATTTTGCATCAACTTTTATCAGTCCAT
GCACTTCAATGCCCTCAATGAAGAATGCATAATAAGCCTACTTCTTAAAAAACTTCTTTCTGATATAGAGATGCA
TTTGCNCATCAGTCCCTGTAGACAGTTTCAAACATTCTGCAAAATCAGTATACAANACTGGTTTAGG




170 Anhang

A48:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACCAGTTCAGGGACACGAAGGTGTTTTAATTTCTGGACCGTTC
TCTATTATTCCCAAAGGTGTTTGAGAACTGATAAGCCCTATATTGCCGGAAACACGTAAAATTTGTCAGAATTGG
CATAATCCATTATAGTGACTTTTAGCTTATAAAATTAACAGATATTATGATTTAATTTTAGTTATGTGCTTTGAT
AACAGAAAATGATTAATTAGCATTTAATGTAGTTAACATATTGTGGTAAAAGCACCATTAGATTTGCTTTTTTTT
TTTTTTTTAATTTTCCTTCAGTTTTAAAGGGATACAAGTTCAACAATAAAAAACATAAAAAGCAAAANATAGCTN
CCCTTTTTCTCGCAAGGCTGTTTTTTACCCCAATAATTTAAAGGNCCCGGGGGGGAANGACTTGGAAAAACAARAA
ATAGAATTTTTAACAATCTTTTTTNTTANAAAGANNTTTAACCTNTCCAANGAAATTGCCCTTTACTCAATTTCA
AAATCCAATGNTTTGGANTGAATCCCCGGNANTTTNTTGAAAAAAAAACNANTTNCCCATTTTTGGGGGAATTTT
TGGGGAATTGNNGAAAATTTNAAAANGTTTTTTTTTNAANGGAANNNNCNTTAAANCNTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTAAAAAAAAAAAANNTCANGGTTTAAAACCCCCCCANTANGGGAAAAAATTTGNNACN

AS1:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACCAGTTCAGGGACACGAAGGTGTTTTAATTTCTGGACCGTTC
TCTATTATTCCCAAAGGTGTTTGAGAACTGATAAGCCCTATATTGCCGGAAACACGTAAAATTTGTCAGAATTGG
CATAATCCATTATAGTGACTTTTAGCTTATAAAATTAACAGATATTATGATTTAATTTTAGTTATGTGCTTTGAT
AACAGAAAATGATTAATTAGCATTTAATGTAGTTAACATATTGTGGTAAAAGCACCATTAGATTTGCTTTTTTTT
TTTTTTTTAATTTTCCTTCAGTTTTAAAGGGATACAAGTTCAACAATAAAAAACATAAAAAGCAAAANATAGCTN
CCCTTTTTCTCGCAAGGCTGTTTTTTACCCCAATAATTTAAAGGNCCCGGGGGGGAANGACTTGGAAAAACAARAA
ATAGAATTTTTAACAATCTTTTTTNTTANAAAGANNTTTAACCTNTCCAANGAAATTGCCCTTTACTCAATTTCA
AAATCCAATGNTTTGGANTGAATCCCCGGNANTTTNTTGAAAAAAAAACNANTTNCCCATTTTTGGGGGAATTTT
TGGGGAATTGNNGAAAATTTNAAAANGTTTTTTTTTNAANGGAANNNNCNTTAAANCNTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTAAAAAAAAAAAANNTCANGGTTTAAAACCCCCCCANTANGGGAAAAAATTTGNNACN

A54:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACTCTGTAACCTGTGTCATGCAGTATTGCTACAAATCATACTT
TTGAAACTTAAATGAATGAAAGCTTTTTGATGTTTTTTTTGCTTGACTATCAAGTGGCAGTTCTCAGACACTAAT
GTGTCTCTTGGATGTAGCTTGAAGTCCACTAGTATGCTAGTATGATTTGTCAGCCTTGAAATACCTATTGAATAT
GAAAACTAGCTAAAATAAAACTGTCTTCGCTCCCTTTAGACTCATTTATGTTAACATTCTACTTCGGAACTAAGA
TTGTATTGTGTTTGAACCTGATCTTTACTGGAAGTGTAATCTCTTCAAGCTAGAGTTCTAGTCTTAATGAAGGCT
TTGCTAAACCACAGTTGCCAATTCACTTAAATTGTGGAATAGAACTCATCCTAAAAACTCCCCTTTATAACTAAA
TTGATTTTTGTAACATGCAACATTAGAACTGCCTTGTACAAACACAGTCCCTTTCCATGCTTCTCTCCAGAAAGT
GCTGCGTATTAACAGAAAATATTGCAGGCAAACCACAGTTCTATTCATTCTGCAGCATTGGAACCAGTGTCTAGG
AAAGAAAAAAGCAATGTATNCATACCACCCCACAGACTTAAGTAAAGAGAACAAGGTCCTGCCCGGCGGCCGNTC
NAAGGGCNATTCTGAGATATCATCCACTGGCGGCCGTCGACATGCNTTANAGGCCATTCGCCTAAGNNGCGATAC
ATCCTGCCGCGTTANACGCGGCTGGAACCTGCGTNCACTAAC

A73:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACTTTTTTTTTTTTTTGGTTTTTTTTTTTTACAGTCGGCACTT
AGATACGTAACACGAACCATAAGAGCATTGTCAACTATTATTTTCCACTCAATTGCAGAGCGATTTAAAACATCG
AACTACTACTATTCACTTTAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAAAAAAGTTTGAAATGCTNGCACTTACATTGAAAAAA
AAAAAAACATTTTTCAACAATTTTCAACAATTACACAAAAATTCACGCANAGATGGGGAAGTTGGTCTGTTTTGA
CAGAAACTGACAGGAATCAATCAAAACAATCGAATTTTGAATTGAGTAAAGNCCAATTTCATTGGATAGCTAAAT
ATCTTTGTAAGAATAGAGATTGTTGAAAATTTCTTTTTTTGTTTTTCCAAAGNNCTTTCCCCCCCGGGACCTNTA
AATTNTTGGGGNAAAAAANANCCCTGCAANAAAAAAAGGGGAGCNTTTTTCNGNTTTTANGGTTTTTTNTTGGGA
NAACTTGGATCCCCTTTAAAACTGGAGGGGAAAANTTAAAAAAAAAAAAACAANTCTTANGGGGGNCTTTTCCCC
NANTTTGGTAAACNCCCTNAAAGNCNATTAAACNCTTTTTNTGGNNNANAGNCCCCAACTNTAACTAAACCNNAN
TTTTNGGACTTTTNAANGCAAAANGNCCCNTTNNGGGNTTNCCCCN
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A88:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACAAAGACAAACACCTAAAACACACTGCGTCAAGTGCAGCACC
AACTTTGGTCAAATAAAAAAAAAAAAATGAAAAGAAAAATTAATAATCGCTAAGCTTTTCTACATGATATAAGCA
GGTATTGCATATTTTCATATATCTGGAAAAAAAAAANCAAANCTGAAAAAAAAAACCAAAACAAAACGAANGGAA
GACTCCAAATAAAATGTAAAATGCAGCANCATCCAAAAATACTGATAATCTAGCATCTACAGATCTCANAATAGC
ACTGCCACTGACCATACAGGACAATAAACACTACTCCTATCTGCGGAACAACTAACATCCTATTTAATTCTAGAT
GTTGAAACCGACAATGGCTGACATAAAAGTCACATTTACAAAAAGTGTCTCCAAATGCTTGACTAGGGAAAAACC
CCTTTCAATATAGGAACATGTGCAACAATTCCACAAATAATCGCTATCCAGGGCANGGCGCATTGATATGGAATT
TTTTTTGTTTGTTTGTTTCGTGCAAATTAAGAAAACAAAACAATACATTGTTTCAGGGAAAAGATGAGGAGCAAA
GTGTCTTCCCAAGAATTTCAGTTACTTGATTGTATAGGACAGAAGTAAAAACCTTCTGAAGGGTCGAACAACATA
GTTNAAGGCAGGGCCTGCCGCGTCCTGCCCGGCGGCCGTNCAAAGGCAATTTTGAAATTTCATNCCTGCGGCGTT
GGCTNTTTAAGGGCAATTCCCTTGNNGN

A95:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACCAGTTCAGGGACACGAAGGTGTTTTAATTTCTGGACCGT
TCTCTATTATTCCCAAAGGTGTTTGAGAACTGATAAACCCTATATTGCCGGAAACACGTAAAATTTGTCAGAATT
GGCATAATCCATTATAGTGACTTTTAGCTTATAAAATTAACAGATATTATGATTTAATTTTAGTTATGTGCTTTG
ATAACAGAAAATGATTAATTAGCATTTAATGTAGTTAACATATTGTGGTAAAAGCACCATTAGATTNGGNTTTTT
TTTTTTTTTTTTAATTTTCCTTCAGTTTTAAAGGGATACAAGTTCNAACAATTAAAAACCATAAAAAGCAAAAAT
AGCTTCCCTTTTTCTTTGCAAGGCTGTTTTTTACCCCAANATTTAAAGTCCCNGGGTGGAAGGACTTGGAAAACA
AAAATTNGAAATTTNAAACAATTTTTTTTTNTTACCAAAAGANTTTTNACCTTTCCCAAGGAAAATTGCCCCTTT
TNCTCAATTTAAAAATNCANTNGGTTTGGNATTNNATCCNGGNAAGTTTNNGNNAAAAAAAAACNACNTTCCCNT
TTTTNGNGGNAATTTTNGGNAATTTNNGAAAAATTGNNNAAAANGTTTTTTTTTTTTAATNGANGGNNNNATTNA
AACNTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAN

7.1.2 Sequenzen des Screenings B

B3:

GAATTCGCCCTTGAAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACAAACTACAGATTTCGTGCAGTCTCATCCTCTAATTAGCAT
TATTCAACTAGTAAAAATTTCTTTTGCAGATTAGTCCTTCACCTCATTTTTCAGGAGGTATTTCAGGAACTGCTG
GACTAGGAATTTTACAAGATCAAGCCAATACATTCTTTCTCCAAGTGGAGCAGAAATAGTGTAAAAAATGACTGA
CTTGAAGTATTTCAGCATTTCTGGTCCTAGACAGAAAAACAAACAAGATAATGATGAAAAAAAAAAAAAATAGTG
GAAGCCCAATTAATTATCTTGCTCCTTTCAAAATACTGCTGATTAAAGGTTGTCTTTAACTACTTGGTAAACTGC
TACTCCAAGCAAAGTTTAACAAAGCATTTAAAAATCATTCTTCTGGAAGCACAGTTGTTGTAACTAACCCCAGTA
TCAGTGACTTCTTTAGGACCAGAGAAAGCTAAAATGTTATCAATCTCTTACTCGGGATTTGTATGTCTACATATA
ACCTGTTAACACTTGCTGCCGCCTCCAGCTTGGTCTCTGTTATCATCTGTTAATTACTTTTCCAGGTCACTTTTT
ATCATATTTGNAAATGACATGATTATCCTTTGCTCCATCTACCATATTCCATCTCTCCATTGGATCTGCATGTGT
ATCATTGAAC
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GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACTTGTTCTGATTAGTTTCTCTCAGTCTCTGAATAGCAACTTT
AAGATATTTGAAGGAGGGCAAAAAAGACTGAGCTCTAGAAACATCCTGTAGTAGTTTTGACTGTGACTTGCCAAG
GAGATACTCTGTTGCCTTTATGTTAAGCTAAGGGCATAAATGCCAAAATTAATAATTCTTACTGTAGTTAAACCT
GTAATGTAAATATAAAAAGGATTATTAATAATGGCATTCTTGCATAAATAGCATCAAGTCAATAGACCATAGTGG
CCTGGTTGCTTTTGTAAAGCAGAATAGTGTGAATTTTTTTCTTCTCATTTCTGCAGTCAGATCTGGCTAATCAGT
GCTTAATTTTTTTGTCGTTTAAGCATTACAGATTTCTGAGTAACCAACCTGTTCTTATATAATTTTAAATTCATT
TGTGCCTTGATTTACATTTTAAAGGTAATTACCAAATTATTATTAACCAGATCTGACTGTATATGTATATAAAAC
AGTGTAAATAACCATTTGTAAATTAGGTGTGAATTGGACTGACATCANAAGAAATACCGNGTTTTTTATATGGGG
TTAACTCCCTACTTANGGAGGTCNCCTNGNGTCATAATCCTTTNNGNTAAAANTATNTAAANTGNTNNTCNCACA
ACANAAGTAAAATCTTTTNT

BS:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACCAGTTCAGGGACACGAAGGTGTTTTAATTTCTGGACCGTTC
TCTATTATTCCCAAAGGTGTTTGAGAACTGATAAACCCTATATTGTCGGAAACACGTAAAATTTGTCAGAATTGG
CATAATCCATTATAGTGACNTTTTAGCTTTATAAAATTAACAGATATTATGATTTAATTTTAGTTATGTGCTTTG
ATAACAGAAAATGATTAATTAGCATTTAATGTAGTTAACATATTGTGGTAAAAGCACCATTAGATTTGTTTTTTT
TTTTTTTTTAATTTTCCTTCAGTTTTAAAGGGATACAAGTTCGACAATAAAAAACATAAAAAGCAAAAATAGCTC
CCCTTTTTCTTGCAAGGCTGTTTTTTACCCCAATAATTTANAGTCCCGGGGTGGAAGGACTTGGAAAACAAAAAT
AGAATTTTCAACAATCTCTATCTTACAAAGATATTTAGCTATCCAATGAAATTGCACTTTACTCAATTCAAAATT
CGATTGTTTTGATTGATTCCTGTCAGTTTCTGTCAAAACAGACCAACTTCCCCATTTCTGCGTGAATTTTTGTGA
ATTGTTGAAAATTGTTGAAAATGTTTTTTTTTAATGNAGNGCAGCATTNAACTTTTTTTNTTTTTTTTTTTTTAA
GGAAAGAGAGTTCATGTTAAATCCTNTCAATGAGGGAAAAAAGTGNATGCNTAGGTCGGTCCN

B18:

GAATTCGCCCTTAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACTTTTTTTCTATTTTTCTTTTCTTTTTTTTTTTAATTTTAGGT
TCATAATTTTTTATTGGATTTGTATTTCTTAATCCATATGCTCTAGGATTTGAACTTTCACAGTTGTTAGTGAAT
TTGAGGACAAGCGCCTGAAAGGCTCCAGTAGGACTTGCATCACNTTAGCTTGCTTTGTGTTTTAGTTTTTGCTAT
GTTTATTTGTTTAAAATTTAAAAAGGAAGCATAGAATCACTTGATATATAATNGAATATTTAATGGCTCTCTGAA
ATAATTCTAAATCAACTAAGGCAAAAAGGAACATACTGTTTATCGTTATTTTAATAAGTGAGATTTTAGTAGAGC
ACTTTATTATAATGCTGTATATCTCACTGAATATTTATTACTTCGTTGTTGTTGTTTAGGGCTATTTCATACTGG
TTGTTTTATTTGTCAGCCTGCATATTTACCTCTGGAATCTTTTGGCGTGTCAATGTGTGCGTATTTAGGCATACT
TGCCTTGGTATGCACGTGAGTACCTCGGCCGCGACCACGCTAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGC
GGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCATTCGCCTATAGTGAGTCGATTACATTCACTGGCCGCGTTACACGC
GGACTGGGAAACCCGGCGTACCACTATCGCTTGCACACTCCCCTTCNNGCTGCGAAAACAAAGCCCNNCGACNCT
TCCACGTGCCACTGATGAAGGCCC

B24:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCAAGTTGCTTTATTTAAAA
CAGAAAANAAATAGAAGTATGAGGTGTCATCCACAGANCCGANAAAGGAGGTATGAANATCTGCTTGAATTATTT
CTCCTTTANAAAGGTTATAGAAATGAGAANAAGNGGAATGGAAAAGCTAGTGACTCATATTTGGTCAGCTCAGTG
CCCACCAGCACTTAAGCAGCTNTTTTTANAAAATATTTTTGCTTTTGGACTCACCAAAAGTAAACAGTATTCAGT
ATTTTAAAANACATCCTTTGATTTCCTTTCCCCTTCCTCACCTTTTAATACTAAATCTACTGGTAATGGGTTNGG
AATGAATAAACTCATTTAGTCAAAANGGCATGGCTTCAACACTATAAATTTTTAGTAAGGCTCTGGCATCAATGC
ACTATTGTGATTCTGATTTAATTTTCATGGGCAAGAAATGAAAAATTAGTCTTTTTATTATTTATAAGCTTTTTC
AATCCAGCTCTGAGTGCAAAAAGATTTAAGATTTCTTACTGAAAATGGGGCTTTAAAGCTTTTNTAGAAAAGACA
TTTTCTGTGTGAGTGGCAAGTANATTGGTTCCTAGTTATCGAAACNCTTTTACAGTGTCTTAGAAGACCTGNCCG
GCCGGCCCTCAAAGGGCAATTTGCAAATTCCTCANCTGGCGGCCG
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B34:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACCAGTTCAGGGACACGAAGGTGTTTTAATTTCTGGACCGT
TCTCTATTATTCCCAAAGGTGTTTGAGAACTGATAAACCCTATATTGCCGGAAACACGTAAAATTTGTCAGAATT
GGCATAATCCATTATAGTGACTTTTAGCTTATAAAATTAACAGATATTATGATTTAATTTTAGTTATGTGCTTTG
ATAACAGAAAATGATTAATTAGCATTTAATGTAGTTAACATATTGTGGTAAAAGCACCATTAGATTTGTTTTTTT
TTTTTTTTTAATTTTCCTTCAGTTTTAAAGGGATACAAGTTCAACAATAAAAAACATAAAAAGCAAAAATAGCTC
CCCTTTTTCTTGCAAGGCTGTTTTTTACCCCAATAATTTANAGTCCCGGGGTGGAAGGACTTGGAAAACAAAAAT
AGAATTTTCAACANTCTCTATCTTACAAAGATATTTAGCTATCCAATGAAATTGCACTTTACTCAATTCAAAATT
CGATTGTTTTGATTGATTCCTGTCAGTTTCTGTCAAAACAGACCAACTTCCCCATTTCTGCGTGAATTTTTGTGT
AATTGTTGAAATGGTGAAAATGTTTTTTTTTTAATGTAGTGCAGATTTNAACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TAAGGAAAGAAAAGTCNATGTTTAAATCCTCTG

B47:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACATCAGTGGTAAGACTTTACAGTCATTGACTTGCAAACAC
AGGCATTTAATTTTTAATTGTCTGTGTATTTAGTAATTATCCTCTGTTCTGAGAAGGAAATAACTGTGATTATTT
GTAGTAATTAAGAAGCTCTGTGTATCACACCAAAATAATTAATTTCTTTTTAAGATAACAAGCTATTTATGTTTC
CTATTGATCTGCAATAAAACTGAACTTGCATTACTAAATAAAGTAAGGTTAAAAGAGTAACAGTGATCAATTTAA
ATTTATTAACAGGACCAGCTGTAACACGACATATCTACTCTTTATGCCCACGCATACAATTTTCACTAGCATATA
TTGGTGTCACTAAAAGTTCAACATAAATTTGGAAACAGGGATTATAATTAAAAAGAATGACTTCATCTTTACTAT
TTCATGTTTTGTCGACTGTCATCGTGTCATCACCCAGGAACAAAGCCATTGCACTATTAATATATCCATTAAAAA
ATGAAGGTTTTGAGAGAGATAAACATGCTGAAAAATAAATTTTCAATTAAGAGATAACTCCCTTTCCCTGAAAAT
GTGATCTAAATTCTTTACTGNGTCTTGCAAAATCTTAGTCATTAAATACTAGACTGNCTATACTCCTCTGATGAT
TTCTTGTACCTCGNCGCACACNCTAAGGCNANTCTGANATTCATNCCTGCGGCGTCACNTCNTTAAGGCCATCNC
CTTGGNGCGNTCATACTGCCNGTTNACGCGA

BS7:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACTGTTCTTCAGCAATGGAACGTGCAAGTTGTTCTGAATCT
GCTTTTGTCAAAGTGATTTCTAGCTGTGCTGCCAAGGAATCTCTCTCGTCCTGTAACTCTTGTATCTTTTGCTGC
ATCTCTTTACAAAGTTTGGTCTTTTCCTCACATTCTTCTTTAAGTTCTCGAACTTGGGTCTTATACAGAGTCGAG
AAATACTGTTCAGCTTCAAGTTGGTCTTGAAGCTCTTTCATTTGTCCATCTGCATCTTGACGTTCTTTGCGGAGT
TCATTGTTTTGTTTCTCCAGGCTTAATTTGATTTCCTGAAGATGATTATTCTCCTGTTTTAGCTGCTTCTCTGAC
ATTTTTAAGGTGTTGACCTGTTGTGTTTGCATCTTGAGGTCGTTTTGAGTGAGACAACGCTTTTGTGTTTCTTGT
TCTATTTTTAAAGTCAAGTTTTTAACATCTTCATTTAGTTTATCCTTTTGCCTAAGGAGTTCATTTATTTTCTGC
TGTGATTGTTTGAGATCACAATCCAACATGGAGCGCTGCTTTTCAGCTTCTAACAACCGATTTTCTACTTTTTGC
TTCAAAGCTCTCTCTTCCAANGTTTCTTCTCTATTTCTTCCTGGCTTCAAATTTTGCCTCCTCTATAGATCATAA
ATCTAATTTTGNCTGCCAATCGNCCTTTGGAN

B59:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACATGGTATTCAGCTGCTGTTCTGCCACTCTAAGTATAAAAAA
GTCCACCTTTTAGTCTGAAAAAAAATTACTTAGCCACATGGAACTGACCAGTGTGAGCTCTGGAATTTCTGCTGA
ATTAACCTTTGAAAGGGCTTACTNGGCAGAGGTAGATCACTTGCTTCTGTAATATATAATGGGCAAACAGTGTTA
ATCTGGGATGGGCAATCACTTGAATCACTCTTATTCTTTCAGATGTTTTTCACCAAGCTTTTACTTCTAATATAA
ATAAATCTCTGACTGGGCCCATAAATTTTGCAACTGCCAAGCTGACTGTGTTATATTAAGGCAGCATTACCCAAA
AATTAGGCACCTGTTAAATACAGCCTGCTAACCTCAGGTCTCATGTGAGTGTTTTGCTTTACTCAGACTATTATT
TTGGACCTGTTCATGCAATCAAGGTCTTGCCTTCAAGTTTACAATTATGTTAATAAGGAATACAAGAATCAAACT
GCTGGTTTCATAGCTTCTGGATCTAGTGTCCCTTTTACCTTCAGAAGCCTGAACACATTTATAACGTACAGATGT
TATAGTCTTGAAGTAGATGTCNATCTATTATGTTCAGACCCTGCCCGGGCGGCCGNTCNAAGGGCNATTCTGANA
TATCATACACTGGCGGCCGNTCGACATGCNTTANAGGGCCATTCGCCTANAGNGAGCGNTACATTACTGCCGCGT
TACACGTCGGACTGNAACCTG
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B63:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGCGCGGCCGAGGTACCACATTTTCTCCAAGCGCTGTTTCTCCAGATCCCAAGGTCAA
CATCTGCCTTCTCGTGTTATCATTTTACTGTTTGTTTTCTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTCTCANAACTTT
CTAGGTGAACCAAGCATGTGCCAGAAAGAAAGCAGATCTAAGTGTTGCTTAACATGAAGTGATAGTTAATGCTCA
GTTTTACAAAGAAGGCTAAATTTATTAAATAGTGCAGTCGAAACCTTGGTTAGGTCCCANAATATAAGTTTTAAG
CATCATCAGTGACAGTGTTGAAATTAATCGTCAATATATTTTGAAGTGTGTAAAATCCAGTGAAAAAAAAAGAAT
GGAGTATGTTCAATCAAATCAGCACAAAACGTAAATATTGTGATTGCACATTTGGCCTTACTAGGAATTAAATGT
GCATTTCTAATTTTCTAATAAGTCAATTCAGTATGTTATTGCAATTTTCAAGTATTATTTCTTTGATTATAGATT
CGAAGGCGTTGTTGATCTTCAGTTTCACAGCAGGGAACACATTCAAAGATTCTNTTTTGCATTCAGGAATAGCAA
TATNTTTGCAAGAAATCCAGAAGATGAAATGCTCTGTTGAATCCTAAACATAAG

B68S:

GAATTCGCCCTTTCGGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACAACTAGGAACATCATACTGGGTAAATTCTCAGTAAATCAAAGCAAA
ATCACAGTTCCTTTTTAGAAGATACATTACAAAGTTTGTTTTAAAAGGGAGACAGAAGAATCAACTTTAGTTTTCAAAACTTT
GTGTTTGTCTTTTTTAAGAGAAAATGTCTTTGCTTTATTGCTTTTCCCACCCTCCCTAATGCTCCCCAGTAATTTTGGTCATG
ACTAGGATTTCTTCTAAGTATGCTCTTGATGCTTCAAGGAGTTGCAAACTCTGCTACCGAAGGCAGCAGAGACCTATAAGAAA
AGACTGAATATTGGTGTTGCTTCACTCCAGAGATTACTGAGGAGAGTTACAAGATGTCTTTGAGAGTTTTGTGTATGAAAAAG
GAATACACTTCTACTGATTTCCATGGACCTAGGACCAGTGATGGCGATCTACGCCTAGAAGAGCTGTAGAGGTGGAAAAGAGT
AAAGCAAGGGTGATGAAGATTTCAAAAAGTTCTCTGAGACTGGGTGCAGAATGTTAATGTCTGGAGACTTTTAAAAGAAATGA
TGACAGGGTAGATCCTGCCTTGGGGAAAGAGGGTGATGGTGGATCATATGTATTAATGTAACGGCNTTTGCTACCACTGTATA
CANATAAGACAGCATGCTCTTGCTTGGCTTTTGTTTTAACTAATTTACACCATCAACACAGTGTTAAG

B69:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACTTCAGAACTTAATTGACATTGATAATACCATTTAAGTGA
CAAAATTCTTCAGTTATGTTCGCCTCTTTTTGAGCATGAAGCATTATGTTTACATTTATTGTTTTTCTTGCTTTA
TTAATTTGAGACTTGTGCTGCATCCTCCAGCATCTTCAGCCATACTTTTACAGCAGGCGCTGGCCATTTACGCTA
CAGGCGTTTTTCCTGTTTTGCAAACACCTTTTTGTGTCTACTATCTCTTCACATTTTTGTTATTAACCTCTGTAG
CAGGACAGCATGTCTTAGTAATCATTCTTCTTGTAGCTTCTCTGATTTCTTCTATTTGAACATTCAGCTTCTCTC
TTTTCTTTCTAAACCCTGGAGTGCCCCGTTTGTCTACATTCCTTCCATCAGAGTAGGCCTTCTTAATTGCACCAG
GTTCAGCCTGGATGTGATTAACTCAAGTTGTGCATTACACTGATGGATGTGTTAGTATCCAGTGGGATATCAAGA
GTCTTTATTTCACAGTCACCTTTACATTGACAAATTTATTTAATTCTTTTTCACTTTGCCACCTGCCTTTGTCTG
CGCTTANGATACTGAAGATTACACCAACAATGATCANTTATACACCCNAATNACACTGCTNCACTNTTGATAAGT
CCTTAGCANGGCTNGGTTTCTGCTTTTTTATTACANCTTTGAAAANCGGAANGGTTNTNCNCANGN

B78:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACATGTCTTTATATGATAGACTTATAAGTATGTAAACAACTAT
ATAATAAAAAGTTTCCAAAGTCTGCCTGTAAGAAATCAGGCAAATTTTACCATAAGCAATAAATCATTCCAAACC
TTCAAGACATTTTATATAGCNTGCACCAGCTGGCAGTAAACATTTGCCAAAAAGTTTGTAATTCTTATGTCCCGA
CATACAGTGGCAAGTATATAAACTCGATGGAATCATAATGTTAGATATAATTTAAGGGAAAATTAGTTCACAACA
ACATTTCTGGAATTTAACATGTATAAAAGTAGGACGTATCTTTCCTGTTTGGTTCTTTGGACACTGCATGGTTAA
CAAAAAACACACTACTACATTAGCTCACTATCCCTCGAAAAGTGGTATAACCAAAATACACTCCAAATAAATTGC
CATTCAGTGTATTCATTTTCCACAGAAGGACAGCATTTTATTTCTCAATGATGTGTCTACATTTTCTTTAGCAAA
CTCAGCAAGAACATTTGGGGGCAAAATCCATTTTCCTTCAAGTAAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAGAAAAGTNCC
TGCCCGGGCGGCCGNTCGAAAGGGCNAATCTGCANATTTCATCACACTGGCGGCCGNTCNAGCATGCTNTANAGG
GCCCATTCGCCTATAGGAGTCGATACATTCCTGGCCGCGTTACACG
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B92:

GAATTCGCCCTTAAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACTTTTTTTTTTTTTTTGGTTTTTTTTTTTTACAGTCGGCACT
TAGATACGTAACACGAACCATAAGAGCATTGTCAACTATTATTTTCCACTCAATTGCAGAGCGATTTAAAACATC
GAACTACTACTATTCACTTAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAAAAAAGTTTGAAATGCTGCACTTACATTGAAAAAAA
AAAACATTTTTCAACAATTTTCAACAATTACACAAAAATTCNCGCANAAATGGGGAAGTTGGTCTGTTTTGACAG
AAACTGACAGGAATCAATCAAAACAATCGAATTTTGAATTGAGTAAAGNGCAATTTCATTGGATAGCTAAATATC
TTTGTAAGATAGANATTGTTGAAAATTCTATTTTTGTTTTCCAAGTCCTTCCACCCCGGGACTCTAAATTATTGG
GGTAAAAAACAGCCTTGCAAGAAAAAGGGGAGCTATTTTTGCTTTTTATGTTTTTTATTGTTGAACTTGTATCCC
TTTAAAACTGAAGGAAAATTAAAAAAAAAAAACAAATCTAATGGTGCTTTTACCACAATATGTTAACTCNTTAAA
TGCTAATAATCATTTTCTGTATCAAAGCCATACTAAAATAAATCNTACATCTGTAATTTATAAGCAAAGTNCTNT
ATGGATNTGCCATTTGACAATTTCCGGGTTCCGA

B96:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACTTGAAAGAAGTTCTTATTCCAGTATATGCCCCATGTTTT
TTTTTTATTTAGCTACAAATAGAAAATTTGCACATCTTGGCTATGTATCTTTTTATTATTATTTTAGGAAGTAGC
NTGAAGGGACGTGGACATAGCTTGTTGAAGTTGATGCTCGAGGAGAATGTGATGGTGAAATGTATGTGAGAAAAC
TGCCGCTAAGGTGTTGATTGTAAAAACAATACAAAACAGAAAAAGGAACAGAGAAAAAAAAAAAAGAAAAAAGAA
GAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAGAAAAAGAGAAAAGAGAAAAGAAAAGGAGTGGATGCTCCATTTTTATTGAG
CTGCTATGGATAAATTCCCAGCATGGTTTGAAAAAAAATTAACATTGCTTTTCTGTATCTTTGTCATTGTGTTTT
GCTGCTATTTTGTGGATCAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTATACAATGTCATATATTGCCATGTTATAGGTT
TTAATTTTCTCATANAAAATTATATTATTGACATCATTTTTTTTTGAAATTTTTTATGNGATCAGTTTTACTTAA
TGGATTACTGCTCTATCCAAAAAGGTTCCTGTTTACAAACCTATACTTAGTAACCATGTTAACAAGTTTAATGTC
GACCTNGCCGACCCCCTAAGGCAATNTGNAATTCATAACTGCGCCGTCACTTNTTTAAGGCCATC

7.1.3 Sequenzen des Screenings C

(K H

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACGATCAGCATTCGTTTCTGTATTGTTTTCCTTGCAGTCCAGA
AAATGTACCAGTTCAGGGACACGAAGGTGTTTTAATTTCTGGACCGTTCTCTATTATTCCCAAAGGTGTTTGAGA
ACTGATAAACCCTATATTGCCGGAAACACGTAAAATTTGTCAGAATTGGCATAATCCATTATAGTGACTTTTAGC
TTATAAAATTAACAGATATTATGATTTAATTTTAGTCATGTGCTTTGATAACAGAAAATGATTAATTTAGCATTT
TAATGTAAGTTAACATATTGTGGTAAAAGCACCATTAGATTTGTTTTTTTTTTTTTTTAATTTTCCTTCAGTTTT
AAAGGGATACAAGTTCAACAATAAAAAACATAAAAAGCAAAAATAGCTCCCCTTTTTCTTGCAAGGCTGTTTTTT
ACCCCAATAATTTAGAGTCCCGGGGTGGAAGGACTTGGAAAACAAAAATAGAATTTTCAACAATCTCTATCTTAC
AAAGATATTTAGCTATCCAATGAAATTGCACTTTACTCAATTCAAAATTCGATTGTTTTGATTGATTCCTGTCAG
TTTCTGTCAAACAGACCACTTCCCATTTCTGCGTGAATTTTGTGAATGGTGAAATTGTGAAAAAGGTTTTTTTNA
TGAAGGCACATTNAACTTTTTTNTTTTTTTTTTTAAGNAAAGANANTCANGTTAATCCTTNATTNNGAAAAAANT
NCATCTTTGGTCGGTCNATTANGCNCNAAAAAACAAAAAANCCTGCNACCCTGGGATTTAAT
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GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACCAGTTCAGGGACACGAAGGTGTTTTAATTTCTGGACCGT
TCTCTATTATTCCCAAAGGTGTTTGAGAACTGATAAACCCTATATTGCCGGAAACACGTAAAATTTGTCAGAATT
GGCATAATCCATTATAGTGACTTTTTAGCTTTATAAAATTAACAGATATTATGATTTAATTTTAGTTATGTGCTT
TGATAACAGAAAATGATTAATTAGCATTTAATGTAGTTAACATATTGTGGTAAAAGCACCATTAGATTTGTTTTT
TTTTTTTTTTTTTAATTTTCCTTCAGTTTTAAAGGGATACAAGTTCAACAATAAAAAACATAAAAAGCAAAAATA
GCTCCCCTTTTTCTTGCAAGGCTGTTTTTTACCCCAATAATTTANAGTCCCGGGGTGGAAGGACTTGGAAAACAA
AAATAGAATTTTCAACAATCTCTATCTTACAAAGATATTTAGCTATCCAATGAAATTGCACTTTACTCAATTCAA
AATTCGATTGTTTTGATTGATTCCTGTCAGTTTCTGTCAAAACAGACCACTTCCCCATTTCTGCGTGAATTTTTT
GTGAATTGTTGAAATTGTGAAAATGTTTTTTTTAATGAAGTGCACATTTAAACTTTTTTTNTTTTTTTTTTTTTA
AGGAATAGANAGTCNAGTTTAAATCCTNTCATTGAGGAAAAAAAGTGCATNTTTTGGTCGGGTCCATNAAGGCCC
CTGAAAAAAAACCAAAAAAAAAAGCCTGGCNACCCCAGGNAATTGAATCTTNCTGNGCCTG

CT:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACATTAAGGATCTGATCCTAGGGATTTGTGTATTCACATCGTA
ATATCCGAAATGTTTCAAGAGGTTGAAGGACAGGTTCACAATCTGGCTTCTCTGTTTCGTGTAATCTAATTACAC
AAGTCAGTTCTGCTTTTGAGAACGCACATGGGTCTCCACACATATATTTAAGTTACCTCACAGAGTAACTGCATG
TTATTATTCATATTTATCAAAATAGTTCATGTTATCTCCAAACATATATTTCAAAAGAGATCCTGGAATAAGGAA
ACTAATTCTATCCTTCTGATAGACTTACCAAGCAAAATTAAATACTATTTCTAACAATTGGTTACTGTCAAACAA
ACTTCACTTCTGTGAAGTTTCTGGCCAAATGCATCCCACAATCCTTCAACACAGGGAAAAAAAGATTAAATATAG
CTTCATATTTTAAAAAAGAACCATGACTTTATTCCCATCTATAGTAAATAAAGAATTCGAACAACTATGTGCAAA
GTGCAGAAATACATTGAAAGCTCACACTAATATATGTCTGTGCATGCTTTTAGTTGCTGTTTCCCATGTTTTGCA
TAGGTCTGGNAGCTTACTGCTGTCAATCTGTACAGGTTTTTATTTTGAAACAGTTCGCATAAAAAGCTATGCAAA
CCACTCCAGCACAAATGCNNATTGNTTTAACTTGAAACTGANATCCCTCTCTGNTTTCAAGTTAAACTTGTAAAT
TAAACTTNTGACTGCCGCGCNTNAGGCATNTNAN

C8:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACATTAAGGATCTGATCCTAGGGATTTGTGTATTCACATCGTA
ATATCCGAAATGTTTCAAGAGGTTGAAGGACAGGTTCACAATCTGGCTTCTCTGTTTCGTGTAATCTAATTACAC
AAGTCAGTTCTGCTTTTGAGAACGCACATGGGTCTCCACACATATATTTAAGTTACCTCACAGAGTAACTAGCAT
GTTATTATTCATATTTATCAAAATAGTTCATGTTATCTCCAAACATATATTTCAAAAGAGATCCTGGAATAAGGA
AACTAATTCTATCCTTCTGATAGACTTACCAAGCAAAATTAAATACTATTTCTAACAATTGGTTACTGTCAAACA
AACTTCACTTCTGTGAAGTTTCTGGCCAAATGCATCCCACAATCCTTCAACACAGGGAAAAAAAGATTAAATATA
GCTTCATATTTTAAAAAAGAACCATGACTTTATTCCCATCTATAGTAAATAAAGAATTCGAACAACTATGTGCAA
AGTGCAGAAATACATTGAAAGCTCACACTAATATATGTCTGTGCATGCTTTTAGTTGCTGNTTCCCATGTTTTGA
TAGGTCTGGNAGCTTACTGCTGTCAATCTGTCCAGGTATTTATTTGAAACAGTCTCCCATAAAAAGCTATGCAAA
CCACTCCAGCAGAAATGCCAATGCTTTAACTTNAAATGAAANCCTNTCTGCTCTCAATGTTAAACTTGTAAATTA
AACTTCTGACTGCCGCGCCCTAN
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C€9:

GAATTCGCCCTTCCGCCCGGGCAGGTACTAATAGACATGGGAACAGTCAGTTACAGAAGTAGGGACAAACAAGTA
TCAGGAAGCCAAGGGAGACTGTAGTCCCTAAATAAGCAATTATTTTAAAGGAACATGATTGTTTTGCATTTCTCA
TAGCTTTGCTTAATAAGGAGAGTATTGCTTTAGATAATAAATACATTAGAAAGACCACAAAAAAGGGCTTTCCAA
GAAGTAATTGAGATTTGAAAGGGATAGGCTGTTGTAAGAAAAAAATAAGAGTAAGGTAAGATGAAAGAGGACAAA
AGAAAGCAGAAATGCTACCTGCTTGTCAGCAAGCTTTTATAGTTGTGAAAATAACCTTTCAGTGTATAACAAAGG
AGGAGAAAGAAATTTAAATACCACCATCATTATAGTATCTGAAAATAAAACAAAAAAAAACCTCAGACCAGAGCC
AGAAAATTCACATAGAACAAGGACAACAGAATCTTACATATGCTCTGCAGAAAGAGCCAAAAATTAAACACAATT
TGGTTTTATTTGCAGTTTGCATTCAGAGAGTTCAAACTTAAATTTTGATTTGTATCCAGGGGATTTGTGCTGCAT
TCAAATATTTTGNTTAATTAGAGATTGAGAACAATTTTAATTAGCTATCTGCCGTTAATATTTGGAAACCTTGAG
TTCTTTGTGTCCTCGNCGCAACCCCTAGGCNATTCTACATCNCGNGGGGTCAGGACCCCCGGGCTTTCACTCGTG
NNNAAANTTTNTATCTTGACCGCAAGGCTGGAA

11

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACTTGCATATAGCCAACTGAGAAAGAAACACACAAAAACAG
TGCCAGAACAGTAAACAAACAAAGAAAAGGCTTAAAAATCACTTGGTTTTTGGAGACCTATTCACAATAGATATC
AATGTAGGTGACTTTCTTGCCTATTCATTACATTTGTAAATGTATACATTATACAAAAACATATCAGTAGTCCCT
TCCCATTCAGCTAAGTGTTAAAAAAGTTTGTTGTTGTTTTTTTCCCTCTGCTCTATCTCACTTCGTTCTTGTGCT
AGTGAATATGATGTGAAAAGAGAGGTGTTTCAAAATGTTTGCCAAAGTAGCTCAGTCTGTTTTCCACAACCACTC
AGTCATGGATTGCAAAGAGAGGATTCTCTAAGAGGATTCTGAGTTTTTTAATTAAATACTTAAATATTGTAAAAG
AAAAAGGAAAAAAATCTGCTTCTATCTGCCAAGTAAAAATCATCTCTTCTTTTGTTGTTGATGACATGAATTATG
TCTGTAGCATCAGGGCAAGACAGTGAAGAAATTTCAGTTATGCTAAGGGCTTACTAAGCTTTCTGAACTGTAATC
TACCCCAGCATGCCATAATTGCAAGAGCTATGTACTCAGTAGTTAAATTATCTAANTTACCCTAATTGGCTCCTA
CTTAAGAGNACGTTACCTATACACTCAATCTGCCAAGTGAAAACNCTTTAGTCCATCGCNCTGAATTAATGNAGG
CAATGNTCAANAANGNGTAAACTTGTTANNNGN

14

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACTTTTTTTTTTTTTTGGTTTTTTTTTTTTACAGTCGGCACTT
AGATACGTAACACGAACCATAAGAGCATTGTCAACTATTATTTTCCACTCAATTGCAGAGCGATTTAAAACATCG
AACTACTACTATTCACTTTAAAAAAGAAAAAAAAAGAAAAAAAAGTTTGAAATGCTGCACTTACATTGAAAAAAA
AAACATTTTTCAACAATTTTCAACAATTACACAAAAATTCACGCANAAATGGGGAAGTTGGTCTGTTTTGACAGA
AACTGACAGGAATCAATCAAAACAATCGAATTTTGAATTGAGTAAAGTGCAATTTCATTGGATAGCTAAATATCT
TTGTAAGATAGAGATTGTTGAAAATTCTATTTTTGTTTTCCAAGTCCTTCCACCCCGGGACTCTAAATTATTGGG
GTAAAAAACAGCCCTGCAAGAAAAAGGGGAGCTATTTTTGCTTTTTATGTTTTTTATTGNTGAACTTGTATCCCT
TTAAAACTGAAGGAAAATTAAAAAAAAAAAAAAAACAAATCTAATGGNGCTTTTACCACAATATGTTAACTCNTT
AAATGCTATTAATCATTTTCTGTATCAAAGCNCTAACTAAATTAAATCATAAATCTGTAATTTATAAGCTAAAGT
CCTNTATGGATTTTGCCATTCTGACAATTTTACGGTTTCCGGNATATAGGGTTNTNGTTTNAACCCTTTGGAANA
NAAG
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[y
A

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACACGGGTTTTTATTACATAGCCTTAGGATACAATCACTGA
ACAGCACCAATTAAACTCTAATCCTGAATGAGTTCTGTTTTGCATTTCTGGTTCAAATATAATTTAATCAAACTT
ATAGTTAGAACTATAGTTAGAACTCACCTAAATAGACCCCACACCACTGCCTTTTTCTTCATAGCAAGGTAAAAT
AGTGCAGCATCCAAGGCATCATTGTTCCTCTGGAATGAAGCTTTTGCAACCTGTAGTAAGCAAAACCTACTATAA
CTACTGAAAATATAAAGCTTGCTTTTAGCTTAACAACATATGTTCTCTGCTGGGAGGATGCTCTGGGTGACTGCA
TTATTTATATAAAGCAACAGTAATTTCTTTCTGAATGACTTGCAGAAATTAATTTACTGACAGGGGACAACAGCT
CATTACACTGCTAATGTTCCTATGGTTCAGAAAAAAACAGCACTACTGCACATATTACTACCCTTCCCCAGCAAG
ATATTACAACTGCACAAATAAAAATATTTTTCTGAAAATTGTACATTAGGTAAAGTTCCTCTCATGATCAATATT
TACAATTTGCAAGCTATACAAGNTTTCTTAGTGACCATTCTGGGGGTCTCTGTGAAGACTANAGATGAATCGATA
NATTGGTACACAAANTAGTTTGTNTGATTAGAACTTAGTTTGTCCNACTNTAAGGACTGCGNACCCAGGCATTGA
ATCTACTGNGCGTACTNTTAGGCATCCTANAGCNTCA

18

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACCTGGATACACAGGATGCTTTCATTTGTAGCTTTCGGTTGCA
TTTGCTAGTTCACAAGGGCTTGCTCAGAATGACTTTAAATATCCTTACAGATCTCCATTACGACTTTCATCATTA
TAATCACTACTTAAATTCCACATTTGAAGTACCAGTAGGATTTTTTTTTTAATAAGACAAGAAAACAAACAGAAG
ACAGACAACATTGCAATTCCCTCAGGTCTCAGGTATGACGCTGTTTCATAACCATCCACTAAAGAAATATCTTTC
CTTTCCAGAAGCACCAATTCCTTTCCGACAAGGAAGCAGCACCAGAGACAGTTTGTATAATTTAGCCACAAAGTA
AAACTGATGTGTTTTACAGCATTTCAAACTGCCAGTTATAGTGGTTAACGATTAGCATATGGAATGAGAATCAGA
AACTTATGTATAAAAAGGCGAGTTAGTAAAAAACCTACAGATATATTAAAAACAAAGCTAGCAGCAAACACTGCT
CCATTACATGGAACTCGTGAAAGATGATTGATTTGATGGTCATCTGAAAAAGAAGCTGATCTGTTATAAACTCTG
ATTATAACTGTTATATACTGTTATAAAAAGGCAAGACATGTTTGATCATAGTAACTGTCTGATCAAGTGTTAGAA
GGAAAGAAGTAAGCACGATTCAGTTAACACTAATCCTATTTAAACAGAGTACCTGCCGGGCGGCCGCTCGAAAGG
GCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCAATTCGCCTATATGAGT
CGTATTACAATTCACT

19

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGCGATGTTTAGCTACACTGAAG
CAAATCCTACGAGAAAGCCAATACTTTCTAGAAAAATGATGGATATGTTTTCACTGTGGATCAGTAGTTTAATTA
ATGAACTCCGCTGCGGATTTCATAATGAATTTGTTGTATTTCAGTTGGTAATAAAGTCTGTGAATAGTTAACAGG
TCAGCCTTGTTGTTCCCTAATCACAGAAGACGTGAATTCACATGAAGAACGTGGTCCTTTTTAACAAAATGCATC
ATTCTTCCGAAATCTGTCTTTTCATAACACACTTTTTTATAATGCATTAAGTTTCTTATCTAAATATTTGGAGAG
AATATGACTTTATCAGAGAGAATTCAATATCTTGTCTACTGGACTGTAAAATATATGTATGAAATAAAATTAGTT
CCATTGGTCTACTAGTGTATTAAAGTGTATCTGAAGTTGTTATCCTGTTTTGGCAAAAAAAAAAAGAGAAAAAGA
AAAGAAAGAAAAAAGGTAACTACAGGCGGTTGTTTCTAATGATCAGAGATCTATTTTAGGAGTCAACTGAAGGTT
TAGTTGTGA

C23.

GAATTCGCCCTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACATACTTTTAACCTATGGGTTCAGCCATTCCTTGTGAAAGA
AAATAAATTCTCAATAGCCCAGGAGTGTTCGCTGGATGATGACACCATTCTAATCCCAATTGTAGTTGGTGCTGC
ACTTGCTGGCTTGATTGTCATTATAGTGATTGCTTACATAATTGGCAGAAGGAAAAGCTATGCTGGATATCAAAC
TTTGTGAATCAAAATGTAATCACTGTTCTGATTTCACCCTTAATGAAGCAAGTGCAAGTTCCGAAGTCCAAAAAA
GCCCCAAAACTTACAACTAAATACTAGCCACAGCTAGTTGGAGTTGGGAAGCAAGGGGAGAATGTTTATCTCAGA
TGAAGCAGAACTACGTTTTTAGTTTTCCAGCTCCAAGAAGATGCCGTGAGTCTCGTAGCTGTTCTGAAGATGGCA
GATGTCGCTATTGCATAAATGACTAGGCTAAGGATTTTATTTTGAACAAAACCTTGAAATGTTTAGGATTTATTT
TTCTTCTTATAAATTGTAGCCTGAAATAGAGCACATTTTAAACTGATGTGCATTGGGCAAATCCCAGAATTGCAT
AGGATTTGTACCTCGGCCGCGACCACGCTAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGC
ATGCATCTAGAGGGC
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C36:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAATT
TTAAAGGGATACAAGTTCAACAATAAAAAACATAAAAAGCAAAAATAGCTCCCCTTTTTCTTGCAAGGGTGTTTT
TTACCCCAATAATTTAAAGTCCCGGGGGGGAAGGACTTGGAAAACAAAAATAGAATTTTCAACAATCTCTATCTT
ACAAAGATATTTAGCTATCCAATGAAATTGCACTTTACTCAATTCAAAATTCGATTGTTTTGATTGATTCCTGGC
AGTTTCT

C38:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACTAAATGAATGCCAATTGCTGTCTGCGTAAAATAAAGACTTA
CCTGGCATATAGCTTCCTCATGAAGCTGTAGCAGATATCATAGAGGTAATGCCTTTAGCTTAAACAGAAAAAGGA
AACAATGAGATCTGCTTTTCTTTGTCTTTATTTCCTCAATGAAAGGAAGAATGCTGAAATTCCCCTCAATGTGAA
ATGTGGAAAAAGCCCACAAAGAAATGTCATTTATTGTTGTAAAATCCATAATTCTCTTGACTTTCTGCAAAATTA
CTTGTTATAAATAACAATGTCGAGAGTTAACAATATAAATTCACAAACCAAAGAGTAACCGTAAGTGCTAAATTA
ATGTAATAAATTCTAATTCTCTGAATATAGAGCAAATGAAGTTATTGCTTTGGAATACTTCATGTTTATTGATTG
TCATTATAAGCCTGTCTCTAATTAACTATTCTTCCTGAAACAATTCTTATTAATTAATTTGTGCCTATATTTAAT
AACTAGCCAATTAATATATTTTCCCATAAAGTGGTCTTCAAAACAATTTGGCATAGTCAGCAATTTACTCTCTAA
CTACAACATCTTTTTTATTTTTTTAAATAAATAAGACAGCAGTTACTGGTAGCTGGACTAAGTGATTTCCAAAGA
AACTGTCCTCCATATTTTTTCATGTATTGTTAATAAGAGTAAGGAAACTGACTGCTTCAGTGACCCTAATGCTGT
AAAGTTGTGGGTGTTTTTTTTCTT

|O
I
=

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACCTACATGGAAAGTAAAATCTTATGCTACAATATTCTCATAA
GACTACAATTTCTATCAATAAAAATATAAATACTTGCGATATAGTTCATTCAACTTAATCTACTCTCCCTACTCC
GTTAGTAGTGAACACTTGTGGTAAGCAAGAAGGATACGATGTTCTGCTATTTTAGCCATGAGGTCATCATTATCA
AAAAGCAGAAGGCAGATGACAGCGATGATGAAAAATGCAGCACCTCTTGTCTGGAGAAAAAAAGAATAATAAATG
CATTACAACATCCTGCAACAGTTTGATTTAAAAAATTCCAGGAGATTCCTCCTCCCACCACCATGCAAGTATACT
TTAGTTCAATACGC

C42:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACACGAGAAGGAAAGCAACTGTGTTTGAAATTCTCAGATAC
AATCTTGCTCTGACAGCAGCACTCTATGCAAGCTGAAACAAATTTATTAGAAAAAGACATCTTATGTCATCACAA
TCGTCTTCCCTTAAATTGCTCGCTATGAACTACTCAGTGTTTCAATAATTCAGTTATTAAAACTTTTCAGTCTTC
TCACTGATACAGTCAGCACTTTTACCACAGTGGGAAGCATTCTACAGCTGTTAAGCAAATACCTATCAAATCTGT
CATTTTAAATAGCAGCCCAACTTTCCAGAAAACATAGTTTCAAACTTTTCCAAAAAACAGAAAAAAATCCACACG
TTCAGGACAGTAAAAAAAAAAAAATTTTTAAGAAATATAACAATAACTGAAATATGAAATTTGATTTACCAAACG
ATTTCAAGACTGCAATTAACTTCTATTCCTGAAAGCCACAAGAACTTTAGTCCTTATCTAGTAAAAAGTAAAAGC
TCTTTAGATTAGATATGAAGCTTTTATATGTACCTCGGCCGCGACCACGCTAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCA
TCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTG
GCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCAACTTAATCGCCTGCAGCACATCCCCTTTC
GCCAGCTGGCGTATAGCGAAAGGCCGCACCGATCGCCCTCCCACAGTTGCGCACCTGAATGGCGATGGACGCGCC
TGTACGGCGCATTAGCGCGCGGGTGT
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C45:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACCAGGGTTCCAAGTTGAAGCATGCAGTTCAAAAAAAGCAC
CATTACTTCTCATTTTTGCTCTTTACATAGCTTTATCGTGCTCAGAAAAGCAGAATATCACACAGCTCAGGCTGA
AAGGCCAATGTGCTTACTCTGTCTGAACTACATAAATAGGTTAAAATAGTGATTGATGTTGAAACACCTACTTGC
TTTTTTCCAGTTTAAACTTTCTGAACACAAAGCCATATTTTATAGCACACAATTCATATTACAAGAACGTGTAAA
ACTACCATGCCAAACTTCTTTACTATGTTTCAAGTTTTTTATATATTACTTATAACTTTTATTTTACTCCATTTA
TAAGTAGTATGGAAAAACAAATATATAAAAAGAAGGTTGTATCATTATTTAAAGTGGAATAATGAAAATGAGCTT
ACTGGTTTCCAAAGTTTACTCCACAGAAGCTGATTTAATGCCAAAAAAAAAAAAAAAAGATAACGTATTACTTAC
TGTTAAATACCAGTCATAAAGGTGGAAAGTGCAAAAACTATTTTAGCAGCTAGAGGGTGGGAAGCACATTTTGTT
ACAGTATCAGTAGTTTCTCTTATTAAACTACGATTAAATTTTCTAGGCTAACAAAAGAGCGGGAAATAAGAAGGG
TAAAAATGAATCAGACATTCTCCCAGTTGACTTTTCAGAATACTAGCAAAAGGATTAGAGAGAATTTACCTGAGT
TGATCCAACAGGGATACCTGCATACTGTGGAAGTACCTCGGCGCGACACG

C59:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACAATAGGTGACTGACGTTTCCACATTGCTCTTCCAAGTTGAC
TACACAAACACTGTGTTGTGCAACAGAATTTCACATCTAAGCAATGCTGGGTAACTACCTGAGTGCATTTCATGA
TCCAAAATGGCTTCTGCTACTTTGGATAAGCGAGATACGTTTCTGAGGATGTGTATGAACTAAGAGACCCAACAA
GCCATTAAAGGTCCTTAATTAGTAAAATCAAAACAGTGAAGCATTGACACTGAAATGAGTGCAGTTTCATCTCTT
TCACAGAAAATTTCTCTTTTCTTTCTTTGTTTAAATGTACCTACACCCATTTGTCAACT

C72:

GAATTCGCCCTTTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTCGGGGCAGGTACCATTGTAAACTGGCTAAACAACACAACTC
TGTCACCCTTCTCTTTAAGGTCAGACAGAAGGCGTTCCAATACTCTAAACTTTCCCGAATCCAAAATCTGATCCA
TGTCTAACTTGAAGTCACTGACATGAGAATATTGCTTACAAAGCAAATGCAGTTCAAAATCTGTCATTACTGTCA
TATCTTCAAAGATAAGGTCAGGATTAGCGTCACAATGTGTGGGTTCCTTGAGCATAAGTTTGGACATTGTCTTGA
GTTTGTCAGCTGTGTAATAGTGACGATGTAAGAGAGGGTGATTAGCCATTTTTCTAAGTTGCATCATTGCATTTC
CCATATCAGAATTTTTCTCCTTCATAGTTTTCTTCAGTTTGTTTAAGAGATCACAGTATAGTTGCTCTTGCTTCT
CAGACATGGCACATAATTCAATACGATCTTTTTTGGGAGGTAGTTGTTTAAGGACCTCATCTTTTACTCTTCTCA
AGATGAATGGTTTTATTATCTGCTTTGCATGTGCAATCCTTTCCTTTTCATACGTGCTTTGCTCTT

C77:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACTCTAAGAAACCACTGTGAGAACCCAGAAACCTTTTAACTTT
GCTCAGAAAAACCTCAGCATCTTCTATGGTGAGATCCTATACTTTCTAGTGGACATAAGACCATCTCAAGAGATG
CAAAACCAGCTTCAAATACATTTCACATTTTGATGCTTCCCTAAATTTGCAAGAAAGGAATATAATTCATCAATA
CAACTTGTTAACTACTGCTAATTCCCATTACTAATCAGCTAATGAGACACTGAAGCACTCCTCTGCACAAATTAC
AGCCATTGTTTATAATGAACATACCCCTTTTCCTAACAGGATGTTTATCTAAACAACACCAATATCCGGATACAG
TCACGAATTTGTTGTTTGTGGGAAGTGCTACATTTCACCTGAAATGAAGTGTTCAACTTCAGCCAAACCACTGAC
ATGAAATCTTCACTGGTGTAAATACATTTTCGAGCATGAAGCATATGGAATGATTTTTCCTAGGAAACCTTTGCT
AAGAAGTAGCATGCATATTTTTCTGTTATCTCTTCTTTTATGTGTTTTTCTATGTAAATGACAATGTAAAATAAT
GGCAAACAATTTATTCAGGGTGTCTTATTTCAGCTGGGATGGAACTGTTTTCTTTAGAGTGTCTGGTATGACTCT
GTTTTTGGTTCTTTGAGAAAACGATGTTGATAACAAACCAGTGTTAACAGTTGCTTCTAACTGTGTTGTACCTGC
CCGGGCGGCCGCTCGAAAGGCGAATCTGCAGATATCCATCACCTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAG
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C79:

GAATTCGCCCTTAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACAGTGAACTTCTCAACCAGGACCGTAATACTGCATTTCTCAT
GGAGAAAAATGCTAGTCATGCCACAAAACCGCACTGCTTTCCACTTCATCTGGGAGAAGCTTTAGATGAGATTTA
GCATGTAAGCATCAAAACAGAGGAAAGCTTGATCAGTTACATATGGAGAAATTAGAGCTATTCCAGTTTTGTTTC
TGCAGTTTGTTATTAAACAAAGTGACATTAACCACACAGTTTCTCACAAACTAAAAGTTATACATGGTTTTCAGA
CATCAACCGAATGGGAAAAGGAAAAAAAAAAAAAGAAGAAGGAAAAAGAACTCAACTGTTAAAATTTTGGTGTTA
AAATAACCAGTCTGGGAGAAGGAAAGCCAAACCACTGCTGTAGTTGGGGGCAACTGATAGCTTGCTTGTTACATA
TAAACTTCGAGACCTCCATGCCACAAAATGCCTTAAAAGTGCAGAACAAAACTATCAGTAATAAATGAGAACAAC
TCATTTTGTTATATCCATCATCTAGCTTTAACTTAGTGCTCTGCATCTCTAATAGCTGCTTAACAAACAATGGAT
TCCCCTCACAAAAAAATAGCTACACAAGTAACAGTGTTC

C92:

GAATTCGCCCTTAAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACTTTTTTTTTTTTTTTGGTTTTTTTTTTTTACAGTCGGCACT
TAGATACGTAACACGAACCATAAGAGCATTGTCAACTATTATTTTCCACTCAATTGCAGAGCGATTTAAAACATC
GAACTACTACTATTCACTTAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAAAAAAGTTTGAAATGCTGCACTTACATTGAAAAAAA
AAAACATTTTTCAACAATTTTCAACAATTACACAAAAATTCACGCAGAAATGGGGAAGTTGGTCTGTTTTGACAG
AAACTGACAGGAATCAATCAAAACAATCGAATTTTGAATTGAGTAAAGTGCAATTTCATTGGATAGCTAAATATC
TTTGTAAGATAGAGATTGTTGAAAATTCTATTTTTGTTTTCCAAGTCCTTCCACCCCGGGACTCTAAATTATTGG
GGTAAAAAACAGCCTTGCAAGAAAAAGGGGAGCTATTTTTGCTTTTTATGTTTTTTATTGTTGAACTTGTATCCC
TTTAAAACTGAAGGAAAATTAAAAAAAAAAAACAAATCTAATGGTGCTTTTACCACAATATGTTAACTACATTAA
ATGCTAATTAATCATTTTCTGTTATCAAAGCACATAACTAAAATTAAATCATAACATCTGTTAATTTTATAAGCT
AAAAGTCACTATAATGGATTATGCCAATTCTGACAAATTTTACGTGTTTCCGGCAATATAGGGTTTATCATTCTC
AACACCTTTGGGAATAATAGAGAACGGTCCAGAATTAAAACACCTTCGTGTCCTGAACTGGTACCTCGGCCGCGA
CCCGCTAAGGCGAATCTGCAGATAT

Die Schnittstellen des Restriktionsenzyms EcoRI sind fett und unterstrichen, die
Schnittstellen von Rsal sind fett und doppelt unterstrichen, die Sequenz des Nested Primer 1
ist blau und unterstrichen und die Sequenz des Nested Primer 2R ist rot und unterstrichen
dargestellt.
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7.2 Vektorkarten

7.2.1 Zwischenklonierungsvektor pCR*II-TOPO

lacZo ATG
M13 Reverse Primer | Spb Promoter *
CAG Gam aCa GCT ATG AQC ATG ATT RCG CCA AGC TRT TTR GGT GAC ACT ATE GAA
GTC CTT TGET CGAR TAC TEE TAC TaAn TGC GGT TOG ATA AAT CCA CTE THEA TAT OUT

MNsil Hind (Il Kpn | Sal:.‘ll BamrH | Spe |

TARC TCA ARGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA COG AGC TCG GAT CCA CThAR GTA ACGE GCC
ATE AGT TCGE ATR CET AGT TOG ARC CAT GGC TOG AGC CTR GGET GAT CAT TGEC COGG

Bat¥ | EcoR | EcoR | EcoR W
GCC ACT GTGE CTGE GAR TTC

I I
C iz,
CGG TCA CAC GAC CTT ARAG CGG GAL PCR Product TTC

BstX | Mot Xho | Mai | Xba Apa |

sAR TTC TGEC RGR TAT
CTT ARG ACG TCT ATA

CCR TCR CAC TGEE CGE OCG C
GGET AGT GTG ACC GCC

C GRG CAT GCA TCT AGAR GGGE COC AAT TOG
s CTC GTR OGT AGR TCT COOC (GGG TTAR RGC (L

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCR [CTE GOC GTC GTT TTRA CRA CGT OGT GRC TGEE GAR ARC
\ TCR CTC AGC ATA AT TTA RET |[GAC COGG CRG CAR ART T GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Abb. 7.1: Vektorkarte des Zwischenklonierungsvektors pCR II-TOPO. lacZa-Fragment:
Basenpaare 1-589; M 13 reverse Primer-Bindungsstelle: Basenpaare 205-221; Sp6-Promotor: Basenpaare
239-256; Multiple Cloning Site: Basenpaare 269-383; T7-Promotor: Basenpaare 406-425; M 13 (-20) forward
Primer-Bindungsstelle: Basenpaare 433-448; fl-Replikationsstart: Basenpaare 590-1027; Kanamycin-
Resistenzgen: Basenpaare 1361-2155; Ampicillin-Resistenzgen: = Basenpaare 2173-3033; pUC-
Replikationsstart: Basenpaare 3178-3851.
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7.2.2 Expressionsvektor phrGFP-C

phrGFP-C

4.3 kb

ampicillin

Sac ?ex: I et | Ii‘-cmH |
AG CTG GAG CTC CAC CGC GGT GGC GGC CGC TCT AGC CCG GGC GGA TCC CCC GGG CTG...
EcaR | Ecal W Hired 11 Oal Sal | ¥ha |

| | | 1 | |
...CAG GAA TTC GAT ATC AAG CTT ATC GAT ACC GTC GAC CTC GAG ACC...

start of hrGFP
I
...ATG GTG AGC AAG CAG
START

Abb. 7.2: Vektorkarte des Expressionsvektors phrGFP-C. Die Sequenz stellt den Bereich der
Multiple Cloning Site des Vektors dar (Basenpaare 646-761). CMV-Promotor: Basenpaare 1-602; hrGFP-
Kodierungssequenz: Basenpaare 747-1463; SV40-polyA: Basenpaare 1528-1911; fl1-Replikationsstart:
Basenpaare 2049-2355; LoxP-Sequenz: Basenpaare 2518-2551; Ampicillin-Resistenzgen: Basenpaare 2596-
3453; pUC-Replikationsstart: 3600-4267.
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7.2.3 Expressionsvektor pCMV-Tag-4A

Sacl Bst | Sac i MNet |
T3 promoter | | | |
A ATT AAC CCT CAC TAA AGG GAA CAA AAG CTG GAG CTC CAC CGC GGT GGC GGC CGC TCT A...
Sl BamH | Pt | Ecok| ricuR W Hind Il .-‘ivcc If5al |

| I I
..GC CCG GGC GGA TCC CCC GGG CTG CAG GAA TTC GAT ATC AAG CTT ATC GAT ACC GTC GAC...

Xho | PLAG tog
'™D Y K D D D D K!

|
..CTC GAG GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG TAG GGCCCGGTACCT...
sTOP

T7 promoier
... TAATTAATTAAGGTACCAGGTAAGTGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTA

MULTIPLE STOP CODOMS

Abb. 7.3: Vektorkarte des Expressionsvektors pCMP-Tag-4A. Die Sequenz stellt den Bereich
der Multiple Cloning Site des Vektors dar (Basenpaare 651-743). CMV-Promotor: Basenpaare 1-602; Flag-tag:
Basenpaare 744-767; SV40-polyA: Basenpaare 852-1235; fl-Replikationsstart: Basenpaare 1373-1679; bla-
Promotor: Basenpaare 1704-1828; SV40-Promotor: Basenpaare 1828-2186; Neomycin/Kanamycin-
Resistenzgen: Basenpaare 2221-3012; HSV-TK-polyA: 3013-3471; pUC-Replikationsstart: 3600-4267.
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7.3 Protein- und ¢cDNA-Sequenz des NF-1I/A-1 aus Huhn

66
1

126
21

186
41

246
61

306
81

366
101

426
121

486
141

546
161

606
181

666
201

726
221

786
241

846
261

906
281

966
301

1026
321

1086
341

gaatt
ccggcctcettttcectetcecteccgcacacgcacacctccgeccgcagecccceccececgecagecagte

atgtattctccgctctgtctcacgcaggatgaatttcatcccttcatcgaagcacttetg
MYy s p L C L T © D E F H P F I E A L L

cctcacgtccgagcgtttgcgtacacgtggttcaacctgcaagcccgaaagagaaaatac
p H VvV R A F A Y T W F N L O A R K R K Y

ttcaaaaaacatgagaaacgcatgtcaaaagaggaagagagggccgtgaaggacgaactc
F K K H E K R M S K E E E R A V K D E L

ttaagtgaaaaacccgaggtaaagcagaaatgggcgtccagacttctggcaaagcttcgg
L S E K P E V K Q K W A S R L L A K L R

aaagatatcaggcctgaatttcgggaggattttgttctcacagtcacaggaaaaaagcct
K b1 R P E F R E D F V L T V T G K K P

ccgtgttgcgtcectttccaatccagaccagaagggcaagatgagaagaattgactgectt
p c ¢c v L s N P D Q K G K M R R I D C L

cgccaggcagataaggtctggaggttggacctcgttatggtgattttatttaaaggtatt
R 0 A DKV WU R L DL VMV I L F K G I

ccgctcgaaagtactgatggcgagcecgeccttgtaaagtccccacagtgctctaaccececggg
P L £E S T b G E R L VvV K s P Q C s N P G

ctgtgcgtacagccccaccatataggagtttctgttaaggaactcgatttatatttggcea
L ¢ v ¢ P H H I GV S v K E L D L Y L A

tactttgtgcacgctgcagattcaagtcaatctgaaagtcccagccagccaagtgaagcet
Y F V H A A D S S Q S E S P S Q P S E A

gatattaaggaccagccagaaaatggacatttgggcttccaggacagttttgtcacatca
b I K b P ENGH L G F O D S F T S G

ggtgttttcagtgtgaccgagctagtaagagtctcacaaacaccaatagctgcaggaaca
v ¥ S v T E L VvV R VvV s o T P I A A G T G

ggccctaatttctccctctcagatttggaaagttcttegtactacagcatgagecccagga
P N F S L S DL E S S S Y Y s M s P G A

gcaatgaggaggtctttacctagcacatcctctaccagctctacaaaacgtatcaaatct
M R R S L P s T s s T s s T K V R I K S

gtggaggatgagatggacagtcctggtgaggagccgttctatacaagccaagggcgetcet
v E D E M D S P G E E P F Y T S QQ G R S

ccaggaagtggcagccagtcaagtggatggcatgaagtggaaccaggatatctaagaaac
P G S G S ¢ S S G W HE V E P G Y L R N

cccgaacaccgcggagcactacatggaatgccatcgccaactgcattaaagaagtcagag
pP E H R G A L H G M P S P T A L K K S E

aagtctggtttcagcagtccctcecgecttcgcagacctectececcttggaacggetttcaca
K s 6 #F s s P $s P s ¢ T SsS S L G T A F T



186 Anhang

1146 cagcaccatcgacctgtcattacaggacccagagcaagtccacatgcaacaccatcgact
361 Q H H R P V I T G P R A S P H A T P S T

1206 cttcattttccaacatcacccattatccaacagcctgggccatacttctcacacccagcea
381 L. H F P T S P I I Q Q P G P Y F S H P A

1266 atccgctatcatcctcaggagactctgaaagagtttgtccaacttgtctgccccgacget
401 T R Y H P Q E T L K E F V Q L Vv C P D A

1326 ggtcagcaggctggacaggtggggttcctaaatcccaatggtagcagccaaggcaaggtyg
421 6 ¢ ¢ A G Q V G F L N P N G S S O G K V

1386 cacaatccattccttcctaccccaatgttgccaccaccacctceccgeccaccaatggcectagg
441 H N P F L P T P M L P P P P P P P M A R

1446 cctgtgcctctgccagtgccagacacaaaacctccaactacatcaacagaaggaggggcec
461 P V P L P V P D T K P P T T S T E G G A

1506 acctctcccacttctccaacctactcgacacccagcaccteccceccgecaaaccgattegte
481 T s p T S Pp T Y S T P S T S P A N R F V

1566 agtgttggaccacgggatccaagctttgtaaatatccctcaacagactcagtcctggtac
50T s v 6 P R D P S F V N I P Q QO T Q S W Y

1626 ctgggataaaagtctccgcttcccaccacgcaccggacagaccacctgacccctteccac
521 L G

1686 ctctgtaacacggaagcagcagcatcgcagcgcagcgacttcacatcggecggaaggggag
1746 gcgagcagacaccgacagcaaactcgtacatggaaatggcaaacgttatggttgaatgge
1806 aaaggccgtaactttttcgagattttttttttttttaaacaacttaggactgttgtaatt
1866 tctcctatggtgctggaaatggttgggcttcataacttttgaagtgtttcattggtagtyg
1926 taagcgttaggtgacactgagtagaactagcctctgctgctgcttaccaactcgetgttyg
1986 taacacactttccatatggagcctaactgtttgacagtatcctcatcgatttttcccata
2046 caggtgtgagacttcttgagaaatcatgaaacacacttaaactataacttttgtagtagce
2106 tgaattc

Abb. 7.4: Darstellung der cDNA- (X51486) und Proteinsequenz (CAA35851.1) des NF-

I/A-1 aus Huhn. cDNA-Sequenz: Basenpaare 1-2112; kodierende Sequenz: Basenpaare 66-1634;
Aminosduresequenz: 1-522. Das Startcodon (atg) und das Stopcodon (taa) sind fett und unterstrichen dargestellt.
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