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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde zum besseren Verstandnis der molekularen Vorgange in
der Chondrogenese die Rolle des Proteins MIA/CD-RAP mit Hilfe der MIA-knockout-Maus

untersucht.

Eine anfangliche Studie zum Auftreten von spontaner Osteoarthrose (OA) gab Hinweise auf
eine verminderte Ausbildung von OA in MIA-knockout-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-M&ausen.
Diese Beobachtung wurde in Mausmodellen zur Untersuchung von Knorpelschadigung und -
entwicklung weiter verfolgt, um zu klaren, ob MIA/CD-RAP fiir Knorpelstabilitéat und -entwicklung
wichtig ist. In einem Modell zur Induktion von Osteoarthrose und in einem
Frakturheilungsmodell konnte interessanterweise eine erhohte Knorpelregeneration in MIA-
knockout-Mausen gezeigt werden. Durch den Verlust von MIA/CD-RAP kommt es zu einer
erhdhten Proliferation von Chondrozyten, was zur erhéhten Regenerationsfahigkeit des
Knorpels beitragt. In vitro konnte ebenfalls eine erhdhte Proliferation von mesenchymalen
Stammzellen, isoliert aus MIA-knockout-Mausen, bestétigt werden. Diese weisen zusatzlich
eine verzdgerte Differenzierung auf.

Die Analyse von Gewebe aus MIA-knockout-Mausen zeigte eine stark verminderte Expression
des Proteins NONO (p54™), einem kiirzlich beschriebenen Aktivator der Sox9-abhéngigen
Forderung der Chondrogenese. In dieser Dissertation konnte p54™ als Zielprotein von MIA/CD-
RAP identifiziert werden, Uber welches die MIA/CD-RAP-abhangige Fdrderung der
Chondrogenese vermittelt wird. MIA/CD-RAP fordert dabei die Chondrogenese Uber eine
Proliferationsinhibition von chondrogenen Vorlauferzellen, was durch eine Inhibition der Cyclin
D2-Expression erreicht wird. Desweiteren wird die Differenzierung von chondrogenen
Vorlauferzellen durch eine p54™-gesteuerte Aktivierung der Kollagen Typ Il-Expression

gefordert.

Weitere Ergebnisse dieser Dissertation zeigten, dass MIA/CD-RAP die p54™-Expression auf
transkriptioneller Ebene reguliert. Es konnte eine hoch konservierte Region im p54™-Promotor
identifiziert werden, welche nétig und ausreichend fur die MIA/CD-RAP-abhéngige Aktivierung
ist. Die funktionelle Analyse dieses Promotorstiicks identifizierte den Transkriptionsfaktor YBX1
als den Faktor, der die MIA/CD-RAP vermittelte Aktivierung der p54™-Transkription steuert.
Immunhistochemische Untersuchungen, des bislang in der Chondrogenese noch nicht
beschriebenen Transkriptionsfaktors YBX1, zeigten eine deutliche Expression in Chondrozyten
der Wachstumsfuge. YBX1 konnte somit erstmalig als Mediator der MIA/CD-RAP Wirkung in

der Chondrogenese beschrieben werden.



Zusammenfassung

Obwohl MIA/CD-RAP wahrend der gesamten Chondrogenese exprimiert wird, entwickeln sich
MIA-knockout-M&use normal und zeigen neben ultrastrukturellen Veranderungen der
Knorpelmatrix keine Fehlbildungen des Skeletts oder anderer Organe. Um den Grund fir
diesen anndhernd normalen Phéanotyp des adulten Skelettsystems von MIA-knockout-Mausen
zu erforschen, wurden die molekularen Ablaufe im Prozess der enchondrale Ossifikation von
MIA-defizienten-Embryonen in vivo untersucht. Es wurden redundante Mechanismen erwartet,
welche den MIA/CD-RAP-Verlust kompensieren. In situ Hybridisierungen zeigten eine
vergroRRerte Zone an proliferierenden Kollagen Typ II- und Sox9-exprimierenden Chondrozyten
in der Wachstumsfuge von 15,5 Tage alten MIA-defizienten-Embryonen. Gleichzeitig war der
Bereich an Kollagen Typ X-exprimierenden hypertrophen Chondrozyten im Vergleich zum
Wildtyp deutlich reduziert, was auf eine Verzdogerung der hypertrophen Differenzierung
schlieen lie3. In vitro Experimente an mesenchymalen Stammzellen konnten eine erhdhte
Expression der Transkriptionsfaktoren Sox9 und Sox6 bestéatigen, was auf eine redundante
Regulation aufgrund einer verminderten p54™-Expression zuriickzufiihren war. Sox9 und Sox6
halten Chondrozyten in Proliferation und inhibieren deren hypertrophe Differenzierung.
Erstaunlicherweise wurde an Tag 16,5 der Embryonalentwicklung die zunéchst verzogerte
Differenzierung von Chondrozyten der Wachstumsfuge durch einen vergréf3erten Bereich an
hypertrophen Chondrozyten kompensiert. Dies war vermutlich auf eine Verminderung der
transkriptionellen Aktivitat von CREB und AP1 zuriickzufihren. Die Verédnderung der CREB-
und AP1-Aktivitat kdnnte somit als sekundéarer redundanter Mechanismus in MIA-knockout-
Méausen dienen, welcher der zunachst gehemmten enchondrale Ossifikation entgegenwirkt und
letztendlich ein normal entwickeltes Skelett ermdglicht. Auf welche funktionelle Weise diese
Gegenregulation stattfindet und wie MIA/CD-RAP die CREB- bzw. AP1-Aktivitat moduliert,
muss allerdings in weiteren Experimenten noch geklart werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass MIA/CD-RAP fiur die
Chondrozytendifferenzierung bendétigt wird. Die Effekte auf die Differenzierung werden dabei

tiber p54™ vermittelt.
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1. Einleitung

Das Wort Skelett leitet sich von dem griechischen Wort
skeletés ab, was so viel wie ,ausgetrockneter Korper*
oder ,Mumie* bedeutet. Das Skelett von Wirbeltieren
(Vertebraten) besteht aus einzelnen Knochen, die
zusammen mit Bandern, Bandscheiben und Gelenken
dem Korper Gestalt und Stabilitat verleihen
(Stutzapparat) (Abbildung 1). Neben der Stitzfunktion
dient das Skelett der Bewegung bzw. Fortbewegung
des Korpers (Bewegungsapparat). Als Ansatzpunkt der
Skelettmuskulatur kénnen die Knochen innerhalb
spezieller Gelenke gegeneinander bewegt werden.
Das Skelett gewahrt dariber hinaus Schutz vor
mechanischen Einwirkungen fur innere Organe und fur

das Gehirn. Ein weiterer wichtiger Bestandteil des

Sy 1 ) B - Jia - = - o P
Abbildung 1: Anatomische Studien des

menschlichen ~ Skeletts. ~ Zeichnung von Gelenksflachen der Knochen auskleidet
Leonardo da Vinci um 1510.

Stitz- und Bewegungsapparats ist der Knorpel, der die

(Gelenksknorpel). Er sorgt mit seiner glatten
Oberflache fir die reibungsarme Beweglichkeit der Gelenke und dient durch seine
Druckelastizitat der StoRdampfung. Knorpel besteht aus Knorpelzellen (Chondrozyten) und der
extrazellularen Knorpelmatrix. Sie hat einen hohen Wasseranteil von bis zu 70 % und weist
keine Blutgefalie oder Nerven auf. Die Proteinbestandteile der Matrix sind vor allem Kollagene,
Proteoglykane und Hyaluronséaure. Anhand der jeweiligen Zusammensetzung der Knorpelmatrix
wird zwischen hyalinen-, elastischen- und Faserknorpel unterschieden.
Das Skelett der Vertebraten wird in das axiale und das appendikulare Skelett unterteilt. Das
axiale Skelett umfasst den Schéadel, die Wirbelsaule, die Rippen und das Brustbein. Das
appendikulare Skelett besteht aus den Knochen der Extremitaten, dem Schultergtrtel sowie
dem Beckengurtel. Die Entwicklung des Vertebratenskeletts findet durch zwei verschiedene
Mechanismen statt: Der direkten desmalen- und der indirekten chondralen Ossifikation
(Knochenbildung) (Abbildung 2) (Gilbert, 1997).
In der desmalen Ossifikation differenzieren kondensierte mesenchymale Zellen direkt zu
Osteoblasten, welche Knochengrundsubstanz (Osteoid) sezernieren und somit den Knochen
aufbauen (Ossifikation). Auf diese Weise entsteht der grof3te Teil des Schadelknochens, Teile
des Unterkiefers und Teile des Schliisselbeins (Hall, 1988).
Das appendikulare und der Grofdteil des axialen Skeletts entwickelt sich durch chondrale

Ossifikation. Man unterscheidet hier zwischen der perichondralen Ossifikation, der
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Verknocherung von aul3en, und der enchondralen Ossifikation, der Verknécherung von innen
her. Bei der perichondralen Ossifikation reifen kondensierte mesenchymale Zellen zunéchst zu
perichondralen Zellen. Sie bilden das Perichondrium (Knorpelhaut) und differenzieren direkt zu
knochenbildenden Osteoblasten. In der enchondralen Ossifikation entsteht zunachst eine
knorpelige Skelettanlage (Knorpelanlage), welche als Vorlage fur die Knochenbildung dient
(Abbildung 2) (Hinchcliffe und Johnson, 1980; Erlebacher et al., 1995).

Ossifikation

Mesenchym

l Kondensation

osteo-/chondrogene
Vorlauferzellen

osteogene Richtung }J—‘ chondrogene Richtung

desmale
(direkte)

chondrale

(indirekte)

Ossifikation Ossifikation

periChondral
osteo-/chondrogene osteo-/chondrogene osteo-/chondrogene
Vorlauferzellen Vorlauferzellen Vorlauferzellen
) n ) . ) " [ Chondrogenese I
Differenzierung Differenzierung Differenzierung
K el —_
Osteoblasten Perichondrium (Chor?(;)rr(?zyten) — permanenter

Knorpel

l Differenzierung Proliferation

Osteoblasten Hypertrophie

Mineralisierung

Vaskularisation Enchondrale
Ossifikation

Ossifikation Ossifikation

Bindegewebsknochen

Apoptose/
Autophagie

 — — — — —

Chondroklasten

f

Einwanderung
Osteoblasten

Ossifikation

<+—

[ Ersatz knochen

Abbildung 2: Schematische Darstellung der beiden Wege der Knochen  entstehung. Alle Formen der
Ossifikation haben gemein, dass sie aus kondensierten mesenchymalen Zellen hervor gehen. Osteo-
/chondrogene Vorlauferzellen haben die Fahigkeit sich in die osteogene Richtung oder in die chondrogene
Richtung zu entwickeln. Pfeile stellen einen Vorgang dar.



Einleitung

Die Knorpelanlage ist fir die Bestimmung der Form und GrolRe der spéater vollstandig
entwickelten Rohrenknochen entscheidend. Die Knorpelanlage entsteht in einem Prozess
namens Chondrogenese (Knorpelentwicklung). Hierbei differenzieren die kondensierten
mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten und beginnen Molekiile zu sekretieren, welche die
extrazellulare Matrix (EZM) des Knorpels aufbauen. In der frihen fétalen Entwicklung ist der
groRte Teil des Skeletts knorpelig. Dieser temporare Knorpel wird in der spaten fotalen
Entwicklung und im postnatalen Wachstum schrittweise zu Knochen umgebildet. Hierbei
proliferieren die Chondrozyten zunachst und durchlaufen dann eine terminale Differenzierung
zu hypertrophen Chondrozyten (Hypertrophie), was mit einem Umbau der EZM assoziiert ist.
Die Knorpel-EZM mineralisiert, wird von Blutkapillaren innerviert (Vaskularisation) und durch
einwandernde Chondroklasten und Osteoblasten letztendlich durch Knochen ersetzt
(Ossifikation) (Hall, 1988; Horton, 1990; Recker, 1992). Die hypertrophen Chondrozyten sterben
schlieBBlich ab (Apoptose/Autophagie). Dieser Prozess aus Chondrogenese, Hypertrophie,
Mineralisierung, Vaskularisation und Apoptose/Autophagie, gefolgt von Ossifikation wird
enchondrale Ossifikation genannt (Caplan und Boyan, 1994). Im Gegensatz dazu bleibt der
Knorpel in den Gelenken das ganze Leben unverknochert und ist daher permanent. Es gibt
weitere Vorkommen von sich nicht verkndchernden permanentem Knorpel, wie an den Rippen,
der Nase, den Ohrmuscheln, den Knorpelspangen der Luftrohre und den Bandscheiben
(Abbildung 2).

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Rolle des Proteins MIA/CD-RAP in der Chondrogenese. Im
Bezug auf die Relevanz der Chondrogenese fur diese Arbeit soll dieser Prozess im nachsten
Abschnitt detailliert erlautert werden. Auf die anschlieRende enchondralen Ossifikation wird
ebenfalls eingegangen. Die parallel ablaufende perichondrale Ossifikation wird dabei nur jeweils
kurz erortert. Die einzelnen Abschnitte der Chondrogenese, sowie der enchondralen

Ossifikation, sind in Abbildung 3 auf Seite 10 schematisch dargestellt.

1.1 Die Chondrogenese

1.1.1 Mesenchymale Kondensation

Die Chondrogenese beginnt mit der Migration von undifferenzierten mesenchymalen Zellen an
die Stellen des Embryos, an denen spater Knochen entstehen sollen. Die Zellen durchlaufen
nun einen Kondensationsprozess (Fell, 1925; Searls et al., 1972; Thorogood und Hinchliffe,
1975), indem sich die Zelldichte durch Zellaggregation, aber nicht durch vermehrte Proliferation
erhoht (Janners und Searls, 1970; Summerbell und Wolpert, 1972). Zu diesem Zeitpunkt sind
bereits Lage, Form und Anzahl der zukiinftigen Skelettbestandteile festgelegt (Abbildung 3 A).
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Die mesenchymale Kondensation ist entscheidend fir die Chondrogenese. Sie wird durch Zell-
Zell- (siehe 1.3.1) und Zell-Matrix-Interaktionen (siehe 1.3.2) geregelt und ist mit einer erhdhten
Zelladhasion assoziiert.

Vor der Kondensation besteht die EZM von undifferenzierten mesenchymalen Zellen aus
Fibronektin, Kollagen Typ | (Linsenmayer et al., 1973a; Linsenmayer et al., 1973b; Dessau et
al., 1980) und Hyaluronséaure (Knudson und Toole, 1985). Mit Beginn der Kondensation kann
eine Erhohung der Hyaluronidaseaktivitat, was eine Verminderung von Hyaluronsauren in der
EZM zu Folge hat, beobachtet werden. Dies fuhrt zu einem reduzierten Abstand zwischen den
Zellen und ermdglicht somit Zell-Zell Interaktionen (Toole et al., 1972; Toole und Linsenmayer,
1977; Knudson und Toole, 1987).

Die Schaffung von Zell-Zell-Interaktionen fuhrt zur Aktivierung von Signaltransduktionswegen,
welche die chondrogene Differenzierung initiieren. Mit der Initiation der Kondensation treten des
Weiteren zwei Zell-Adhasionsmolekile auf: N-Cadherin (Neural cadherin) und N-CAM (Neural
cell adhesion molecule) (siehe 1.3.1). Beide Molekile werden in kondensierten mesenchymalen
Zellen exprimiert und sind in sich differenzierenden Chondrozyten nicht mehr vorhanden
(Oberlender und Tuan, 1994b; Tavella et al., 1994). AuRerdem ist die Ausbildung von Gap
junctions, welche den Transfer von Signalmolekiilen zwischen den Zellen und somit die
interzellulare Kommunikation férdern, beschrieben (Kelley und Fallon, 1978; Zimmermann et
al., 1982; Kelley und Fallon, 1983; Zimmermann, 1984; Coelho und Kosher, 1991).

Zusétzlich zu den Zell-Zell-Interaktionen spielen auch Zell-Matrix-Interaktionen eine wichtige
Rolle in der mesenchymalen Kondensation. Bestandteile der EZM, die an diesem Prozess
beteiligt sind, sind Integrine, Fibronektin (siehe 1.3.2) und Kollagen Typ I. Fibronektin und
Kollagen Typ | sind gleichm&Rig im Interzellularraum des Mesenchyms verteilt (Dessau et al.,
1980). Mit dem Einsatz der Kondensation erhoht sich die Kollagen Typ |- und
Fibronektinexpression am Ort der Kondensation. Dabei bleibt Fibronektin wahrend der
kompletten Chondrogenese sowie im adulten Knorpel in der Matrix vorhanden (Dessau et al.,
1980; Melnick et al., 1981). Kollagen Typ | verschwindet mit Beginn der Differenzierung zu
Chondrozyten aus der EZM und wird schrittweise durch Kollagen Typ Il ersetzt (siehe 1.1.2)
(Dessau et al., 1980).

Ein weiteres EZM Glykoprotein ist Tenascin-C, welches mit Beginn der mesenchymalen
Kondensation exprimiert wird (Mackie et al., 1987; Mackie und Murphy, 1998). Mit
zunehmender Differenzierung vermindert sich die Tenascin-C-Expression (Mackie und Murphy,
1998) und ist in voll differenziertem Knorpel nur auf das Perichondrium beschrankt (Mackie et
al., 1987). In vitro Studien zeigten eine erhdhte Kondensation von mesenchymalen Zellen auf
Tenascin beschichteten Oberflachen. Zudem fihrt Tenascin in der Zellkultur zu einer Inhibition

der Zellhaftung an Fibronektin beschichtete Oberflachen. Tenascin-C moduliert somit
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Fibronektin-Zell-Interaktionen in der Chondrogenese und fordert die Kondensation (Mackie et
al., 1987).

1.1.2 Differenzierung zu Chondrozyten

Die kondensierten mesenchymalen Zellen haben immer noch die Fahigkeit sich zu
Osteoblasten (osteogene Richtung) oder zu Chondrozyten (chondrogene Richtung) zu
differenzieren, weshalb sie auch als osteo-/chondrogene Vorlauferzellen bezeichnet werden
(Abbildung 2) (Ducy et al., 1997; Karsenty, 2008).

In der chondralen Ossifikation, d.h. in der chondrogenen Richtung, differenzieren die Zellen im
Zentrum der Kondensation zu Chondrozyten, was durch eine Veranderung der
Zusammensetzung der EZM gekennzeichnet ist. Diese sich entwickelnden Chondrozyten
werden auch Chondroblasten genannt. Gleichzeitig differenzieren die Zellen am &auf3eren Rand
der Kondensation, welche die Chondroblasten umgeben, im Rahmen der perichondralen
Ossifikation zu flachen, langlichen (fibroblastenahnlich) perichondralen Zellen. Sie bilden das
Perichondrium (Knorpelhaut), das die spatere Knorpelanlage umgibt (Abbildung 3 B) (Horton,
1993; Kronenberg, 2003; Hartmann, 2009). Die Chondroblasten beginnen knorpelspezifisches
Kollagen Typ Il (Kravis und Upholt, 1985; Kosher et al., 1986; Nah et al., 1988; Swiderski und
Solursh, 1992b), Kollagen Typ IX (Kulyk et al., 1991; Swiderski und Solursh, 1992a) und Xl zu
produzieren. Kollagen Typ | wird nicht mehr exprimiert (Ede, 1983). Die Kollagene sorgen fir
die hohe Stabilitat des spéateren permanenten hyalinen Knorpels. AulR3erdem wird das Protein
Gla (Hale et al., 1988; Luo et al., 1995), das Proteoglykan Aggrecan (Hascall et al., 1976;
Mallein-Gerin et al., 1988; Tsonis und Walker, 1991), das Protein Link (Stirpe und Goetinck,
1989) und das Protein CD-RAP (siehe 1.4) (Dietz und Sandell, 1996) exprimiert und sezerniert.
Aggrecan ist einer der Hauptbestandteile des hyalinen Knorpels (Glumoff et al., 1994), welcher
durch seine Menge und seiner starken negativen Ladung Uuber eine hohe
Wasseraufnahmefahigkeit verfigt. Dies sorgt fur die charakteristische gallertige und elastische
Knorpelstruktur und ist fir die dampfenden Eigenschaften des Knorpels verantwortlich.

Die Zellen werden somit von ihrer EZM eingeschlossen und nehmen nun ihre charakteristische
runde Morphologie an. Man spricht jetzt von Chondrozyten, dem primaren Zelltyp des Knorpels,
womit die Chondrogenese beendet ist. Die jetzt entstandene Knorpelanlage vergrof3ert sich
durch Proliferation der Chondrozyten und der perichondralen Zellen sowie durch vermehrte
Matrixproduktion (Abbildung 3 B). Diese Chondrozyten verbleiben lebenslanglich als Bestandteil
des permanenten Knorpels erhalten oder werden im Rahmen der enchondralen Ossifikation
durch Knochen ersetzt.

Der Prozess der enchondralen Ossifikation wird im nachsten Abschnitt erlautert.
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1.2 Die Enchondrale Ossifikation

1.2.1 Terminale Differenzierung (Hypertrophie und M ineralisierung)

Die Entwicklung von Réhrenknochen beginnt im Zentrum der Knorpelanlage mit dem Austritt
der Chondrozyten aus dem Zellzyklus (priméres Ossifikationszentrum) und der weiteren
Differenzierung zu postmitotischen pra-hypertrophen Chondrozyten (Abbildung 3 C). Es kommt
zu einer schrittweisen VergrolRerung des Zellvolumens um bis das Zehnfache (Hypertrophie),
(Bush et al., 2008) bis man von hypertrophen Chondrozyten spricht (Abbildung 3 D). Dieser
Prozess ist durch einen Umbau der EZM und einer Mineralisierung der Matrix durch die nun
reifen hypertrophen Chondrozyten charakterisiert (Abbildung 3 E) (Poole, 1991).

Diese Veranderungen werden durch die Expression von MMP13 (Matrix metalloprotease 13),
Kollagen Typ X (Schmid und Linsenmayer, 1985) und ALP (Alkaline phosphatase) durch die
hypertrophen Chondrozyten vermittelt (Mueller und Tuan, 2008). Sie vermindern auf3erdem die
Expression von Kollagen Typ II, welche schlief3lich komplett abgeschalten wird.

MMP13 ist fur den Umbau der Knorpelmatrix verantwortlich, da es die Hauptbestandteile der
Knorpel-EZM, Kollagen Typ Il (Inada et al., 2004) und Aggrecan (Fosang et al., 1996), abbaut.
Die Ablagerung von Kollagen X in die EZM dient als Gerist und als Regulator der schrittweisen
Mineralisierung (Shen, 2005). Der grofl3e Kalziumgradient zwischen einer hohen extrazellularen
und einer niedrigen intrazellularen Konzentration ist wahrscheinlich die treibende Kraft der
Mineralisierung, da dieser den Influx von Kalziumionen (Ca®*) auslést (Bawden, 1989;
Grandolfo et al., 1992). Mit zunehmender Kalziumkonzentration (lannotti et al., 1994) beginnt
die Mineralisierung der Knorpelmatrix mit der Sekretion von ALP enthaltenden Matrixvesikeln
(MVs) (Anderson, 2003) durch die Chondrozyten, welche an die Kollagen X Matrix verankert
werden (Shen, 2005). In der ersten Phase der Mineralisierung dephosphoryliert ALP
Pyrophosphat (PP;) zu Phosphat (PO,%), welches zusammen mit einstrémenden Ca?*-lonen
und Hyroxidionen (OHY) zur Bildung von Hydroxyapatit [Cas(PO,4)3(OH)] in den MVs filhrt
(Balcerzak et al., 2003). In der zweiten Phase der Mineralisierung kommt es zu einem
Eindringen der Hydroxyapatit Kristalle in den extrazellularen Raum, was der Beginn der
Matrixmineralisierung ist.

Die starke Volumenzunahme der hypertrophen Chondrozyten ist hauptsachlich auf Osmose
zurickzufuihren (Buckwalter et al., 1986). Das osmotische Quellen kann die Folge einer
Erhéhung der zytoplasmatischen Konzentration oder einer Verminderung der extrazellularen
Osmolaritat sein. Es kommt dabei zu einer Aquaporin-abhangigen Bewegung von Wasser in die
Zelle (Wang und Zhu, 2011), um iso-osmotische Bedingungen wiederherzustellen. Die
Erhéhung der intrazellularen lonenkonzentration kann durch einen aktiven Transport Uber die
Zellmembran durch den Na-K-Cl Ko-Transporter NKCC1 vermittelt werden (Bush et al., 2010).

Nichtsdestotrotz ist bis jetzt noch nicht komplett verstanden, ob die Expression der Marker der
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terminalen Differenzierung zur Volumenzunahme fihren oder ein Ergebnis der
Volumenzunahme sind (Studer et al., 2012).

Unreife proliferierende Chondrozyten werden auf die Enden der Knorpelanlage beschrankt.
Angrenzend an die pré-hypertrophen Chondrozyten differenzieren die Zellen des
Perichondriums im Zuge der perichondralen Ossifikation zu Osteoblasten (Abbildung 3 C) und
bilden damit das Periost (Knochenhaut). Diese sezernieren eine kalzifizierte Knochenmatrix,
was zur Ausbildung einer kndchernen Manschette (Abbildung 3 D) um den knorpeligen Kern

des zukiinftigen Réhrenknochens fiihrt (Caplan und Pechak, 1987).

1.2.2 Vaskularisation, Apoptose und Ossifikation

Durch die Sezernierung des angiogenetischen Faktors VEGF (Vascular endothelial growth
factor) von reifen hypertrophen Chondrozyten kommt es zu einem Einwachsen von
KapillargefalRen (Vaskularisation) aus dem Periost in das primare Ossifikationszentrum, d.h. in
die mineralisierte Matrix der reifen hypertrophen Chondrozyten (Abbildung 3 E) (Gerber et al.,
1999; Haigh et al., 2000). Die terminal differenzierten reifen hypertrophen Chondrozyten gehen
schlie3lich in Apoptose (Gibson, 1998; Adams und Shapiro, 2002). Hier wird mittlerweile jedoch
die Hypothese vertreten, dass es sich nicht um Apoptose sondern um Autophagie handelt
(Roach und Clarke, 1999; Roach et al., 2004; Shapiro et al., 2005).

Uber die KapillargefaBe wandern Chondroklasten und Osteoblasten in das priméare
Ossifikationszentrum ein. Die Chondroklasten resorbieren zum Grof3teil die mineralisierte
Knorpelmatrix, wobei die Osteoblasten die Reste der Knorpelmatrix als Gertst fir den Aufbau
von Knochenmatrix nutzen (Ossifikation) (Erlebacher et al., 1995). Wahrend diese Prozesse im
Zentrum der Knorpelanlage stattfinden, vergroRert sich diese jedoch weiterhin durch
kontinuierliche Proliferation von Chondrozyten an den Enden der Knorpelanlage
(Abbildung 3 E).

Dieser Prozess aus Hypertrophie, Mineralisierung, Apoptose und Ossifikation bewegt sich vom
Zentrum des Rohrenknochens nach auf3en zu den beiden Enden (Epiphysen). Es kommt dort
zur Ausbildung von embryonalen Wachstumsfugen, welche die distalen knorpeligen Epiphysen
von der medialen kndchernen Diaphyse trennen (Abbildung 3 E). Auf die embryonale

Wachstumsfuge soll im nachsten Abschnitt kurz eingegangen werden.
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Die Chondrogenese

Die enchondrale Ossifikation
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Abbildung 3: Schematische Darstellu ng der einzelnen Schritte der Chondrogenese und der
enchondralen Ossifikation in Réhrenknochen . (A) Die Chondrogenese beginnt mit der Kondensation von
undifferenzierten mesenchymalen Zellen, (B) welche zu Chondrozyten differenzieren und die Knorpelanlage
bilden. Zellen am Rand der Kondensation differenzieren zu perichondralen Zellen, welche als Perichondrium
die Knorpelanlage umgeben (perichondrale Ossifikation). (C) Mit Beginn der enchondralen Ossifikation héren
Zellen im Zentrum der Knorpelanlage auf zu proliferieren und differenzieren zu pra-hypertrophen
Chondrozyten (priméares Ossifikationszentrum). Die an die pra-hypertrophen Chondrozyten angrenzenden
perichondralen Zellen differenzieren zu Osteoblasten. (D) Die reifen Osteoblasten sezernieren eine
Knochenmatrix und bilden somit eine kndcherne Manschette um den sich entwickelnden Réhrenknochen
(perichondrale Ossifikation). Die pré-hypertophen Chondrozyten reifen schrittweise weiter zu hypertrophen
Chondrozyten, welche eine spezielle Matrix sezernieren, die schlieBlich mineralisiert. (E) Die reifen
hypertrophen Chondrozyten induzieren das Einwachsen von Kapillargefa3en in die mineralisierte Matrix, Uber
die Osteoblasten einwandern und die Knochenmatrix aufbauen. Die darauffolgende Ausbildung von
sekundaren Ossifikationszentren in den Epiphysen ist nicht dargestellt. Verandert nach Hartmann, 2009.

1.2.3 Die Wachstumsfuge

Um das Langenwachstum der Réhrenknochen zu ermdglichen, gibt es weiterhin proliferierende

Chondrozyten in den embryonalen Wachstumsfugen an den Enden der Réhrenknochen. Die

Wachstumsfuge spiegelt in einem Verlauf von der Epiphyse zur

Diaphyse die einzelnen

Abschnitte der Chondrozytendifferenzierung der enchondralen Ossifikation wieder (siehe 1.2)

(Poole, 1991).

Am oberen Ende der Wachstumsfuge und am weitesten von der Ossifikationsfront entfernt

befinden sich in der Gelenksregion (periartikular) runde Chondrozyten, welche nur wenig
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proliferieren (Reserve Chondrozyten). Sie dienen als Vorlauferzellen fur die darunter liegenden
stark proliferierenden, Knorpelmatrix produzierenden Chondrozyten. Diese lagern sich zur
Diaphyse hin séaulenartig zusammen und nehmen eine scheibenférmige Zellform an
(Saulenartige-Chondrozyten). Chondrozyten, die die Proliferation einstellen, vergréern
stufenweise ihr Volumen und differenzieren zu pra-hypertrophen und hypertrophen
Chondrozyten, welche eine bestimmte EZM sekretieren, die letztendlich mineralisiert. Es kommt
zur Einsprossung von Blutkapillaren in die mineralisierte Matrix der reifen hypertrophen
Chondrozyten, welche schlieRlich in Apoptose/Autophagie gehen. Die Uber die BlutgefaRe
einwandernden Chondroklasten und Osteoblasten ersetzen den mineralisierten Knorpel durch

Knochen (primarer Spongiosa) (Abbildung 4).
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Abbildung 4: In der embryonalen Wachstumsfuge kénnen verschied enen Chondrozytenpopulationen
morphologisch unterschieden werden. (A) Schematische Darstellung der einzelnen Subpopulationen von
Chondrozyten in einem Langsschnitt durch eine embryonale Wachstumsfuge. (B) Safranin-Weigert-Farbung
eines Langsschnittes durch den Ro6hrenknochen eines 16,5 Tage alten Mausembryos zeigt die
charakteristische Knorpelmorphologie. Verandert nach Wuelling und Vortkamp, 2010.

Wahrend der postnatalen Entwicklung bilden sich an den Epiphysen des Rohrenknochens
sekundéare Ossifikationszentren innerhalb des Bereichs der Reserve Chondrozyten. Hier wird in
dem oben beschriebenen Prozess (siehe 1.2.1 und 1.2.2) der Knorpel schrittweise durch
Knochen ersetzt. Die sekundaren Ossifikationszentren dringen schrittweise in den
verbleibenden Knorpel ein, bis er letztendlich bis auf die Gelenksflachen komplett durch
Knochen ersetzt ist. Zwischen der verknOocherten Region des primaren Ossifikationszentrums,
im Bereich des Knochenschafts (Diaphyse) und den beiden sekundéaren Ossifikationszentren,
im Bereich der Knochenenden (Epiphyse) bleiben Chondrozyten zurlick, welche die postnatale
Wachstumsfuge bilden. Hier findet weiterhin in dem oben beschriebenen Prozess das

Langenwachstum des postnatalen Rohrenknochens statt (interstitielles Wachstum). Proximal
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der Epiphysenfuge wird Knorpel gebildet, der im Zuge der enchondralen Ossifikation zu neuem
Knochen umgewandelt wird. Die Diaphyse wird somit lAnger und die Epiphyse wird dabei nach
distal verschoben. Es kommt jedoch =zu einer fortschreitenden Abnahme der
Chondrozytenproliferation, so dass die Epiphysenfuge immer dinner wird, da Knorpel nicht in
dem Malfle nachgebildet wird, wie er durch Knochen ersetzt wird. Ist die Epiphysenfuge
komplett in Knochen umgewandelt, ist das LAngenwachstum abgeschlossen und ein Individuum
ausgewachsen. Das Langenwachstum der Roéhrenknochen beruht hauptsachlich auf der
Proliferationsrate von Chondrozyten, der Volumenzunahme der hypertrophen Chondrozyten

und der von ihnen sekretierten Matrix.

Wahrend der embryonalen und postnatalen Entwicklung ist eine strenge Regulation der
Proliferation und Differenzierung der Chondrozyten der Wachstumsfuge nétig, um ein normales
Langenwachstum und eine normale enchondrale Ossifikation der Rdéhrenknochen
sicherzustellen. Eine gestérte Proliferation und hypertrophe Differenzierung der Chondrozyten
wirde zu Veranderung der Knochenlénge und Stabilitat fuhren.

Die koordinierte Abfolge von Proliferation und Differenzierung der Chondrozyten wird daher von
systemischen Faktoren (Wachstumshormone) und lokal sekretierten parakrinen Faktoren
(Signalmolekile) reguliert. Diese wirken Uber Rezeptoren, um die intrazellulare
Signalweitergabe und chondrozytenspezifische Transkriptionsfaktoren zu aktivieren. Zu den
uber den Blutkreislauf verteilten endokrinen Wachstumshormonen, die das Verhalten von
Chondrozyten in der Wachstumsfuge regulieren, gehdrt Somatropin und die
Schilddrisenhormone, auf die hier aber nicht weiter eingegangen werden soll. Zu den lokal
sekretierten parakrinen Signalmolekilen gehdren unter anderem Ihh, PTHrP, die BMPs, TGF-
Bs, Wnts und FGFs (siehe 1.3.3). Transkriptionsfaktoren, die wichtige Rollen in der Regulation
der chondrozytenspezifischen Genexpression spielen, sind die Sox-Transkriptionsfaktoren,
Runx2 und Ap-2 (siehe 1.3.4). In den nachsten Abschnitten soll auf die Rolle dieser Faktoren in
der Regulation der Chondrogenese und der enchondralen Ossifikation genauer eingegangen
werden.

Zunachst werden jedoch die an der mesenchymalen Kondensation beteiligten Faktoren

detailliert erlautert.

1.3 Die Regulation der Chondrogenese und der enchon  dralen Ossifikation

1.3.1 Zell-Zell-Adh&sionsmolekiile

Zell-Adhéasion wird durch zwei grol3e Gruppen von Zell-Zell-Adhasionsmolekiilen vermittelt. Der

Ca’*-abhéngigen Gruppe von transmembranen Glykoproteinen, den Cadherinen und der Ca*-
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unabhangigen Gruppe der Immunglobulin-Familie von Membran Glykoproteinen, den CAMs
(Cell adhesion molecules) (Edelman, 1986; Chothia und Jones, 1997). Zwei
Adhasionsmolekiile, N-Cadherin (Neural cadherin) und N-CAM (Neural cell adhesion molecule),
spielen in der mesenchymalen Kondensation eine wichtige Rolle (Widelitz et al., 1993;
Oberlender und Tuan, 1994a). Beide Molekile werden mit Initiation der Kondensation von
mesenchymalen Zellen exprimiert, gehen jedoch mit zunehmender

Chondrozytendifferenzierung wieder verloren (Tavella et al., 1994).

N-Cadherin

Bei den Cadherinen handelt es sich um Ca?**-abhéngige einfach-transmembrane Glykoproteine,
welche die Zell-Zell-Adhé&sion Uber die Protein-Protein Interaktion der extrazellularen Doménen
von zwei Cadherinen verschiedener Zellen vermitteln. Sie besitzen eine hoch konservierte
zytoplasmatische Doméne, welche fiur die Verbindung mit dem Aktin-Zytoskelett Gber Catenine
verantwortlich ist (Suzuki, 1996).

N-Cadherin wird wahrend der Embryogenese in den sich entwickelnden Extremitatenknospen
exprimiert, was fur eine Rolle wahrend der zellularen Kondensation spricht (Oberlender und
Tuan, 1994a). Wie in vivo Untersuchungen zeigten ist die N-Cadherin-Expression in
mesenchymalen Zellen der Extremitdtenknospen vor der Kondensation sehr gering. Diese
steigt jedoch mit der Kondensation in den mesenchymalen Zellen drastisch an. Mit
zunehmender Differenzierung fallt die Expression wieder ab und ist im reifen Knorpel, bis auf
die ihn umgebenden perichondralen Zellen, nicht mehr vorhanden (Oberlender und Tuan,
1994a; Oberlender und Tuan, 1994b). Dies konnte in vitro anhand von Hochdichtekulturen
(Micromass Kulturen) von mesenchymalen Zellen, in der die Stufen der Chondrogenese in vitro
untersucht werden kénnen (Ahrens et al., 1977), bestatigt werden. Sich aggregierende Zellen
im Zentrum dieser Kulturen zeigen eine Erhdéhung der N-Cadherin-Expression, welche mit
Beginn der Differenzierung dieser Zellen wieder verloren geht (Oberlender und Tuan, 1994a).
Dies spricht fur eine Abhangigkeit der mesenchymalen Kondensation von N-Cadherin
vermittelten Zell-Zell-Kontakten. Studien von Oberlender und Tuan, in denen die N-Cadherin
Funktion gehemmt wurde, konnten diese Theorie bestatigen. Unter Verwendung eines
inhibitorischen monoklonalen Antikdrpers kommt es zu einer Hemmung der mesenchymalen
Kondensation sowie der Chondrogenese in vivo und in vitro (Oberlender und Tuan, 1994b).
Diese Ergebnisse korrelieren mit den zuvor gemachten Beobachtungen von San Antonio und
Tuan. Sie konnten in vitro zeigen, dass vor der Kondensation von auBen zugefiihrtes Ca®" die
Chondrogenese fordert. Ca** hatte aber nur geringe Effekte, wenn man es nach der
Kondensation zugegeben hatte (San Antonio und Tuan, 1986).

Diese Daten bestatigen die eindeutige Funktion von N-Cadherin in der mesenchymalen

Kondensation und der Chondrogenese.
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N-CAM

Das Glykoprotein N-CAM ist das zweite Adhasionsmolekil, welches eine wichtige Funktion in
der mesenchymalen Kondensation spielt. Die N-CAM-Expression in den sich entwickelnden
Extremitatenknospen folgt der eben beschrieben N-Cadherin-Expression, wobei die N-CAM-
Expression erst nach der N-Cadherin-Expression einsetzt (Tavella et al., 1994). N-CAM wird in
der frihen Extremitatenentwicklung in vivo von allen Zellen exprimiert (Chuong et al., 1993). Mit
Einsetzen der Kondensation von mesenchymalen Zellen steigt die Expression von N-CAM,
sinkt aber mit zunehmender Differenzierung dieser Zellen wieder. Im adulten Knorpel ist N-CAM
verloren, es wird jedoch weiterhin stark im umgebenden Perichondrium exprimiert (Chuong et
al., 1993; Widelitz et al., 1993). Dieses in vivo Expressionsprofil konnte in vitro in Micromass
Kulturen bestatigt werden. Hier konnte eine Erhéhung der N-CAM-Expression in kondensierten
mesenchymalen Zellen nachgewiesen werde, mit einem sie umgebenden Bereich mit mittlerer
Expression. Mit Differenzierung dieser kondensierten Zellen verlieren sie die N-CAM-
Expression im Zentrum, wobei die N-CAM-Expression in der Peripherie erhalten bleibt (Widelitz
et al., 1993). Die funktionelle Rolle von N-CAM in der mesenchymalen Kondensation und der
Chondrogenese wurde per in vitro Studien unter Verwendung eines inhibitorischen Antikorpers
untersucht. Mesenchymale Zellen aus den Extremitatsknospen von Hihnerembryonen zeigten
eine Verminderung der Aggregation und des Ausmalies der Chondrozytendifferenzierung bei
Inkubation mit dem anti-N-CAM-Antikérpers (Chuong et al., 1993; Widelitz et al., 1993). Die
Uberexpression von N-CAM in Micromass Kulturen fiihrt zu einer gesteigerten Aggregation von
mesenchymalen Zellen, welche chondrogen differenzieren (Widelitz et al., 1993).

N-CAM ist somit ein essenzielles Adhasionsmolekil in der Kondensation von mesenchymalen

Zellen und der Initiation der Chondrogenese.

1.3.2 Zell-Matrix-Adhasionsmolekile

Die extrazellulare Matrix ist ein weiterer wichtiger Faktor wahrend der mesenchymalen
Kondensation. Sie erfillt nicht nur in der Zelladhéasion eine wichtige Rolle, sondern vermittelt
auch Signale aus der Zellumgebung zum Zytoskelett, welche Uber die Aktivierung von

komplexen Signaltransduktionskaskaden im Zytoplasma in den Zellkern gelangen.

Integrine

Integrine sind heterodimere, transmembrane Glykoproteine, welche die Verbindung des
intrazellularen Aktin-Zytoskeletts mit der extrazellularen Matrix vermitteln. Sie setzen sich aus
einer alpha und einer beta Untereinheit zusammen, wovon bisher 19 alpha und 8 beta
Untereinheiten bekannt sind, welche sich zu 25 verschiedenen Integrinrezeptoren zusammen

setzen konnen (Humphries, 2000). Die Untereinheiten bestehen jeweils aus einer langen
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extrazellularen Domane, einer kurzen Transmembrandoméane und einer zytoplasmatischen
Doméne, welche fir die Verbindung der EZM mit dem Aktin-Zytoskelett wichtig ist. Durch die
Bindung von Liganden an die extrazellulare Doméane konnen somit Signale Uber eine
Signaltransduktionskaskade in die Zelle Gbertragen werden (Humphries, 1996; Takada et al.,
1997).

Innerhalb der beta Untereinheiten spielt vor allem das Integrin beta 1 in der Chondrogenese
eine wichtige Rolle, da es zusammen mit bestimmten alpha Untereinheiten den Kontakt der
Chondrozyten mit den EZM-Bestandteilen Kollagen Typ I, Typ Il und Typ X sowie Fibronektin
herstellt (Enomoto et al.,, 1993; Luckman et al., 2003). Die bedeutendste alpha Untereinheit,
welche an der Bindung an Kollagen Typ Il beteiligt ist, ist das Integrin alpha 3, da es im Knorpel
exprimiert wird (Salter et al., 1992; Enomoto et al., 1993; Shakibaei, 1995). Von Integrin alpha 1
beta 1 konnte gezeigt werden, dass es als Rezeptor fur Kollagen Typ | dient (Kramer und
Marks, 1989; Enomoto et al., 1993).

Mit Beginn der Differenzierung von kondensierten mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten
kommt es zu einer Veranderung in der Kollagen-Expression von Typ | zu Typ Il (Ede, 1983;
Kosher et al., 1986). Dieser Ubergang von Kollagen Typ | zu Typ Il geht einher mit einer
Veranderung der Expression von Integrin alpha 1 beta 1 hin zu Integrin alpha 3 beta 1, was auf
einen Beginn der Differenzierung deutet, und vermag die zellulare Differenzierung zu fordern
(Shakibaei et al., 1995). Im Verlauf der Chondrozytendifferenzierung ist Integrin alpha 5 beta 1
das Uberwiegende Integrin (Shakibaei und Merker, 1999), welches als Rezeptor fur das EZM-
Protein Fibronektin den Kontakt zwischen EZM und sich differenzierenden Chondrozyten
herstellt. In vitro Studien von Shakibaei, in denen mesenchymale Zellen fir sieben Tage mit
inhibitorischen Antikérpern gegen Integrin beta 1, Integrin alpha 1 oder Integrin alpha 5
behandelt wurden konnte zeigen, dass vor allem die Integrin betal Untereinheit eine
entscheidende Rolle in der frilhen Chondrozytendifferenzierung spielt (Shakibaei, 1998). Die
Inhibition der Integrin beta 1-Aktivitdit an Tag eins bis drei hemmt die Differenzierung zu
Chondrozyten und die Ausbildung der Knorpelmatrix, indessen konnte die Inhibition der Integrin

alpha 1 oder Integrin alpha 5-Aktivitat die Differenzierung nicht beeinflussen (Shakibaei, 1998).

Fibronektin

Fibronektin ist ein homodimeres Glykoprotein der EZM, bestehend aus zwei stabférmigen
Polypeptidketten, welche nahe des C-terminalen Endes durch Disulfidbriicken verbunden sind.
Fibronektin spielt eine wichtige Rolle in Zell-Matrix und Matrix-Matrix Interaktionen, Migration
und Differenzierung.

In sich entwickelnden Extremitdtenknospen von Hihnerembryonen ist Fibronektin im
Interzellularraum von mesenchymalen Zellen vor der Kondensation gleichm&Rig verteilt

(Dessau et al.,, 1980). Mit Beginn der Kondensation kommt es am Ort der zellularen
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Kondensation zu einer Erhéhung der Fibronektinexpression im Vergleich zum umgebenen
lockeren Mesenchym. Diese Expression erreicht dabei ihr Maximum mit Beginn der
Differenzierung (Dessau et al., 1980; Kulyk et al., 1989b). Dies konnte in vitro in Micromass
Kulturen aus mesenchymalen Zellen, welche aus Extremitatenknospen von Hilhnerembryonen
isoliert wurden, bestéatigt werden. Hier kommt es zu einer vier- bis funffachen Erhdéhung der
Fibronektin mRNA- und Proteinexpression in mesenchymalen Zellen mit Beginn der
Kondensation (Kulyk et al., 1989b). Mit zunehmender Matrixproduktion scheint Fibronektin zu
verschwinden. Verdaut man die Extremitdtenknospen jedoch mit Hyaluronidasen, kann
Fibronektin in der Knorpelmatrix nachgewiesen werden (Melnick et al., 1981; Kosher et al.,
1982). Fibronektin wird somit durchgehend in der Chondrogenese exprimiert und bleibt in
adulten Knorpel als Bestandteil der EZM erhalten.

Fibronektin kbnnte eine matrixvermittelte Ortsverédnderung (Translokation) der mesenchymalen
Zellen wahrend der Kondensation Uber dessen aminoterminale Heparin-Bindedomane
ermdglichen (Frenz et al., 1989). Es konnte auRerdem eine Erhohung der Zellhaftung an
Kollagen durch Fibronektin gezeigt werden. Dies deutet auf eine voribergehende Rolle in der
Zell-Matrixinteraktion, was die Kondensation in der Chondrogenese fordert (Dessau et al.,
1980).

Interessanterweise verandert sich wéahrend der Chondrogenese die Fibronektinstruktur:
Mesenchymales Fibronektin enthélt die beiden Exone IlIA und IlIB (B+A+). Dem von
Chondrozyten exprimierten Fibronektin fehlt jedoch das Exon IlIA (B+A-) (Bennett et al., 1991;
Gehris et al., 1996; Gehris et al., 1997). Die Expression dieser alternativen Formen von
Fibronektin deuten auf eine Beteiligung an der Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu
Chondroblasten hin (Hickok et al., 1998). Dies erfolgt wahrscheinlich tGber die Aktivierung von
Signalwegen vermittelt durch den Fibronektinrezeptor Integrin alpha5 betal und dessen
assoziierte Kinase ILK (Integrin linked kinase), was zur Transkription von Zielgehen fihrt. Auf

diese Signalkaskaden soll hier jedoch nicht weiter eingegangen werden.

1.3.3 Lokal sekretierte parakrine Signalmolekile

Der folgende Abschnitt befasst sich mit den wichtigsten und am besten erforschten lokalen
parakrinen Signalmolekilen. Es soll dargestellt werden, wie diese verschiedenen Signalwege
interagieren und Uber die Aktivierung von spezifischen Transkriptionsfaktoren die

Chondrogenese und die enchondrale Ossifikation auf molekularer Ebene steuern.

Ihh und PTHrP
Ihh (Indian hedgehog) ist ein Hauptregulator der enchondralen Ossifikation, da es die

Proliferation und terminale Differenzierung (Hypertrophie) der Chondrozyten, sowie die
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Differenzierung der Osteoblasten reguliert. Ihh ist ein Mitglied der hedgehog-Protein Familie von
sekretierten Signalmolekilen zu der noch die Signalmolekile Shh (Sonic hedgehog) und Dhh
(Desert hedgehog) gehdren (Echelard et al., 1993). Wahrend der enchondralen Ossifikation
wird Ihh von postmitotischen pra-hypertrophen Chondrozyten und von hypertrophen
Chondrozyten exprimiert und sezerniert (Vortkamp et al., 1996). Ihh bindet an seinen Rezeptor
Ptc-1 (Patched-1), was zur Aktivierung des Transmembranproteins Smo (Smoothened) fuhrt.
Aktiviertes Smo steuert dann eine Signaltransduktionskaskade, welche die Degradation des
Transkriptionsfaktors Gli (Glioma-associated oncogene homolog) verhindert (Goodrich et al.,
1996). Das Protein Gli diffundiert in den Zellkern und reguliert dort die Expression bestimmter
Zielgene. Ptc-1 und Gli werden im Perichondrium exprimiert, was darauf schlieRen lasst, dass
der Effekt von Ihh durch das Perichondrium vermittelt wird (Vortkamp et al., 1996).

Ihh ist essenziell fur die Ausbildung der Knochenmanschette, welche die hypertrophen
Chondrozyten umgibt, bevor sich das priméare Ossifikationszentrum ausbildet (Nakamura et al.,
1997; St-Jacques et al., 1999). Ihh férdert hierbei die Differenzierung von knochenbildenden
Osteoblasten (Chung et al., 2001). Dies ist auch auf Beobachtungen in Ihh-knockout (lhh-/-)
Mausen zurtickzuftihren, in denen ein Fehlen von Osteoblasten der Knochenmanschette
beobachtet wurde (St-Jacques et al., 1999).

In Ihh-/- M&ausen wurde desweiteren eine verminderte Proliferation von Chondrozyten
beobachtet, was zu verkimmerten Knorpelanlagen und schlie3lich zu Minderwuchs fihrt (St-
Jacques et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass Ihh die Proliferation von Chondrozyten
auf einem direkten Weg, tUber eine Expressionsaktivierung des Zellzyklusregulators Cyclin D1,
regulieren kann (Vortkamp et al., 1996; Long et al., 2001b).

Ein erhdhter Anteil an postmitotischen hypertrophen Chondrozyten wurde ebenfalls in den
Knochen von Ihh-/- Mausen festgestellt. Dieser ist auf ein Versagen der Stimulation der PTHrP
(Parathyroid hormone-related protein) Expression in Chondrozyten von Ihh-/- Mausen
zurtckzufiihren (Karaplis et al., 1994; St-Jacques et al., 1999), was zu einem frihzeitigen
Einstellen der Proliferation und zu einer vorzeitigen Differenzierung (Hypertrophie) fuhrt. PTHrP
wird von perichondralen Zellen und von Chondrozyten an den Enden der Knorpelanlage
sekretiert. PTHrP wirkt parakrin Gber einen G-Protein gekoppelten PTH/PTHrP Rezeptor (PPR),
welcher auferdem von dem verwandtem kalziumregulierenden Hormon Parathyrin (PTH)
aktiviert wird (Juppner et al., 1991; Abou-Samra et al., 1992). Bindung von PTHrP an seinen
Rezeptor fuhrt zu einer Aktivierung des cAMP/Proteinkinase A- (PKA) und des Phospholipase
C/Proteinkinase C- (PKC) Signalweges (Abou-Samra et al., 1989; lida-Klein et al., 1989), tUber
welche die Wirkung von PTHrP in der enchondralen Ossifikaiton vermittelt wird. PPR wird von
proliferierenden Chondrozyten und von pra-hypertrophen Chondrozyten exprimiert (Amizuka et
al., 1996; Vortkamp et al., 1996).
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PTHrP sorgt dafur, dass proliferierende Chondrozyten in Proliferation gehalten werden und
hindert diese daran sich zu hypertrophen Chondrozyten zu differenzieren. PTHrP-knockout
(PTHrP-/-) und PPR-knockout (PPR-/-) Mause sind letal und zeigen einen ahnlichen Phanotyp
in Form von ausgepragten Fehlbildungen des Skeletts. Beide weisen unter anderem einen
kuppelférmigen Schadel und unverhéltnismafig kurze Extremitaten auf (Karaplis et al., 1994;
Lanske et al, 1996). Diese Fehlbildungen sind jeweils auf eine Verminderung der
Chondrozytenproliferation zusammen mit einer frihzeitigen terminalen Differenzierung zu
hypertrophen Chondrozyten und verstarkten Verkndcherung zuriickzufiihren, was zu einer
verfrihten enchondralen Ossifikation fuhrt (Karaplis et al., 1994; Lanske et al., 1996; Lee et al.,
1996). Wie durch diese Ergebnisse zu erwarten ist, fihrt die Expression einer konstitutiv aktiven
Form des PPR in Chondrozyten von lhh-/- Mausen zu einer Umkehrung der friihen
Hypertrophie in diesen Mausen (Karp et al., 2000). Die Fahigkeit von Ihh, die PTHrP Produktion
zu aktivieren und damit die Differenzierung zu hypertrophen Chondrozyten zu verzégern, wurde
erstmals in vitro durch die Behandlung von Maus-Extremitatenexplantaten mit Sonic hedghog
Protein, als ein Ihh Ersatz, gezeigt (Vortkamp et al., 1996). Die Behandlung fihrt zu einer
Hemmung der hypertrophen Differenzierung in den murinen Chondrozyten von Wildtyp-
Méausen. Dieselbe Behandlung hatte aber keinen Effekt auf die terminale Differenzierung
(Hypertrophie) von Chondrozyten in Explantaten von PTHrP-/- oder PPR-/- Mausen. Diese
Studien zeigen eindeutig, dass Ihh Uber eine Stimulierung der PTHrP-Expression das Einsetzen
der hypertrophen Differenzierung von Chondrozyten unterdriickt und einen Bereich von
proliferierenden Chondrozyten aufrecht erhalt.

Diese Interaktion zwischen Ihh und PTHrP fuhrte zu der Hypothese, dass diese zwei parakrinen
Faktoren das MaR der Chondrozytenproliferation und den Ubergang von proliferierenden zu
hypertrophen Chondrozyten in einem negativen Feedbackmechanismus steuern (Lanske et al.,
1996; Vortkamp et al., 1996). AuRBerdem stimmt lhh die Ossifikation der Knochenmanschette

mit diesen Prozesse aufeinander ab (Abbildung 5) (St-Jacques et al., 1999).

Perichondrium  Abbildung 5: Der negative Feedbackmechanismus von
Indian hedgehog wund Parathyroid hormone-related
protein in der embryonalen Wachstumsfuge.  PTHrP wird

periartikulare wenig
proliferierende

Chondrozyten von periartikularen Zellen sekretiert und wirkt proximal auf
(Reserve- A 5 ;
Chondrozyten) rezeptortragende proliferierende Chondrozyten. Es hélt diese

in Proliferation, hemmt deren hypertrophe Differenzierung
und inhibiert ihre Ihh-Expression (1). Ist der Ausgangspunkt

sulenartive stark [ @ der PThrP-Produktion gentigend weit entfernt, kommt es zur
;?;ﬁ;?erfﬁdza’ @ hypertrophen Differenzierung der Chondrozyten und zur
Chondrozyten = Expression von Ihh durch postmitotische pra-hypertrophe
(Séaulenartige- . . .
Chondrozyten) Chondrozyten. lhh wirkt Uber seinen Rezeptor auf
B 9 —— Chondrozyten in unmittelbarer Nahe, um deren Proliferation
pra-hypertrophe- = - 9_ zu erhéhen (2) und stimuliert die PTHrP Sekretion von
Chondrozyten : Ihh _ perichondralen Zellen und Chondrozyten an den Enden der
hyperirophe- B OO — Periost  Epiphysen (3). Ihh.induziert .auBerdem.die I?ifferenzierung
Chondrozyten NN von Osteoblasten in dem direkt an die pra-hypertrophen
reife hypertrophe [ b=y & Chondrozyten angrenzenden Bereich des Perichondriums
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PTHrP wird von periartikularen Zellen des Perichondriums und von Chondrozyten an den
Enden der wachsenden Rohrenknochen (Reserve-Chondrozyten) exprimiert und sekretiert, von
wo es durch Diffusion parakrin, auf die PTH/PTHrP Rezeptor tragenden mitotisch aktiven
Chondrozyten der Proliferationszone wirkt (Amizuka et al., 1996). PTHrP hemmt die
Differenzierung der proliferierenden Chondrozyten zu postmitotischen hypertrophen
Chondrozyten (Lee et al., 1996), férdert deren Proliferation und hemmt die Expression von Ihh
(Wallis, 1996; Kronenberg et al., 1997; Chung et al., 1998). Chondrozyten aufRerhalb der
Signalreichweite von PTHrP hoéren auf zu proliferieren, beginnen sich hypertroph zu
differenzieren und Ihh zu exprimieren. lhh kann dann, Uber einen noch nicht genau
identifizierten Mechanismus, wiederum die Produktion von PTHrP an den Enden der
Rohrenknochen stimulieren (Abbildung 5) (St-Jacques et al., 1999). Neue Erkenntnisse Uber die
Regulation der PTHrP-Expression durch lhh konnten von Amano und Kollegen gewonnen
werden. Sie konnten in vitro zeigen, dass Gli2 direkt mit dem Transkriptionsfaktor Sox9 (siehe
1.3.4.1) assoziiert und gemeinsam die PTHrP-Promotoraktivitait und PTHrP-Expression
stimulieren (Amano et al., 2009). Ihh férdert somit die Proliferation und hemmt die hypertrophe
Differenzierung der Chondrozyten der Wachstumsfuge Uber die Aktivierung der PTHrP-

Expression (Lanske et al., 1996).

Zusammenfassend, ist Ihh ein Hauptregulator der terminalen Differenzierung von Chondrozyten
und der Osteoblastendifferenzierung in der enchondralen Ossifikation. Ihh stimuliert die
Proliferation von Chondrozyten direkt, aber auch indirekt tber die Aktivierung der PTHrP
Synthese. Die PTHrP Sekretion ermdglicht zum einen das Langenwachstum der Knochen
indem Chondrozyten der Wachstumsfuge in der Proliferationsphase gehalten werden, und dient
zum anderen als ein Inhibitor der hypertrophen Differenzierung. Durch die Ausbildung eines
Konzentrationsgradientens bestimmt PTHrP die Entfernung von den Enden der
Rohrenknochen, ab der die Chondrozyten aufhéren zu proliferieren und beginnen sich
hypertroph zu differenzieren. Dies ist ebenfalls die Stelle an der Ihh die Ausbildung der
Knochenmanschette stimuliert. Es wird somit eine schrittweise terminale Differenzierung der
Chondrozyten, beginnend in der Mitte der Knorpelanlage, erméglicht, was die enchondrale
Ossifikation initiiert (Abbildung 5).

TGF-B-Superfamilie

Die Mitglieder der TGF-B-Superfamilie, wie TGF-Bs (Transforming growth factor-p), Activine und
BMPs (Bone morphogenetic proteins), sind ebenfalls wichtige Signalmolekule in der Regulation
der enchondralen Ossifikation (Centrella et al., 1994). Diese Wachstumsfaktoren binden und
aktivieren bestimmte Kombinationen von Typ | und Typ Il Serin/Threonin Kinase Rezeptoren,

was zur Ausbildung eines aktivierten heterodimeren Rezeptorkomplexes fiihrt (Wrana et al.,
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1992). Eine bestimmte Kombination von SMAD-Signalmolekilen werden vom Typ | Rezeptor
uber dessen aktivierte zytoplasmatische Serin/Threonin Kinase phosphoryliert, welche dann mit
dem co-SMAD4 (collaborating) heterodimere SMAD-Komplexe bilden und in den Zellkern
translozieren. Dort assoziieren die SMAD-Komplexe mit Transkriptionsfaktoren, was zu einem
aktiven Transkriptionskomplex und zu einer Stimulierung der Zielgenexpression fihrt
(Kretzschmar und Massague, 1998).

TGF-B bindet an den TGF-B Rezeptor Typ Il was zur Rekrutierung und Transphosphorylierung
des zytoplasmatischen Teils einer der zwei Typ | Rezeptoren (Typ | a und | b) fuhrt (Lin et al.,
1992; Franzen et al., 1993). Der Typ | Rezeptor phosphoryliert dann die Signalmolekile SMAD2
oder -3, was zur Ausbildung von heterodimeren SMAD-Komplexen mit co-SMAD4 fihrt, welche
in den Zellkern translozieren (Kretzschmar und Massague, 1998).

Die BMP vermittelte Signaltransduktion lauft auf &hnliche Weise ab. Hier werden die
Serin/Threonin Kinasen der BMP Rezeptoren Typ | a oder b ebenfalls durch die Bindung an den
BMP Rezeptor Typ Il aktiviert. Hier kommt es jedoch zu einer Phosphorylierung der SMADs 1, -
5 und -8 bevor es zu einer Interaktion mit co-SMAD4 kommt (Kretzschmar und Massague,
1998).

Mehrere in vitro Studien an Micromass Kulturen konnten zeigen, dass TGF-B1 (Kulyk et al.,
1989a; Denker et al., 1995), TGF-B2 (Kulyk et al., 1989a) und TGF-B3 (Roark und Greer, 1994)
die Chondrogenese fbrdern. In der enchondralen Ossifikation inhibiert TGF-B die
Chondrozytenhypertrophie (Ballock et al., 1993), was Uber eine Induktion der PTHrP-
Expression gesteuert werden kann (Serra et al., 1999).

Einzelne BMPs zeigen klare Expressionsmuster in der enchondrale Ossifikation. BMP2 wird in
den Gebieten um das kondensierte Mesenchym (Lyons et al., 1989; Duprez et al., 1996a),
zusammen mit BMP4 im Perichondrium (Lyons et al., 1995; Duprez et al., 1996a), sowie in
geringen Mengen im Periost und der osteogenen Zone exprimiert (Lyons et al., 1989). BMP5
wird zu Beginn der mesenchymalen Kondensation und im Perichondrium bzw. Periost
exprimiert (King et al., 1994). BMP6 (Lyons et al., 1989) wird in hypertrophen Chondrozyten
zusammen mit BMP2 exprimiert (Solloway et al.,, 1998). AuRerdem konnte eine hohe
Expression von BMP7 im Perichondrium des sich entwickelnden Knorpels, aber nicht in den
Bereichen der spateren Gelenksentstehung nachgewiesen werden (Macias et al.,, 1997).
Zusatzlich wird BMP7 in proliferierenden Chondrozyten exprimiert (Haaijman et al., 2000).

Das bestimmte Expressionsmuster der einzelnen BMPs deutet auf eine spezifische Funktion
der jeweiligen BMPs in der enchondralen Ossifikation. In vivo konnte gezeigt werden, dass
BMP2 mesenchymale Zellen um das anféangliche kondensierte Mesenchym herum rekrutiert
und deren chondrogene Differenzierung fordert, wahrend BMP4 perichondrale Zellen rekrutiert
(Duprez et al., 1996a). Desweiteren fordert die Behandlung von Micromass Kulturen mit BMP2

die Chondrogenese (Duprez et al., 1996b). Mause mit einer Mutation im BMP5-Gen weisen
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Fehlbildungen in der mesenchymalen Kondensation auf (Kingsley et al., 1992). BMP6 spielt
eine wichtige Rolle in der hypertrophen Differenzierung von Chondrozyten und in der
Mineralisierung der Knorpelmatrix (Lyons et al., 1989; Boskey et al., 2002). BMP7 wird als
Inhibitor der Gelenksentstehung beschrieben (Macias et al., 1997). In der murinen
mesenchymalen Zelllinie C3H10T1/2 induziert BMP7 zusammen mit BMP2 jedoch sowohl die
Chondrozyten- als auch die Osteoblastendifferenzierung (Katagiri et al., 1990; Wang et al.,
1993; Asahina et al., 1996). In multipotenten mesenchymalen Zellen, isoliert aus menschlichen
Knochenmark, férdert BMP9 und BMP2 die Chondrogenese, was auf eine erhdhte Sox9-
Expression zurlckzufuhren ist (Majumdar et al., 2001).

In vivo Untersuchungen zur Rolle des BMP-Signalweges anhand von BMP Rezeptor | aund | b
knockout Méausen bestatigten dessen essenzielle Rolle in mannigfachen Aspekten der friihen
Chondrogenese. Mausen, denen entweder der Rezeptor | a oder der Rezeptor | b fehlt, bilden
intakte Knorpelanlagen aus, die Rezeptoren sind folglich funktionell redundant. Doppel-
knockout-Mause hingegen zeigen eine schwere generelle Chondrodysplasie. Der Grof3teil, der
durch enchondrale Ossifikation entstehenden Knochen fehlen oder sind nur rudimentér
ausgebildet (Yoon et al., 2005). Die wenigen sich bildenden mesenchymalen Kondensationen in
den Doppelmutanten werden im préa-chondrozytaren Zustand aufgehalten und sind deutlich
verkleinert, was auf eine erhdhte Apoptose und verringerte Proliferation der Zellen
zurickzufuhren ist. Des Weiteren ist die Expression der knorpelspezifischen Matrix deutlich
reduziert, was auf ein Fehlen der Expression der Transkriptionsfaktoren Sox9, L-Sox5 und Sox6
im kondensierten Mesenchym zurtickzufiihren ist. Diese Studie zeigt, dass der BMP-Signalweg
in vivo fur die Proliferation, das Uberleben und die Differenzierung von Chondrozyten von Néten
ist (Yoon et al., 2005).

Auf zwei weitere sekretierte Proteine die Wnt und FGFs, die eine wichtige Rolle in der

Chondrognese spielen, soll im Folgenden kurz eingegangen werde.

Whnt-Familie

Die Wnt-Proteine sind eine Familie von 19 hoch konservierten und sekretierten Glykoproteinen,
welche als Liganden flr rezeptorgesteuerte Signalwege verschiedene Prozesse in der
Entwicklung und im adulten Organismus spielen. Bei den Wnt-Proteinen handelt es sich um das
Ortholog zum wingless-Gen in Drosophila melanogaster (Miller, 2002; Logan und Nusse, 2004).
Der B-Catenin-abhangige Wnt-Signalweg ist ein Schllsselregulator der chondrogenen
Differenzierung.  Wnt-Proteine binden an die G-Protein-gekoppelten sieben-
Transmembrandomanen-Rezeptoren Frizzled (Frz), worlber verschiedene intrazellulare
Signalwege aktiviert werden konnen (Angers und Moon, 2009). Die am besten verstandene
Whnt-Signaltransduktionskaskade ist der B-Catenin-abhéngige, kanonische Wnt/B-Catenin-

Signalweg. In Abwesenheit von Wnt Liganden bildet sich ein Abbaukomplex bestehend aus
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GSK3 (Glycogen synthase kinase 3), CK1la (Casein kinase 1a), Axin und APC (Adenomatous
polyposis coli). Dieser Komplex phosphoryliert B-Catenin, was zu dessen Ubiquitinierung und
schlie3lich zum Abbau des Komplexes im Proteasom flihrt (Aberle et al., 1997; Orford et al.,
1997). Die Bindung von Wnt-Liganden an die Frizzled Rezeptoren und den Wnt Co-Rezeptor
LRP5 (Low density lipo protein receptor-related protein) oder LRP6 aktiviert das
zytoplasmatische Phosphoprotein Dishevelled, welches den Abbaukomplex inhibiert und somit
der Abbau von B-Catenin blockiert. p-Catenin reichert sich somit im Zytoplasma an und
transloziert Uber die Bindung an Nukleoporine in den Zellkern (Fagotto et al., 1998), wo es mit
dem Transkriptionsfaktor LEF-1 (Lymphoid enhancer-binding factor) oder TCF (T cell factor)
interagiert und die Gentranskription initiiert (Huber et al., 1996; Korinek et al., 1998). Die
Frizzled Rezeptoren kénnen von Whnt-Liganden auch in der Abwesenheit der Co-Rezeptoren
LRP5 bzw. 6 aktiviert werden. Es kommt dabei zur Aktivierung von B-Catenin-unabhangigen,
nicht kanonisch Signalwegen. Es ist bekannt, dass in Vertebraten die p-Catenin-unabhangige
Whnt-Signaltransduktion den Whnt/B-Catenin-Signalweg entgegenwirken kann (Torres et al.,
1996). Dieser Antagonismus ist physiologisch in der Regeneration von Geweben (Stoick-
Cooper et al., 2007) und der Entwicklung von Extremitaten wichtig (Topol et al., 2003).

In der mesenchymalen Kondensation reguliert der Wnt/B-Catenin-Signalweg die
Entwicklungsrichtung (Zellschicksal) von osteo-/chondrogenen Vorlauferzellen (Abbildung 2),
hin zu Osteoblasten oder hin zu Chondrozyten (Hill et al., 2005; Reinhold et al., 2006). Grol3e
Mengen an B-Catenin fihren zu einer osteogenen- und geringe Mengen zu einer chondrogenen
Differenzierung (Day et al., 2005). Dies wird Uber die Regulation von Sox9, einem wichtigen
Forderer der Knorpelbildung gesteuert. B-Catenin hemmt die Sox9-Expression und damit die
Knorpelbildung. Der Verlust der B-Catenin-Aktivitat in mesenchymalen Zellen ist somit nétig, um
die Chondrozytendifferenzierung zu aktivieren (Hill et al., 2005). Die Interaktion von Sox9 und 8-
Catenin stimmt somit die Festlegung von Chondrozyten und Osteoblasten ab.

In differenzierten Chondrozyten férdert der Wnt/B-Catenin-Signalweg die hypertrophe
Differenzierung durch die Hemmung der PTHrP-Signaltransduktion (Guo et al., 2009) und durch
die Foérderung der Runx2-Expression (siehe 1.3.4.2) (Dong et al., 2006), sowie nachfolgend die
enchondrale Ossifikation (Tamamura et al., 2005). Sox9 kann diesen Signalweg durch die
Phosphorylierung von B-Catenin, was dessen Degradation zur Folge hat, inhibieren (Topol et
al., 2009). Die Aktivierung des B-Catenin-unabhangigen Wnt-Signalweges z.B. durch Wnt5a
spielt eine duale Rolle in der Chondrogenese. In der frihen Phase induziert Wnt5a die
Chondrogenese und die Hypertrophie. Spater kann Wnt5a die Hypertrophie tber eine Inhibition

der Runx2-Expression hemmen (Bradley und Drissi, 2010).
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FGF-Familie

FGFs (Fibroblast growth factors) und deren Rezeptoren sind wichtige Regulatoren der
Chondrozytenproliferation und -differenzierung. Sie hemmen die Chondrozytenproliferation und
induzieren die hypertrophe Differenzierung und wirken somit der Wirkung von BMPs entgegen
(Minina et al., 2002; Yoon et al., 2006). Von den bis jetzt bekannten 22 FGF-Genen und 4 FGF-
Rezeptoren (FGFR) sind viele FGFs auch in die Skelettentwicklung involviert, welche dort tiber
die FGF Rezeptoren FGFR1, FGFR2, und FGFR3 wirken (Ornitz und Marie, 2002).
Proliferierende Chondrozyten exprimieren FGFR3, pra-hypertrophe und hypertrophe
Chondrozyten exprimieren FGFR1 und perichondrale Zellen FGFR2. In Fgfr3-knockout Mausen
ist die Proliferationsrate der Chondrozyten erhéht, was zu einer VergréRerung des
Saulenknorpelbereichs fihrt (Colvin et al., 1996; Deng et al., 1996). Eine konstitutiv aktive Form
des FGF Rezeptor 3 fihrt demnach zu einer Verminderung der Proliferation und zur Erhéhung
der Apoptose in Chondrozyten (Sahni et al., 1999). Bei Menschen fihrt eine Punktmutation im
FGFR3-Gen zu einem konstitutiv aktiven Rezeptor, was die Proliferation von Chondrozyten
inhibiert und deren hypertrophe Differenzierung férdert, was zur Achondroplasie, einer Form
des Minderwuchses fuhrt (Yamaguchi und Rossant, 1995; Minina et al., 2002). Es konnte
gezeigt werden, dass die Aktivierung von FGFR3 in Chondrozyten intrazellular Gber die
Aktivierung des JAK-STAT1 (Janus kinase-signal transducer and activator of transcription-1)
Signalweges vermittelt wird (Sahni et al., 1999). Die dafir verantwortlichen Liganden sind noch
nicht vollig charakterisiert. Das im Perichondrium exprimierte FGF18 wurde jedoch als
Interaktionspartner von FGFR3 identifiziert. Das Ausschalten von FGF18 fuhrt ebenfalls zu
einer Erhdhung der Proliferation, was dem beobachteten Effekt in Fgfr3-knockout M&usen
gleicht (Liu et al., 2002; Ohbayashi et al., 2002). Von Fgf9 konnte bereits gezeigt werden, dass
es die Hypertrophie von Chondrozyten fordert und die Vaskularisation der Wachstumsfuge
reguliert (Hung et al., 2007).

Die intrazellularen Signalwege, die von den eben beschriebenen Signalmolekilen ausgeldst
werden, fihren zur transkriptionellen Regulation von chondrozytenspezifischen Genen, welche
die Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten und die enchondrale
Ossifikation ermoglichen. Transkriptionsfaktoren spielen als Regulatoren der Genaktivitat
hierbei eine zentrale Rolle. Im ndchsten Abschnitt soll auf die wichtigsten Transkriptionsfaktoren
eingegangen werden, die an der Chondrogenese und der enchondralen Ossifikation beteiligten
sind. Die Sox Familie von Transkriptionsfaktoren spielt dabei eine Schlisselrolle, auf die

folgend, auch im Bezug auf ihre Relevanz fur diese Arbeit, genauer eingegangen wird.

Neben den hier beschriebenen Signalmolekilen sind noch weitere an der Chondrogenese und

der enchondralen Ossifikation beteiligt, die hier aber nicht weiter erlautert werden.
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1.3.4 Transkriptionsfaktoren

1.3.4.1 Die Sox-Familie von Transkriptionsfaktoren

Die Sox-Gene kodieren eine grolle Gruppe von Transkriptionsfaktoren, welche viele
entscheidende Funktionen in Entwicklungsprozessen, wie der Geschlechtsbestimmung, der
Entstehung von Nervengewebe und der Skelettentwicklung spielen. Sie sind stark verwandt mit
dem auf dem Y-Chromosom kodierten geschlechtsbestimmenden Faktor SRY (Sex determining
region of chromosome Y), welcher zu der HMG (High-mobility group)-Box Superfamilie von
DNA-Bindungsproteinen gehort (Laudet et al., 1993). Die Sox Proteine besitzen ebenfalls diese
DNA-Bindedomane und gehdren somit auch zur HMG-Box Superfamilie von
Transkriptionsfaktoren. Sie werden aufgrund der Verwandtschaft zur HMG-Box von SRY als
SRY-related HMG-box- (Sox) Gene bezeichnet.

Long-Sox5 (L-Sox5), Sox6 wund Sox9 sind drei Mitglieder der Sox-Familie von
Transkriptionsfaktor, die eine essenzielle Rolle in der Chondrogenese spielen. L-Sox5 und Sox6
gehdren zur Subgruppe D der Sox-Familie von Transkriptionsfaktoren (Wegner, 1999). Sie sind
insgesamt 67 % zueinander identisch und stimmen in ihrer C-terminal gelegenen HMG-Box-
DNA-Bindedomane und der N-terminal gelegenen coiled-coil-Domé&ne sogar zu mehr als 90%
uberein (Lefebvre et al., 1998). Die Doméane vermittelt die Ausbildung von L-Sox5/Sox6-Protein
Homo- und Heterodimeren (Lefebvre et al., 1998). Sox9 gehort zur Subgruppe E (Wegner,
1999) der Sox-Familie von Transkriptionsfaktoren, dessen HMG-Box-Domane nur zu 50 % mit
der von L-Sox5 und Sox6 uber einstimmt. Auch aul3erhalb der HMG-Box-Doméne
unterscheidet sich Sox9 grundlegend von L-Sox5 und Sox6. Sox9 besitzt im Vergleich zu L-
Sox5 und Sox6 eine Transaktivierungsdoméane am C-Terminus (Sudbeck et al., 1996; Lefebvre
et al.,, 2001). Somit ist Sox9 ein typischer Transkriptionsfaktor mit DNA-Binde- und

Transkriptionsaktivierungsfunktionen.

Sox9
Der Transkriptionsfaktor Sox9 hat in der Chondrogenese eine entscheidende Rolle. In
Menschen konnte das angeborene Skelettmissbildungssyndrom namens Campomele Dysplasie
(CD) auf heterozygote Mutationen in und um das SOX9-Gen zuriickgefuhrt werden (Foster et
al., 1994; Wagner et al., 1994; Kwok et al., 1995). Bei ménnlichen CD Patienten tritt in 75 % der
Falle zuséatzlich eine XY-Geschlechtsumkehr auf. Es kommt phanotypisch also zu Geburt eines
Méadchens mit Ovar statt Testis, da SOX9 seine Rolle in der Geschlechtsbestimmung
(Hodenentwicklung) nicht erfillen kann (Mansour et al., 1995). Patienten mit CD haben
Fehlbildungen in den meisten Strukturen, die aus Knorpel entstehen, was durch gekrimmte und
verkirzte Rdhrenknochen, sowie Abnormalitaten der Schadel und Gesichtsknochen sichtbar
wird (Hovmoller et al., 1977; Houston et al., 1983). Obwohl die Schwere der Symptome variabel
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ist, sterben die Betroffenen in der Regel in den ersten Monaten aufgrund von Atemnot und nur
wenige Patienten erreichen das Erwachsenenalter (Houston et al., 1983). Heterozygote Sox9-
knockout (Sox9+/-) Mause weisen fast vollstéandig die Skelettfehlbildungen der CD Patienten
auf, was den Sachverhalt im Menschen bekraftigt (Bi et al., 2001). Sie zeigen ebenfalls
Fehlbildungen und eine Biegung der Knochen, die aus Knorpel entstehen. AuRerdem konnte
eine frihzeitige Reifung der proliferierenden Chondrozyten der Wachstumsfuge zu
hypertrophen Chondrozyten und eine verfrihte Mineralisierung der Matrix beobachtet werden
(Bi et al., 2001).

Sox+/- Mause sterben jedoch kurz nach der Geburt, was die Erzeugung einer homozygoten
Sox9-knockout- (Sox9-/-) Maus ausschlie3t (Bi et al., 2001). Um trotzdem den Effekt eines
kompletten Verlustes von Sox9 auf die Chondrogenese in vivo untersuchen zu kénnen, wurden
Maus-Chimaren generiert, indem homozygote embryonale Sox9-/- Stammzellen in Wildtyp-
Blastozysten injiziert wurden (Bi et al., 1999). Hier konnte gezeigt werden, dass die Sox9-/-
Zellen keine mesenchymale Kondensation durchlaufen und keine der fir Chondrozyten
spezifischen Gene wie Col2al, Col9a2, Collla2 und Aggrecan exprimieren (Bi et al., 1999).
Der Knorpel wurde hier immer von Wildtyp-Zellen generiert.

Um die Rolle von Sox9 in den einzelnen Schritten der Chondrogenese bzw. in der
mesenchymalen Kondensation genauer untersuchen zu konnen, wurde das Cre/loxP-
Rekombinations-System angewandt, um Sox9 selektiv in undifferenzierten mesenchymalen
Zellen der Extremitatenknospen oder nach der chondrogenen mesenchymalen Kondensation
auszuschalten (Akiyama et al.,, 2002). Wird Sox9 bereits im Mensenchym der
Extremitatenknospen vor der chondrogenen Kondensation ausgeschaltet kommt es weder zu
einer Kondensation der Zellen noch zur Ausbildung von Knorpel oder Knochen (Akiyama et al.,
2002).

Die Studien von Bi und Akiyama und Kollegen zeigen (Bi et al., 1999; Akiyama et al., 2002),
dass Sox9 fur die Initiation der Chondrogenese essenziell ist, indem es die mesenchymale
Kondensation aktiviert. Dies wird von Expressionsstudien an Mausembryonen gestitzt, die
zeigen, dass Sox9 in der Chondrogenese von mesenchymalen Zellen bereits vor der

mesenchymalen Kondensation exprimiert wird (Abbildung 6) (Wright et al., 1995).

Wahrend der Chondrogenese wird Sox9 auch nach der mesenchymalen Kondensation
weiterhin in allen chondrogenen Vorlauferzellen wahrend der Differenzierung zu Chondrozyten
und in differenzierten proliferierenden Chondrozyten bis hin zu pra-hypertrophen Chondrozyten,
aber nicht mehr in hypertrophen Chondrozyten exprimiert (Wright et al., 1995; Ng et al., 1997;
Zhao et al., 1997). Die Rolle von Sox9 in der Differenzierung zu Chondrozyten wurde als erstes
in Expressionsstudien an Mausembryonen genauer untersucht. Es konnte hier eine eindeutige

Koexpression von Sox9 und Kollagen Typ 2 (Col2al), dem Hauptbestandteil der Knorpelmatrix,

25



Einleitung

in allen chondrogenen Vorlauferzellen und Chondrozyten festgestellt werden (Ng et al., 1997;
Zhao et al., 1997). Sox9 bindet und aktiviert eine Konsensussequenz im Enhancer des Col2al-
Gens, welche fir die chondrozytenspezifische Expression verantwortlich ist (Zhou et al., 1995;
Lefebvre et al., 1996; Bell et al., 1997; Lefebvre et al., 1997). Sox9 reguliert die Expression
weiterer Bestandteile der Knorpel-EZM durch Bindung und Aktivierung der Enhancerelemente
der jeweiligen Gene. Sox9 aktiviert neben Col2al einen weiteren Hauptbestandteil der
Knorpelmatrix; die Expression des Proteoglykans Aggrecan (Sekiya et al., 2000). Sox9 ist auch
fur die Expression der weniger stark vertretenen Matrixproteine Col9a2 (Zhang et al., 2003),
Collla2 (Bridgewater et al., 1998; Liu et al., 2000) und CD-RAP (siehe 1.4) (Xie et al., 1999)
notig. Diese Daten zeigen eine eindeutige Rolle von Sox9 in der Regulation von Chondrozyten
spezifischen Genen nach der mesenchymalen Kondensation hin zur Differenzierung zu
Chondrozyten (Abbildung 6).

Embryonen in denen die Sox9-Expression selektiv durch das oben genannte Cre/loxP-
Rekombinations-System nach der mesenchymalen Kondensation ausgeschaltet wurde, zeigen
eine schwere generalisierte Chondrodysplasie mit einer starken Verminderung der Produktion
von knorpelspezifischen Matrixproteinen und dem Fehlen von proliferierenden Chondrozyten.
Der Grol3teil der Zellen war als kondensierte mesenchymale Zellen arretiert und begannen nicht
zu Chondrozyten zu differenzieren (Akiyama et al., 2002). Das Ausschalten von Sox9 fiuhrte
auch zu einer raschen Hypertrophie der Zellen, was darauf schlieRen lasst, das Sox9 die
Differenzierung von proliferierenden zu hypertrophen Chondrozyten hemmt (Abbildung 6).
Somit spielt Sox9 auch nach der Initiation der Kondensation eine wichtige Rolle in der
Chondrogenese. Sox9 ist fir die Eroffnung der Chondrozytendifferenzierung dber die
Aktivierung von knorpelspezifischen Genen, sowie fir den Erhalt der Chondrozytenproliferation

notig. Dartiber hinaus hemmt Sox9 die terminale hypertrophe Differenzierung (Abbildung 6).

L-Sox5 und Sox6

L-Sox5 und Sox6 werden mit Sox9 wahrend der gesamten Chondrogenese koexprimiert
(Lefebvre et al., 1998; Lefebvre et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass L-Sox5 und Sox6
mit Sox9 zusammenarbeiten um die Col2al- und Aggrecan-Expression zu aktivieren (Lefebvre
et al., 1998; Lefebvre et al., 2001). Da das knorpelspezifische Enhancerelement des Col2al-
Gens dem des Collla2-Gens stark ahnelt wird vermutet, dass auch die Collla2-Expression
kooperativ von Sox9, L-Sox5 und Sox6 aktiviert werden kann (Bridgewater et al., 1998;
Lefebvre et al., 2001).

Die physiologische Rolle von L-Sox5 und Sox6 in der Chondrogenese wurde anhand von
knockout-Méausen untersucht. Sox5- und Sox6-knockout Mause sterben zwar frith nach der
Geburt aufgrund von Atemnot, weisen aber nur relativ geringe Fehlbildungen des Skeletts auf.

Diese betreffen GroRe und Mineralisierung von nur wenigen Knochen, vor allem des
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Brustkorbes (Smits et al., 2001). Sox5/Sox6 doppel-knockout-Mause hingegen entwickeln
schwere, generalisierte Chondrodysplasien mit praktisch keiner Ausbildung von echtem Knorpel
und sterben an Herz- oder Kreislaufversagen an Tag 16,5 der Embryogenese (Smits et al.,
2001). In diesen doppel-knockout-Mausen konnte eine normale mesenchymale Kondensation
von chondrogenen Zellen an Tag 12,5 beobachtet werden. Der Groliteil dieser Zellen war
jedoch in dieser Phase arretiert und differenzierte nicht weiter zu Chondroblasten bzw.
Chondrozyten. Die Expression der essenziellen Komponenten der Knorpel-EZM, wie Col2al,
Aggrecan, link Protein sowie Col9a2 und Collla2 an Tag E14,5-E16,5 ist sehr gering oder nicht
detektierbar (Smits et al.,, 2001). Die Chondrozyten produzierten also nie die typische
Knorpelmatrix, es kam auch zu keiner Ausbildung von Wachstumsfugen oder enchondralen
Verkndcherungen. Letztendlich erlangen sie aber pra-hypertrophe und hypertrophe
Zelleigenschaften, was Untersuchungen an Tag 16,5 ergaben. Die Menge an exprimierter
Sox9-mRNA war jedoch mit der in Wildtyp-Knorpel vergleichbar. Zusammen mit in vitro
Versuche in denen humane mesenchymale Stammzellen mit Sox9 behandelt wurden
bestétigten, dass Sox9 die Expression von L-Sox5 und Sox6 induziert (Ikeda et al., 2004).
L-Sox5 und Sox6 férdern somit nicht nur die Differenzierung von Chondroblasten, indem sie die
Expression von knorpelspezifischen Genen aktivieren, sondern sind auch fur wichtige Schritte
der Chondrozytendifferenzierung der Wachstumsfuge essenziell. Sox5 und Sox6 halten
Chondrozyten in Proliferation und hemmen die hypertrophe Differenzierung (Abbildung 6). Es
gibt Hinweise, dass dies Uber eine Verminderung der Runx2-Expression vermittelt wird (Smits
et al., 2004).

Zusammenfassend erflillen Sox9, L-Sox5 und Sox6 essenzielle Rollen in der Chondrogenese.
Sox9 hat eine kritische Funktion in der frihen mesenchymalen Kondensation, in der
Differenzierung und Proliferation von Chondrozyten und in der Reifung von hypertrophen
Chondrozyten. L-Sox5 und Sox6 liegen dabei downstream von Sox9, werden aber erst nach
der mesenchymalen Kondensation induziert. L-Sox5 und Sox6 fordern in Zusammenarbeit mit
Sox9 die schrittweise Reifung der Chondrozyten der Wachstumsfuge und sind damit essenziell
fur die Ausbildung des enchondralen Skeletts (Smits et al., 2001). Allerdings ist keines der
einzelnen Sox-Proteine alleine fur die Differenzierung ausreichend, wie in vitro Experimente
zeigten. Nur die Kombination aus Sox9, L-Sox5 und Sox6 konnte in vitro sowie in vivo die
Differenzierung induzieren (lkeda et al., 2004). Dadurch liegt eine Rolle von Sox9, L-Sox5 und

Sox6 als Hauptregulatoren der Chondrogenese nahe (Abbildung 6).

27



Einleitung

- stimulierend

=

——] inhibierend
L-Sox5 L-Sox5
Sox6 Sox6
Mesenchymale Mesenchymale l Differenzierte l Proliferierende Hypertrophe
Zellen Kondensation Chondrozyten Chondrozyten Chondrozyten

e ﬁﬂ %%% ©®® @@

o $SS 00

Abbildung 6: Die Rolle von Sox9, L -Sox5 und Sox6 in den aufeinanderfolgenden Schritten de r
Chondrozytendifferenzierung wahrend der enchondrale n Ossifikation. Sox9 fuhrt zur mesenchymalen
Kondensation von undifferenzierten mesenchymalen Zellen und ist fiir die Differenzierung zu Chondrozyten,
sowie den Erhalt der Chondrozytenproliferation essenziell. Die Differenzierung zu Chondrozyten sowie deren
Proliferation wird in Zusammenarbeit mit L-Sox5 und Sox6 vermittelt, deren Expression ihrerseits von Sox9
aktiviert wird. Sox9 inhibiert die terminale Differenzierung zu hypertrophen Chondrozyten, ein Prozess der
auch durch L-Sox5 und Sox6 unterstutzt wird. Verandert nach Ikeda et al., 2005.
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1.3.4.2 Runx2

Der Transkriptionsfaktor Runx2 (Runt-related transcription factor 2) auch bekannt unter den
Namen Pebp2a (Polyomavirus enhancer-binding protein 2 alpha), Osf2 (Osteoblast-specific
factor 2), AML3 (Acute myeloid leukemia 3 protein) und Cbfa-1 (Core binding factor alpha 1) ist
ein Ortholog des Drosophila melanogaster Runt Proteins (van Wijnen et al., 2004). Zusatzlich
zu dessen Rolle als Hauptregulator der Osteoblastendifferenzierung (Ducy et al., 1997; Komori
et al., 1997; Otto et al., 1997; Ducy et al., 1999), auf die hier nicht ndher eingegangen werden
soll, ist Runx2 ein essenzieller Faktor in der Initiation der Differenzierung zu hypertrophen
Chondrozyten im Rahmen der enchondralen Ossifikation. In Runx2-knockout (Runx2-/-)
Mausen, welche kurz nach der Geburt an Atemnot sterben, bleibt das komplette Skelett
knorpelig, da es zu keiner Ausreifung von Osteoblasten und zu keiner hypertrophen
Differenzierung der Chondrozyten kommt (Komori et al., 1997; Otto et al., 1997; Inada et al.,
1999; Kim et al., 1999; Takeda et al., 2001). Umgekehrt fiihrt eine Uberexpression von Runx2
im Mesenchym des Kopfes von Hilhnerembryonen zu einem UbermaR an Knochenbildung und
an hypertrophen Chondrozyten (Eames et al., 2004).

Runx2 wird in der spaten Phase der mesenchymalen Kondensation der Chondrogenese
exprimiert (Ducy et al., 1997; Otto et al., 1997; Stricker et al., 2002). In Chondroblasten und
Chondrozyten nimmt die Expression stark ab, steigt aber wieder mit Beginn der hypertrophen
Differenzierung in pra-hypertrophen und hypertrophen Chondrozyten (Kim et al., 1999;
Enomoto et al., 2000; Stricker et al., 2002). Runx2 wird ebenfalls stark in perichondralen Zellen

und Osteoblasten exprimiert (Enomoto et al., 2000).
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Zusammen mit den verwandten Transkriptionsfaktoren Runx1 und Runx3, steuert Runx2 den
vollstdndigen Ablauf der hypertrophen Differenzierung von Chondrozyten (Levanon et al., 2001,
Stricker et al., 2002; Lian et al., 2003; Smith et al., 2005). Runx2 steuert die Transkription der
folgenden Markergene der terminalen Differenzierung (Hypertrophie): MMP-13 (Collagenase-3)
(Jimenez et al., 1999), Col10al (Kollagen Typ X) (Enomoto et al., 2000; Zheng et al., 2003;
Higashikawa et al., 2009), Ihh (Yoshida et al., 2004) und VEGF (Kwon et al., 2011).

Wie bereits unter Abschnitt 1.3.3 beschrieben, stimuliert Ihh die Proliferation von Chondrozyten
und hemmt deren Reifung von proliferierenden zu hypertrophen Chondrozyten Uber die
Stimulation der PTHrP-Expression (St-Jacques et al., 1999). Runx2 ist somit ein Teil des
negativen |hh/PTHrP Feedbackmechanismus und reguliert auf diese Weise das
Langenwachstum von Réhrenknochen (Yoshida et al., 2004). Runx2 reguliert des Weiteren die
Expression von VEGF (Vascular endothelial growth factor) in den hypertrophen Chondrozyten
(Zelzer et al., 2001; Kwon et al., 2011), welcher flir das Einwachsen von KapillargefaRen
(Vaskularisation) in die mineralisierte Knorpelmatrix benétigt wird (Gerber et al., 1999; Haigh et
al., 2000). Schaltet man die VEGF-Expression in Chondrozyten von Mausen spezifisch aus,
verzogert sich die Vaskularisation und die Ossifikation der primdren Ossifikationszentren
(Zelzer et al., 2004).

1.3.4.3 Tfap2

Drei Mitglieder der Tfap2 (Transcription factor Ap-2) Familie von Transkriptionsfaktoren: Ap-2a
(Williams et al., 1988), Ap-2Bp (Moser et al., 1995) und Ap-2¢ (Wang et al., 2004) sind ebenfalls
an der Knorpelentwicklung beteiligt.

Erste Hinweise auf die Rolle des Transkriptionsfaktors Ap-2a in der Skelettentwicklung zeigten
sich an Untersuchungen der Ap-2a-knockout-Maus. Diese sterben kurz nach der Geburt mit
einer Thorako-Gastroschisis (Fissur der Bauchwand), sowie starken Fehlbildungen des
Gesichtes, des Schadels, der Sinnesorgane und der Hirnnerven. Die Mause weisen zudem ein
offenes Neuralrohr und Fehlbildungen des Skeletts im Kopf und Rumpfbereich auf, wo viele
Knochen deformiert sind oder fehlen (Schorle et al., 1996; Zhang et al., 1996). Es wurde eine
Ap-2a-Expression in der Neuralleiste, dem peripheren Nervensystem, dem Mesenchym des
Gesichts, den Extremitdten und embryonalen Epithelien nachgewiesen (Moser et al., 1997). In
vivo Analysen zeigten eine Ap-2a-Proteinexpression in den Chondrozyten des Gelenks- und
Meniskusknorpels. In der Wachstumsfuge konnte eine schwache zytoplasmatische Expression
in proliferierenden Chondrozyten gezeigt werden. Mit zunehmender Hypertrophie steigt die
Proteinexpression und die Kernlokalisation (Davies et al., 2002). In vitro Studien ergaben eine
biphasische Regulation der Expression der Chondrozytenmarkergene CD-RAP (siehe 1.4) und

Col2al durch Ap-2a. Hohe Konzentrationen fuhren zu einer Hemmung der CD-RAP bzw.
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Col2al-Promotoraktivitat und niedrige Konzentrationen aktivieren diese (Xie et al., 1998; Purple
et al., 2001). Diese Ergebnisse stimmen mit immunhistochemischen Untersuchungen der
Wachstumsfugen von Mausen Uuberein. Hier konnte eine hohe CD-RAP und Col2al
Proteinexpression in proliferierenden Chondrozyten zusammen mit einer niedrigen Ap-2a-
Expression, bzw. eine niedrige CD-RAP- und Col2al-Proteinexpression zusammen mit einer
hohen Ap-2a-Expression in hypertrophen Chondrozyten bestatigt werden (Davies et al., 2002).
In der murinen chondrogenen Vorlauferzelllinie ATDC5 wurde Ap-2a als ein Inhibitor der
Chondrozytendifferenzierung identifiziert. Wahrend der Differenzierung von ATDC5 Zellen
nimmt die Ap-2a-mRNA-Expression mit zunehmender Differenzierung stetig ab (Huang et al.,
2004). Die Uberexpression von Ap-2a hélt die Zellen in ihrem pra-chondrozytaren Zustand und
inhibiert deren Differenzierung, was durch eine Inhibition der Col2al-, Aggrecan- und Coll0al-
MRNA-Expression durch Ap-2a bestatigt wurde. Untersuchungen der Hauptregulatoren in der
Initiation der Chondrogenese zeigten eine Inhibition der L-Sox5- und Sox6-Expression, aber
eine Stabilisierung der Sox9-Expression durch Uberexpression von Ap-2a (Huang et al., 2004).

Die Expression des Transkriptionsfaktors Ap-2f konnte ebenfalls in den Extremitatenknospen
von Mausembryonen nachgewiesen werden. Er wird dort in der Zone polarisierender Aktivitat
exprimiert, ein Bereich am Hinterrand (posterior) der Extremitatenknospe, von dem Signale fir
die korrekte Entwicklung der Extremitat ausgehen (Rock et al., 2007).

Ap-2¢ wurde im sich entwickelnden Bulbus olfactorius (Feng und Williams, 2003), im
Mesencephalon, im Metencephalon (Wang et al., 2004) sowie in hypertrophen Chondroyzten
der enchondralen Ossifikation (Wenke et al., 2006) nachgewiesen. Es konnte dariber hinaus
eine Expression im Gelenksknorpel gezeigt werden. Hier reguliert Ap-2¢ die Integrin alpha 10-
Expression in Chondrozyten biphasisch (Wenke et al., 2006). Eine in vitro Promotorstudie
zeigte eine Interaktion von Sox9 mit dem Ap-2¢-Promotor, was zu dessen Aktivierung fuhrte
(Wenke et al., 2009). Zusatzlich konnte eine erhéhte Ap-2e-Expression im Gelenksknorpel von
Osteoarthrosepatienten nachgewiesen werden (Wenke et al., 2009). Ap-2¢ aktiviert und bindet
seinerseits den Promotor des CXCL1-Gens (Wenke et al., 2011), ein Chemokin welches im
Knorpel von Osteoarthrosepatienten Uberexprimiert ist (Borzi et al., 1999). Eine aktuelle Studie
zeigte die transkriptionelle Inhibition des Col2al-Promotors durch Ap-2¢, woran aber ein

weiterer, bisweilen unbekannter Faktor beteiligt zu sein scheint (Niebler und Bosserhoff, 2013).
Abbildung 7 soll einen Uberblick tiber den Verlauf der Chondrogenese sowie der enchondralen

Ossifikation mit den daran beteiligten Transkriptionsfaktoren und die dadurch exprimierten

Genprodukte geben. Es wurden nur hier beschriebene Faktoren abgebildet.
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Abbildung 7: Anschauliche Darstellung der einzelnen Abschnitte der Chondrozytendifferenzierung.
Aufgefihrt sind die histologische Erscheinung, die wichtigsten Proteine der Extrazellularen Matrix und die
charakteristischen Transkriptionsfaktoren, der jeweiligen Differenzierungsstufe. Es handelt sich bei der
Expression der Proteine um einen flieBenden Vorgang, der nicht immer scharf abgegrenzt werden kann. In
Klammern sind daher beginnende Prozesse kenntlich gemacht. Verandert nach Lefebvre und Smits, 2005.

1.4 MIA/CD-RAP

In der vorliegenden Arbeit wird die Rolle des Protein MIA/CD-RAP in der Chondrogenese
untersucht. Allgemeine Erkenntnisse Uber das Protein, sowie die bisher bekannten Funktionen
im Knorpel werden im folgenden Abschnitt zusammengefasst.

1.4.1 Die MIA-Proteinfamilie

Das Protein MIA (Melanoma inhibitory activity) ist ein sekretiertes Protein, welches erstmals in
Zellkultur-Uberstanden der humanen Melanomzelllinie HTZ-19dM entdeckt wurde (siehe 1.4.3)
(Bogdahn et al., 1989). MIA wird in normaler Haut bzw. normalen humanen epidermalen
Melanozyten (NHEM) nicht exprimiert. In den meisten benignen Navi konnte eine geringe
Expression nachgewiesen werden. Diese ist aber in Melanomzellen um ein Vielfaches verstarkt
(van Groningen et al., 1995; Bosserhoff et al.,, 1996; Bosserhoff et al., 1999b; Perez et al.,
2000). Eine erhdéhte MIA-Expression konnte auch im Chondrosarkom (Bosserhoff et al., 1997b),
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dem Mammakarzinom (Bosserhoff et al., 1999b) und dem Pankreaskarzinom (El Fitori et al.,
2005) bestatigt werden. Im gesunden Gewebe wird MIA im Knorpel, wo es als CD-RAP
(Cartilage-derived retinoic acid-sensitive protein) in bovinen Chondrozyten identifiziert, wurde
exprimiert (Dietz und Sandell, 1996). Eine Expresssion von MIA konnte ebenfalls in sich
entwickelnden Brustdrisen gezeigt werden, was auf eine Rolle in der Organogenese schlie3en
lasst (Xie et al., 2000).

Zur MIA-Proteinfamilie gehéren noch die homologen Proteine OTOR (FDP, MIAL) (Robertson et
al., 2000), MIA2 (Bosserhoff et al., 2003a) und TANGO (MIA3) (Bosserhoff et al., 2004). OTOR
wird wahrend der Entwicklung des Innenohrs exprimiert (Cohen-Salmon et al., 2000; Rendtorff
et al., 2001). MIA2 wird in den Hepatozyten der Leber exprimiert (Hellerbrand et al., 2005), wo
es als Tumorsuppressor im hepatozellularen Karzinom dient (Hellerbrand et al., 2008). Bei
TANGO handelt es sich um ein ubiquitdres Protein, das in den meisten Geweben mit
Ausnahme des Knochenmarks und den mononukledre Zellen des peripheren Blutes exprimiert
wird (Bosserhoff et al., 2004). Es konnte eine Funktion als Tumorsuppressor im
hepatozellularen Karzinom, im Kolonkarzinom (Arndt und Bosserhoff, 2007) und im malignen

Melanom (Arndt und Bosserhoff, 2006) gezeigt werden.

1.4.2 Proteinstruktur

MIA ist ein kleines globuldres Protein von etwa 11kDa, das als Vorlaufer-Protein mit 131
Aminosauren (AS) translatiert wird und nach Abspaltung eines 24 AS langen hydrophoben
Signalpeptides als reifes Protein von 107 AS in den Extrazellularraum sezerniert wird. NMR
(Nuclear magnetic resonance) Analysen zeigten, dass MIA eine SH3 (Scr-homology 3) &hnliche
Doméane mit zwei zusatzlichen Disulfidbricken zur Stabilisierung besitzt (Lougheed et al., 2001;
Stoll et al., 2001). Uber diese Doméane kann eine Bindung an Prolin-reiche Peptid-Sequenzen
vermittelt werden. Dieses Strukturmotiv wird haufig bei Proteinen gefunden, die an
intrazellularen Signalweiterleitungen beteiligt sind, da damit Protein-Protein-Interaktionen
vermittelt werden (Musacchio et al., 1994; Yu et al., 1994). MIA ist jedoch das erste
extrazellulare Protein, das diese Motiv besitzt (Stoll et al., 2001). Es konnte eine direkte
Interaktion von MIA mit den extrazellularen Matrixproteinen Fibronektin (Stoll et al., 2001),
Tenascin und Laminin (Bosserhoff et al., 2003b) nachgewiesen werden. MIA bindet und
maskiert dabei spezifische Epitope dieser Matrixproteine, die fir die Bindung an
Zelloberflachenmolekile (Integrine) verantwortlich sind (Bosserhoff et al.,, 2003b). AulRerdem
konnte eine spezifische Bindung von MIA an Integrin alpha4 betal und alpha5 betal
nachgewiesen werden, was zu einer Inhibition der Integrinaktivitat fuhrt (Bauer et al., 2006).
Zusammenfassend sind alle Mitglieder der MIA-Proteinfamilie sezernierte Proteine und besitzen

eine SH3-Domane fir spezifische Proteininteraktionen (Bosserhoff et al., 2004).
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1.4.3 MIA im malignen Melanom

Melanomzellen aus Primartumoren und Metastasen exprimieren und sezernieren grol3e
Mengen an MIA, wobei diese in gesunder Haut nicht nachweisbar ist. Dies wurde durch eine
erhohte Proteinmenge im Serum von Melanompatienten unterstrichen. Da die Hohe des
Serumspiegels mit dem Fortschreiten der Erkrankung (Progression) korreliert, konnte das
Protein MIA als diagnostischer Marker etabliert werden (Bosserhoff et al., 1997a; Bosserhoff et
al., 1999a; Stahlecker et al.,, 2000; Bosserhoff et al., 200l1la). Aufgrund von in vitro
Experimenten wurde zunachst von einer proliferationsinhibierenden Wirkung des Proteins auf
Melanomzellen ausgegangen, was ihm den Namen Melanoma inhibitory activity gab (Bogdahn
et al., 1989; Blesch et al., 1994). Spater zeigte sich jedoch, dass diese Wirkung nicht auf eine
tumorsuppressive Funktion, sondern auf ein vermindertes Anhaften der Zellen an Bestandteile
der EZM zurlckzufuhren ist. In vitro wird somit ebenfalls die Zellanhaftung an die Oberflache
der ZellkulturgefalRe und damit auch das Zellwachstum durch MIA verhindert, was den Schein
einer wachstumshemmenden Wirkung erzeugte. Es konnte gezeigt werden, dass die oben
beschriebene Bindung von MIA an Integrine und Komponenten der EZM flr das Loslésen der
Melanomzellen aus der EZM verantwortlich ist. Die Interaktion der Zellen Uber Integrine mit der
EZM wird verhindert und es kommt so zu einem aktiven Loslésen der Melanomzellen aus dem
Tumorverband (Bosserhoff et al., 2003b; Bauer et al., 2006; Schmidt et al., 2010). Uber diesen
Mechanismus fordert MIA die Metastasierung und Progression des malignen Melanoms (Guba
et al., 2000; Bosserhoff et al., 2001b).

In vitro Studien zeigten des Weiteren, dass MIA an der Entstehung eines malignen Zelltyps
beteiligt ist. Das stabile Ausschalten der MIA-Expression per antisense-Technologie in der
humanen Melanomzelllinie HMB2 fihrte zur Wiederherstellung eines melanozytaren Phanotyps
(Poser et al., 2004). Es kommt zu einer charakteristischen Veranderung der Zellmorphologie
und zu einer Wiederherstellung von Zell-Zell-Kontakten. MIA-defiziente Melanomzellen zeigen
eine Reinduktion der Melaninsynthese und weisen mehr dendritische Zellauslaufer auf. Sie
exprimieren verstarkt E-Cadherin und vermindern die Expression von N-Cadherin. Es kommt
darliber hinaus zu einer Abnahme der Expression von verschiedenen Melanom-assoziierten
Genen (Poser et al., 2004; Tatzel et al., 2005).

Es wurde auf’erdem eine Regulation von intrazellularen Signalwegen beschrieben. Durch die
Interaktion von MIA mit Integrin alpha 4 beta 1 und alpha 5 beta 1 kommt es zu einer Hemmung
der Integrinaktivitat und damit zu einer Hemmung des MAPK-Signalweges Uber die Inhibition

der ERK (Extracellular-signal Regulated Kinases) Aktivitat (Bauer et al., 2006).
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1.4.4 MIA/CD-RAP im Knorpel

Expressionsstudien sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene konnten zeigen, dass
MIA/CD-RAP in vivo und in vitro von Chondrozyten exprimiert wird (Dietz und Sandell, 1996).
Genauere Analysen der MIA/CD-RAP-Expression in der Chondrogenese, per in situ
Hybridisierung als auch per Immunhistochemie, ergaben eine Beschrankung der Expression auf
Knorpelgewebe. Es besteht dabei eine enge Korrelation der MIA/CD-RAP-Expression mit dem
Beginn der Differenzierung von Chondroblasten, welche wahrend der kompletten Entwicklung
vorhanden bleibt (Dietz und Sandell, 1996; Bosserhoff et al., 1997b). Die MIA/CD-RAP-
Expression  korreliert dabei eng mit der Expression des chondrozytaren
Differenzierungsmarkers Kollagen Typ Il (Dietz und Sandell, 1996). Es konnte auf3erdem eine
Korrelation mit der Aggrecan-Expression sowohl in der frihen und mittleren Phase der
Differenzierung von humanen primaren Chondrozyten als auch in der Differenzierung von
humanen mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden (Onoue et al., 2011). In einem
Frakturheilungsmodell an Mausen wurde die MIA/CD-RAP-Proteinexpression im Knorpel des
heilenden Knochens ebenfalls bestétigt. MIA/CD-RAP wird darum als moglicher molekularer
Marker fur die Knorpelbildung in der Frakturheilung gesehen (Sakano et al., 1999). In vivo
Untersuchungen an transgenen Mausen in denen ein lacZ Reportergen unter die Kontrolle des
MIA/CD-RAP-Promotors gestellt wurde, zeigten eine eindeutige Expression des Reportergens
in sich entwickelnden Knorpel der Chondrogenese, sowie in adulten Knorpel (Xie et al., 2000).
In vitro Untersuchungen an priméaren Chondrozyten belegen, dass die MIA/CD-RAP-Expression
beginnt, sobald die Differenzierung in dedifferenzierten Chondrozyten einsetzt. MIA/CD-RAP
konnte somit als spezifischer Marker fir die Chondrozytendifferenzierung identifiziert werden
(Bosserhoff und Buettner, 2003) und zusammen mit den vorhergehenden Ergebnissen eine
eindeutige Rolle in der Chondrogenese zugewiesen werden.

Die Bestimmung der MIA/CD-RAP Proteinkonzentration in Korperflissigkeiten in vivo zeigte
erhohte MIA/CD-RAP Serumkonzentrationen von Patienten mit Gelenksschadigung assoziierter
rheumatoider Arthritis (Muller-Ladner et al., 1999). Dieselben Beobachtungen konnten nach
starker Belastung des Gelenkknorpels, wie nach Marathonlaufen bzw. extremen Trainings
gemacht werden (Neidhart et al., 2000). Daher wird MIA/CD-RAP als ein Marker fir
Gelenksschadigungen in Sport und Krankheit gehandelt. In in vitro Experimenten konnte der
Nachweis von MIA/CD-RAP im Zellkulturiberstand auch zur Kontrolle der chondrozytéren
Differenzierung eingesetzt werden (Bosserhoff und Buettner, 2003).

In vivo Untersuchungen der MIA-knockout-Maus ergaben ultrastrukturelle Stdérungen in der
Organisation der Knorpelmatrix. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten deutliche
Unterschiede in der Kollagenfaserdichte, im Durchmesser und in der Anordnung im Vergleich
zur Wildtyp-Maus. Diese Ergebnisse zeigen, dass MIA/CD-RAP fur die exakte Ausbildung der

stark geordneten Ultrastruktur der Knorpelmatrix wichtig ist und unterstreichen dessen Rolle in
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der Interaktion von Matrixmolekilen (siehe 1.4.2). Die MIA-knockout-Maus ist aber lebensféahig
und entwickelt sich normal (Moser et al., 2002).

Untersuchungen zur Rolle von MIA/CD-RAP in der Chondrogenese in vitro konnten zeigen,
dass MIA/CD-RAP alleine nicht in der Lage ist die Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen zu induzieren. Zusammen mit BMP2 oder TGF-3 fordert MIA/CD-RAP jedoch die
Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten und hemmt die Differenzierung zu
Osteoblasten, im Vergleich zu einer Behandlung mit BMP2 oder TGF-B3 alleine. In primaren
Chondrozyten fordert MIA/CD-RAP die Ablagerung von EZM, was zur Erhéhung des
Glykosaminoglykangehaltes fiihrt (Tscheudschilsuren et al., 2006). Wie bereits im Melanom
gezeigt, kann MIA eine Integrin-vermittelte ERK-Inhibition auslésen (Bauer et al., 2006). Auch in
Chondrozyten konnte gezeigt werden, dass MIA/CD-RAP die Aktivitat von Integrin alpha 5
durch direkte Bindung aufhebt und somit zur Inhibition des MAPK/ERK-Signalweges flhrt
(Schubert et al., 2010). Im Knorpel ist bekannt, dass eine negative Regulation dieses
Sighalweges die Chondrozytendifferenzierung unterstitzt (Forsyth et al., 2002). Diese Wirkung
konnte in vitro bestatigt werden, da eine Behandlung von Chondrozyten mit MIA/CD-RAP oder
spezifischen ERK-Inhibitoren zu einer Induktion der Aggrecan-Expression fuhrt (Schubert et al.,
2010). Dies zeigt erste Funktionen von MIA/CD-RAP in der Regulation von Signalwegen in der
chondrogenen Differenzierung, was zu einer Forderung der chondrogenen und zu einer
Hemmung der osteogenen Differenzierung fihrt.

Diese Ergebnisse geben erste Hinweise auf die Bedeutung von MIA/CD-RAP im adulten
Knorpel und auf dessen Rolle als Regulator der Chondrogenese. Die molekulare Funktion von
MIA/CD-RAP in der Chondrogenese ist jedoch weiterhin unklar und wird in der vorliegenden

Arbeit ndher untersucht.
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2. Zielsetzung der vorliegenden Dissertation

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zum molekularen Verstandnis der Entwicklung von Knorpel
(Chondrogenese) beim Menschen beizutragen. Die Untersuchung der Rolle des Proteins
MIA/CD-RAP in diesem Prozess stand dabei im Vordergrund. MIA/CD-RAP wird gleichfalls von
Melanomzellen und von Chondrozyten exprimiert und sezerniert. Obwohl MIA/CD-RAP in der
Chondrogenese von Beginn an exprimiert wird und auch im adulten Knorpel nachgewiesen
werden kann, blieb dessen Funktion in der Knorpelentwicklung bis jetzt jedoch weitgehend

ungeklart. Die Arbeit I&sst sich diesbeziiglich in folgende drei Teile untergliedern:

1) In zwei in vivo Modellen zur Untersuchung von Knorpelstabilitat und Knorpelbildung konnte
eine erhdhte Knorpelregeneration in MIA-knockout Mausen festgestellt werden. Die molekulare
Ursache dieser Beobachtungen sollte im ersten Abschnitt dieser Arbeit geklart werden und
mdgliche Schliisse fir die Rolle von MIA/CD-RAP im adulten Knorpel sowie in der
Knorpelentwicklung gezogen werden. In diesem Zusammenhang sollte auf die Rolle des
Proteins NONO (p54™) eingegangen werden, welchem kirzlich eine Funktion in der
Chondrogenese zugeordnet werden konnte und im Melanom als MIA/CD-RAP reguliertes

Protein identifiziert wurde.

2) Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte geklart werden, auf welche Weise MIA/CD-RAP das
Protein p54™ reguliert und es sollten mogliche Mediatoren fiir diese Regulation aufgedeckt

werden.

3) Obgleich die MIA/CD-RAP-Expression mit der Chondrogenese korreliert, sind MIA-knockout
Méause lebensféhig, entwickeln sich normal und zeigen neben ultrastrukturellen Veranderungen
der Knorpelmatrix keine Missbildungen. Es sollte aus diesem Grund im letzten Abschnitt dieser
Arbeit auf die Chondrogenese in vivo in MIA-knockout-Embryonen eingegangen werden.
Molekulare Verédnderungen wahrend der Embryogenese sowie mdgliche redundante
Mechanismus, welche den annahernd normalen Phénotyp trotz des MIA/CD-RAP-Verlustes

erklaren, sollten konkretisiert werden.
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Die im Rahmen dieser Dissertation entstandenen Daten, konnten bereits publiziert oder zur
Veréffentlichung eingereicht werden (siehe ,Eigene Publikationen* Seite 148). Die Abbildungen
in dieser Dissertation entsprechen denen in den Veréffentlichungen oder denen zur
Vergffentlichung eingereichten, und sind daher mit englischer Beschriftung. Die entsprechenden

Vergffentlichungen sind in der Abbildungsbeschriftung genannt.

Der erste Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Aufklarung der Rolle von MIA/CD-RAP im
Knorpelaufbau sowie in der Knorpeldifferenzierung. Hierzu wurden unterschiedliche in vivo und
in vitro Modelle unter Verwendung der MIA-knockout-Maus angewandt. Das von MIA/CD-RAP
regulierte Protein NONO (p54™) wurde dabei als Vermittler der Effekte von MIA/CD-RAP im
Knorpel identifiziert (Abschnitt 3.1) (Schmid et al., 2010).

In zwei weiteren Publikationen wurde die Regulation der p54™-Expression durch MIA/CD-RAP
auf transkriptioneller Ebene analysiert. Der p54™-Promotor wurde hierfir charakterisiert und
dessen Regulation durch MIA/CD-RAP im Melanom bestéatigt. Diese Daten wurden in
gleichberechtigter Kooperation mit Nicole Zimara und Dr. Susanne Schiffner (jeweils Abteilung
fur Molekulare Pathologie, Universitatsklinikum Regensburg) veroffentlicht (Schiffner et al.,
2011). Des Weiteren wurde der Transkriptionsfaktor identifiziert, welcher die MIA/CD-RAP
vermittelte Aktivierung der p54™°-Transkription steuert (Abschnitt 3.2) (Schmid et al., 2013 und
Schmid et al. zur Veréffentlichung eingereicht).

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle von MIA/CD-RAP in der Knorpelentwicklung in vivo
anhand von in situ Hybridisierungen an verschiedenen embryonalen Entwicklungsstadien von
MIA-knockout-Mausen untersucht. Erganzend wurden dazu in vitro Studien an mesenchymalen
Stammzellen durchgefiihrt (Abschnitt 3.3) (Schmid und Bosserhoff  zur Veréffentlichung

eingereicht).

Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Ergebnisse ausfuhrlich

dargestellt.

3.1 In vivo (adult) und in vitro Untersuchungen zur Rolle von MIA/CD-RAP

im Knorpel

Aus in situ Hybridisierungen an Mausembryonen ist bereits bekannt, dass MIA/CD-RAP schon
am Anfang der Chondrogenese exprimiert wird (Dietz und Sandell, 1996) und dessen
Expression wahrend der kompletten Knorpelentwicklung vorhanden bleibt (Bosserhoff et al.,

1997b). Dies macht MIA/CD-RAP zu einem spezifischen Marker der chondrozytéaren
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Differenzierung (Bosserhoff und Buettner, 2003) und weist auf eine Funktion in der
Knorpelentwicklung hin.

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit sollte nun die molekulare Funktion von MIA/CD-RAP in der
Knorpeldifferenzierung untersucht werden. MIA-knockout- (MIA-/-) Méause entwickeln sich
normal und selbst durch lichtmikroskopische Untersuchungen sind keine Misshildungen
festzustellen (Moser et al., 2002). Darum wurden zunachst zwei in vivo Modelle zur
Untersuchung der Knorpelbildung, -Regeneration und -Differenzierung an MIA-/- Mausen
angewandt. Es handelte sich dabei um ein Frakturheilungsmodell und ein Modell fir die
Induktion von Osteoarthose, da ein Phanotyp manchmal erst unter pathologischen
Bedingungen, d.h. Belastung des zu untersuchenden Systems, auftritt. Das
Osteoarthosemodell wurde von Herrn Dr. Thomas Schubert (Abteilung fir Molekulare
Pathologie, Universitatsklinikum Regensburg) und das Frakturheilungsmodell von Herrn Dr.
Alfred Opolka (Abteilung fir Orthopadie, Universitat Regensburg) durchgefihrt. Die
immunhistochemischen Farbungen gegen PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) wurden
zum Teil von Simone Kaufmann (Abteilung fur Molekulare Pathologie, Universitatsklinikum

Regensburg) angefertigt. Die molekulare Analyse war anschlieRend Bestandteil meiner Arbeit.

3.1.1 Die Rolle von MIA/CD-RAP im Knorpel unter pat  hologischen Bedingungen

Zur Untersuchung der chondrozytaren Differenzierung in Abhangigkeit von MIA/CD-RAP wurde
zunéchst ein Model zur Induktion von Osteoarthrose (OA) an sechs Wochen alten Wildtyp-
(WT) und MIA-/- Mausen durchgefiihrt. Die Osteoarthrose wurde durch eine Ablosung des
Meniscus medialis vom Tibiaplateau, wodurch es zu einer Instabilisierung des Kniegelenkes
kommt, ausgeldst. Der Fortschritt der OA wurde nach 10, 21 und 42 Tagen in einem Grade mal
Stage Verfahren nach Pritzker (Pritzker et al., 2006) analysiert. Hierzu wurden Hamatoxylin-
Eosin-Farbungen an histologischen Schnitten des Kniegelenkes angefertigt. Interessanterweise
war die Schwere der Osteoarthrose in MIA-/- Mausen im Vergleich zu WT-Mausen 21 und 42
Tage nach dem Start des Modells signifikant reduziert. Im Allgemeinen entwickelten MIA-/-
Mause jedoch OA, welche sich von Tag 10 nach Tag 21 verschlimmerte, sich nach 42 Tagen
aber wieder deutlich besserte, was auf eine Regeneration des Knorpels hindeutete
(Abbildung 8 A). Exemplarische histologische Schnitte des Kniegelenkes an Tag 42 nach
Induktion der OA machten die starken Schaden des Knorpels in WT-Mausen im Vergleich zu
MIA-/- Mausen deutlich (Abbildung 8 B).
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Abbildung 8: Experimentelle Induktion von Osteoarthrose (OA) durc h Destabilisierung des

Kniegelenkes in 6 Wochen alten WT und MIA-/- Mausen . (A) Analyse der OA-Progression nach Grade mal
Stage: 10, 21 und 42 Tage nach der Induktion. Die OA war in MIA-knockout (MIA-/-) Mausen an Tag 21 und
42 deutlich reduziert. An Tag 42 wurde eine Verringerung der OA beobachtet, was auf eine Regeneration des
Knorpels deutete. 10 Tage alte Kontrollmduse wiesen einen Score von Null auf (ns: nicht signifikant;
*: p<0,05; **: p<0,01). (B) Hamatoxylin-Eosin-Farbung an histologischen Schnitten von Kniegelenken 42 Tage
nach Induktion der OA. Es ist ein starker Fortschritt der Osteoarthrose in WT-Mausen zu erkennen. Der
Knorpel von OA MIA-/- Mausen weil3t hingegen keine Unterschiede zu den Kontrollmausen auf. Die Pfeile
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markieren Lasionen im Knorpel (Schmid et al., 2010).

Um den regenerativen Effekt der OA an Tag 42 in den MIA-/- Mausen aufzuklaren, wurden

mdgliche Unterschiede in der Proliferation von Chondrozyten untersucht. Es wurden dazu

immunhistochemische Farbungen gegen PCNA (Proliferating Cell

Nuclear Antigen) an

histologischen Schnitten des Kniegelenkes durchgefihrt. Mit einer positiven Farbung fur PCNA

lieBen sich die in der S-Phase des Zellzyklus befindlichen Zellen nachweisen. Es wurde Tag 10

des OA Models betrachtet, da bei einer beobachteten Regeneration an Tag 42 von einem Effekt

zu einem friheren Zeitpunkt ausgegangen werden konnte. Erstaunlicherweise wurden nur in

MIA-/- Méausen proliferierende Chondrozyten nachgewiesen, jedoch keine in WT-Mausen

(Abbildung 9).

Abbildung 9: Immunhistochemische Farbung von Histologischen Schn
Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA).
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(A) Es konnten 10 Tage nach OA Induktion PCNA positiv

gefarbte Chondrozyten in MIA-/- Mausen nachgewiesen werden. Immunhistologische Farbungen an WT-
Mé&usen ergaben keine positiven Zellen. Die Pfeile markieren PCNA-positive Zellen. (B) Es wurde die Anzahl
an PCNA-positive Zellen pro 10 Hauptgesichtsfelder (HPF: High Power Field) bestimmt (*: p<0,05) (Schmid et
al., 2010).
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Zur genaueren Analyse der Knorpelbildung in MIA-/- Mausen wurde ein Frakturheilungsmodell
angewandt, in dem die Knorpel- und Knochenbildung de novo im Frakturkallus beobachtet
werden kann. Dafur wurde sechs bis acht Wochen alten Mausen eine unstabilisierte Fraktur der
Tibia zugefugt. Der sich gebildete Frakturkallus wurde nach 5, 7, 9 und 11 Tagen durch
Anfertigung von histologischen Schnitten l&angs der Knochenachse und immunhistochemischen
Farbungen analysiert.

Es gab keinen Unterschied in der Knochenbildung an Tag 5 und 7 nach der Fraktur zwischen
WT- und MIA-/- Mausen. An Tag 9 und 11 war die Knochenbildung in MIA-/- leicht reduziert
(Abbildung 10 A). Interessanterweise war jedoch die Knorpelbildung an Tag 7 in MIA-/- Mausen
im Vergleich zu WT signifikant erhéht (Abbildung 10 B).

A C
bone day collagen type I collagen type X PCNA
22.54 g
20.0
17.54
o 15.04
S 12.5
Q 4
5\910'0
7.5
5.0
2.5
0.0 —
4 5 6 7 8 9 10 11 12
days
B
cartilage day
60-
50
*
> 401
=
5 301
o
£ 207
10
0 ——

4 5 6 7 8 9 10 11 12

days
Abbildung 10: Unstabilisiertes Frakturh eilungsmodell an der Tibia von 6 -8 Wochen alten WT - und MIA -
/- Mausen. Analyse der Knorpel und Knochenbildung im Frakturkallus 5, 7, 9 und 11 Tage nach der Fraktur.
(A) Die Knochenbildung war in MIA-/- Mausen leicht reduziert. (B) Die Knorpelbildung war an Tag 7 der
Fraktur in MIA-/- M&ausen im Vergleich zu WT signifikant erhéht (*: p<0,05). (C) Immunhistochemische
Farbungen gegen Kollagen Typ Il, X und PCNA an Serienschnitten des Frakturkalluses 7 Tage nach der
Fraktur. Es sind mehr proliferierende Kollagen Typ lI-positive Zellen in MIA-/- Mausen als in WT-Mausen zu
erkennen. Die Pfeile markieren PCNA-positive und somit proliferierende Zellen. Die kleinen Kastchen im
Schnitt markieren den vergrof3erten Bereich, welcher anndhernd dieselbe Stelle in jeweiligen Serienschnitt
darstellt (Schmid et al., 2010).

An Tag 9 und 11 nach der Fraktur war kein Unterschied mehr in der Knorpelbildung zwischen
WT- und MIA-/- Mausen zu erkennen (Abbildung 10 B). Um die Unterschiede in der
Knorpelbildung an Tag 7 der Frakturheilung genauer zu untersuchen, wurde die
Knorpeldifferenzierung anhand von immunhistochemischen Farbungen untersucht. Es wurde

die Expression eines zentralen Markers der Chondrozytendifferenzierung Kollagen Typ I
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(Kravis und Upholt, 1985; Kosher et al., 1986) und eines Markers fiir hypertrophe Chondrozyten
Kollagen Typ X (Schmid und Linsenmayer, 1985) sowie die Proliferation durch PCNA-
Farbungen an Serienschnitten des Frakturkalluses analysiert. Die Anzahl an Kollagen Typ II-
positiven undifferenzierten Chondrozyten, die auch fur PCNA-positiv waren und somit
proliferieren, waren in MIA-/- Mausen hoher als in WT-Mausen (Abbildung 10 C). Die erhohte
Knorpelbildung im Frakturkallus von MIA-/- Mausen an Tag 7 war somit durch eine erhdhte

Anzahl an proliferierenden Chondrozyten zu einem frihen Zeitpunkt der Heilung zu erklaren.

3.1.2 Der Einfluss von MIA/CD-RAP auf Proliferation und Differenzierung in der

Chondrogenese

Die in vivo Modelle zeigten eine erhOhte Regeneration des Knorpel-Gewebes in MIA-/- Mausen
durch eine erhohte Proliferation. Ob MIA/CD-RAP bereits einen Einfluss auf die Proliferation
von Zellen wahrend der Chondrogenese hat, untersuchten wir den Effekt des MIA/CD-RAP-
Verlustes auf Proliferation in in vitro Modellen unter Verwendung von zunachst undifferenzierten
murinen mesenchymalen Stammzellen (mMSC), isoliert aus WT- und MIA-/- Mausen.

Es wurde als Erstes die BrdU/Hoechst-Quenching-Technik angewandt, welche eine Analyse
der Zellzyklusphasenverteilung der Zellen in bis zu drei aufeinander folgende Zellzyklen
ermdglicht. Die Auswertung dieser Ergebnisse wurde unter Anleitung von Prof. Dr. Gero
Brockhoff durchgefihrt.
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B
e 107_ Abbildung 11: Auswirkung von MIA/CD -RAP auf die
g 60 LIwT Zellzyklusverteilung von murinen mesenchymalen Stamm zellen
5 50- - MIA-/- (mMSC) unter Verwendung der BrdU/Hoechst-Quenching -
%L 404 Technik. (A) Darstellung der von BrdU gequentschten
° Hoechst 33258 Fluoreszenz aufgetragen gegen die Pl Fluoreszenz
‘o 307 - . nach einer 96-stindigen Behandlung mit BrdU. Der erste Zellzyklus
T 20 @ L. ., ist mit GO/GL, S, und G2, der Zweite mit GI', S' und G2
S 10 gekennzeichnet. (B) Verteilung von mMSC auf die Phasen des
=S o4 - Zellzyklus. Es waren jeweils signifikant mehr MIA-/- mMSC in den
GO/G1 S G2 GlI' S G2 jeweiligen proliferierenden Phasen des Zellzyklus als WT-mMSC. Es
cell cycle compartments befanden sich 66 % der WT- und nur 20 % der MIA-/- mMSC in der

GO0/G1 Phase (*: p<0,05; **: p<0,01) (Schmid et al., 2010).
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Abbildung 11 A zeigt den Effekt des MIA/CD-RAP-Verlustes auf die Verteilung der
Zellzyklusphasen von mesenchymalen Stammzellen. Diese wurden nach einer 96-stiindigen
Behandlung mit BrdU mit Hoechst 33258 und Pl gefarbt. Nach 96 Stunden sind mehr MIA-/-
mMSC in den ersten (g 42 %) und zweiten (o 38 %) Zellzyklus eingetreten als WT-mMSC
(Erster: @ 15 %, Zweiter: g 18 %) (Abbildung 11 A). Eine grol3e Anzahl von WT-Zellen (g 66 %)
proliferierten nicht und befanden sich noch in der GO/G1 Phase des ersten Zellzykluses. Unter
MIA/CD-RAP-Defizienz waren durchschnittlich nur 20 % in der GO/G1 Phase. Beim Vergleich
der Verteilung der Zellen auf die jeweiligen Zellzyklusphasen zwischen WT- und MIA-/- mMSC
waren in MIA-/- jeweils signifikant mehr Zellen in der jeweiligen proliferierenden Phase als in
WT (Abbildung 11 B). Zusammenfassend zeigte dieser Versuch, dass der Verlust von MIA/CD-

RAP die Proliferation von mesenchymalen Stammzellen fordert.

Aus nicht publizierten RNA-Array Experimenten, in denen die mRNA-Expression in murinen
Chondrozyten zwischen WT- und MIA-/- Mausen verglichen wurde, war bereits eine erhdhte
Cyclin D2-Expression in MIA-/- Chondrozyten bekannt. Cyclin D2 ist ein Mitglied der Typ-D
Cyclin Familie, welches an CDK4 oder CDK6 (cyclin-dependent-kinase) bindet und diese
aktiviert (Tashiro et al., 2007). Der aktivierte Cyclin D2-CDK4/6-Komplex phosphoryliert weitere
Proteine, welche fur den Fortschritt des Zellzyklus von der GO/G1 in die S-Phase essenziell
sind. Cyclin D2 ist somit ein wichtiger Initiator der Zellproliferation (Kobayashi et al., 2009). Es
wurde die Cyclin D2-mRNA-Expression per quantitativer real-time PCR (qRT-PCR) und die
Cyclin D2-Proteinexpression per Western Blot in mesenchymalen Stammzellen untersucht. In
Ubereinstimmung mit den Expressions-Daten aus dem RNA-Array konnte eine signifikant
erhohte Cyclin D2 mRNA- und Proteinexpression in MIA-/- mMSC festgestellt werden
(Abbildung 12 A). Zur Bestatigung der Cyclin D2 Beteiligung wurde die MIA/CD-RAP-
Expression per siRNA-Technologie in WT-mMSC herunterreguliert bzw. humanes MIA/CD-RAP
in MIA-/- mMSC reexprimiert. Die Effizienz der Herunterregulation bzw. der Reexpression von
MIA/CD-RAP wurde per gRT-PCR analysiert (Abbildung 13).
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Abbildung 12: Analyse der Cyclin D2 -Expression auf mMRNA -Ebene mittels qRT-PCR und Proteinebene
mittels Western Blot in Abhangigkeit von MIA/CD-RAP. (A) Die Cyclin D2-Expression war in MIA-/- mMSC
im Vergleich zu WT-mMSC signifikant erhéht. In der Western Blot Analyse sind jeweils 2 Chargen
unbehandelter mMSC dargestellt (*: p<0,05). (B) WT-mMSC transfiziert mit MIA/CD-RAP-spezifischer siRNA
zeigten eine signifikant erhdhte Cyclin D2-Expression im Vergleich zur siKontrolle (*: p<0,05). (C) Die
Reexpression von humanem MIA/CD-RAP in MIA-/- mMSC fuhrte zu einer signifikant verminderten Cyclin D2
MRNA-Expression im Vergleich zu kontroll-transfizierten Zellen (***: p<0,001). Die Proteinexpression von -
Aktin diente als Ladekontrolle (Schmid et al., 2010).

Wie erwartet, fihrte die Herunterregulation von MIA/CD-RAP in WT-mMSC zu einer
signifikanten Uberexpression von Cyclin D2 auf mRNA- und Proteinebene (Abbildung 12 B). Die
Reexpression von humanem MIA/CD-RAP in MIA-/- mMSC hemmte die Cyclin D2-mRNA-
Expression signifikant (Abbildung 12 C). Demzufolge hat der Verlust von MIA/CD-RAP eine
vermehrte Cyclin D2-Expression in mesenchymalen Stammzellen zur Folge, was auf eine
erhohte Proliferation deutet. Der Einfluss auf die Proliferation wurde in den folgenden

funktionellen Studien genauer analysiert.
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Abbildung 13: Nachweis der Verringerung der MIA/CD-RAP-Expression per siRNA bzw. der MIA/CD -
RAP Reexpression auf mRNA-Ebene mittels gRT-PCR.  (A) Die MIA/CD-RAP-mRNA-Expression wurde in
WT-mMSC im Vergleich zu Kontroll-siRNA behandelten Zellen signifikant auf bis zu 50 % herunterreguliert
(*: p<0,05; **:p<0,01) (Schmid et al, 2010). (B) Die Transfektion des humanen MIA/CD-RAP
Expressionskonstrukts in MIA-/- mMSC fihrte zu einer Erhéhung der MIA/CD-RAP-mRNA-Expression auf
Niveau der murinen Melanomzelllinie B16 (unverdéffentlichte Daten).

Um den Effekt des MIA/CD-RAP-Verlusts auf Proliferation unter chondrogenen Bedingungen zu
untersuchen, wurde die Proliferation von mesenchymalen Stammzellen aus WT- und MIA-/-
Mausen unter Zuhilfenahme des XTT Proliferations-Assay Uber einen Zeitraum von 8 Tagen
bestimmt. Die chondrogene Differenzierung wurde durch die Zugabe von 10 ng/ml TGF-p3
induziert. TGF-B3 fordert die Chondrogenese in Micromass Kulturen indem es den
Differenzierungsprozess von mesenchymalen Zellen initiiert (Roark und Greer, 1994). Eine
spatere Studie konnte zeigen, dass TGF-B3 bereits in der mesenchymalen Kondensation eine
Rolle spielt. TGF-B3 inhibiert die Proliferation von mesenchymalen Zellen und férdert deren
Kondensation, was fir die weitere chondrogene Differenzierung essentiell ist (Jin et al., 2007).

Die Behandlung mit TGF-B3 fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der relativen
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Proliferationsrate in WT-mMSC, wobei diese in MIA-/- mMSC hingegen unverandert blieb
(Abbildung 14 A). Im Vergleich zur Kontrolle fihrte die Herunterregulation von MIA/CD-RAP per
siRNA zu keiner signifikanten Verdnderung der relativen Proliferationsrate nach der Induktion
der Differenzierung durch TGF-B3 (Abbildung 14 B).
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0 N N X " Tore3 signifikant verminderten Proliferation nach Induktion der
Differenzierung durch TGF-3 (*: p<0,05) (Schmid et al., 2010).

Die Reexpression von humanem MIA/CD-RAP in MIA-/- mMSC fihrte zu einer signifikanten
Reduktion der relativen Proliferationsrate unter dem Einfluss von TGF-B3, was einer
Wiederherstellung des WT-Phéanotyps entspricht (Abbildung 14 C).

Diese Ergebnisse beweisen eine verlangerte Proliferation von mesenchymalen Zellen durch
den Verlust von MIA/CD-RAP und es wird eine verspatete Kondensation sowie Differenzierung
zu Chondrozyten vermutet.

Um nun den Einfluss von MIA/CD-RAP auf die chondrogene Differenzierung zu untersuchen,
wurde die transkriptionelle Aktivitat des COL2A1-Promotors (Col2Luc) (Tan et al., 2003) in WT-
und MIA-/- mMSC in Luciferase-Reportergen-Assays getestet. Col2al ist ein spezifischer
Marker der Chondrogenese (Kravis und Upholt, 1985; Kosher et al., 1986) und eignet sich
daher gut, um die Effekte von MIA/CD-RAP auf die Chondroblastendifferenzierung zu
untersuchen. Die Differenzierung wurde wieder mit 10 ng/ml TGF-B3 induziert. Der COL2A1-
Promotor war in MIA-/- mMSC signifikant weniger aktiv als in WT-mMSC (Abbildung 15 A). Dies
konnte in WT-mMSC, in denen MIA/CD-RAP durch siRNA herunterreguliert wurde, bestatigt
werden (Abbildung 15 B). Es gibt somit erste Hinweise, dass MIA/CD-RAP eine wichtige Rolle
in der Aktivierung der COL2A1-Transkription und somit in der Initiierung der Chondrogenese

spielt.
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Abbildung 15: Einfluss von MIA/CD -RAP auf die COL2A1-Promotoraktivitat bestimmt per Reportergen
Assays. Die Differenzierung wurde mit 10 ng/ml TGF-B3 induziert. (A) Die COL2A1-Promotoraktivitat war in
MIA-/- mMSC im Vergleich zu WT-mMSC signifikant reduziert (*: p<0,05). (B) WT-mMSC transfiziert mit
MIA/CD-RAP-spezifischer siRNA zeigten eine signifikant verminderte COL2A1-Promotoraktivitat im Vergleich
zur Kontrolle (*: p<0,05) (Schmid et al., 2010).

o

o

3.1.3 Die Regulation des 54 kDa nuclear RNA- and DNA-binding protein (p54™)
durch MIA/CD-RAP

Um die funktionellen Aspekte von MIA/CD-RAP in der Chondrogenese weiter zu untersuchen,
wurden Erfahrungen mit MIA/CD-RAP im Melanom herangezogen. Eine von der Abteilung fur
Molekulare Pathologie (Universitatsklinikum Regensburg) durchgefihrte PowerBlot Western
Array Analyse zur ldentifizierung von MIA/CD-RAP regulierten Proteinen im malignen Melanom
offenbarte p54™ als MIA/CD-RAP reguliertes Protein (Abbildung 16 A). Hierzu wurde die
Expression in der Melanomzelllinie HMB2 mit dem stabil transfizierten Zellklon HMB2 -MIAS5, in
dem die MIA/CD-RAP-Expression durch Transfektion eines antisense-Konstrukts
herunterreguliert wurde (Poser et al., 2004; Tatzel et al., 2005), verglichen. In einer Studie von
Hata (Hata et al., 2008) wurde p54™ als Verstarker der Sox9-abhdngigen COL2A1-
Transkription im Knorpel beschrieben. Zusammen mit den Ergebnissen aus Abschnitt 3.1.2, in
dem eine MIA/CD-RAP-abhangige Regulation des COL2A1-Promotors gezeigt werden konnte,
lag der weitere Fokus auf der Untersuchung der MIA/CD-RAP-abhéngigen p54"®-Regulation.

Hierzu wurden 3D Spharoid Kulturen und mRNA-Expressionsanalysen von Sibylla Lodermeyer
und immunhistochemische Farbungen an Gewebeschnitten von Rudolf Jung (jeweils
Molekulare Pathologie, Universitatsklinikum Regensburg) durchgefiihrt. Es wurde die p54™-
MRNA-Expression per gRT-PCR an RNA isoliert aus Knorpel von Ohr und Processus
xiphoideus des Sternums von adulten Mausen (Abbildung 16 B), sowie die p54™-
Proteinexpression per Immunhistochemie an Rippen von 155 Tage alten Embryonen
(Abbildung 16 C) untersucht. In allen Fallen konnte eine signifikant Verminderung der p54™-
Expression in MIA-/- Mausen im Vergleich zu WT-Mausen gezeigt werden (Abbildung 16 A, B).
Als nachstes wurde die p54™-mRNA-Expression wahrend der Redifferenzierung von
dedifferenzierten Chondrozyten aus WT- und MIA-/- Mausen in dreidimensionalen Pellet

Kulturen (ber 6 Tage betrachtet. Es konnte ein Anstieg der p54™-Expression in WT-
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Chondrozyten nach Behandlung mit 10 ng/ml TGF-B3 beobachtet werden. Die p54™-mRNA-
Expression in MIA-/- Chondrozyten war an Tag 3, 5 und 6 im Vergleich zu WT signifikant
reduziert (Abbildung 16 D).
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Abbildung 16: Expression von p54 ™ in Abhangigkeit von MIA/CD -RAP. (A) Eine PowerBlot Analyse von
MIA/CD-RAP-negativen HMB2 Zellklonen HMB2 -MIA5 Zellklonen zeigte eine stark verminderte p54"'b-
Proteinexpression im Vergleich zu HMB2 Zellen. Der Pfeil markiert die p54™ Bande. (B) Die p54™-mRNA-
Expression untersucht durch qRT-PCR war in Knorpel von Processus xiphoideus (Sternum) und Ohr von MIA-
/- Mausen im Vergleich zu WT signifikant reduziert (**: p<0,05). (C) Immunhistochemische Farbung an Rippen

von 15,5 Tage alten Embryonen mit p54”'b-spezifischem Antikdrper zeigte eine verminderte Proteinexpression

in MIA-/- Mausen im Vergleich zu WT. (D) Expression von p54"'b-mRNA in der Redifferenzierung von murinen

Chondrozyten in 3D Pellet Kulturen Uber 6 Tage gemessen per qRT-PCR. Die Differenzierung wurde mit
10 ng/ml TGF-B3 induziert. Die p54"rb-mRNA-Expressi0n war signifikant vermindert in MIA-/- Chondrozyten im
Vergleich zu WT an Tag 3, 5 und 6 (*: p<0,05) (Schmid et al., 2010).

3.1.4 Die Rolle von p54 "™ in der MIA/CD-RAP vermittelten Chondrogenese

Um den Einfluss von MIA/CD-RAP reguliertem p54™ auf Differenzierung und Proliferation in
der friihen Chondrogenese zu untersuchen, wurde siRNA-Technologie gegen p54™ eingesetzt.
Die Effizienz der p54™ siRNA Transfektion in WT-mMSC wurde auf mRNA-Ebene per qRT-
PCR und auf Proteinebene per Western Blot Analyse bestimmt (Abbildung 17 A). Fur die
Analyse der frihen Chondrogenese wurde erneut die transkriptionelle Aktivitat des COL2A1-
Promotors in mMSC per Luciferase-Reportergen-Assays bzw. dessen mRNA-Expression per
gRT-PCR bestimmt.
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Abbildung 17: Nachweis der Verringerung der p54™-Expression per siRNA auf Proteine bene mittels
Western Blot und mRNA-Ebene per gqRT-PCR bzw. der p54 nrb Uberexpression auf mRNA-Ebene per qRT -
PCR. (A) Die p54”rb-mRNA-Expression wurde in WT-mMSC signifikant auf bis zu 30% im Vergleich zur
Expression in Kontroll-siRNA behandelten Zellen herunterreguliert (*: p<0,05; **: p<0,01). Das Maximum der
p54”'b-Pr0teininhibition wurde an Tag 4 erreicht. Die -Aktin-Proteinexpression diente als Ladekontrolle (Schmid
et al., 2010). (B) Die Transfektion des humanen p54”'b-Expressionskonstrukts in MIA-/- mMSC flhrte zu einer

deutlichen Erhéhung der p54”’b-mRNA-Expression im Vergleich zum Leervektor (unveroffentlichte Daten).

Durch die Transfektion p54™-spezifischer siRNA kam es zu einer signifikanten Reduktion der
COL2A1-Promotoraktivitat (Abbildung 18 A) sowie der mRNA-Expression (Abbildung 18 B) im
Vergleich zu kontroll-transfizierten WT-mMSC. Interessanterweise passen diese Ergebnisse zu
den beobachteten Effekten in MIA-/- mMSC und in WT-mMSC transfiziert mit MIA/CD-RAP-
spezifischer siRNA (Abbildung 15). Die Herunterregulation der p54™-Expression per siRNA in
MIA-/- mMSC fuhrte weder zu einer signifikanten Veranderung der COL2A1-Promotoraktivitat
(Abbildung 18 C) noch zu einer signifikanten Veranderung der mMRNA-Expression
(Abbildung 18 D). Ein p54™-Effekt war folglich nur in WT-mMSC nachweisbar.
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Abbildung 18: Einfluss von p54 " auf die COL2A1-Promotoraktivitdt bestimmt per Reportergen -
Assays und auf die Col2al-mRNA-Expression analysiert per gRT-PCR. Die Differenzierung wurde mit
10 ng/ml TGF-B3 induziert. (A) Die COL2A1-Promotoraktivitit war in WT-mMSC transfiziert mit p54™-
spezifischer siRNA signifikant reduziert (*: p<0,05). (B) Es konnte ebenfalls eine signifikante Reduktion der
Col2al-mRNA-Expression in sip54”’b-transfizierten WT-mMSC nachgewiesen werden (*: p<0,05). (C) Die
Inhibition der p54”’b-Expression per spezifischer siRNA in MIA-/- mMSC konnte weder die COL2Al1-
Promotoraktivitat noch (D) die Col2al-mRNA-Expression signifikant reduzieren (ns: nicht signifikant) (Schmid
et al., 2010).

Zur Bestatigung der Regulation der COL2A1-Transkription durch MIA/CD-RAP (iber p54™
wurde humanes MIA/CD-RAP in MIA-/- mMSC reexprimiert und die p54™-Expression
gleichzeitig per siRNA vermindert. Wie erwartet fihrte die Reexpression von MIA/CD-RAP zu
einem Anstieg der COL2A1-Promotoraktivitat, wobei bei gleichzeitiger Herunterregulation der
p54"-Expression die Promotoraktivitat signifikant vermindert war (Abbildung 19). MIA-/- mMSC
transfiziert mit dem pCMX-PL1 Kontroll-Vektor zeigten keinen signifikanten Unterschied in der
COL2A1-Promotoraktivitat in Abhangigkeit von der p54™-Expression (Abbildung 19). Folglich
konnte bestatigt werden, dass MIA/CD-RAP die COL2A1-Genexpression und somit die

Initiierung der Chondrogenese tiber p54™ reguliert.

mMSC MIA-/- Abbildung 19: Bestimmung der COL2A1-
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I Col2Luc B3 induziert. Die Reexpression von MIA/CD-

RAP in MIA-/- mMSC fiihrte zur Induktion der
COL2A1-Promotoraktivitat. Bei gleichzeitiger
Inhibition ~ der  p54™-Expression  per
_n spezifischer siRNA wurde die Promotoraktivitat

7 i i i signifikant  reduziert  (*: p<0,05). Zellen
transfiziert mit dem pCMX-PL1 Kontroll-Vektor

0 ,;lontrol ,:p|54”fb ,;lontrol ,:p|54”fb zeigten keine signifikante Veranderung der

nrb

Col2 promoter activity [RLU]
(x-fold, pGL2basic = 1)
(e}

Promotoraktivitat in Abhangigkeit von p54
pPCMX-PL1 hMIA (ns: nicht signifikant) (Schmid et al., 2010).

Es wurde nun untersucht, ob der gezeigte Effekt von MIA/CD-RAP auf die Cyclin D2-
Expression und Proliferation ebenfalls von p54™ vermittelt wird. WT-mMSC transfiziert mit
p54™-spezifischer siRNA zeigten eine signifikant erhéhte Cyclin D2-mRNA-Expression im
Vergleich zu Kontrolle (Abbildung 20 A). Die Uberexpression von humanem p54™ in MIA-/-
mMSC fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Cyclin D2-mRNA-Expression im Vergleich
zur Kontrolle (Abbildung 20 B). Die Effizienz der p54™-Uberexpression in MIA-/- mMMSC wurde
auf mRNA-Ebene per gRT-PCR bestatigt (Abbildung 17 B).
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Abbildung 20: Analyse der Cyclin D2 -Expression auf mMRNA -Ebene mittels gRT -PCR in Abhé&ngigkeit
von p54 ™. (A) WT-mMSC transfiziert mit p54"®-spezifischer siRNA zeigten eine signifikante Erhéhung der
Cyclin D2-mRNA-Expression im Vergleich zur siKontrolle (*: p<0,05). (B) Die Uberexpression von humanem
p54nrb in MIA-/- mMSC fuhrte zu einer signifikanten Verminderung der Cyclin D2-mRNA-Expression im
Vergleich zu kontroll-transfizierten Zellen (**: p<0,01) (Schmid et al., 2010).

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Abbildung 14 B und C zeigten WT-mMSC in
denen die p54™™-Expression per siRNA herunterreguliert wurde keine Veranderung der relativen
Proliferation nach Induktion der Differenzierung durch TGF-3 (Abbildung 21 A).
Uberexprimierte man p54™ in MIA-/- mMSC, kam es zu einer signifikanten Reduktion der
relativen Proliferationsrate nach Behandlung mit TGF-B3 (Abbildung 21 B). Diese Ergebnisse
zeigten, dass MIA/CD-RAP und p54™ denselben Effekt auf die Proliferation von mMSC haben.

A B
mMSC WT mMSC MIA-/-

125+ 125+
< [Isicontrol < ns [IpCMX-PL1
‘DE‘ 1004 s [ sip54™ ‘OE‘ 1004 — [ hp54™®
2 ks}
<l *k ®
F_’ 754 o E 754 -
S S T
2 50 5 50
2 2
B 257 8 254
° 2

0 0
- + - + TGF-B3 - + - + TGF-B3

Abbildung 21: Relative Proliferation von mMSC in Abh&ngigkeit von p 54™ (iber 8 Tage untersucht per
XTT Proliferations-Assay. Die Differenzierung wurde mit 10 ng/ml TGF-83 induziert. (A) Die Induktion der
Differenzierung fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der relativen Proliferation von WT-mMSC, wobei sie in
sip54nrb transfizierten WT-mMSC und (B) in MIA-/- mMSC unveréndert blieb (ns: nicht signifikant; **: p<0,01).
Die Uberexpression von p54nrb in MIA-/- mMSC fihrte zu einer signifikant verminderten Proliferation nach
Induktion der Differenzierung durch TGF-B3 (**: p<0,01) (Schmid et al., 2010).

Die Reexpression von humanem MIA/CD-RAP unter gleichzeitiger Verminderung der p54™®-
Expression per siRNA in MIA-/- mMSC hatte trotz Induktion der Differenzierung mit TGF-$3
keine Verminderung der relativen Proliferationsrate zur Folge (Abbildung 22). Wie bereits in
Abbildung 14 C gezeigt wurde, flhrte die Reexpression von humanem MIA/CD-RAP zu einer
Verminderung der relativen Proliferationsrate nach TGF-B3-Behandlung (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Bestimmung der relativen Proliferation per XTT Prolife rations -Assay. Die Differenzierung
wurde mit 10 ng/ml TGF-B3 induziert. Die Reexpression von MIA/CD-RAP in MIA-/- mMSC fiihrte zu einer
Verminderung der relativen Proliferation nach Induktion der Differenzierung (*: p<0,05). Die gleichzeitige
Inhibition der p54”rb-Expression per spezifischer siRNA fuhrte zu keiner signifikanten Veradnderung der

relativen Proliferationsrate trotz Behandlung mit TGF-B3 (ns: nicht signifikant) (Schmid et al., 2010). 49
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Es konnte somit gezeigt werden, dass MIA/CD-RAP (iber p54™ die Chondrogenese fordert,
indem die Proliferation tber eine Inhibition der Cyclin D2-Expression gehemmt wird und die
Differenzierung tber die Aktivierung der COL2A1-Transkription verstarkt wird.

3.1.5 Die Beteiligung des MAPK/ERK-Signalweges an d er MIA/CD-RAP-

abhangigen Regulation von p54 "™

In diesem Teilabschnitt wurde untersucht, Gber welchen Signalweg das sezernierte Protein
MIA/CD-RAP die p54™-Expression reguliert. Es ist bereits bekannt, dass MIA/CD-RAP die
ERK-AKktivitat inhibiert, indem es die Integrin alpha 4 beta 1- und alpha 5 beta 1-Aktivitéat durch
direkte Bindung negativ reguliert (Bauer et al., 2006). Auch in humanen Chondrozyten fiihrt eine
Bindung von MIA/CD-RAP an Integrin alpha 5 zur dessen Inaktivierung und zu einer Hemmung
der Aktivitat von ERK (Schubert et al., 2010).

Im nachsten Schritt wurde die Rolle des MAPK/ERK-Signalweges in der Regulation der p54™®-
Expression analysiert. Dazu wurde der MAPK/ERK-Signalweg spezifisch durch die Behandlung
von WT-mMSC mit 20 uM der MEK1/2-Inhibitoren PD98059 und UO126 fur 2 Tage inhibiert. Es
konnte keine Veranderung der p54™-Expression, weder auf mRNA- noch auf Proteinebene

festgestellt werden (Abbildung 23).

Der MAPK/ERK-Signalweg ist somit nicht an der MIA/CD-RAP-abhangigen Regulation der
p54™-Expression beteiligt.

mMSC WT Abbildung 23: Beteiligung des
MAPK/ERK Signalweges an der
Regulaton von p54 ™. Die
Differenzierung wurde mit 10 ng/ml
TGF-B3 induziert. Die Inhibition des
MAPK/ERK Signalweges mit den
MEK1/2-Inhibiotoren UO126 und
PD98059 in WT-mMSC fuhrte zu
keiner signifikanten Veranderung
der p54™-Expression, weder auf
mRNA-Ebene, bestimmt per gRT-
PCR, noch auf Proteinebene
p54™ bestimmt per Western Blot (ns:
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Die Ergebnisse dieser Untersuchung konnten bereits veroffentlicht werden (Schmid et al.,
2010).
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3.2 Untersuchung der transkriptionellen Regulation von p54™ durch
MIA/CD-RAP

Unter Punkt 3.1.3 konnte eine MIA/CD-RAP-abhéngige Regulation der p54™-Expression im
Knorpelgewebe nachgewiesen werden. AuRerdem wurde gezeigt, dass p54™ die Funktionen
von MIA/CD-RAP in der Forderung der Chondrogenese vermittelt (siehe 3.1.4). Im malignen
Melanom wurde ebenfalls eine verstarke p54™-Expression im Vergleich zu gesundem Gewebe
nachgewiesen. Dabei ist p54™ als Zielmolekill von MIA/CD-RAP an der Entstehung und
Progression des malignen Melanoms beteiligt (Schiffner et al., 2011).

Um die MIA/CD-RAP-vermittelten Effekte in der Chondrogenese zu verstehen, sollte im zweiten
Abschnitt dieser Arbeit die Regulation von p54™ durch MIA/CD-RAP untersucht werden. Dabei
fokussierten sich die Untersuchungen auf die Regulation der p54™-Transkription. Fiir diesen
Zweck wurden zwei unterschiedliche MIA/CD-RAP-defiziente Modellsysteme verwendet, um die
MIA/CD-RAP-abhéngige Regulation von p54™ zu untersuchen. Es wurden zum einen
Mesenchymalen Stammzellen aus Wildtyp- und MIA-/- Mausen und zum anderen die unter
Abschnitt  3.1.3 beschriebenen MIA/CD-RAP-negativen HMB2 Zellklone HMB2 -MIA5
verwendet. Zuséatzlich wurde die leicht kultivierbare und transfizierbare Melanomzelllinie Mel Im
unter Verwendung von MIA/CD-RAP-spezifischer siRNA als weiteres Modellsysteme
herangezogen. Die Melanonzelllinien HMB2 und Mel Im dienten dabei nur als weitere MIA/CD-
RAP-negative Zellsysteme.

Im ersten Schritt wurde im bis jetzt noch nicht charakterisierten p54™-Promotor nach
Sequenzibereinstimmungen gesucht, indem die Promotorregionen von verschiedenen

Vertretern der Placentalia verglichen wurden.

3.2.1 In silico Analyse der p54™°-Promotorregion

Um eine konservierte Region im p54”rb-Promotor von Ratte, Maus, Hund, Kuh, Rhesusaffe,
Schimpanse und Mensch zu definieren, wurde eine in silico Analyse unter Verwendung des
ECR- (evolutionary conserved region) Browsers (http://ecrbrowser.dcode.org) durchgefiihrt. Mit
Hilfe dieses Programmes kdnnen in der Evolution konservierte Bereiche in den Genomen von
verschiedenen Arten dargestellt werden. Hier wurde das menschliche Genom als Referenz
genommen und paarweise mit den Genomen der anderen Arten verglichen. Das Programm
detektiert dabei Sequenzelemente von signifikanter Lange, welche zwischen den beiden
Genomen durch ein bestimmtes MalR an Sequenzgleichheit konserviert sind. Diese Stellen
werden als ECRs bezeichnet und grafisch in Form von Spitzen hervorgehoben. Die x-Achse
stellt dabei die Lage im Genom dar und die y-Achse die Sequenzgleichheit in % zwischen dem

Referenz- und dem Vergleichsgenoms an dieser festgeschriebenen Position.
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Das Programm deckte eine hoch konservierte Region von ca. 1600 bp direkt oberhalb des 5'-
Endes des p54™-Gens unter den Vertretern der Placentalia auf (Abbildung 24 A). Fir genauere
Promotoranalysen wurde der Sequenzabschnitt aus Mensch und Maus, welcher diesen
konservierten Bereich enthalt, in den pGL4.10[luc2] Luciferase-Reportervektor kloniert. Der
klonierte Bereich reichte dabei im Menschen von -8436 bis -6833 bp (hp54™) und in der Maus
von -9160 bis -7461 bp (mp54™) relativ zum Translationsstart (Abbildung 24 B und C). Dabei
wurde die erste Base stromaufwérts vor dem ATG Start Codon mit der relativen

Positionsnummer -1 deklariert.
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Abbildung 24: In silico Analyse der p54"™°-Promotorregion innerhalb Vertretern der Placentalia. (A)
Vergleichende genomische Analyse des p54'1rb Gens und dessen 5' stromaufwarts liegenden Bereichs unter

Verwendung des ECR-Browsers. Die genomische Sequenz des p54nrb Gens von Mensch, Ratte, Maus, Hund,

Kuh, Rhesusaffe und Schimpanse wurde verglichen. (rot) Region zwischen Genen; (lachsfarben) Region
innerhalb eines Gens; (blaue Késtchen) kodierende Exone; (gelbe Kastchen) 5'- und 3'-UTR; (grtin) Transposons
und einfache Wiederholungen; (pinke Balken) in der Evolution konservierter Bereich (ECR). Die x-Achse stellt die
Lage im Genom dar. Die y-Achse stellt die Sequenzibereinstimmung in % zwischen Referenz- und
Vergleichsgenom an der jeweiligen Position dar. Der Kasten markiert eine in der Evolution konservierten Bereich

innerhalb Vertretern der Placentalia. (B) Schematische Darstellung des humanen und murinen p54'1rb Gens. (C)

Fir Promotoranalysen wurde der humane (hp54™Luc) und murine (mp54™Luc) Sequenzabschnitt in den
pGL4.10[luc2] Reportervektor kloniert, welcher den konservierten Bereich enthélt. Der Sequenzabschnitt reichte
dabei von -8436 bis -6833 bp im Humanen bzw. von -9160 bis -7461 bp im Murinen p54”rb-Gen. (orange)
Promotorregion; (blau) Exon; (griin) Intron; (rot) kodierendes Exon; (gelb) Luciferase-Reportergen. Die Zahlen
beschreiben die Position der Nukleotide relativ zum Translationsstart. Die erste Base stromaufwarts vor dem ATG

Start Codon wurde als -1 bezeichnet. Der Pfeil markiert den Transkriptionsstart (Schmid et al., 2013). 52
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Im folgenden Abschnitt wurden die so generierten p54™-Promotor-Reporterkonstrukte

verwendet, um den Einfluss von MIA/CD-RAP auf die transkriptionelle Regulation des p54™-
Promotors zu studieren.

3.2.2 Erste Hinweise auf die Aktivitat des p54””’-Promotors im malignen
Melanom

Es konnte bereits eine verstarke p54™ mRNA- und Proteinexpression im malignen Melanom im
Vergleich zu gesundem Gewebe nachgewiesen werden (Schiffner et al., 2011). Unter
Verwendung von Luciferase-Reportergen-Assays und des unter 3.2.1 beschriebenen humanen
p54™-Promotor-Reporterkonstrukts (hp54™Luc) sollte nun die transkriptionelle Aktivitat des
Promotors in verschiedenen Melanomzelllinien bestatigt werden. In Ubereinstimmung mit hohen
p54™ mRNA- und Proteinexpressionen konnte eine starke Aktivitit des humanen p54™-
(hp54™) Promotors in den Melanomzelllinien Mel Juso, Mel Ei, Mel Im und Mel Ju festgestellt
werden (Abbildung 25 A).

Im nachsten Schritt sollte gezeigt werden, ob die bereits beschriebene Induktion der p54™®-
Expression durch MIA/CD-RAP (Schiffner et al., 2011) auf transkriptioneller Ebene
vonstattengeht. Hierzu wurde die p54™-Promotoraktivitit in den MIA/CD-RAP-negativen HMB2
Zellklonen HMB2 -MIA5 und -MIA8 (Poser et al., 2004; Tatzel et al., 2005) bestimmt. Als
Kontrolle wurden B-Galaktosidase exprimierende HMB2 lacZ Zellklone verwendet. Im Vergleich
zu der parentalen Zelllinie HMB2 und den Kontrollklonen HMB2 lacZ war die hp54™-
Promotoraktivitat in den HMB2 -MIA5 und -MIA8 Zellklonen signifikant reduziert. Zwischen
HMB2 Zellen und HMB2 lacZ Zellklonen konnte kein signifikanter Unterschied in der hp54™-
Promotoraktivitat nachgewiesen werden (Abbildung 25 B). Diese ersten Ergebnisse deuten
stark auf eine MIA/CD-RAP-abhangige Aktivierung des p54™-Promotors hin. Im nachsten
Abschnitt sollte dieser Aspekt genauer untersucht werden.
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Abbildung 25: Bestimmung der p54"™-Promotoraktivitat im Melanom per Reportergen  -Assay. (A) Der
humane p54™- (hp54™) Promotor war in allen Melanomzelllinien stark aktiv. (B) Die hp54™-Promotoraktivitét
war in den MIA/CD-RAP negativen Zellklonen HMB2 -MIA5 und -8 im Vergleich zu der Kontrollklonen HMB2
lacZ signifikant verringert (*: p<0,05). Es war kein signifikanter Unterschied in der hp54”’b-Promotoraktivitat
zwischen HMB2 und HMB2 lacZ feststellbar (ns: nicht signifikant) (Schiffner et al., 2011).
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3.2.3 Regulation der p54"™-Promotorregion in Abhéngigkeit von MIA/CD-RAP in
Mensch und Maus

Erste Hinweise auf die MIA/CD-RAP gesteuerte Verstarkung der p54™-Promotoraktivitat sollte
nun durch detaillierte Analysen in Luciferase-Reportergen-Assays, unter Zuhilfenahme des
humanen und murinen p54™-Promotor-Reporterkonstrukts, bestétigt werden. Zu diesem Zweck
wurden die eingangs beschriebenen MIA/CD-RAP-negativen Modell Systeme verwendet.

Die Herunterregulation von MIA/CD-RAP durch siRNA-Technologie in der Melanomzelllinie Mel
Im filhrte zu einer reduzierten hp54™-Promotoraktivitat (Abbildung 26 A). Die durchschnittliche
Verminderung der MIA/CD-RAP-mRNA-Expression in Mel Im Zellen durch Transfektion mit

spezifischer siRNA in allen folgenden Experimenten wurde per gRT-PCR bestétigt
(Abbildung 26 B).
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Abbildung 26: Bestimmung der hp54"°-Promotoraktivitit per Reportergen -Assay. (A) Die

Herunterregulation der MIA/CD-RAP-Expression durch siRNA fiihrte in Mel Im Zellen zu einer signifikanten
Verminderung der relativen hp54”’b-Promotoraktivitat im Vergleich zu kontroll-transfizierten Zellen (**: p<0,01).

(B) Die durchschnittliche Herunterregulation der MIA/CD-RAP-Expression per siRNA-Technologie in Mel Im
Zellen, wurde durch gRT-PCR analysiert. Die MIA/CD-RAP-mRNA-Expression wurde in allen Experimenten
nach Transfektion mit MIA/CD-RAP-spezifischer siRNA im Vergleich zu Kontrolle signifikant reduziert
(***: p<0,001) (Schmid et al., 2013).

Die transkriptionelle Aktivitat des p54™-Promotors wurde auRRerdem in differenzierten murinen
mesenchymalen Stammzellen (mMSC) isoliert aus Wildtyp- (WT) und MIA-knockout- (MIA-/-)
Mausen unter Verwendung des unter 3.2.1 dargesteliten murinen p54™-Promotor-
Reporterkonstrukts (mp54™Luc) kontrolliert. Die Differenzierung wurde dabei mit 10 ng/ml TGF-
B3 induziert. In WT-mMSC konnte ebenfalls eine starke Aktivitat des murinen p54™- (mp54™™®)
Promotors gezeigt werden (Abbildung 27 A), was auf eine transkriptionelle Regulation des
p54"-Gens in der Chondrogenese schlieRen lasst. In MIA-- mMSC war die mp54™-
Promotoraktivitat im Vergleich zu WT-mMSC deutlich reduziert (Abbildung 27 A). Experimente
in denen die MIA/CD-RAP-Expression per siRNA in WT-mMSC vermindert wurde bestatigten
die MIA/CD-RAP-abhéngige Aktivierung des p54™-Promotors (Abbildung 27°B). Die
durchschnittliche Verminderung der MIA/CD-RAP-mRNA-Expression in WT-mMSC, per siRNA-
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Technologie, in allen

folgenden Experimenten wurde per qRT-PCR kontrolliert

(Abbildung 27 C).
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Abbildung 27: Bestimmung der mp54""-Promotoraktivitat per Reportergen

-Assay. Die Differenzierung
wurde mit 10 ng/ml TGF-B3 induziert. (A) Der murine p54™- (mp54™) Promotor war in murinen

mesenchymalen Stammzellen (mMMSC) isoliert aus Wildtyp- (WT) Mausen stark aktiv. Im Vergleich dazu war
die Promotoraktivitdt in mMSC aus MIA-knockout- (MIA-/-) Mausen signifikant vermindert (***: p<0,001). (B)
WT-mMSC transfiziert mit MIA/CD-RAP-spezifischer siRNA wiesen eine signifikant verminderte relative
mp54”'b-Promotoraktivitat im Vergleich zur Kontrolle auf (*: p<0,05). (C) Die Effizienz des Einsatzes von
siRNA zur Verminderung der MIA/CD-RAP-Expression wurde per gRT-PCR validiert. Die MIA/CD-RAP-
MRNA-Expression wurde nach Transfektion mit MIA/CD-RAP-spezifischer siRNA im Vergleich zur Kontrolle
signifikant inhibiert (*: p<0,05) (Schmid et al., zur Veroffentlichung eingereicht).

Um die in der in silico Analyse gezeigten Konservierung des p54™-Promotors zwischen
Mensch und Maus aus Abschnitt 3.2.1 zu bestatigen, wurde die Aktivitat des hp54™-Promotor-
Reporterkonstrukts in murinen MSC bzw. die Aktivitat des mp54"®-Promotor-Reporterkonstrukts
in humanen HMB2 Zellen untersucht. Der hp54™-Promotor zeigte auch in mMSC eine starke
Aktivitat, MIA-/- (Abbildung 28 A). In
Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis konnte die Aktivitat des mp54™-Promotors in HMB2

Zellen gezeigt werden, dessen Aktivitdt in HMB2 -MIA5 Zellklonen stark reduziert war
(Abbildung 28 B).
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., 2013).
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Es wurde somit eine starke Konservierung des humanen und murinen p54™-Promotors
bestétigt. Beide Konstrukte waren in murinen und humanen Zellsystemen funktionell aktiv und
ihre Aktivitat war durch MIA/CD-RAP positiv moduliert.

3.2.4 Identifizierung der exakten p54"™®-Promotorregion, welche die MIA/CD-RAP-

abhangige Aktivierung vermittelt

Zur Aufklarung des Mechanismus mit dem MIA/CD-RAP die p54™-Promotoraktivitat erhoht,
wurde eine Serie von verkiirzten hp54™-Promotor-Reporterkonstrukten unter Zuhilfenahme der
nested deletion Methode (siehe 5.3.3.8) angefertigt. Die erhaltenen Reporterkonstrukte wurden
in HMB2 Zellen und in die MIA/CD-RAP-negativen Zellklone HMB2 -MIA5 transfiziert und die
Promotoraktivitdt per Luciferase-Reportergen-Assay bestimmt. Fir dieses Screening wurde
zunachst nur das HMB2 Modellsystem verwendet, da sich hier die nétigen hohen Zellzahlen
realisieren lieBen. In Abbildung 29 ist eine schematische Ubersicht der zunichst verwendeten
Promotor-Reporterkonstrukte (A), sowie die resultierenden Promotoraktivitdten nach
Transfektion in HMB2 Zellen und HMB2 -MIA5 Zellklonen dargestellt (B). Die Experimente
zeigten, dass das 336 bp lange Fragment des hp54™-Promotors zwischen -7300 und -6964 bp
relativ zum Translationsstart den aktvierenden Effekt von MIA/CD-RAP vermittelt. Die Ratio der
Promotoraktivitat in HMB2 Zellen und HMB2 -MIA5 Zellklonen war auf 1 reduziert, verglich man
die Aktivitat des Konstrukts dem dieser Bereich fehlt mit dem, der diesen Bereich noch enthielt
(Abbildung 29 C).
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Abbildung 29: Grobe Eingrenzung der p54™™°-Promotorregion, welche die MIA/CD -RAP-abhangige
Aktivierung steuert. (A) Schematische Darstellung der transfizierten hp54'"b-Promotor-Reporterkonstrukte,
generiert per nested deletion. (B) Analyse der hp54”’b-Promotoraktivitat per Reportergen-Assay nach
transienter Transfektion des jeweiligen Promotor-Reporterkonstrukts in HMB2 (graue Balken) und HMB2 -
MIA5 (schwarze Balken) Zellen. (C) Ratio der hp54”rb-Promotoraktivitét zwischen HMB2 und HMB2 -MIA5
Zellen fir das jeweilige Promotor-Reporterkonstrukt. Die Ratio sinkt signifikant auf 1 nach Deletion eines 336
bp langen DNA-Fragments zwischen -7300 und -6964 bp relativ zum Translationsstart des hp54”’b-Promotors

(*: p<0,05) (Schmid et al., 2013).
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Als nachstes folgte eine detaillierte Analyse dieser kleinen Region des hp54™®-Promotor-
Reporterkonstrukts zwischen -7300 und -6964 bp relativ zum Translationsstart, indem weitere
verkiirzte hp54™-Promotor-Reporterkonstrukte angefertigt wurden (Abbildung 30 A). Diese
wurden ebenfalls in HMB2 Zellen und HMB2 -MIA5 Zellklone transfiziert und die
Promotoraktivitat per Luciferase-Reportergen-Assay bestimmt (Abbildung 30 B). Es konnte ein
42 bp langes DNA-Fragment zwischen -7079 und -7037 bp relativ zum Translationsstart
bestimmt werden, welches den Haupteffekt von MIA/CD-RAP auf die Verstarkung der hp54™-
Promotoraktivitat vermittelt. Die Ratio der Promotoraktivitat war auf 1 reduziert, verglich man die
Aktivitdt des Konstrukts ohne den Bereich zwischen -7079 und -7037 bp mit dem, der diesen
Bereich noch enthielt. Weitere Deletionen stromabwaérts von -7037 bp des Promotorkontrukts
resultierten in keiner Veranderung der Ratio (Abbildung 30 C).
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Abbildung 30: Genauere Eingrenzung der p54"™-Promotorregion, welche die MIA/CD -RAP-abhangige
Aktivierung steuert. (A) Schematische Darstellung der transfizierten hp54nrb Promotor-Reporterkonstrukte,
generiert per nested deletion und Klonierung. (B) Gezeigt ist die hp54nrb Promotoraktivitdt nach transienter
Transfektion der jeweiligen Promotor-Reporterkonstrukte in HMB2 (graue Balken) und HMB2 -MIA5
(schwarze Balken) Zellen, analysiert per Reportergen-Assay. (C) Die Ratio der hp54nrb Promotoraktivitat
zwischen HMB2 und HMB2 -MIA5 Zellen sank signifikant auf 1 nach Deletion eines 42 bp langen DNA-
Fragments zwischen -7079 und -7037 bp relativ zum Translationsstart des hp54nrb Promotors (***: p<0,001).
Eine weitere Deletion des Promotors zwischen -7037 und -6964 bp filhrte zu keiner signifikanten Anderung
der Ratio (ns: nicht signifikant) (Schmid et al., 2013).

Um die Relevanz dieses Promotorabschnittes fur die MIA/CD-RAP-abhéangige Aktivierung der
hp54™-Promotoraktivitast ~ zu  bestatigen, wurden  ausgewahlte  hp54™-Promotor-
Reporterkonstrukte in WT- und MIA-/- mMSC transfiziert (Abbildung 31 A). Die Promotoraktivitét
wurde per Luciferase-Reportergen-Assay bestimmt (Abbildung 31 B). In Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen aus dem humanen Zellsystem war die Promotorregion zwischen -7079 und -
7037 bp auch im murinen System fir MIA/CD-RAP erforderlich, um die hp54™-
Promotoraktivitat zu erhéhen (Abbildung 31 C).

57



Ergebnisse

Diese Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass es sich bei dem 42 bp langen DNA Stiick
zwischen -7079 und -7037 bp des p54™®-Promotors um einen hoch konservierten Bereich
handelt, der die MIA/CD-RAP induzierte p54™-Gentranskription reguliert.
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Abbildung 31: Analyse der Konservierung des -7079 bis -7037 bp langen DNA -Abschnittes der p54"™-
Promotorregion, welcher die MIA/CD-RAP-abhéangige Akt  ivierung steuert. (A) Schematische Darstellung
der transfizierten hp54™-Promotor-Reporterkonstrukte. (B) Auffiihrung der hp54™-Promotoraktivitat nach
transienter Transfektion der jeweiligen Promotor-Reporterkonstrukts in WT (weil3e Balken) und MIA-/- mMSC
(schwarze Balken), analysiert per Reportergen-Assay. (C) Die Ratio der hp54”'b-Promotoraktivit‘at nach
Deletion des 42 bp langen DNA Fragments zwischen -7079 und -7037 bp relativ zum Translationsstart sank
signifikant auf 1 zwischen WT- und MIA-/- mMSC (**: p<0,01) (Schmid et al., zur Veroffentlichung eingereicht).

3.2.5 Identifizierung der MIA/CD-RAP-relevanten Tra nskriptionsfaktorbindestelle
im p54"™-Promotor

Fur die Vorhersage von mdglichen Transkriptionsfaktorbindestellen im genomischen Bereich
von -7079 bis -7037 bp relativ zum Translationsstart des hp54™-Promotors wurde das
Gene2Promotor-Programm (www.genomatix.de) verwendet. Die in silico Analyse ergab ein
Cluster von Transkriptionsfaktoren, welche potenziell an die 5 Region dieses 42 bp langen
DNA Elements binden. Aus diesem Grund wurden zwei doppelstrangige Oligonukleotide
angefertigt, welche den 18 bp der 5' Region (5'-hp54™) und den 24 bp der 3' Region (3'-
hp54™) des 42 bp langen DNA Elements entsprechen (Abbildung 32). Das 5-hp54™-

Oligonukleotid enthalt die Transkriptionsfaktorbindestellen des errechneten Clusters.

7075 7070
7079 | | -7062 -7061 7038 -7037 6833
PGI4.10 | Mut Il Mut | 1 L |
5-ATTTCTCTGG CCTTGATTGGCAGTITAG CTAACCAATCGAGAACGCCATTTT GTACCCCT-/-AGGGCGAA-3'
5"-hp54m 3-hp54md

Abbildung 32: Schematische Darstellung des  hp54"™-Promotor -Reporterkonstrukt s im genomischen
Bereich von -7079 bis -6833 bp. Das 42 bp lange DNA-Fragment zwischen -7079 und -7037 bp des hp54”rb-
Promotors, welches den Effekt von MIA/CD-RAP auf die Verstarkung der hp54”rb-Promotoraktivitét vermittelt
ist in grau hervorgehoben. Oligonukleotide welche fir EMSA-Assays eingesetzt wurden sind wie folgt
gekennzeichnet: 5-hp54™, 5-hp54™ Mut | und Mut II, 3-hp54™. Die Basen, die mutiert wurden sind in
Fettschrift dargestellt. Die Zahlen stellen die Lage relativ zum Translationsstart dar. -1 reprasentiert dabei die
erste Base 5' des ATG Start Codons (Schmid et al., 2013).

Um zu zeigen, dass Transkriptionsfaktoren in Abhangigkeit von MIA/CD-RAP an diese

Oligonukleotide binden, wurden Electrophoretic-Mobility-Shift-Assays (EMSA) durchgefihrt. Bei
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Inkubation des 5'-hp54™-Oligonukleotids mit Kernprotein aus HMB2 Zellen, konnten zwei DNA-
Protein-Komplexe nachgewiesen werden (Abbildung 33 A: Spur 3). Diese Bindung von
Proteinen an das 5'-hp54™-Oligonukleotid war deutlich schwécher bei Inkubation mit
Kernprotein aus HMB2 -MIA5 Zellklonen (Abbildung 33 A: Spur 4). In Ubereinstimmung mit
diesen Ergebnissen fihrte die Inkubation von Kernprotein aus WT-mMSC zur Bildung von zwei
DNA-Protein-Komplexen (Abbildung 33 B: Spur 3), welche bei Inkubation mit Kernprotein aus
MIA-/- mMSC schwacher waren (Abbildung 33 B: Spur 4). Wie erwartet konnte bei der
Untersuchung von Proteinbindungen an das 3“-hp54™-Oligonukleotid keine MIA/CD-RAP
Abhangigkeit, weder im humanen noch im murinen System, nhachgewiesen werden
(Abbildung 33 A und B: Spur 5 und 6).
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Abbildung 33: Analyse der MIA/CD -RAP-abhéngigen Bindung von Transkriptionsfaktoren an den
hp54"™-Promotor per Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay (EMS  A). (A) Bei Inkubation des 5‘-hp54™-
Oligonukleotids mit Kernprotein aus HMB2 Zellen konnten zwei DNA-Protein-Komplexe nachgewiesen
werden (Spur 3). Kernprotein aus HMB2 -MIA5 Zellklonen zeigten eine verminderte Bindung an das 5'-
hp54”rb-OIigonukIeotid (Spur 4). Es konnte keine MIA/CD-RAP-abhéngige Interaktion von Kernproteinen mit
dem 3‘-hp54”rb-OIigonukIeotid (Spur 5 und 6) nachgewiesen werden (Schmid et al., 2013). (B) Die Inkubation
des 5‘-hp54”’b-OIigonukIeotids mit Kernprotein aus WT-mMSC (Spur 3) ergab zwei DNA-Protein-Komplexe,
welche bei Inkubation mit Kernprotein aus MIA-/- mMSC (Spur 4) schwacher wurden. Es konnte keine
MIA/CD-RAP-abhéngige Interaktion von Kernproteinen mit dem 3‘-hp54”’b-OIigonukIeotid (Spur5 und 6)
nachgewiesen werden (Schmid et al., zur Verdffentlichung eingereicht). Der Inhalt der Reaktionsansétze ist
schematisch unter den Gelbildern dargestellt. Als Kontrolle sind in Spurl und2 die markierten

Oligonukleotide ohne Kernprotein aufgetragen.

Um nun die genaue MIA/CD-RAP-spezifische regulatorische Stelle im genomischen Bereich
von -7079 bis -7062bp des hp54™-Promotors zu definieren, wurden mégliche
Transkriptionsfaktorbindestellen mit Hilfe des Matlnspector-Programms (www.genomatix.de)
ermittelt. Die Analyse dieser Region ergab zwei potentielle Bindestellen fir mehrere

Transkriptionsfaktoren im Bereich von -7075 bis -7070 bp relativ zum Translationsstart des
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hp54™-Gens. Um zunachst die Relevanz dieser Bindestellen zu untersuchen wurden zwei
doppelstrangige Oligonukleotide generiert, die dem 5'-hp54™-Oligonukleotid entsprachen,
jedoch die erste (5-hp54™ Mut 1) oder die zweite (5'-hp54™ Mut Il) Bindestelle mutiert war
(Abbildung 32). Ob weiterhin eine DNA-Protein Interaktion zustande kommt, wurde per EMSA-
Analysen untersucht. Die Ausbildung von zwei starken DNA-Protein-Komplexen nach
Inkubation von Kernprotein aus HMB2 (A: Spur 1) und WT-mMSC (B: Spur 4) mit dem 5*-
hp54™-Oligonukleotid konnte bestatigt werden (Abbildung 34). Diese Interaktion war nach
Inkubation von Kernprotein aus HMB2 -MIA5 Zellklonen (A: Spur4) und MIA-/- mMSC
(B: Spur 7) deutlich reduziert (Abbildung 34 ). In beiden Zellsystemen fiihrte die Mutation der
Transkriptionsfaktorbindestellen (5-hp54™ Mut | und -Il) zu einer fast kompletten Aufhebung
der DNA-Protein Interaktion (Abbildung 34 A: Spur 2, 3 und 5, 6; B: Spur 5, 6 und 8, 9).

A B

b

| —— e

Labelled oligo hp54™ 5  Mutl Mutll 5 Mutl Mutll 5 Mutl Mutll 5 Mutl Mutll 5 Mutl Mutll
Nuclear extract HMB2 -5 - - - WT mMSC MIA-/- mMSC

Abbildung 34: Genaue Eingrenzung der MIA/CD -RAP-abhéangigen regulatorischen Stelle im hp54™"-
Promotor per Mutagenese und Electrophoretic-Mobility- Shift-Assay. (A) Die Inkubation von Kernprotein
aus HMB2 Zellen (Spur1) mit dem 5-hp54™ Oligonukleotid fiihrte zur Bildung von 2 DNA-Protein-
Komplexen, welche in Versuchen mit Kernproteinen aus HMB2 -MIA5 Zellen (Spur 4) schwacher ausgebildet
waren. Die Mutation der Transkriptionsfaktorbindestellen (Mut | und 1) im 5‘-hp54”’b-OIigonukIeotid
verhinderte die Ausbildung eines MIA/CD-RAP-regulierten DNA-Protein-Komplexes in HMB2- und HMB2 -
MIA5 Zellen (Spur 2, 3 und 5, 6) (Schmid et al., 2013). (B) Es kam zur Ausbildung von zwei DNA-Protein-
Komplexen nach Inkubation des 5‘-hp54”’b-OIigonukIeotids mit Kernprotein aus WT-mMSC (Spur 4). Die
Ausbildung dieser Komplexe war vermindert bei Inkubation mit Kernprotein aus MIA-/- mMSC (Spur 7). Beide
Mutationen im 5‘-hp54”’b-OIigonukIeotid verhinderten die Ausbildung eines MIA/CD-RAP-abhéangigen DNA-
Protein-Komplexes in WT- und MIA-/- mMSC (Spur 5, 6 und 8, 9). Der Inhalt der Reaktionsansatze ist in
schematisch unter den Gelbildern dargestellt. Als Kontrolle sind in Spur 1 bis 3 die markierten Oligonukleotide
ohne Kernprotein aufgetragen (Schmid et al., zur Verdffentlichung eingereicht).

Um diese Daten zu bestéatigen, wurde fir eine weitere EMSA-Analyse Kernproteine aus der
Melanomzelllinie Mel Im, in denen die MIA/CD-RAP-Expression per siRNA-Technologie
herunterreguliert wurde, isoliert. Die Inkubation von Kernproteinen aus unbehandelten Mel Im

Zellen mit dem 5“-hp54™-Oligonukleotid fiihrte zu einer Ausbildung von zwei DNA-Protein-

60



Ergebnisse

Komplexen (Abbildung 35 A: Spur 4). Kernprotein aus Zellen in denen die MIA/CD-RAP-
Expression durch siRNA vermindert wurde (Spur 10), bildeten einen schwécheren DNA-Protein-
Komplex im Vergleich zur Kontrolle (Spur 7) aus (Abbildung 35). Die Verminderung der Bindung
wurde densitometrisch vermessen (Abbildung 35 B). Die Mutation der
Transkriptionsfaktorbindestellen | und 1l verhinderte die Ausbildung eines DNA-Protein-
Komplexes (Abbildung 35 A: Spur 5, 6; 8, 9 und 11, 12).

A

Mel Im nuclear extracts

=1)
-
N
g

1.004 ——

0.75+

0.50-

0.25+

(arbitrary unit, untreated

[ NN,

Labelled oligo hp54”’b 5 Mutl Mutll 5 Mutl Mutll 5 Mutl Mutll 5 Mutl Mutll
Nuclear extract - - - Mel Im sicontrol SiMIA
Unlabelled oligo - - - - -

o
o
S

untreated  sicontrol siMIA

5-hp54™® realtive DNA binding activity 09

Abbildung 35: Bestatigung der MIA/CD -RAP-abhéngigen regulatorischen Stelle im  hp54™™°-Promotor in
Mel Im Zellen unter Einsatz von MIA/CD-RAP-spezifisc  her siRNA. (A) Die Inkubation von Kernprotein aus
der Melanomzelllinie Mel Im fiihrte zur Ausbildung von zwei DNA-Protein-Komplexen, untersucht durch EMSA
Analysen (Spur 4). Die Ausbildung des DNA-Protein-Komplexes war in Mel Im Zellen, transfiziert mit MIA/CD-
RAP-spezifischer RNA (Spur 10), im Vergleich zur Kontrolle vermindert (Spur7). Die Mutation der
Transkriptionsfaktorbindestellen (Mut | und 1) innerhalb des 5‘-hp54”rb-OIigonukIeotids verhinderte die
Ausbildung eines DNA-Protein-Komplexes (Spur 5, 6; 8, 9 und 11, 12). (B) Densitometrische Quantifizierung
der Bindung von Kernprotein aus Mel Im Zellen an das 5‘-hp54”'b-OIigonukIeotid analysiert per EMSA. Die
Bindung war signifikant reduziert nach Inhibition der MIA/CD-RAP-Expression per siRNA-Technologie
(*: p<0,05). Der Inhalt der Reaktionsansatze ist schematisch unter den Gelbildern dargestellt. Als Kontrolle

sind in Spur 1 bis 3 die markierten Oligonukleotide ohne Kernprotein aufgetragen (Schmid et al., 2013).

Es wurden nun Verdrangungsexperimente mit verschiedenen Konzentrationen an unmarkierten
5'-hp54™-, -Mut I- und -Mut 1I-Oligonukleotiden im Uberschuss durchgefiihrt, um die spezifische
Interaktion von Kernproteinen aus HMB2 und WT-mMSC an das 5‘-hp54™®-Oligonukleotid zu
beweisen. Sogar kleine Mengen an unmarkierten 5-hp54™-Oligonukleotid war ausreichend, um
die DNA-Protein Interaktion von Kernproteinen mit dem markiertem 5'-hp54"®-Oligonukleotid zu
verhindern (Abbildung 36 A, B: Spur 3). Zusatzlich fuhrte nicht einmal die hochste
Konzentration an unmarkierten 5-hp54™ Mut |- und -Mut 1I-Oligonukleotid zu einer
Verdrangung der DNA-Protein Interaktion (Abbildung 36 A, B: Spur 8 und 11).
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A B
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Labelled oligo hp54™ & 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Nuclear extract - HMB2 - WT mMSC
Unlabelled oligo - - 60x 120x 240x 60x 120x 240x  60x 120x 240x - - 100x 200x 400x 100x 200x 400x  100x 200x 400x
5'-hp54n Mut | Mut Il 5'-hp54nb Mut | Mut Il
Abbildung 36: Untersuchung der Bindespezifitat an den hp54"™°-Promotors. Fur

Verdrangungsexperimente wurden EMSA-Analysen mit drei unterschiedlichen Konzentrationen an
nrb

unmarkierten 5-hp54 "-Oligonukleotiden (Spur 3 bis 5) bzw. mutierten Oligonukleotiden Mut | und Il (Spur 6

nrb

bis 8 und Spur 9 bis 11) durchgefihrt. Die Vorinkubation von unmarkiertem 5'-hp54""-Oligonukleotiden mit
Kernprotein aus HMB2 (A) und WT-mMSC (B) (Spur 3 bis 5) fihrte zu einer Verdrangung der DNA-Protein-

Interaktion, welche sich bei Inkubation von Kernprotein mit dem markiertem 5‘-hp54”rb-OIigonukIeotid bildete

(Spur 2). Die Inkubation mit unmarkiertem mutiertem 5‘-hp54”'b-OIigonukIeotiden fuhrte zu keiner

Verdrangung der DNA-Protein Interaktion, weder bei Kernproteinen aus HMB2 (A) noch aus WT-mMSC (B)
(Spur 6 bis 8 und Spur 9 bis 11). Der Inhalt der Reaktionsansatze ist schematisch unter den Gelbildern
dargestellt. Als Kontrolle ist jeweils in Spur 1 das markierte Oligonukleotide ohne Kernprotein aufgetragen (A:
Schmid et al., 2013; B: Schmid et al., zur Veroffentlichung eingereicht).

Als nachstes wurde die Auswirkung der beiden Mutationen (Mut | und Il) im Bereich von -7075
bis -7070 bp des -7079 bis -6833 bp langen hp54™-Promotor-Reporterkonstrukts auf die
Promotoraktivitat per Luciferase-Reportergen-Assay untersucht. Die Transfektion der mutierten
Formen des hp54™-Promotor-Reporterkonstrukts in HMB2 Zellen und HMB2 -MIA5 Zellklone
zeigte, dass beide Mutationen zu einem annahernd kompletten Verlust der MIA/CD-RAP-
abhéangigen Aktivierung des p54™-Promotors filhrte. Es war hier die Ratio der
Promotoraktivitdten auf 1 reduziert beim Vergleich der Aktivitat der mutierten Konstrukte mit der
Aktivitat des unmutierten Konstrukts (Abbildung 37 A, rechts). Die Ratio entsprach somit der
nach Transfektion des Konstrukts ohne den MIA/CD-RAP regulatorischen Bereich zwischen -
7079 und -7037 bp. Auch in Mel Im Zellen, in denen die MIA/CD-RAP-Expression per siRNA
herunterreguliert wurde, kam es zu einer beinahen Aufhebung der MIA/CD-RAP gesteuerten
Verstarkung der p54™-Transkription (Abbildung 37 B). Die Transfektion der mutierten
Konstrukte in mMSC hob die MIA/CD-RAP vermittelte Aktivierung der p54™-Promotoraktivitat
auf (Abbildung 37 C).

Die Region von -7075 bis -7070 bp relativ zum Translationsstart des hp54™-Promotors ist somit

fur die MIA/CD-RAP-abhangige Verstarkung der p54™-Promotoraktivitat verantwortlich.
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3.2.6 Identifizierung des Transkriptionsfaktors, we

Abbildung 37: Einfluss der Mutation von mdglichen Transkriptionsfa ktorbindestellen auf die MIA/CD -
RAP-abhangige Aktivierung der  p54™°-Transkription. Links sind die transfizierten hp54™-Promotor-
Reporterkonstrukte dargestellt. Die rote Markierung reprasentiert mutierte Stellen im Promotor-
Reporterkonstrukt. In der Mitte ist die hp54nrb Promotoraktivitat, untersucht per Reportergen-Assay, nach
transienter Transfektion des jeweiligen Promotor-Reporterkonstrukts in die angegeben Zellen dargestellt.
Rechts ist die Ratio der Aktivitdt des jeweiligen hp54”rb-Promotor-Reporterkonstrukts zwischen HMB2 und
HMB2 -MIA5 Zellen (A), Mel Im siKontroll- und siMIA-transfizierten Zellen (B) und WT- und MIA-/- mMSC (C)
dargestellt. Die Aktivitdt des hp54nrb Promotor-Reporterkonstrukts von -7079 bis -6833 relativ zum
Translationsstart war in allen MIA/CD-RAP-negativen Zellsystemen signifikant reduziert (*: p<0,05;
***: n<0,001). Die Mutation der Bindestelle | und Il im hp54”’b-Promotor fuhrte zu einer Aufhebung der
MIA/CD-RAP-vermittelten Aktivierung der p54”’b-Promotoraktivitét in allen drei Zellsystemen. Die Ratio der
hp54”’b-Promotoraktivitat zwischen MIA/CD-RAP-positiven und -negativen Zellen sank in allen Fallen
signifikant auf 1 nach Mutation der Bindestelle | und Il sowie nach Deletion des Promotorbereichs zwischen -
7079 und -7037 bp (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001) (A und B : Schmid et al., 2013; C: Schmid et al., zur
Verdffentlichung eingereicht).

Abhangigkeit von MIA/CD-RAP aktiviert

Icher den p54™™®-Promotor in

Um nun den Transkriptionsfaktor zu identifizieren, der den MIA/CD-RAP aktivierenden Effekt

auf den p54™-Promotor vermittelt, wurden die in der Matinspector-Analyse erhaltenen Faktoren

genauer untersucht. Es wurden mdgliche Bindestellen fur die Transkriptionsfaktoren NFI
(nuclear factor 1), PBX1 (pre-B-cell leukemia homeobox 1), MEIS1 (meis homeobox 1), CEBPG
(CCAAT/enhancer binding protein gamma) und HOXC5 (homeobox C5) in der Region von -

7075 bis -7070bp des hp54™-Promotors festgestellt.
Transkriptionsfaktoren wurde in HMB2 Zellen und HMB2 -MIA5 Zellklonen, in Mel Im siKontroll-

Die mRNA-Expression dieser

und siMIA-transfizierten Zellen und in WT- und MIA-/- mMSC per gRT-PCR bestimmt. In keinem
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der drei MIA/CD-RAP-negativen Zellsysteme konnte eine einheitliche Inhibition der mRNA-
Expression durch den Verlust von MIA/CD-RAP gezeigt werden (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Analyse der mRNA-Expression von méglichen Transkriptionsfaktoren mit tels gRT -PCR,
die den MIA/CD-RP-aktivierenden Effekt auf den p54'"b-Prom0tor vermitteln. Es konnte keine einheitliche
Verminderung der mRNA-Expression der untersuchten Transkriptionsfaktoren (A-E) durch den Verlust von
MIA/CD-RAP festgestellt werden. Es wurde die Expression in HMB2 und HMB2 -MIA5 Zellen (1), in Mel Im
siKontroll- und siMIA-transfizierten Zellen (ll) und in WT- und MIA-/- mMSC untersucht (lll). Es wurde eine
WT-mMSC-Charge gleich 1 gesetzt. (I und Il : Schmid et al., 2013; lll: unverdéffentlichte Daten).
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3.2.7 YBX1 als Mediator der MIA/CD-RAP-abhangigen A ktivierung des p54”rb-

Promotors

Als Letzt moglichen Transkriptionsfaktor, der fir die MIA/CD-RAP-abhéangige Aktivierung des
p54"-Promotors in Frage kam, wurde Y box binding protein 1 (YBX1) untersucht. Es wurde
zunachst die Regulation der YBX1-Promotoraktivitdit durch MIA/CD-RAP per Luciferase-
Reportergen-Assays unter Verwendung eines YBX1-Promotor-Reporterkonstrukts (YBX1Luc)
(Holm et al., 2002) untersucht. Die YBX1-Promotoraktivitat war in HMB2 -MIA5 Zellklonen im
Vergleich zu HMB2 Zellen deutlich reduziert (Abbildung 39 A). Verminderte man die MIA/CD-
RAP-Expression per spezifischer siRNA in Mel Im Zellen, konnte man ebenfalls eine
verminderte YBX1-Promotoraktivitat im Vergleich zur Kontrolle feststellen (Abbildung 39 B). In
MIA-/- mMSC konnte ebenfalls eine geringere YBX1-Promotoraktivitat verglichen mit WT-
mMSC gezeigt werden (Abbildung 39 C).
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Abbildung 39: Einfluss von MIA/CD -RAP auf die YBX1-Promotoraktivitit bestimmt per Reportergen -
Assays. (A) In HMB2 -MIA5S Zellen war die YBX1-Promotoraktivitdt im Vergleich zu HMB2 Zellen signifikant
vermindert (*: p<0,05). (B) Mel Im Zellen transfiziert mit MIA/CD-RAP-spezifischer siRNA zeigten eine
signifikant verminderte YBX1-Promotoraktivitat im Vergleich zur Kontrolle (**: p<0,01) (Schmid et al., 2013).
(C) Die YBX1-Promotoraktivitdat war in MIA-/- mMSC im Vergleich zu WT-mMSC signifikant reduziert (**:
p<0,01) (Schmid et al., zur Veroffentlichung eingereicht). Die Differenzierung wurde mit 10 ng/ml TGF-33
induziert.

Es ist bekannt, dass die YBX1-Aktivitdt im Mammakarzinom Uber Phosphorylierung gesteuert
ist (Sutherland et al., 2005). Des Weiteren wurde gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor YBX1
an der Krebsentstehung vor allem an der Entstehung von Melanomen beteiligt ist (Schittek et
al., 2007; Wu et al., 2007; Sinnberg et al., 2012). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die
transkriptionelle YBX1-Aktivitdt durch MIA/CD-RAP reguliert werden kann. Hierzu wurden
weitere Luciferase-Reportergen-Assays unter Zuhilfenahme eines YBX1-Reporterkonstrukts,
welches vier hintereinander liegende Y-box-Konsensus-DNA-Bindestellen enthalt (YBX1Luc II)
(Higashi et al.,, 2003), durchgefthrt. Die YBX1-Aktivitat war in HMB2 -MIA5 Zellklonen im
Vergleich zu HMB2 Zellen (Abbildung 40 A), in Mel Im Zellen transfiziert mit MIA/CD-RAP
siRNA im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 40 B) und in MIA-/- mMSC im Vergleich zu WT-
mMSC (Abbildung 40 C) reduziert.
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Abbildung 40: Einfluss von MIA/CD -RAP auf die YBX1-Aktivitat bestimmt per Reportergen -Assays. (A)
Die YBX1-Aktivitat war in HMB2 -MIA5 Zellen im Vergleich zu HMB2 Zellen signifikant reduziert (***: p<0,001).
(B) Mel Im Zellen in denen die MIA/CD-RAP-Expression per siRNA-Technologie vermindert wurde, zeigten
eine signifikant verminderte YBX1-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle (*: p<0,05) (Schmid et al., 2013). (C) Die
YBX1-Aktivitat war in MIA-/- mMSC im Vergleich zu WT-mMSC signifikant reduziert (**: p<0,01). Die
Differenzierung wurde mit 10 ng/ml TGF-B3 induziert (Schmid et al., zur Veréffentlichung eingereicht).

Diese Ergebnisse deuten auf eine YBX1-Regulation Uber dessen Aktivitdit hin. Die
Phosphorylierung von YBX1 an Serin 102 (S102) ist notig fur dessen transkriptionelle Aktivitat
im Mammakarzinom (Sutherland et al.,, 2005). Es wurde darum die Menge an S102-
phosphoryliertem YBX1 in HMB2 Zellen und HMB2 -MIA5/8 Zellklonen (Abbildung 41 A) und in
einer Reihe von WT- und MIA-/- mMSC per Western-Blot analysiert (Abbildung 41 B). Die
p54™™-Proteinexpression diente als Kontrolle. Einher mit verminderter p54™®-Proteinexpression
war die Menge an S102-phosphoryliertem YBX1 in den MIA/CD-RAP-negativen HMB2
Zellklonen im Vergleich zu HMB2 lacZ Zellklonen reduziert (Abbildung 41 A). Die basale YBX1-
Proteinexpression war unverandert in diesen Zellen (Abbildung 41 A). In MIA-/- mMSC konnten
ebenfalls verminderte Mengen an S102-phosphoryliertem YBX1-Protein zusammen mit
verminderten Mengen an p54™ Protein im Vergleich zu WT-mMSC nachgewiesen werden
(Abbildung 41 B).
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B-Actin B-Actin T — — < —
YBX-1 p54nrb
p54nrb —

B-ACtn e e s e s g
B-ACHN — —— —

Abbildung 41: Analyse der Phosphorylierung von YBX1 an Serin 102 mi ttels Western Blot in
Abhangigkeit von MIA/CD- RAP. Die Proteinexpression von Serin 102 phosphoryliertem YBX1, YBX1 und
p54nrb wurde per Western Blot analysiert. Der Nachweis der B-Aktin-Proteinexpression diente als
Ladekontrolle. (A) Zusammen mit verringerten p54"'b-Proteinmengen, war die Menge an Serin 102
phosphoryliertem YBX1 in HMB2 -MIA5 und -MIA8 Zellen im Vergleich zu HMB2 lacZ Zellen erheblich
reduziert. Die basale YBX1-Proteinexpression war in den untersuchten Zell unverandert (Schmid et al., 2013).
(B) Die Menge an Serin 102 phosphoryliertem YBX1 und p54nrb war in MIA-/- mMSC im Vergleich zu WT-
mMSC ebenso reduziert (Schmid et al., zur Veréffentlichung eingereicht).

Der direkte Einfluss von YBX1 auf die hp54™-Promotoraktivitdt wurde in Luciferase-
Reportergen-Assays untersucht, in denen die YBX1-Expression durch siRNA-Technologie

vermindert wurde. Es wurde die Regulation des langsten (-8436 bis -6833 bp) und des
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kiirzesten (-7079 bis -6833 bp) hp54™-Promotor-Reporterkonstrukt, welche noch die YBX1-
Bindestelle enthalten, analysiert. Die Inhibition der YBX1-Aktivitat fihrte zu einer Verminderung
der hp54™-Promotoraktivitat in HMB2- und Mel Im Zellen im Vergleich zur Kontrolle
(Abbildung 42 A). Die durchschnittliche Verminderung der YBX1-mRNA-Expression in HMB2-
und Mel Im Zellen durch den Einsatz von siRNA-Technologie wurde per gRT-PCR kontrolliert
(Abbildung 42 B).
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Abbildung 42: Der Einfluss von YBX1 auf die p54"™-Promotoraktivitit analysiert per Reportergen -
Assay. (A) Das langste (-8436 bis -6833 bp) und das kiirzeste (-7079 bis -6833 bp) MIA/CD-RAP-regulierte

hp54'"b-Promotor-Reporterkonstrukt, wurde in HMB2 und Mel Im Zellen transfiziert in denen die YBX1-

Aktivitdt per siRNA inhibiert wurde. Die p54”rb-Promotoraktivitét war in siYBX1 transfizierten Zellen im

Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert (*: p<0,05; **: p<0,01). (B) Die durchschnittliche Verminderung der
YBX1-Expression durch den Einsatz von spezifischer siRNA wurde per qRT-PCR analysiert. Die YBX1-
MRNA-Expression wurde in HMB2- und Mel Im Zellen im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert
(***: p<0,001) (Schmid et al., 2013).

Um die direkte Bindung von YBX1 an die YBX1-Bindestelle im p54™-Promotor zu zeigen,
wurden Chromatin-Immunoprazipitationen (ChlP) durchgefuhrt. Es wurde hierfir Chromatin aus
HMB2 und Mel Im Zellen, sowie HMB2 -MIA5 Zellklonen isoliert, mit einem YBX1-spezifischen
Antikdrper prazipitiert und die Bindung per gRT-PCR nachgewiesen. Es konnte eine Bindung
von YBX1 an den Bereich von -7180 bis -6990 bp relative zum Translationsstart des p54™®-
Promotors, der die untersuchte YBX1-Bindestelle enthalt, in HMB2 und Mel Im Zellen gezeigt
werden (Abbildung 43, Spur 5). Diese Bindung war in HMB2 -MIAS5 Zellklonen aufgehoben
(Abbildung 43, Spur 5).

HMB2 -MIA5

1:H,0
2:Input DNA
3:RNAPol
4:19G
5:YBX1

1 23 435 1 2 3 45 1 2 3 45

Abbildung 43: Bindung von YBX1 an den p54""™-Promotor. DNA-Proben des isolierten Chromatins (Input

DNA) und aus den jeweiligen ChIP-Reaktionen (Immunoprazipitationen mit RNA Pol Il, IgG und YBX1

Antikdrper) wurden in die gRT-PCR unter Verwendung von spezifischen Primerpaaren gegen GAPDH (positiv

Kontrolle) und fiir den Bereich, der die YBX1-Bindestelle im p54"rb-Promotor umspannt eingesetzt. Alle PCR

Fragmente konnten in der Input DNA der jeweiligen Zellen (Spur 2) und in den RNA Pol 1I-ChIP-Proben

(Spur 3) detektiert werden. In HMB2 und Mel Im Zellen konnte ein deutliches p54"'b-Fragngent in den YBX1-
nri

ChIP-Proben nachgewiesen werden (Spur 5). In HMB2 -MIA5S Zellklonen wurde kein p54 ™" -Fragment in den
YBX1-ChIP-Proben amplifiziert (Spur 5) (Schmid et al., 2013). 67
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Zusammenfassend konnte YBX1 als der Transkriptionsfaktor identifiziert werden, tber den
MIA/CD-RAP die Aktivierung der p54™-Transkription steuert. MIA/CD-RAP moduliert dabei die
YBX1-Aktivitat iber dessen Phosphorylierung.

Die Expression des Transkriptionsfaktors YBX1 in Knorpel wurde bis jetzt noch nicht
untersucht. Um die Expression von YBX1 in diesem Gewebe in vivo zu bestatigen, wurden
immunhistochemische Farbungen an Gewebeschnitten von humanen und murinen Knorpel
durch Rudolf Jung (Molekulare Pathologie, Universitatsklinikum Regensburg) angefertigt. Die
Farbung mit einem spezifischen YBX1-Antikorper fihrte zu einer starken Farbung von
proliferierenden Chondrozyten im Saulenknorpel der Wachstumsfuge und von Zellen im
Knochenmark (Abbildung 44 A). Es konnte auflerdem eine Expression von YBX1 in
Chondrozyten in Knorpel von Maus (Abbildung 44 B) und Mensch (Abbildung 44 C)

nachgewiesen werden.

Der Transkriptionsfaktor YBX1 wird somit in Chondrozyten in vivo exprimiert.

Ay

50 um

Abbildung 44: Immunhistochemische  Féarbung von Histologischen Schnitten des Knorpelgewebes
gegen YBX1. (I) In der Wachstumsfuge von WT-Mausen konnte eine starke Expression von YBX1 in
Chondrozyten der Proliferationszone sowie in Knochenmarkszellen nachgewiesen werden. In Knorpel von
WT-Mausen (Il) und Mensch (Ill) konnten ebenfalls YBX1-exprimierende Chondrozyten detektiert werden. Die
Pfeile markieren YBX1-positive Zellen. RZ: Reserve-Zone; PZ: Proliferations-Zone; HZ Hypertrophe-Zone; TB:
Trabekularer Knochen (Schmid et al., zur Veréffentlichung eingereicht).

Ein Teil dieser Untersuchungen konnten bereits verdéffentlicht werden (Schmid et al., 2013). Ein
weiteres Manuskript wurde zur Veroffentlichung eingereicht (Schmid et al.). Die Ergebnisse aus
Abschnitt 3.2.2 wurden in einer gesonderten Vertffentlichung, gleichberechtigt publiziert
(Schiffner et al., 2011).
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3.3 In vivo (embryonal) und in vitro Untersuchungen zur Rolle von
MIA/CD-RAP in der Chondrogenese

Wie bereits unter Abschnitt 1.4.4 beschrieben, sind MIA-knockout- (MIA-/-) Mause lebensfahig,
entwickeln sich normal und selbst durch lichtmikroskopische Untersuchungen sind keine
Missbildungen der Organe festzustellen (Moser et al., 2002). Elektronenmikroskopische
Untersuchungen brachten jedoch ultrastrukturelle Defekte des Knorpels betreffend der
Kollagenfaserdichte, des Durchmessers und der Anordnung hervor (Moser et al., 2002). Es
konnte somit ein schwacher Phanotyp in adulten Mausen nachgewiesen werden. Um
aufzuklaren warum sich MIA-/- Mause normal entwickeln, sollen im letzten Abschnitt dieser
Arbeit mogliche Auswirkungen des MIA/CD-RAP-Verlustes auf die Knorpelentwicklung in der
Embryogenese in vivo untersucht werden. Das Aufdecken von molekularen Verédnderungen in
der embryonalen Entwicklung und moglichen redundanten Mechanismen konnte den
schwachen Phéanotyp trotz des MIA/CD-RAP-Verlustes in adulten Tieren erklaren. Hierflr wurde
zunachst der Prozess der enchondralen Ossifikation anhand des Oberschenkelknochens
verschieden alter Wildtyp- und MIA-/- Embryonen untersucht. Die Paraffinschnitte und die HE-
Farbungen wurden von Martina Waeber (Abteilung flr Molekulare Pathologie,

Universitatsklinikum Regensburg) angefertigt.

3.3.1 Untersuchung der enchondralen Ossifikation in MIA-knockout-M&usen

Um phanotypische Unterschiede in der Skelettentwicklung von Embryonen aus Wildtyp- bzw.
MIA-knockout-Zuchten aufgrund von unterschiedlichen WurfgréRen, Erndhrungszustand des
Muttertiers und Unterschiede im Zeitpunkt der Befruchtung zu minimieren, wurde eine
heterozygote MIA-knockout-Mauslinie generiert (siehe 5.3.8.3). Durch die Verpaarung von
heterozygoten MIA-knockout-Elterntieren, konnen Wildtyp- (WT) und homozygote MIA-
knockout- (MIA-/-) Embryonen parallel aus demselben Wurf untersucht werden (siehe 5.3.8.5).

Es wurde die mRNA-Expression von drei elementaren Markern der Chondrogenese bzw. der
enchondralen Ossifikation per in situ Hybridisierung an Gewebeschnitten untersucht: Col2al
(Dessau et al., 1980; Nah et al., 1988), Col10al (Shen, 2005; Mueller und Tuan, 2008) und
Sox9 (Wright et al., 1995). Col2al (Ng et al., 1997) and Sox9 (Zhao et al., 1997; Akiyama et al.,
2002) werden in proliferierenden Chondrozyten der Wachstumsfuge exprimiert, wobei die
Col10al-Expression auf postmitotische hypertrophe Chondrozyten beschrankt ist (Schmid und
Linsenmayer, 1985). Die Hybridisierung wurde an Oberschenkelknochen von 14,5, 15,5 und
16,5 Tage alten WT- und MIA-/- Embryonen aus je einem Wurf durchgefiihrt. Es wurde die

Lange der gefarbten Genexpressionsbereiche im Knochen gemessen, auf die
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Gesamtknochenlange bezogen und grafisch dargestellt. Die Farbeintensitét spielte dabei keine
Rolle und wurde nicht berticksichtigt.
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Abbildung 45: Analyse von Differenzierungsmarkern der enchondrale n Ossifikation an 14,5 Tage alten

MIA-/- Embryonen. (A) Nachweis der Col2al-, Coll0al- und Sox9-Expression per in situ Hybridisierung und
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE) an histologischen Schnitten von Oberschenkelknochen von WT und MIA-/-
Nachkommen aus je einem Wurf. Es sind zwei (I + IlI) von drei Wirfen gezeigt. (B) Es war kein signifikanter
Unterschied in der GréRe der gefarbten Col2al-, Coll0al- und Sox9-Bereiche zwischen WT und MIA-/-
Embryonen festzustellen (ns: nicht signifikant). Die L&nge der gefarbten Genexpressionsbereiche wurde
gemessen und auf die Gesamtknochenlange bezogen (Schmid und Bosserhoff, zur Veréffentlichung eingereicht).

An Tag 14,5 der Entwicklung war kein Unterschied im Expressionsbereich von Col2al, Col10al
oder Sox9 zwischen WT- und MIA-/- Mausen eines Wurfes zu erkennen (Abbildung 45).
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Abbildung 46: Analyse von Differenzierungsmarkern der enchondrale n Ossifikation an 15,5 Tage alten
MIA-/- Embryonen. (A) Nachweis der Col2al-, Coll0al- und Sox9-Expression per in situ Hybridisierung und
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE) an histologischen Schnitten von Oberschenkelknochen von WT und MIA-
/- Nachkommen aus je einem Wurf. Es sind zwei (I + II) von drei Wirfen gezeigt. (B) Die GréRe der Col2al-
und Sox9-Expressionsbereiche waren in MIA-/- Embryonen in Vergleich zu WT signifikant erhdht (*: p<0,05;
**: p<0,01). Der Coll0al-gefarbte Bereich war in MIA-/- Embryonen im Vergleich zu WT signifikant kleiner
(*: p<0,05). Die Lange der gefarbten Genexpressionsbereiche wurde gemessen und auf die
Gesamtknochenlange bezogen (Schmid und Bosserhoff, zur Veréffentlichung eingereicht).

In Ubereinstimmung mit einem groReren gefarbten Sox9-Bereich, war auch der gefarbte
Col2al-Bereich in MIA-/- Tag 15,5 der

Interessanterweise war der Coll0al-positive Expressionsbereich in MIA-/- Embryonen im

Embryonen an Entwicklung vergroRert.
Vergleich zu WT kleiner (Abbildung 46). An Tag 16,5 der Embryonalentwicklung waren die
Col2al- und Sox9-gefarbten Bereiche in MIA-/- Embryonen weiterhin gréRer. Der Coll0al-
positive Expressionsbereich war in MIA-/- Embryonen im Vergleich zu WT jetzt jedoch deutlich
groRer (Abbildung 47).

Expressionsbereichs an Tag 15,5, an Tag 16,5 der Embryogenese in MIA-/- Mausen gezeigt

Es konnte somit eine Kompensation des kleineren Coll0al-
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Abbildung 47: Analyse von Differenzierungsmarkern der enchondra len Ossifikation an 16,5 Tage alten
MIA-/- Embryonen. (A) Nachweis der Col2al-, Coll0al- und Sox9-Expression per in situ Hybridisierung und
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE) an histologischen Schnitten von Oberschenkelknochen von WT und MIA-
/- Nachkommen aus je einem Wurf. Es sind zwei (I + II) von drei Wirfen gezeigt. (B) Die Col2al-, Col10al-
und Sox9-Expressionsbereiche waren in MIA-/- Embryonen im Vergleich zu WT signifikant gréRer (*: p<0,05;
**: p<0,01; ***: p<0,001). Die Lange der gefarbten Genexpressionsbereiche wurde gemessen und auf die
Gesamtknochenlange bezogen (Schmid und Bosserhoff, zur Veréffentlichung eingereicht).

Ob diese Unterschiede in der Skelettentwicklung Auswirkungen auf die Knochenléange haben,

wurde die Lange des Oberschenkelknochens in WT- und MIA-/- Embryonen untersucht. Es
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konnte in keinem der untersuchten embryonalen Entwicklungsstadien Veranderungen der

Knochenlange nachgewiesen werden (Abbildung 48).

Femur Abbildung 48: Untersuchung
3.5+ ns O wT der Oberschenkelknochen-
3.0 A lange von 14,5, 15,5 und 16,5
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% 2.01 ns terschied sich in  keinem
‘? 1.5 Entwicklungsstadium  signifikant
2 1.0A zwischen WT und MIA-/- (ns:
0.5- nicht signifikant) (Schmid und
0.0 Bosserhoff, zur Veroffentlichung
145 15.5 16.5 eingereicht).
3.3.2 Untersuchung von Regulatoren der hypertrophen Differenzierung in

Abhangigkeit von MIA/CD-RAP

Diese ersten Erkenntnisse zeigten Veranderungen in der frihen Phase der enchondralen
Ossifikation von MIA-/- Embryonen, im Ubergang von proliferierenden Col2al- und Sox9-
exprimierenden Chondrozyten zu hypertrophen Coll0al-positiven Zellen. Um Effekte des
MIA/CD-RAP-Verlusts auf eine direkte Veranderung der hypertrophen Differenzierung zu
untersuchen, wurde die mRNA-Expression der Transkriptionsfaktoren Ap-2e und Runx2 in
differenzierten murinen mesenchymalen Stammzellen (mMSC), isoliert aus WT- und MIA-/-
Mausen, in vitro per qRT-PCR analysiert. Ap-2e (Wenke et al., 2009) und Runx2 (Enomoto et
al., 2000; Stricker et al., 2002) steuern essenzielle Ablaufe in der Differenzierung von
hypertrophen Chondrozyten.

Die mRNA-Expression der Transkriptionsfaktoren Ap-2e und Runx2 unterschied sich nicht
zwischen WT- und MIA-/- mMSC (Abbildung 49). Aus diesem Grund wurde im n&chsten Schritt
die MIA/CD-RAP-abhéngige Regulation von Transkriptionsfaktoren die den Ubergang von

proliferierenden zu hypertrophen Chondrozyten direkt steuern untersucht.
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Abbildung 49: Expression sanalyse von Transkriptionsfaktoren essentiell fir die hypertrop he
Differenzierung auf mRNA-Ebene mittels gRT-PCR in Abh  angigkeit von MIA/CD-RAP. Es konnte kein
signifikanter Unterschied in der Expression von Ap-2¢ (A) und Runx2 (B) zwischen WT- und MIA-/- mMSC
festgestellt werden (ns: nicht signifikant). Es wurde eine WT-mMSC-Charge gleich 1 gesetzt (Schmid und
Bosserhoff, zur Veroffentlichung eingereicht). 72
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3.3.3 Untersuchung von Regulatoren der Proliferatio n in Abh&ngigkeit von
MIA/CD-RAP

Es wurde die mRNA-Expression der Transkriptionsfaktoren Sox9, Sox6 und L-Sox5, welche die
Chondrozyten der Wachstumsfuge in Proliferation halten und (ber eine Hemmung der
hypertrophen Differenzierung den Ubergang von proliferierenden zu hypertrophen
Chondrozyten regulieren untersucht (Akiyama et al., 2002; Smits et al., 2004; Zhou et al., 2006;
Amano et al., 2009). Die Sox9- und Sox6-mRNA-Expression war in differenzierten MIA-/-
MMSC erhéht (Abbildung 50 A, B). Die L-Sox5-Expression unterschied sich nicht zwischen WT-
und MIA-/- mMSC (Abbildung 50 C). Die Untersuchung des Transkriptionsfaktors Ap-2a, der
auch in der Differenzierung von Chondrozyten eine Rolle spielt (Huang et al., 2004), ergab
ebenfalls erhdhte mMRNA-Expressionslevels in MIA-/- mMSC (Abbildung 50 D). Die bereits unter
Abschnitt 3.1.3 gezeigte verminderte p54™-Expression in MIA/CD-RAP negativen Geweben
wurde auf mMRNA-Ebene in MIA-/- mMSC bestétigt (Abbildung 50 E).
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Abbildung 50: Expressionsanal yse von friihen Markern der Chondrogenese auf MRNA-Ebene mittels

gRT-PCR in Abhangigkeit von MIA/CD-RAP. Die Expression von Sox9 (A) und Sox6 (B) war in MIA-/-
mMSC im Vergleich zu WT signifikant erhdht (*: p<0,05). (C) Die L-Sox5-mRNA-Expression unterschied sich
nicht signifikant zwischen MIA-/- und WT-mMSC (ns: nicht signifikant) (unveréffentlichte Daten). (D) Ap-2a war
in MIA-/- mMSC im Vergleich zu WT signifikant erhéht (*: p<0,05). (E) In MIA-/- mMSC konnte eine signifikant
reduzierte p54“’b-Expression im Vergleich zu WT bestétigt werden (**: p<0,01). Es wurde eine WT-mMSC-
Charge gleich 1 gesetzt (Schmid und Bosserhoff, zur Veréffentlichung eingereicht).

Neben Sox6 und L-Sox5 wurde p54™ als ein weiteres Mitglied des Sox9
Transkriptionskomplexes beschrieben. Nicht nur Sox6 und L-Sox5 (Lefebvre et al., 1998;
Lefebvre et al., 2001), sondern auch p54™ erhoht die transkriptionelle Aktivitat von Sox9 (Hata
et al., 2008). Um zu uberpriifen, ob die Uberexpression von Sox9 und Sox6 in MIA-/- mMSC auf
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eine verminderte p54™-Expression zuriickzufiihren ist, wurde humanes p54™ (hp54™) in MIA-
/- mMSC uberexprimiert und die Verénderung der mRNA-Expression untersucht. Die
Uberexpression von hp54™ in MIA-/- mMSC fiihrte zu einer verminderten Sox9- und Sox6-

Expression. Die Expression von Ap-2a war jedoch nicht verandert (Abbildung 51).

mMSC MIA-/- Abbildung 51: Analyse der Expression von

1.25- - ns I S0x9 frihen Markern dgr Chondrogenese ayf
= 100 . _|_ B S0x6 :1;::,2 Ebeqe mittels ~ gRT anCR in
S I Tfap2a * gigkeit von p54 : D|be
8 B 0754 Uberexpression von humanem p54™ (hp54™")
%g in MIA-/- mMSC flihrte zu einer signifikanten
< 5 0.501 Verminderung der Sox9 und Sox6 Expression
E o im Vergleich zu kontroll-transfizierten Zellen
E % 0.251 (*: p<0,05). Die Expression von Ap-2a war im

0.00 Verlgeich zur Kontrolle nicht signifikant

pPCMX-PL1 hp54™® veréndert (ns: nicht sign_ifikant) (_Schmi_d und
Bosserhoff, zur Verdéffentlichung eingereicht).

3.3.4 Die Beteiligung von AP1 und CREB in der MIA/C D-RAP-abhangigen
Chondrogenese

Um den Mechanismus aufzudecken, tber den die verspatete hypertrophe Differenzierung in
MIA-/- Mausen an Tag 16,5 der Embryogenese ausgeglichen wurde, wurde die Rolle von AP1
(Activator protein 1) und CREB (cAMP response element-binding protein), zwei wichtigen
Transkriptionsfaktoren der Chondrogenese (lonescu et al., 2001; Long et al, 2001la),
untersucht. Es wurde zunéchst die transkriptionelle Aktivitait von AP1 und CREB in
differenzierten mMSC unter Verwendung eines APl- (APlLuc) und CRE- (CRELuc)
Reporterkonstrukts per Luciferase-Reportergen-Assays analysiert.
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Ergebnisse

Abbildung 52: Einfluss von MIA/CD -RAP auf AP1 und CREB. Die AP1- (A) und CRE- (B) Aktivitat,
analysiert per Reportergen-Assay, war in differenzierten MIA-/- mMSC im Vergleich zu WT signifikant
vermindert (*: p<0,05; **: p<0,01). (C) Electrophoretic-mobility-shift-assays ergaben einen DNA-Protein-
Komplex nach Inkubation von Kernproteinen aus WT-mMSC mit dem AP1-Konsensus-Oligonukleotid (Spur 2)
und finf DNA-Protein Komplexe nach Inkubation mit dem CREB-Konsensus-Oligonukleotid (Spur5). Die
Bindung von Kernproteinen aus MIA-/- mMSC an das AP1- (Spur 3) und CREB- (Spur 6) Konsensus-
Oligonukleotid war deutlich vermindert (Schmid und Bosserhoff, zur Veroffentlichung eingereicht).

Die AP1- und CRE-AKktivitat war in MIA-/- mMSC reduziert (Abbildung 52 A, B). Electrophoretic
Mobility Shift Assays bestatige die verminderte Bindung von Kernprotein aus differenzierten
MIA-/- mMSC an das AP1- und CREB-Konsensus-Oligonukleotid (Abbildung 52 C).

Es konnte somit eine Modulation des AP1- und CREB-Signalweges in MIA-/- mMSC gezeigt

werden.

Von den Ergebnissen dieses Abschnittes wurde ein Manuskript ausgearbeitet und zur

Veroffentlichung eingereicht (Schmid und Bosserhoff).
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4. Diskussion

MIA/CD-RAP wird zu Beginn der Chondrogenese zusammen mit Kollagen Typ Il und Aggrecan
exprimiert (Dietz und Sandell, 1996; Onoue et al., 2011) und bleibt wahrend der
Chondrozytendifferenzierung erhalten (Bosserhoff et al., 1997b). MIA/CD-RAP konnte
zusatzlich als Marker fur die Chondrozytendifferenzierung charakterisiert werden (Bosserhoff
und Buettner, 2003), was eine Rolle in der Chondrogenese nahelegt. Erste Erkenntnisse hierzu
konnten bereits in unserer Arbeitsgruppe erbracht werden. MIA/CD-RAP kann die BMP2
induzierte osteogene Differenzierung von mesenchymalen Zellen in die chondrogene Richtung
modulieren (Tscheudschilsuren et al., 2006). Genauer konnte publiziert werden, dass MIA/CD-
RAP die ERK1/2-Signaltransduktionskaskade uber eine Bindung und Inhibition der Integrin
alpha 5-Aktivitat hemmt. Eine negative Regulation dieses ERK1/2-Signalweges fordert die
Chondrozytendifferenzierung (Forsyth et al., 2002). Es konnte somit gezeigt werden, dass
MIA/CD-RAP die chondrogene Differenzierung vorantreibt und die osteogene Differenzierung
hemmt (Schubert et al., 2010). Diese Ergebnisse geben erste Hinweise auf eine Funktion von
MIA/CD-RAP wahrend der Chondrogenese. Bis jetzt wurde die Rolle von MIA/CD-RAP in der
Chondrogenese noch nicht im Detail erforscht. Gegenstand dieser Dissertation war es daher
diese Rolle ndher zu untersuchen. Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse dieser

Dissertation unter Berticksichtigung der aktuellen Literatur diskutiert.

4.1 Neue Erkenntnisse zur Rolle von MIA/CD-RAP im K norpel

Bei der Untersuchung von spontan auftretender Osteoarthrose in zwei Jahre alten Mausen
konnte eine verminderte Ausbildung von Osteoarthrose in MIA-knockout-Mausen beobachtet
werden (unveroffentlichte Daten). Es wurde daher zunéchst anhand von zwei Mausmodellen

die Knorpelstabilitat und die Knorpelbildung in vivo in MIA-knockout-Mausen untersucht.

4.1.1 Erhoéhte  Knorpelregeneration in  MIA- knockout-Mausen  wéahrend

Osteoarthrose und Frakturheilung

In einem Frakturheilungsmodell sowie in einem Modell zur Induktion von Osteoarthrose
(Osteoarthrosemodell) wurde ein deutlich erhéhtes Knorpelregenerationspotential durch den
Verlust von MIA/CD-RAP nachgewiesen. Im Osteoarthrosemodell konnte eine vermehrte
Anzahl an proliferierenden Chondrozyten in MIA-knockout-M&usen festgestellt werden, was das
hohe regenerative Potential im adulten Knorpel deutlich machte. Folglich wirkten die

proliferierenden Chondrozyten zusammen mit ihrer erhéhten Matrixproduktion nicht nur der
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Schwere der Osteoarthrose in MIA-knockout-M&ausen entgegen, was an Tag 21 des Modells im
Vergleich zu Wildtyp-Méausen zu erkennen war, sondern fiihrten sogar zu einer Regeneration
der Knorpelschadigung an Tag 42, wobei die Osteoarthrose in Wildtyp-Mausen weiter
fortschritt. Die Schwere der Osteoarthrose verringerte sich 42 Tage nach Induktion des Modells
in MIA-knockout-M&ausen auf das Niveau der Kontrollgruppe, in der keine Osteoarthrose
induziert wurde. Dieses Ergebnis zeigt eindeutig ein erhthtes Regenerationspotential des
Knorpels nach MIA/CD-RAP-Verlust.

Bei der Osteoarthrose handelt es sich um eine progressive Gelenkserkrankung, charakterisiert
durch eine fortschreitende Zerstdérung des Gelenksknorpels vor allem durch eine unkontrollierte
Proteolyse der Komponenten der extrazellularen Matrix (Umlauf et al., 2010). Eine abnormale
mechanische Belastung und Entzindungen der Gelenkskapsel tragen wahrscheinlich zu einer
Fehlregulation der Chondrozytenfunktion bei, welche ein Ungleichgewicht zwischen katabolen
und anabolen Prozessen der Chondrozyten im Umbau der Knorpelmatrix begtnstigen (Goldring
und Goldring, 2007). Die Beteiligung einer erhdhten Produktion von Proteinasen, wie den
Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und den Aggrekanasen (ADAMTS) bei der Entstehung von
Knorpelschaden, die schlieBlich zu Osteoarthrose fiihren, konnte bereits gezeigt werden
(Cawston und Wilson, 2006; Plaas et al., 2007). Die Ereignisse, die diesen destruktiven
Verédnderungen zu Grunde liegen, sind aber bis heute noch nicht vollstandig verstanden
(Pritzker, 1994). Die Anwendung des in dieser Arbeit beschriebenen operativen
Osteoarthrosemodells ergab auch beim Ausschalten von anderen Molekilen als MIA/CD-RAP
eine Modulierung der Ausbildung von Osteoarthrose. Wurde Mmpl3 konditionell in
Chondrozyten von adulten Mausen ausgeschalten bzw. wurde der Mmp13 Inhibitor CL82198
intraperitoneal in Wildtyp-Méausen injiziert, konnte eine Verminderung der Progression der
Osteoarthrose beobachtet werden (Wang et al., 2013). In den konditionellen Mmp13-knockout-
Mausen war die Knorpeldegeneration vermindert, was auf eine erhohte Kollagen Typ 1l- und
Proteoglykan-Expression und damit dickeren Gelenkknorpels im Vergleich zu den
Kontrollmausen zurtickzufiihren war (Wang et al., 2013). Mmp13 ist eines der Hauptenzyme,
welches fir die Degradation der Knorpelmatrix verantwortlich ist (Vincenti und Brinckerhoff,
2002). Es baut neben Kollagen Typ Il und Typ IX auch Proteoglykane in der Knorpelmatrix ab
(Shiomi et al., 2010). Eine erhdhte Expression von MMP13 bei Patienten mit Schadigungen des
Gelenksknorpels (Roach et al.,, 2005) sowie das spontane Auftreten von Osteoarthrose-
ahnlichen Knorpelschaden in Mmpl3-transgenen-Mausen (Neuhold et al., 2001) machen die
Rolle dieses Molekiils in der Knorpeldegeneration deutlich. Zwei weitere Faktoren, die an der
Knorpeldegradation wahrend der Osteoarthrose beteiligt sind, sind ADAMTS4 (A disintegrin-line
and metallopeptidase with thrombospondin type 1 motifs) und ADAMTSS5 (Wang et al., 2013).
ADAMTS4 und ADAMTSS sind die Hauptaggrecanasen in der Entstehung von Osteoarthrose.
Es konnte in ADAMTS5-knockout- und ADAMTS5/ADAMTS4 doppel-knockout-Mausen eine
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Verminderung der Knorpelschéadigung in einem operativ induzierten Osteoarthrosemodell im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen festgestellt werden (Glasson et al., 2005; Majumdar et al., 2007).
Auch heterozygote Runx2-defiziente-Mause zeigen eine verminderte Knorpelschadigung, was
auf eine verminderte Mmp13-Expression im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zurtickzufiihren war
(Kamekura et al., 2006). Neben der in dieser Arbeit gezeigten verminderten Knorpelschadigung
in MIA-knockout-Mausen sind somit auch andere Molekile beschrieben, die nach deren
Ausschalten eine verminderte Knorpeldegeneration in Osteoarthrosemodellen zeigten.

Regenerative Eigenschaften von geschadigtem Knorpel, wie hier in der MIA-knockout-Maus
gezeigt werden konnte, konnten auch dem Molekil CTGF (Connective tissue growth factor)
zugewiesen werden (Nishida et al., 2004). In einem Osteoarthrosemodell fuhrte die Injektion
von CTGF in die Gelenkshohle von Ratten zu einer Heilung der Knorpelschdden zu einem
Mal3e, so dass dieser Knorpel histologisch dem Knorpel der Kontrollratten &hnelte (Nishida et
al.,, 2004). Wurden dem Gelenksknorpel operativ Schadigungen zugefiigt, wurden diese
innerhalb von 4 Wochen nach der Operation unter Behandlung mit rekombinanten CTGF durch

neue Knorpelmatrix wieder aufgefillt (Nishida et al., 2004).

In dem in dieser Arbeit durchgefiihrten Frakturheilungsmodell konnte interessanterweise eine
erhdhte Knorpelbildung im Frakturkallus von MIA-knockout-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen gezeigt werden. Dies war auf eine erhghte Proliferation von Chondrozyten im sich
gebildeten Kallus um die Knochenfraktur unter MIA/CD-RAP-Defizienz zurlckzufihren.

Bereits Untersuchungen von Sakano und Kollegen ergaben eine MIA/CD-RAP-
Proteinexpression im Knorpel des heilenden Knochens, in einem Frakturheilungsmodell an
Méausen (Sakano et al., 1999). Auch von anderen Molekiilen konnte eine Beteiligung an der
Knorpelbildung wahrend der Frakturheilung gezeigt werden. Prostaglandin-E2 spielt eine
entscheidende Rolle bei der Regulation der Knochenbildung (Kobayashi und Narumiya, 2002;
Li et al., 2004b). In einem stabilisierten Frakturheilungsmodell an knockout-Mausen in denen
der Prostaglandin-E2-Rezeptor EP1 ausgeschalten wurde, konnte eine erhdhte
Knorpelregeneration, was auf eine erhéhte Knorpelbildung zurtickzufiihren war, nachgewiesen
werden (Zhang et al., 2011). Rekombinantes BMP2 und BMP7 sind die bis jetzt einzigen
Klinisch bestatigten Therapieansatze, um die Knochenheilung in Menschen zu stimulieren
(Einhorn et al., 2003; White et al., 2007). Es konnte gezeigt werden, dass BMP2 fir die
Knochenbildung, aber nicht fir die Initiation der Frakturheilung entbehrlich ist (Tsuji et al.,
2006). In einem unstabilisierten Frakturheilungsmodell fuhrte die Behandlung mit BMP2 zu

einer Erhdhung der Knorpelbildung in der frihen Phase der Heilung (Yu et al., 2010).

Unter normalen Bedingungen befinden sich die Chondrozyten in einem Ruhezustand und

sorgen durch die Sekretion von Proteoglykanen und anderen nicht-kollagenen Molekilen
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(Maroudas et al., 1998), zu einem gewissen MalRe fur die Erneuerung der Knorpelmatrix
(Goldring und Goldring, 2007). Kollagen Typ Il wird im Vergleich dazu in einem nur geringen
Male weiterhin produziert, da es eine errechnete Halbwertszeit von 117 Jahren besitzt, sofern
es nicht beschadigt wird (Verzijl et al., 2000). Die Chondrozyten des adulten Knorpels kénnen
aber insgesamt keine neue Knorpelmatrix produzieren, die dieselben Eigenschaften wie der
Knorpel besitzt, der primar bei der Entwicklung entsteht, was eine vollstandige Regeneration
des Knorpels limitiert (Goldring und Goldring, 2007; Goldring, 2012).

Die aufgefiihrten Studien zeigen unterschiedliche therapeutische Anséatze fir die Regeneration
von Gelenksknorpel bzw. um das Ausmal} der Knorpelschadigung bei Osteoarthrose zu
vermindern. Sie zeigen ebenfalls Ansétze fir die Erhéhung der Knorpelbildung wahrend der
Frakturheilung. Auch die Entwicklung eines Inhibitors gegen MIA/CD-RAP wirde zum einen
protektiv gegentber der Entstehung von Osteoarthrose wirken und zum anderen die

Regeneration von bereits geschadigter Knorpelmatrix in der Osteoarthrose fordern.

4.1.2 Erhohte Proliferation und verzogerte Differen  zierung in MIA-defizienten

mesenchymalen Stammzellen

Da beide in vivo Modelle einen Einfluss von MIA/CD-RAP auf die Proliferation von adulten
Chondrozyten zeigten, wurde die Wirkung von MIA/CD-RAP auf die Proliferation wahrend der
Chondrogenese in vitro weiter untersucht. Als Modellsystem dienten hierzu primare murine
mesenchymale Stammzellen, isoliert aus MIA-knockout- und Wildtyp-Mausen. Es konnte eine
erhohte Proliferationsrate von undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen durch den
Verlust von MIA/CD-RAP gezeigt werden, was auf eine Forderung der Expression des
Zellzyklusregulators Cyclin D2 zurlckzuftihren war. Cyclin D2 férdert den Fortschritt des
Zellzyklus von der GO/G1 in die S-Phase und ist somit ein wichtiger Initiator der Zellproliferation
(Kobayashi et al., 2009).

Wurde die mesenchymale Kondensation durch eine Behandlung mit TGF-B3 induziert, kam es
zu keiner Verminderung der Proliferation von MIA-defizienten mesenchymalen Stammzellen im
Vergleich zu unbehandelten Zellen. Wildtyp-Zellen hingegen verlangsamten ihr Zellwachstum.
TGF-B3 fuhrt normalerweise zur Induktion der Chondrogenese (Roark und Greer, 1994), indem
es die Proliferation von mesenchymalen Zellen mindert und die Kondensation fordert (Jin et al.,
2007). Die Proliferation ist in MIA-defizienten mesenchymalen Stammzellen somit selbst nach
Induktion der Kondensation gleich hoch, was auf eine Verzdgerung der mesenchymalen
Kondensation schlieBen lasst. Ob die darauf folgende Differenzierung zu Chondrozyten
ebenfalls durch MIA/CD-RAP verandert ist, wurde anhand der Aktivierung der Kollagen Typ II-
(Col2al) Expression, eines zentralen Markers der Chondroblastendifferenzierung (Kravis und
Upholt, 1985; Kosher et al., 1986), untersucht. Die Col2al-Promotoraktivitat war in MIA-
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defizienten mesenchymalen Stammzellen im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert, was auf
eine Verzogerung der Differenzierung zu Chondrozyten schlieRen liel3. Die mesenchymalen
Zellen werden somit in MIA-knockout-Mausen langer in der Proliferation gehalten und gehen
spater in die chondrogene Differenzierung tber. Dies wéare auch fir regenerative Effekte
forderlich, da Lasionen durch eine erhdhte Zahl von mesenchymalen Zellen schneller geheilt

werden konnten.

4.1.3 Das Protein p54 "™ vermittelt die Rolle von MIA/CD-RAP in der

Chondrogenese

Als molekulare Ursache fir die Modifikation der Chondrogenese in MIA-knockout-Mausen
konnte im Rahmen dieser Arbeit das Protein p54nrb identifiziert werden, von dem eine stark
verminderte Expression in MIA-defizienten Geweben nachgewiesen werden konnte. Eine
kiirzlich veroffentlichte Studie zeigte, dass p54™ die transkriptionelle Aktivitat des
Transkriptionsfaktors Sox9 durch eine direkte Interaktion fordert (Hata et al., 2008). Sox9 stellt
einen essenziellen Faktor fur die Initiation der Chondrogenese (Bi et al., 1999; Akiyama et al.,
2002) sowie fur die weitere Progression der Chondrogenese dar, da er die Differenzierung von
kondensierten mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten vermittelt (Akiyama et al., 2002). Sox9
aktiviert dabei unter anderem die Transkription des knorpelspezifischen Gens Col2al (Zhou et
al., 1995; Lefebvre et al., 1996; Bell et al., 1997; Lefebvre et al., 1997). P54™ erhoht in
Zusammenarbeit mit Sox9 dessen transkriptionelle Aktivierung des Col2al-Promotors, was die
Differenzierung von Chondroblasten zu Chondrozyten vorantreibt (Hata et al., 2008). MIA/CD-
RAP fordert die Differenzierung von Chondroblasten zu Chondrozyten Uber eine Aktivierung der
p54"-Expression, was die Transkription des Col2al-Promotors erhoht. Diese wird sehr
wahrscheinlich Uber den Transkriptionsfaktor Sox9 vermittelt. Kollagen Typ Il ist ein spezifischer
Marker fur die Chondrozytendifferenzierung und wird als Hauptkomponenten der spateren
reifen Knorpelmatrix am Anfang der Differenzierung exprimiert (Kravis und Upholt, 1985;
Kosher et al., 1986). Es konnten noch weitere Transkriptionspartner von Sox9 identifiziert
werden, welche die Sox9 abhangige Transkription aktivieren. Neben p54™ (Hata et al., 2008)
kolokalisieren und interagieren auch Znf219 (Zinc finger protein 219) und Arid5a (AT rich
interactive domain 5A) direkt mit Sox9 im Zellkern (Takigawa et al., 2010; Amano et al., 2011).
Znf219 verstérkt die Sox9 abhéngige Aktivierung des Col2al Promotors. Es wird vermutet, dass
Znf219 uber eine Zinkfinger-Domane als Adapterprotein, fir die Rekrutierung von weiteren
Transkriptionspartnern, in der Sox9 vermittelten transkriptionellen Regulation dient (Takigawa et
al., 2010). Arid5a verstarkt ebenfalls die Sox9 abhangige Aktivierung des Col2al Promotors,
dabei konnte zuséatzlich eine direkte Bindung von Arid5a an den Col2al Promotor gezeigt

werden (Amano et al., 2011).
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In dieser Arbeit konnte desweiteren gezeigt werden, dass die MIA/CD-RAP-abhangige
Verminderung der Proliferation von mesenchymalen Zellen auf die p54™-abhéngige Inhibition
der Cyclin D2-Expression zuriickzufilhren war. P54™ kann an doppelstrangige DNA iber eine
DNA-Bindedomane (Basu et al., 1997) sowie an RNA uber zwei RNA-Erkennungsmotive
binden (Dong et al., 1993). Es wurde gezeigt, dass p54™ die Genexpression kontrolliert, indem
es editierte mRNA im Zellkern zuriickhalt (Zhang und Carmichael, 2001; Prasanth et al., 2005;
Chen und Carmichael, 2009). Dies kénnte der Weg sein, tber den p54™ die Cyclin D2-
Expression in mesenchymalen Stammzellen inhibiert, was durch gezielte Experimente aber
noch zu untersuchen ist. MIA/CD-RAP fordert somit nicht nur die Differenzierung von
Chondroblasten, sondern unterstitzt durch die Inhibition der Proliferation von mesenchymalen
Zellen die Kondensation (Jin et al., 2007) und somit den Beginn der Chondrogenese (Roark und

Greer, 1994). Beide Wirkungen werden tber das Protein p54™ vermittelt.

Zusammenfassend konnte in diesem Teil der Arbeit gezeigt werden, dass MIA/CD-RAP fir die
Chondrozytendifferenzierung bendétigt wird. Die Effekte auf die Differenzierung werden dabei
iiber p54™ vermittelt. Erstaunlicherweise fiihrte der Verlust der MIA/CD-RAP-Expression zu
einer Regeneration von adultem Knorpel. Diese Ergebnisse zur Rolle von MIA/CD-RAP im
Knorpel helfen dessen molekulare Bedeutung zu verstehen und geben neue Einblicke in die
Herangehensweise zur Entwicklung von Therapien fiur die Knorpelregeneration in

Osteoarthrose.

4.2 MIA/CD-RAP fordert die Chondrogenese auf transk  riptioneller Ebene

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine MIA/CD-RAP-abhangige Regulation p54™®-Expression im
Knorpelgewebe nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass p54™ die
Funktionen von MIA/CD-RAP in der Forderung der Chondrogenese vermittelt.
Interessanterweise konnte auch in Melanomgewebe und Melanomzelllinien eine verstarke
p54™-Expression im Vergleich zu gesundem Gewebe und normalen Melanozyten
nachgewiesen werden (Schiffner et al., 2011). Dabei ist p54™ als Zielmolekiil von MIA an der
Entstehung und Progression des malignen Melanoms beteiligt (Schiffner et al., 2011). Im
zweiten Abschnitt dieser Dissertation wurde die Fragestellung bearbeitet, ob MIA/CD-RAP die

p54™™-Expression auf transkriptioneller Ebene in der Chondrogenese aktiviert.
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4.2.1 MIA/CD-RAP reguliert eine hoch konservierte R egion im p54"™-Promotor

Die Regulation der p54™-Transkription durch MIA/CD-RAP wurde anhand von mesenchymalen
Stammzellen, isoliert aus Wildtyp- und MIA-knockout-Mausen, analysiert. Es konnte eine
MIA/CD-RAP-abhangige Regulation der p54™-Expression auf RNA- und Proteinebene auch im
Melanom gezeigt werden (Schiffner et al., 2011). Die MIA/CD-RAP-negativen HMB2 Zellklone
HMB2 -MIA5 und die mit MIA/CD-RAP-spezifischer siRNA transfizierte Melanomzelllinie Mel Im
dienten daher als weitere Modellsysteme, um die Regulation der p54™-Expression zu
untersuchen. Die Rolle von p54™ im Melanom war jedoch nicht Gegenstand dieser
Dissertation.

Es konnte eine hoch konservierte Region im p54™-Promotor identifiziert werden, die eine
MIA/CD-RAP-abhangige Aktivierung zeigte und zwischen dem humanen und murinen Promotor
konserviert war. Der Bereich, der fir die MIA/CD-RAP-abhéangige Aktivierung des p54™-
Promotors verantwortlich war, konnte auf einen kurzen Abschnitt eingegrenzt werden. Es wurde
zudem eine MIA/CD-RAP  modulierte  Transkriptionsfaktorbindestelle anhand von

Electrophoretic Mobility Shift Assays und Mutationsstudien identifiziert.

4.2.2 MIA/CD-RAP aktiviert die Transkription des  p54"™-Promotors per YBX1

In silico Analysen zeigten eine mogliche Bindestelle des Transkriptionsfaktors YBX1 (Y-box
binding protein 1) im MIA/CD-RAP-abhangigen regulatorischen Bereich des p54"®-Promotors.
YBX1 reguliert die Gentranskription, indem es an ein Y-Box Motiv (eine invertierte CCAAT-Box)
bindet, welches bereits in Promotoren von unterschiedlichen Genen gefunden wurde (Mertens
et al., 1997; Norman et al., 2001). Es ist bekannt, dass die Phosphorylierung von YBX1 an
Serin 102 (S102) fur dessen transkriptionelle Aktivitdt notig ist (Sutherland et al., 2005).
Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass MIA/CD-RAP die YBXZ1-Aktivitat tber dessen
Phosphorylierung an Serin102 erhéht und YBX1 durch eine direkte Bindung an den
identifizierten p54™-Promotorbereich die Transkription in Abhéngigkeit von MIA/CD-RAP
aktiviert. In dieser Arbeit konnte somit YBX1 als der Faktor identifiziert werden, der die MIA/CD-

RAP-abhangige Aktivierung der p54™-Transkription steuert.

MIA/CD-RAP wird spezifisch wahrend der Chondrogenese exprimiert (Dietz und Sandell, 1996)
und wird generell als charakteristisch flr Knorpel betrachtet (Bosserhoff et al., 1997b). Es ist
bekannt, dass der MIA/CD-RAP-Promotor ein Sox-Konsensusmotiv enthalt, an welches Sox9
bindet, was zu einer dosisabhangigen Erh6hung der Promotoraktivitdt in Chondrozyten fihrt
(Xie et al., 1999). Dabei ist Sox9 fahig, die MIA/CD-RAP-mRNA-Expression in Chondrozyten zu
erhdhen, aber nicht in mesenchymalen Zellen. Dies lasst darauf schlieRen, dass Sox9 die

MIA/CD-RAP-Expression in reifen Chondrozyten fordert, um den chondrozytaren Phéanotyp zu
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erhalten. Sox9 ist aber nicht fahig, die MIA/CD-RAP-Expression wahrend der Chondrogenese
zu aktivieren (Xie et al., 1999). Diese Erkenntnisse passen zu den hier aufgedeckten
Ergebnissen, die zeigten, dass MIA/CD-RAP in mesenchymalen Zellen upstream von Sox9

agierte und die Chondrogenese iiber p54™ férderte (Abbildung 53).

Differenzierungsstufe Histologie Regulatorische Vorg ange
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Abbildung 53: Schematische Darstellung der in dieser Dissertation erarbeiteten Rolle von MIA/CD -RAP
in der Chondrogenese. MIA/CD-RAP aktiviert Uber einen noch unbekannten Mechanismus die YBX1
Aktivitat, welche die p54™ Transkription fordert. P54™ vermittelt die férdernde Wirkung von MIA/CD-RAP auf
die Chondrogenese: (1) P54™ vermittelt die Proliferationsinhibition von chondrogenen Vorlauferzellen durch
eine Hemmung der Cyclin D2 Expression. (2) Durch eine Interaktion mit Sox9 fordert p54nrb die Col2al
Transkription.

4.2.3 YBX1 in der Chondrogenese

YBX1 wurde vor allem im Zusammenhang mit der Entstehung von unterschiedlichen
Karzinomen beschrieben, wo YBX1 verstérkt exprimiert wird (Bargou et al., 1997; Shibao et al.,
1999; Gu et al., 2001; Gimenez-Bonafe et al., 2004). Darunter sind auch Karzinome des
Skelettsystems, wie dem Osteosarkom (Oda et al., 1998) und dem Synovialsarkom (Oda et al.,
2003) zu nennen. Im Bezug auf die Chondrogenese ist bis auf die in dieser Arbeit gezeigten
Rolle als Mediator der MIA/CD-RAP gesteuerten Aktivierung der p54™-Expression aber wenig
bekannt.

YBX1 wird wahrend der embryonalen Entwicklung durchgehend exprimiert und seine
Expressionsstarke korreliert mit der Zellproliferation (Grant und Deeley, 1993). Es gibt jedoch
Untersuchungen, die auf eine Rolle in der Chondrogenese hinweisen. Der Grof3teil der YBX1-
knockout-Embryonen entwickelt sich normal bis Tag 13,5 der Entwicklung, einem Zeitpunkt an
dem die Chondrozytendifferenzierung einsetzt. Danach zeigen die YBX1-knockout-Embryonen
eine ausgepragte Wachstumshemmung und fortschreitende Mortalitdt, was auf eine

nichtredundante Rolle in der spaten embryonalen Entwicklung schlieRen lasst (Lu et al., 2005).
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Sie sterben unter anderem an Atemnot, einem Phanotyp der bei vielen knockout-Mausen
beobachtet wurde, denen ein Gen ausgeschalten wurde, dem eine Rolle in der Chondrogenese
zugeordnet werden konnte (Bi et al., 2001; Smits et al., 2001). Der genauen Rolle von YBX1 in
der Chondrogenese wurde in dieser Studie jedoch nicht nachgegangen. Es konnte aber gezeigt
werden, dass YBX1 fur die normale embryonale Entwicklung von unterschiedlichen Organen
bendtigt wird. Dies wird Uber eine Verhinderung der frihzeitigen Seneszenz, durch eine
Hemmung der Zellzyklusinhibitoren pl6 und p2l1 vermittelt, wie in vitro Experimente an
primaren embryonalen Fibroblasten aus YBX1-knockout-Mausen zeigten (Lu et al., 2005). In
einer weiteren Studie wurde per in situ Hybridisierungen an 11,5 Tage alten Mausembryonen
eine spezifische Expression von YBX1 in den Extremitdtenknospen nachgewiesen. In
Gewebelysat aus Knochenmark von 2 Monate alten Mausen konnte ebenfalls eine Expression
von YBX1 Protein nachgewiesen werden (Lu et al., 2006). Dies sind deutliche Hinweise auf
eine mdogliche Rolle von YBX1 in der Knorpelentwicklung.

Diese Hinweise konnten im Rahmen dieser Arbeit, durch den Nachweis von aktivierten YBX1
Proteinen in mesenchymalen Stammzellen bekréftigt werden. Der immunhistochemische
Nachweis der YBX1-Expression im Knochenmark, in den Chondrozyten der Wachstumsfuge
sowie in adulten Chondrozyten beflirwortet auferdem eine Rolle in der Knorpelentwicklung.
Das hier gezeigte Expressionsmuster von YBX1 &hnelt dem von MIA/CD-RAP in der
Knorpelentwicklung (Dietz und Sandell, 1996; Bosserhoff et al., 1997b), was die Rolle von
YBX1 als Mediator der MIA/CD-RAP Wirkung in der Chondrogenese unterstreicht.

4.2.4 Spielt YBX1 auch in anderen Bereichen der Cho  ndrogenese eine Rolle?

Neben der MIA/CD-RAP vermittelten Aktivierung der p54™-Expression sind noch weitere
Funktionen von YBX1 in der Skelettentwicklung denkbar. YBX1 fiihrt nicht nur zur Aktivierung
oder Repression der Genexpression (Mertens et al., 1997; Norman et al., 2001), sondern kann
auch die Translation durch die Maskierung von mRNA oder Uber die Regulation der mRNA-
Stabilitat inhibieren (Evdokimova et al., 2001; Skabkin et al., 2004). YBX1 spielt auBerdem im
alternativen SpleiBen eine Rolle (Stickeler et al., 2001). Aufgrund dieser multifunktionalen
Eigenschaften sind unterschiedliche Regulationsméglichkeiten in der Chondrogenese und der
enchondralen Ossifikation mdglich, die durch weitere Untersuchungen noch untersucht werden
mussen.

Es ist bekannt, dass YBX1 an der Férderung der Proliferation beteiligt ist. Dies wird Uber eine
transkriptionelle Regulation von fir die DNA Replikation relevanter Gene, wie PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), DNA-Topoisomerase lla und DNA-Polymerase a erméglicht
(Ladomery und Sommerville, 1995; Kohno et al., 2003). In der Regulation des Zellzyklus wurde

YBX1 als Forderer der Proliferation, als spezifischer Aktivator der Cyclin A- und Cyclin B1-
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Expression identifiziert (Jurchott et al., 2003). Die Regulation der Proliferation von
mesenchymalen Zellen sowie von Chondrozyten der Wachstumsfuge sind elementare Schritte
der Chondrogenese (Roark und Greer, 1994; Jin et al., 2007) und der enchondralen
Ossifikation (Karaplis et al., 1994; Weir et al., 1996; Akiyama et al., 2002). Eine MIA/CD-RAP
gesteuerte Regulation der Proliferationsinhibition wéhrend der Chondrogenese konnte in dieser
Dissertation, iiber die YBX1 vermittelte Aktivierung der p54™-Transkription, bereits gezeigt
werden. Aufgrund der genannten direkten Einflisse von YBX1 auf die Proliferation sind noch
weitere Wege denkbar, wie YBX1 diese in der Chondrogenese beeinflusst.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MIA/CD-RAP die chondrogene mesenchymale
Kondensation tber eine Inhibition der Proliferation von mesenchymalen Zellen férdert. Bei der
Differenzierung von kondensierten mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten kommt es
desweiteren zu einer Veranderung der Kollagen-Expression von Typ | (Collal) zu Typ Il (Ede,
1983; Kravis und Upholt, 1985; Kosher et al., 1986). Neben der in dieser Dissertation gezeigten
MIA/CD-RAP vermittelten Aktivierung der Kollagen Typ lI-Expression wéare noch eine weitere
YBX1 und somit MIA/CD-RAP gesteuerte Regulation in der Chondrozytendifferenzierung
denkbar. Es konnte gezeigt werden, dass YBX1 an den Promotor des Collal-Gens bindet und
dessen Transkription inhibiert. Eine Uberexpression von YBX1 in Nierenfibroblasten fiihrte zu
einer Verminderung der Kollagen Typ | mRNA- und Proteinexpression. Auch in weiteren
Zelltypen, wie die des Ovars, embryonalen Fibroblasten (3T3) und fétalen Herzfibroblasten
sorgte die Uberexpression von YBX1 bis zu einer 80 %igen Repression der Collal-
Promotoraktivitat (Norman et al., 2001). Aufgrund des mesenchymalen Ursprungs von
Fibroblasten (Pittenger et al., 1999; Bellini und Mattoli, 2007) ist es gut mdglich, dass in
mesenchymalen Zellen die Kollagen Typ I-Expression wahrend der Chondrogenese auch durch
YBX1 inhibiert wird. Dies misste durch weitere Experimente bestétigt werden.

MIA/CD-RAP aktiviert somit nicht nur die Expression von Kollagen Typ I, sondern kénnte noch
zusatzlich Uber eine Regulation der YBXZ1-Aktivitat die Expression von Kollagen Typ |

inhibieren, was ebenfalls die Chondrogenese fordern wirde.

4.2.5 Mogliche Wege der YBX1-Aktivierung durch MIA/  CD-RAP

Im Mammakarzinom konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung und nukledre Translokation
von YBX1 hauptsachlich durch eine Uber den PI3K/AKT-Sighalweg vermittelte
Phosphorylierung von YBX1 an Serin 102 kontrolliert wird (Sutherland et al., 2005). Die
Zerstorung der AKT Phosphorylierungs-Stelle inhibiert die Translokation von YBX1 in den
Zellkern und verhindert die Bindung an die Promotoren von bestimmten Zielgenen (Sutherland
et al., 2005; Wu et al., 2006; Basaki et al., 2007). Eine kirzlich veréffentliche Studie ergab, dass

die S102 Phosphorylierung und nukle&re Translokation von YBX1 auch mit der Progression des
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Melanoms steigt. Hier konnte gezeigt werden, dass der MAPK und PI3/AKT-Signalweg zu einer
Erhdhung der S102 Phosphorylierung von YBX1 fuhrt, wobei der NFkB-Signalweg die
Phosphorylierung hemmt (Sinnberg et al., 2012).

Es ist bekannt, dass MIA/CD-RAP den MAPK-Signalweg in Melanomzellen tber eine direkte
Bindung an Integrin alpha 4 betal und alpha5 beta 1 reguliert. Diese Interaktion inhibiert
spezifisch die Integrinaktivitat und fuhrt damit zu einer Hemmung der Integrinsignaltransduktion,
Uber die Hemmung der ERK-Aktivitat (Bauer et al., 2006). Auch in Chondrozyten konnte gezeigt
werden, dass der MAPK/ERK-Signalweg durch MIA/CD-RAP inhibiert wird. Dies ist Uber eine
Bindung von MIA/CD-RAP an Integrin alpha 5 vermittelt, was zu dessen Inaktivierung fuhrt
(Schubert et al.,, 2010). Wie in der vorliegenden Dissertation gezeigt wurde, fihrte die
Unterbrechung des MAPK-Sighalweges, per spezifischer Inhibition der ERK1/2-Aktivitat in
mesenchymalen Zellen, jedoch zu keiner Regulation der p54™-Expression, weder auf mRNA-
noch auf Proteinebene. Eine Regulation der p54™-Expression durch den MIA/CD-RAP
gesteuerten ERK-Signalweg konnte somit ausgeschlossen werden. Der intrazellulare
Signalweg, der die Aktivierung der p54™-Expression durch MIA/CD-RAP (iber YBX1 erklart,
bleibt bisweilen ungeklart, da im Moment keine weiteren MIA/CD-RAP regulierten Signalwege
bekannt sind. Das Aufdecken dieses Mechanismuses wird Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein, um zu klaren, wie MIA/CD-RAP die YBX1-Aktivitat erhoht.

Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt der Arbeit gezeigt werde, dass die Induktion der
p54™-Expression durch MIA/CD-RAP auf transkriptioneller Ebene iiber eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors YBX1 gesteuert wird. Es wurde somit ein grol3er Schritt zum Verstandnis
der Forderung der Chondrogenese durch MIA/CD-RAP via p54™ gemacht. Diese neuen
Erkenntnisse uber die Regulationsmechanismen von MIA/CD-RAP in der Chondrogenese
schaffen neue Ausgangspunkte, um zu erklaren, wie MIA/CD-RAP seine Rolle in der
Chondrogenese erfillt. Das hier erstmalig in der Knorpelentwicklung beschriebene Molekil
YBX1 ist dabei von gro3er Bedeutung, um weitere MIA/CD-RAP regulierte Zielgene zu
identifizieren. Die zugrundeliegenden Signalwege sowie die Mechanismen, wie MIA/CD-RAP
die YBX1 Phosphorylierung steuert, sind dabei noch unbekannt und sollen in weiterfiihrenden

Studien aufgeklart werden.

4.3 Redundante Mechanismen in der Chondrogenese von MIA-knockout-

Mausen

Es besteht eine enge Korrelation der MIA/CD-RAP-Expression mit dem Beginn der
Chondroblastendifferenzierung, welche wahrend der kompletten Entwicklung zu Chondrozyten

vorhanden bleibt (Dietz und Sandell, 1996; Bosserhoff et al., 1997b). Ebenso belegen in vitro
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Untersuchungen an primaren Chondrozyten, dass die MIA/CD-RAP-Expression beginnt, sobald
die Differenzierung in dedifferenzierten Chondrozyten einsetzt (Bosserhoff und Buettner, 2003).

MIA/CD-RAP konnte somit eine eindeutige Rolle in der Chondrogenese zugewiesen werden.

Interessanterweise ist die MIA-knockout-Maus lebensfahig, entwickelt sich normal und zeigt
neben ultrastrukturellen Stérungen in der Organisation der Knorpelmatrix keine auffalligen
Fehlbildungen (Moser et al., 2002). Aufgrund der spezifischen Expression von MIA/CD-RAP in
der Chondrogenese und der im Rahmen dieser Dissertation erlangten Kenntnisse zur Rolle von
MIA/CD-RAP wéahrend dieses Prozesses in vitro, wurde von einem redundanten Mechanismus
ausgegangen, der den Verlust von MIA/CD-RAP in der Entwicklung ausgleicht. Die Rolle von
MIA/CD-RAP im Prozess der enchondralen Ossifikation der embryonalen Wachstumsfuge
wurde bis jetzt noch nicht untersucht und ist Gegenstand des dritten Teilabschnitts der

vorliegenden Dissertation.

4.3.1 Die enchondrale Ossifikation in MIA- knockout-Mausen ist durch eine
erhohte Chondrozytenproliferation und eine verzoger te Differenzierung

gekennzeichnet

Die Untersuchung der enchondralen Ossifikation in den Oberschenkelknochen von MIA-
knockout-Mausembryonen ergab an Tag 15,5 der Embryonalentwicklung einen vergrofRerten
Bereich an Col2al- und Sox9-exprimierenden proliferierenden Chondrozyten zusammen mit
einem verminderten Bereich an Coll0al-exprimierenden hypertrophen Chondrozyten. Diese
erhdohte Sox9-Expression sowie eine erhdhte Sox6-Expression konnte ebenfalls in vitro in
murinen mesenchymalen Stammzellen, isoliert aus MIA-knockout-Mausen, gezeigt werden.
Diese Daten zeigten somit eine Fehlregulation der hypertrophen Differenzierung in MIA-
knockout-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Méausen, gekennzeichnet durch eine erhéhte
Proliferation von Chondrozyten sowie eine Verminderung der Hypertrophie. Dies scheint durch
eine Fehlregulation der Transkriptionsfaktoren Sox9 und Sox6 in MIA-knockout-Embryonen
gesteuert zu sein.
Von Sox9 ist bereits bekannt, dass es die Chondrozyten der Wachstumsfuge in Proliferation
halt und die hypertrophe Differenzierung hemmt (Akiyama et al., 2002), was den Phanotyp an
Tag 15,5 der Embryonalentwicklung von MIA-knockout-Mausen erklart. Es konnte gezeigt
werden, dass diese Effekte auf eine Regulation des Hauptregulators der hypertrophen
Differenzierung, dem Transkriptionsfaktor Runx2, zurtickzufiihren sind (Inada et al., 1999; Kim
et al., 1999; Takeda et al., 2001). Runx2 initiiert die hypertrophe Differenzierung im Rahmen der
enchondralen Ossifikation und steuert dabei den vollstdndigen Ablauf dieser Entwicklung in
Chondrozyten (Stricker et al., 2002; Lian et al., 2003; Smith et al., 2005). Runx2 reguliert die
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Transkription der folgenden Markergene der terminalen Differenzierung (Hypertrophie): MMP-
13 (Collagenase-3) (Jimenez et al., 1999) und Col10al (Enomoto et al., 2000; Zheng et al.,
2003; Higashikawa et al., 2009). MMP13 ist fir den Umbau der Knorpelmatrix verantwortlich, da
es die Hauptbestandteile der Knorpel-EZM, Kollagen Typ Il (Inada et al., 2004) und Aggrecan
(Fosang et al., 1996) abbaut. Die Ablagerung von Kollagen Typ X in die EZM dient als Gerust
und als Regulator der schrittweisen Mineralisierung (Shen, 2005). Da in dieser Arbeit kein
Unterschied in der Runx2-mRNA-Expression zwischen den Wildtyp und MIA-defizienten
mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden konnte, kann die beschriebene Inhibition
der Runx2-Transkription durch Sox9 ausgeschlossen werden (Lengner et al., 2005; Yamashita
et al., 2009). Sox9 kann jedoch die transkriptionelle Aktivitat von Runx2-Protein auch tber eine
direkte Interaktion inhibieren (Zhou et al.,, 2006), was die verlangerte Proliferation und
verzdgerte Hypertrophie in  MIA-knockout-Embryonen erklaren wirde. Ein weiterer
Mechanismus, wie die erhdhte Sox9- und Sox6-Expression an Tag 15,5 der Embryogenese in
MIA-knockout-Méausen, was zu einer Erhohung der Proliferation und Verzégerung der
Hypertrophie beitragt, ist die Regulation der PTHrP-Expression. PTHrP ist ein von
Chondrozyten an den Enden der wachsenden Ro6hrenknochen exprimiertes und sekretiertes
Signalmolekdl, welches durch Diffusion parakrin auf PTH/PTHrP Rezeptor tragende
Chondrozyten wirkt (Amizuka et al., 1996). Es sorgt dafiir, dass Chondrozyten in Proliferation
gehalten werden und inhibiert deren hypertrophe Differenzierung (Karaplis et al., 1994; Lanske
et al., 1996; Weir et al., 1996) in einem gut untersuchten negativen Feedbackmechanismus
zusammen mit lhh (Lanske et al., 1996; Vortkamp et al., 1996). Sox9 und Sox6 aktivieren
zusammen die PTHrP-Promotoraktivitat (Amano et al., 2009), was eine Beteiligung des
PTHrP/Inh  Feedbackmechanismus in der Entwicklung von MIA-knockout-Embryonen
wahrscheinlich macht. PTHrP inhibiert die hypertrophe Differenzierung tber eine Inhibition der
Runx2-Expression (Ilwamoto et al., 2003; Guo et al., 2006; Provot et al., 2006; Kozhemyakina et
al., 2009). Wie bereits erwahnt, war die Runx2-mRNA-Expression nicht durch MIA/CD-RAP
reguliert. Somit ist eine Beteiligung der PTHrP-abhangigen Regulation der Runx2-Expression
an der verminderten Hypertrophie in MIA-knockout-Embryonen unwahrscheinlich. Die
Aktivierung der PTHrP gesteuerten Proliferation kdnnte jedoch eine Erklarung fir die erhdhte
Zahl an proliferierenden Chondrozyten in 15,5 Tage alte MIA-knockout-Embryonen sein. PTHrP
aktiviert den Zellzyklus Uber eine Aktivierung der Expression der Zellzyklusregulatoren Cyclin
D1 und Cyclin A (Beier et al., 2001; Beier und LuValle, 2002). Cyclin D1 férdert hierbei den
Verlauf der G1 Phase des Zellzyklus und Cyclin A den Fortschritt der spaten Phase (Beier et
al., 1999). AulRerdem fordert PTHrP die Chondrozytenproliferation tber eine Inhibierung der
p57-Expression. P57 ist ein Hemmer von Cyclin-abhangigen Kinasen, die zusammen mit
Cyclinen wichtige regulatorische Rollen im Zellzyklusverlauf einnehmen (Zhang et al., 1997;

MacLean et al.,, 2004). Obwohl der Transkriptionsfaktor Ap-2a als negativer Regulator der
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Chondrozytendifferenzierung bekannt ist, konnte auch eine Erhaltung der Sox9-mRNA-
Expression gezeigt werden (Huang et al., 2004). Somit wirde die in dieser Arbeit gezeigte
erhohte Expression von Ap-2a in MIA-defizienten mesenchymalen Stammzellen zur
Stabilisierung der Sox9-Uberexpression beitragen.

Zusammenfassend konnte somit ein markanter Phanotyp wahrend der enchondralen
Ossifikation in MIA-knockout-Mausen beschrieben werden, der von einer erhohten Proliferation
und verminderten hypertrophen Differenzierung gekennzeichnet war. Dieser Phanotyp wurde
durch eine erhdhte Sox9- und Sox6-Expression ausgeldst. Diese Ergebnisse bestatigen die
unter Punkt 4.1 beschriebene erhéhte Proliferation von MIA-defizienten mesenchymalen

Stammzellen und MIA-defizienten Chondrozyten.

4.3.2 Die verminderte p54 " -Expression in MIA-defizientem Gewebe wird

kompensiert

Das in dieser Arbeit als Vermittler von MIA/CD-RAP agierende, identifizierte Protein p54™ ist
ein wichtiger Faktor in der Sox9-regulierten Transkription. P54™ interagiert mit Sox9, erhoht
dessen transkriptionelle Aktivitat und ist darum als Teil des Sox9-Transkriptionskomplexes
beschrieben (Hata et al., 2008). Obwohl eine direkte Interaktion von Sox6 und Sox9 bis jetzt
noch nicht gezeigt werden konnte (Lefebvre et al., 1998; Lefebvre, 2002), ist Sox6 ein weiteres
Mitglied des Sox9-Transkriptionskomplexes, welches die Sox9-abhéangige Transkription férdert
(Lefebvre et al., 1998; Lefebvre et al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die
in dieser Dissertation bereits beschriebene Verminderung der p54™-Expression in Gewebe von
MIA-knockout-M&usen fiir die Uberexpression von Sox6 und Sox9 in der Chondrogenese von
MIA-knockout-Mausen verantwortlich ist. Eine Analyse von MIA-defizienten mesenchymalen
Stammzellen in denen p54™ (iberexprimiert wurde, zeigten in der Tat verminderte mRNA-
Expressionsmengen an Sox9 und Sox6. Somit konnte die Uberexpression der
Transkriptionsfaktoren Sox9 und Sox6 als ein redundanter Mechanismus identifiziert werden,
der die reduzierte Aktivitdit des Sox9-Transkriptionskomplexes aufgrund der verminderten
p54™™-Expression in MIA-defizienten Zellen kompensiert.

Die verlangerte Proliferation und verminderte hypertrophe Differenzierung von Chondrozyten
der Wachstumsfuge von MIA-knockout-Embryonen an Tag 15,5 der Entwicklung konnte somit
auf einen redundanten Mechanismus zurtickgefuhrt werden, ausgeldst durch eine verminderte
p54"-Expression. Dies filhrte zu einer Uberkompensation der Sox9- und Sox6-Expression, was
zu dem beobachteten Phénotyp in MIA-knockout-Mausembryonen filhrte. Hingegen war p54™
nicht an der Uberexpression von Ap-2a beteiligt, was auf einen anderen Mechanismus

verschieden von p54™ schlieRen lasst.
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Eine redundante Regulation konnte auch bei einem weiteren wichtigen Molekidl der
Knorpelentwicklung, dem Integrin alpha 10, gezeigt werden (Bengtsson et al., 2005). Das von
Chondrozyten exprimierte Integrin alpha 10 interagiert mit der Integrin beta 1 Untereinheit und
ist wohl das bedeutendste kollagenbindende Molekul (Camper et al., 1998; Camper et al.,
2001). Die Integrin alpha 10-Expression beginnt an Tag 11,5 der Embryonalentwicklung, am
selben Zeitpunkt an dem die Chondrogenese beginnt. Nach der Geburt wird Integrin alpha 10 in
Chondrozyten des Gelenksknorpels und der Wachstumsfuge exprimiert (Camper et al., 2001).
Immunhistochemische Analysen der Integrin alpha 10-Expression an 3 Tage alten Mausen
zeigten eine Expression im Gelenksknorpel, der Wirbelsaule und der Luftréhre (Camper et al.,
2001). Die Integrin alpha 10-knockout-Maus zeigte jedoch, wie die MIA-knockout-Maus, nur
einen milden Phanotyp. Sie entwickelt eine Wachstumsverzégerung der Réhrenknochen, hat
aber eine normale Lebenserwartung und ist fruchtbar (Bengtsson et al., 2005). Eine Analyse
des Skeletts konnte Defekte in der Wachstumsfuge nach der Geburt ausmachen. Diese sind
durch eine gestorte Anordnung der saulenartigen Chondrozyten, eine anormale
Chondrozytenform und eine verminderte Chondrozytenproliferation charakterisiert (Bengtsson
et al., 2005). Integrin alpha 10 beta 1 ist somit wichtig aber nicht essentiell fir die enchondrale
Ossifikation. Es wird vermutet, dass andere kollagenbindende Integrine, wie Integrin alpha 1
beta 1 und alpha 2 beta 1 den Verlust von Integrin alpha 10 kompensieren (Bengtsson et al.,
2005).

4.3.3 L-Sox5 hat keinen Einfluss auf die Redundanz in der Chondrogenese von

MIA-knockout-Mausen

L-Sox5 und Sox6 werden mit Sox9 wahrend der gesamten Chondrogenese koexprimiert
(Lefebvre et al., 1998; Lefebvre et al.,, 2001). L-Sox5 und Sox6 erflllen dabei in
Zusammenarbeit mit Sox9 eine entscheidende Rolle in der Chondrogenese, indem sie die
Differenzierung zu Chondrozyten vermitteln und die hypertrophe Differenzierung verhindern. L-
Sox5 und Sox6 fordern die Differenzierung von Chondroblasten, indem sie in Zusammenarbeit
mit Sox9 die Expression von knorpelspezifischen Genen, wie Col2al und Aggrecan aktivieren
(Lefebvre et al., 1998; Lefebvre et al., 2001). Daruber hinaus aktivieren L-Sox5 und Sox6
zusammen mit Sox9 uber eine direkte Bindung und Aktivierung des PTHrP-Promotors die
PTHrP-Expression und halten dadurch Chondrozyten in Proliferation und hemmen deren
hypertrophe Differenzierung (Amano et al.,, 2009). L-Sox5 und Sox6 fbrdern somit in
Zusammenarbeit mit Sox9 die schrittweise Reifung der Chondrozyten der Wachstumsfuge und
sind damit essenziell fur die Ausbildung des enchondralen Skeletts.

In der hier untersuchten Chondrogenese von MIA-knockout-Mausen konnte jedoch nur eine

gemeinsame Uberexpression von Sox9 und Sox6 nachgewiesen werden. Die Expression von
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L-Sox5 in MIA-defizienten mesenchymalen Stammzellen war unverandert im Vergleich zu
Wildtyp-Zellen. Wie Studien an Sox5 und Sox6-knockout-Mausen ergaben, ist jedoch die
Expression von L-Sox5 oder Sox6 ausreichend, um eine normale Entwicklung des Skeletts mit
nur wenigen Fehlbildungen zu erzielen (Smits et al., 2001). Sox5/Sox6 doppel-knockout-M&ause
hingegen entwickeln schwere, generalisierte Chondrodysplasien mit praktisch keiner
Ausbildung von echtem Knorpel und sterben an Herz- oder Kreislaufversagen an Tag 16,5 der
Embryogenese (Smits et al., 2001). Dies zeigt, dass L-Sox5 und Sox6 redundante Funktionen
in der Chondrogenese haben und erst das Fehlen von beiden Proteinen sich auf die
Knorpelentwicklung auswirkt. Wie anhand der Chondrogenese von MIA-knockout-Mausen im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde, ist auch hier die Uberexpression von Sox6 und Sox9
offensichtlich ausreichend.

Ein weiterer Aspekt, der daflr spricht, dass Sox6 und Sox9 alleine ausreichend sind, um ihre
Rolle in der Chondrogenese zu erflllen, sind die Ergebnisse aus den Analysen des Sox9-
Transkriptionskomplexes. Die Sox-Transkriptionsfaktoren binden an das 5
(A/IT)(AIT)CAA(AIT)G-3' Konsensus-Motiv (Harley et al., 1994) in der kleinen Furche der DNA
und fuhren damit zur Biegung der DNA (Connor et al., 1994), was die Bindung der RNA-
Polymerase ermdglicht und letztendlich die Transkription initiiert (van de Wetering und Clevers,
1992). L-Sox5 und Sox6 besitzen im Vergleich zu Sox9 keine Transaktivierungsdoméane, dafir
aber neben einer DNA-Bindedoméane eine coiled-coil-Domane (Lefebvre et al., 1998), welche
die Ausbildung von L-Sox5/Sox6-Protein Homo- und Heterodimeren ermdglicht (Lefebvre et al.,
1998). L-Sox5 und Sox6 spielen somit eine architektonische Rolle in der Ausbildung des Sox9-
Transkriptionskomplexes, indem sie als Homo- und Heterodimer an die DNA binden, diese
biegen und damit eine effizientere Transkription durch Sox9 ermdglichen. Eine alleinige
Uberexpression von Sox6 und Sox9, wie in MIA-defizienten Zellen gezeigt wurde, ist aber
trotzdem ausreichend um die Sox9-abhangige Transkription zu aktivieren, da Sox6-Molekile
auch Homodimere ausbilden (Takamatsu et al., 1995) und diese eine Biegung der DNA
auslosen (Lefebvre et al., 1998). Unterstitzt wird diese Hypothese durch Studien von Amano
und Kollegen in denen gezeigt wurde, dass Sox6 zusammen mit Sox9 die PTHrP-

Promotoraktivitat auch ohne Sox5 starker aktiviert als Sox9 alleine (Amano et al., 2009).

4.3.4 Sox9 ist der Hauptmediator der Redundanz in M 1A-knockout-Mausen

Inaktiviert man das Sox9-Gen mit einem Cre/loxP-Rekombinations-System in Mausen
spezifisch vor der mesenchymalen Kondensation, kommt es zu einem Verlust der L-Sox5- und
Sox6-Expression. Auch beim Ausschalten des Sox9-Gens nach der mesenchymalen
Kondensation, kommt es zu einer starken generalisierten Chondrodysplasie vergleichbar mit

den beobachteten Fehlbildungen in Sox5/Sox6 doppel-knockout-Mausen (Akiyama et al.,
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2002). In Sox5/Sox6 doppel-knockout-Mause konnte jedoch gezeigt werden, dass die Menge
an exprimierter Sox9-mRNA mit der in Wildtyp-Knorpel vergleichbar ist (Smits et al., 2001).
Zusammen mit in vitro Experimenten, in denen humane mesenchymale Stammzellen mit Sox9
behandelt wurden, bestatigen diese Ergebnisse, dass Sox9 die Expression von L-Sox5 und
Sox6 induziert (Ikeda et al., 2004). L-Sox5 und Sox6 liegen somit downstream von Sox9,
werden aber erst nach der mesenchymalen Kondensation induziert. L-Sox5 und Sox6 hingegen
induzieren sich nicht gegenseitig (Ikeda et al., 2004).

In der modulierten Chondrogenese von MIA-knockout-Mausen ist somit Sox9 der
Hauptmediator der Redundanz, da die Uberexpression von Sox6 sehr wahrscheinlich auf eine

Aktivierung von Sox9 zurickzufihren ist.

4.3.5 Die Regulation der AP1l- und CREB-Aktivitat er mdoglicht eine normale
Entwicklung von MIA- knockout-Mausen

Interessanterweise zeigte die weitere Analyse des Prozesses der enchondralen Ossifikation in
MIA-knockout-Embryonen bei 16,5 Tage alten Embryonen einen vergréf3erten Bereich an
hypertrophen Chondrozyten im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen. Es konnte eine VergrofRerung
des Bereichs an hypertrophen Chondrozyten um den Faktor 1,6 von Tag 15,5 zu Tag 16,5 in
MIA-knockout-Embryonen relativ zu Wildtyp-Embryonen beobachtet werden. Diese Daten
zeigten, dass die verlangerte Chondrozytenproliferation und die verminderte Hypertrophie der
Chondrozyten der Wachstumsfuge an Tag 15,5 der Embryogenese an Tag 16,5, durch eine
erhdhte hypertrophe Differenzierung ausgeglichen wurde. Es handelt sich somit hierbei um
einen weiteren redundanten Mechanismus, der die normale Knochenentwicklung ermdglicht
und zu einem so gut wie normal entwickelnden Skelett in adulten MIA-knockout-Méausen flhrt
(Moser et al.,, 2002). Um zu klaren, wie die erhdhte hypertrophe Differenzierung von
proliferierenden Chondrozyten in MIA-knockout-Embryonen an Tag 16,5 vermittelt wurde,
wurde die Beteiligung der Transkriptionsfaktoren CREB (cCAMP response element-binding
protein) und AP1 (Activator protein 1) im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Es handelt sich
dabei um zwei beschriebene Vermittler der PTHrP-Signaltransduktion in der Chondrogenese
(lonescu et al., 2001; Long et al., 2001a). Es konnte eine Verminderung der AP1- und CREB-
Aktivitat in MIA-defizienten mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden, was fur
Vorgénge an Tag 16,5 der Chondrogenese verantwortlich sein konnte.

CREB-knockout-Méause zeigen Minderwuchs und sterben kurz nach der Geburt aufgrund von
Atemnot (Rudolph et al., 1998). Es handelt sich hierbei um einen Phanotyp, der auch in Sox9-
(Bi et al., 2001), L-Sox5- und Sox6- (Smits et al., 2001) sowie Runx2-knockout-M&ausen (Komori
et al., 1997; Otto et al., 1997) beobachtet werden konnte. Die Expression eines dominant

negativen CREB-Inhibitors in Chondrozyten der Wachstumsfuge fiihrt ebenfalls zu verkirzten
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Extremitaten, was auf eine Verminderung der Chondrozytenproliferation zuriickzufihren war
(Long et al., 2001a). Eine weitere Studie betont die Rolle von CREB wahrend der enchondralen
Ossifikation. Eine Inhibition der CREB Funktion fihrte zu einer Verminderung der
Chondrozytenproliferation und zu einer Verstarkung der hypertrophen Differenzierung (lonescu
et al., 2001), was den hier gemachten Beobachtungen an Tag 16,5 der Entwicklung in MIA-
knockout-Méausen entspricht. PTHrP vermittelt die CREB Phosphorylierung und Aktivierung
durch die Aktivierung von PKA (Protein kinase A) und zum Teil auch durch die Aktivierung von
PKC (Protein kinase C) (lonescu et al., 2001). Die Induktion der AP1-Aktivitat wird durch eine
PKA vermittelte erhdohte Expression der AP1 Untereinheit c-Fos gesteuert (lonescu et al.,
2001). Es ist bekannt, dass die PTHrP vermittelte Aktivierung von CREB die Runx2-Expression
auf mRNA- und Proteinebene hemmt, was zu einer Verminderung der hypertrophen
Differenzierung fuhrt (lonescu et al., 2001; Li et al., 2004a). Ein ahnlicher Effekt konnte fir AP1
gezeigt werden. Hier fuhrt die Aktivierung von AP1 zu einer Verminderung der Kollagen Typ X-
Expression, einem Marker fur hypertrophe Chondrozyten (lonescu et al., 2001). Die im Rahmen
dieser Arbeit gezeigte verminderte CREB- und AP1-Aktivitdt in MIA-defizienten Zellen kann
somit die verstarkte hypertrophe Differenzierung von 16,5 Tage alten MIA-knockout-Embryonen
durch eine positive Regulation der Runx2-Expression erkléaren. Dies fuhrt schliel3lich zu einer
normalen Entwicklung des Skeletts (Moser et al.,, 2002). In Chondrozyten fuhrt CREB
aulRerdem zu einer Aktivierung der Promotoraktivitt der Zellzyklusregulatoren Cyclin D1 (Beier
et al., 2001; lonescu et al., 2001; Beier und LuValle, 2002) und Cyclin A (Beier und LuValle,
2002). Dies wiirde einen weiteren Mechanismus darstellen, wie die Inhibition der CREB-
Aktivitdt die Redundanz an Tag 16,5 der Entwicklung von MIA-knockout-Embryonen vermittelt
werden kann. Eine Proliferationsinhibition wirde die Reifung von proliferierenden zu
postmitotischen hypertrophen Chondrozyten fordern. Da eine Verstarkung der Sox9-Aktivitat
durch eine direkte Interaktion mit CREB bekannt ist (Zhao et al., 2009), kénnte die verminderte
CREB-Aktivitdt in MIA-knockout-Mausen die Sox9 Funktion vermindern und somit die

hypertrophe Differenzierung noch auf einen posttranslationalem Weg fordern.

Zusammenfassend konnte hiermit gezeigt werden, dass die Chondrogenese in MIA-knockout-
Méausen aufgrund des p54™-Verlustes stark moduliert ist. Es kommt zu einem redundanten
Mechanismus an Tag 15,5, indem der p54™-Verlust durch eine Uberexpression von Sox9 und
Sox6 ausgeglichen wird. Letztendlich ermdglicht die Verminderung der CREB- und AP1-
Aktivitdat in  MIA-knockout-Embryonen an Tag 16,5 sehr wahrscheinlich die normale
Weiterentwicklung. In der Knorpelentwicklung von MIA-knockout-Embryonen kommt es somit
an mehreren Punkten zu einer redundanten Regulation, welche die weitgehend normale

Entwicklung von MIA-knockout-Mausen zuldsst.
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5. Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Bezugsquellen von allgemeinen Materialien, Ch

emikalien und Enzymen

Active Motif, Carlsbad, USA

Hersteller, Firmensitz Produkt
. Monoklonaler anti-Cyclin D2 Antikérper (Klon

Abcam, Cambridge, England DCS-3.1)
ChIP-IT® Control gPCR Kit-Human, ChIP-IT®

Express Enzymatic kit

AppliChem GmbH, Darmstadt

Acrylamid Lésung 40 %, Levamisol-Hydrochlorid,
Proteinase K, Ribonukleinsdure aus Hefe (t-RNA)

Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA

pAP1-Luc Vektor, pPCRE-Luc Vektor, QuikChange
Il Site-Directed Mutagenesis Kit

BD Biosciences, Mississauga, Kanada

anti-p54 [nrb] Antikérper (Klon 3/p54nrb), BD
Atlas™ Glass Hybridization Chambers, BD
Falcon™ 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tubes
fur Luciferase Assay und FACS Analyse, ITS™
Premix

Bio-Rad, Miinchen

Protein™ Standards
PVDF Membran

Precision Plus
Kaleidoscope™, Sequi-Blot™
0,2 um Porengrol3e

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

Biozym LE Agarose

Braun, Frankfurt am Main

Aqua ad iniectabilia, Injekt®-Einmalspritzen steril

Calbiochem, San Diego, USA

PD98059, UO126

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Agar, Ethanol, Ethidiumbromid, RNase AWAY™,
Roti®-Load 1 4x konzentriert (reduzierend), Roti®-
Phenol/C/l, Serologische Pipetten 10 ml (steril)

Cell Signaling Technology Inc., Danvers, USA

anti-mouse IgG AP-gekoppelter Antikorper, anti-
rabbit 19G AP-gekoppelter Antikorper,
Monoklonaler anti-Phospho-YB1 (Ser102)
(C34A2) Antikorper, Polyklonaler anti-YB1 (D299)
Antikorper

Corning Inc., Corning, USA

500 ml Bottle Top Filter 0,2 um, Corning® Flask:
25, 75 und 175 cm? Cell Culture Flask, Costar® 6-
und 96-Well Cell Culture Plate

Dako North America Inc., Carpinteria, USA

Antibody Diluent with Background Reducing
Components, ARK™ (Animal Research Kit)
Peroxidase for Mouse Primary Antibodies,
Monoklonaler  anti-Proliferating Cell Nuclear
Antigen (PCNA) Antikorper (Klon PC10)

Eppendorf, Hamburg

Combitips advanced®

Eurofins MWG Operon, Ebersberg

Oligonukleotide (SIRNA)

FEATHER® Safety Razor Co. Ltd., Osaka, Japan

FEATHER® Disposable Scalpel No. 11
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Fermentas Life Sciences, Burlington, Kanada

(Thermo Fisher Scientific Inc.)

RiboLock™ RNase Inhibitor, SP6-, T3- und T7-
RNA Polymerase, 5x Transcription Buffer

Fine Science Tools Inc., Vancouver, Kanada

Pinzetten und Scheren

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Amersham Hyperfim™ HP, illustra™ Nick™

Columns Sephadex™ G-50 DNA Grade

Genaxxon BioScience GmbH, Ulm

dNTP-Set

Gilson® Inc., Middleton, USA

Spitzen fiir Gilson Pipetman® Neo: Diamond® Eco-

Pack™ D10, 100, 1000; Diamond® Pure
Performance Tips DL10, D200, DF1000ST
(sterilized)

Greiner Bio-One GmbH,

Osterreich

Kremsmuiinster,

Cellstar® Tubes 15 und 50 ml, CRYO.S™ mit
Schraubverschluss

HumanZyme Inc., Chicago, USA

Recombinant Human TGF-33

ImaGenes, Berlin

pCMV-SPORT6-hp54™ Vektor

Invitrogen™, Carlsbad, USA
(Life Technologies™ Inc.)

BCIP/NBT Kit, Lipofectamine® 2000 Reagent,
Lipofectamine® Reagent, Lipofectamine®
RNAIMAX, MEM Vitamin Solution (100x), pCR®II-
TOPO® Vektor, Plus™ Reagent, SuperScript® II
Reverse Transcriptase, TOPO TA Cloning® Kit
Dual Promoter, TrackIt™ 100 bp, 1 kb und 1 kb
Plus DNA Ladder

KABE Labortechnik GmbH, Niimbrecht- Elsenroth

Gewebe-Einbettkassetten Biopsie

Kimberly-Clark, Dallas, USA

Kimtech Science Brand Green Nitrile Powder-Free
Gloves (PPE Kategorie IlI)

Langenbrinck  Labor- und  Medizintechnik,

Emmendingen

Glas-Deckglaser, Glas-Objekttrager

Life Technologies™ Inc., Carlsbad, USA

Geneticin” (G-418 Sulfate)

Lonza Group Ltd., Basel, Schweiz

Human MSC Nucleofector® Kit

Merck KGaA, Darmstadt

Ammoniumacetat, Methanol,

Natriumacetat

Isopropanol,

Merck Millipore, Billerica, USA

Kaisers Glyceringelatine

New England Biolabs, Ipswich, USA

T4 DNA Ligase und Reaktionspuffer, NEB 10-beta
Competent E.coli (High Efficiency),
Restriktionsendonukleasen und NEBuffer/BSA

Nunc A/S, Roskilde, Danemark

96-Well Platten (transparent) fur BCA-Messungen

Omega Bio-Tek Inc., Norcross, USA

E.Z.N.A.® MicroElute® Total RNA Kit, E.Z.N.A.®
Total RNA Kit |

PAA Laboratories Inc, Dartmouth, USA

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM),
Penicillin/Streptomycin (100x), Phosphate
Buffered Saline (PBS), Trypsin/EDTA (10x)

PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach

Fotales Kélberserum (FKS)

Pechiney Plastic Packaging, Menasha, USA

Parafilm® M

Peqlab Biotechnologies GmbH, Erlangen

Precellys Keramik-Kit

PerkinElmer, Waltham, USA

[y-**P]-dATP, 6000 Ci/mmol, 10 mCi/ml
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Promega, Mannheim

Bacterial Strain E. coli BMH 71-18 mutS (Non-
Competent), Dual-Luciferase® Reporter Assay
System, Erase-a-Base” System, Konsensus
Oligonukleotide fur AP1 und CREB, Nuklease-
freies Wasser, pGL2basic Vektor, pGL3basic
Vektor, pGL4.10[luc2] Vektor, pRL-TK Vektor

Qiagen, Hilden

HiPerFect® Transfection Reagent, HiSpeed®
Plasmid Midi Kit, Negative control siRNA,
Oligonukleotide (siRNA), QIAamp® DNA Mini Kit,
QIAquick® Gel Extraction Kit, SiRNAs

Qualilab, Olivet, Frankreich

Qualifreeze Cryo-Einfriergerat

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Anti-Digoxigenin-AP  Fab fragments, Blocking
Reagent fir in situ Hybridisierung, BM Purple AP
Substrate precipitating, Cell Proliferation Kit I
(XTT), cOmplete Proteasen-Inhibitoren-Cocktail,
DIG RNA Labeling Mix, dN6 Primer, LightCycler®
Capillaries (20 pl), LightCycler® Multiwell Plate 96
(white),  LightCycler® 480 Sealing Foil,
LightCycler® 480 SYBR Green | Master,
Polynukleotidkinase- und Puffer, RIPA Puffer,
RNase A, Taq DNA Polymerase

SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht

Petrischale 92x16mm mit Nocken

SCHOTT AG, Mainz

Erlenmeyerkolben, Glasflaschen, Glaskivetten

Sigma-AIdrich® Corp., St. Louis, USA

Acrylamid Loésung 30 %, Ampicillin, Amphotericin
B, APS, L-Ascorbinsaure-2-Phosphat, 5 M Betaine
PCR Reagent, 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU),
Bromphenolblau, BSA, Chloroform, 2'-
Deoxycytidin (DC), Dexamethason, D-(+) Glukose
Losung 45 %, Diethylpyrocarbonat, DMSO, DTT,
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
ohne  Phenolrot/Natriumbicarbonat  fur  XTT,
Hefeextrakt, Hoechst 33258, IGEPAL CA-630, 2-
Mercaptoethanol, 3-Methyl-1-butanol,
Monoklonaler anti-B-Aktin Antikorper (Klon AC-
15), Natriumbicarbonat, Natriumchlorid,
Natriumpyruvat, NP-40, Poly(dl-dC),
Oligonukleotide (EMSA, Primer, siRNA), Prolin,
Propidiumiodid, SDS, TEMED, Trizma® base,
Trypton, Tween20, Xylencyanol und alle nicht
aufgefiihrten Chemikalien in p.a. Qualitat

TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan

SYBR® Premix Ex Taq™ (Perfect Real Time)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Pierce® BCA Protein Assay Kit, Superfrost® Plus
Objekttrager

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen

1,5 und 2 ml Mikroreaktionsgefaile

VWR, Darmstadt

Sterile Syringe Filter 0,2 um Cellulose Acetate
Membrane

Whatman International Ltd., Maidstode, England

Whatman 3MM Filterpapier
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5.1.2 Gerate, Apparaturen und Software

Gerat/Apparatur

Hersteller, Firmensitz

Bezeichnung

Autoklaven

Fedegari Autoklaven AG, Bedano,
Schweiz

Autoklav FNR 9325E

Brutschréanke

(Thermo Fisher Scientific)

Bio-Rad Laboratories GmbH, | Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer
Blotapparaturen .

Munchen Cell

Heraeus Instruments, Hanau | CO,-Inkubator HeraCell 240

Gelelektrophorese-
Apparaturen

Biometra®, Géttingen

Bio-Rad, Miinchen

Minigel-Twin Typ G42
Wide Mini-Sub® Cell GT

Pipetten und
Pipettierhilfen

Eppendorf, Hamburg

International Biotechnologies Inc., | Variable Comb Vertical Gel
New Haven, USA Electrophoresis Unit Model VCV
BIOER  Technology, @ Hangzhou, | CHB-202 Thermocell Cooling and
China Heating Block, Mixing Block MB-102

Heiz- und Kuhlblécke | Eppendorf, Hamburg Thermomixer 5436,  Thermo-mixer

comfort
Liebisch GmbH & Co. KG | TR-L288
Labortechnik, Bielefeld
Leica Microsytems CMS GmbH, | DM IL Type 090-135.001
) Bensheim

Mikroskope . :

Carl Zeiss. Jena Axiovert 10, Axiovert 200, HAL10O,
' AxioCam MRc

BD Biosciences, Mississauga, | BD Falcon™ Bench-Top Pipet-Aid™
Kanada Express Pipet-Aid

Multipette® plus, Multipette® stream

e . Pipetman® Neo P10N, P100N,
Gilson™ Inc., Middleton, USA P1000N
Biometra®, Géttingen Taumelschuttler - WT17
Wippschiittler - Mini-Rocker  Shaker

BioSan Ltd., Riga, Lettland

GFL® Gesellschaft fur Labortechnik

MR-1
Kreisschiittler - 3015

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Schuttler GmbH, Burgwedel
IKA-Labortechnik, Staufen Kreisschiittler - IKA-Vibrax VXR
VWR International. Radnor, USA Uberkopfschiittler - Tube Rotator
H5600
™
Bio-Rad, Minchen PowerPac HC, Model 200/2.0
Power Supply
Consort, Turnhout, Belgium Microcomputer Electrophoresis Power
. Supply E455
Spannungsgerate

Electrophoresis Power

EPS301, -1001

Supply

Sterilwerkbanke

SERVA  Electrophoresis  GmbH, | BluePower™ 500 Power Supply
Heidelberg
Heraeus Instruments, Hanau | HeraSafe KS18, LaminAir®

(Thermo Fisher Scientific)

HLB2448GS, -HB2448
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Thermocycler

MJ Research, Waltham, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Peltier Thermal Cycler PTC-200
LightCycIer® I, LightCycIer® 480

Waagen Sartorius, Géttingen L2200S, R160P

JULABO Labortechnik, Seelbach SW-20C

Karl Hecht GmbH & Co. KG, | Assistent® WTE 3185
Wasserbader Sondheim vor der Rhén

Memmert GmbH & Co. KG, | W200

Schwabach

Heraeus Instruments, Hanau | B6060, T6120

(Thermo Fisher Scientific)
Warmeschranke BINDER GmbH, Tuttlingen Typ 3511

UVP® Laboratory Products, Upland, | HB-1000 Hybridizer

USA

Hoefer® Inc., Holliston, USA Membranpumpe VP200
Vakuumpumpen Vacuubrand GmbH & Co. KG, | Membranpumpe Typ MD4C, MZ2C

Wertheim

Andreas Hettich GmbH & Co0.KG, | Rotina 380R

Tuttlingen

MiniSpin  Plus, Zentrifuge 5810R,

Eppendorf, Hamburg 5415C. -D, -R

Heraeus Instruments, Hanau | Biofuge 13, Biofuge 22R, Biofuge
Zentrifugen (Thermo Fisher Scientific) pico, Megafuge 1.0

Labnet International Inc., Edison, | Minifuge™ C1200

USA

HERMLE Labortechnik GmbH, | Mikroliterzentrifuge Z100M

Wehingen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

LC Carousel Centrifuge

Sonstige Gerate

Bachhofer, Reutlingen

BD Biosciences, San Jose, USA
Berthold, Minchen

Bio-Rad, Munchen

BioPhotonics® Corp., Ann Arbor, USA
Bosch Hausgerate GmbH, Miinchen

DuPont, Bad Homburg
Heidolph, Kehlheim

Hoefer® Inc., Holliston, USA

Kodak, Rochester, USA

UV-Schirm-UV-Transilluminator
254nm IL-200-K, -366nm IL-75-L

Durchflusszytometer - LSR-II

Geigerzahler - LB122, Réhrchen
Luminometer - Lumat LB9501, 9507

| GelgieRapparatur

Geldokumentationssystem - Gel Print
2000i

Mikrowelle - HMT 812C
Rontgenkassette - Cronex®  Lightning
Plus

Magnetrihrer - MR2000,
MR3001

Vortexer - REAX2000, REAX top
Geltrockner - SLAB Gel Dryer Model
GD2000

Entwicklermaschine - X-Omat
Processor

MR2002,

2000
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Lonza Group Ltd., Basel,

Merck Millipore, Billerica,

Peglab  Biotechnologie
Erlangen
Pharmacia Biotech,

Sonstige Geréate Savant,

Fisher Scientific)

Schweden (GE Healthcare)
New York, USA (Thermo

Shandon GmbH, Frankfurt am Main
(Thermo Fisher Scientific)

Tuttnauer/Systec, Wettenberg

Schweiz

USA

| Nucleofector™ | Device

| Milli-Q Plus Reinstwasseranlage

Molecular Devices, Sunnyvale, USA | Mikroplatten Leser - Emax precision

s GmbH, | Spektralphotometer - Nanodrop® ND-
1000-UV/Vis
Uppsala, | Photometer - Gene Quant Il
RNA/DNA Calculator

Konzentrator - SpeedVac® SC110

Gewebeeinbettautomat - Hypercenter
XP

| Autoklav - 2540 EK

UniEquip Laborgeréatebau- und | Inkubationshaube - UNIHOOD
Vertriebs GmbH, Planegg
WTW, Weilheim | pH-Meter - pH531

Hersteller, Firmensitz Software

Adobe, San Jose, USA

Adobe® PhotoShop®

BD Biosciences, San Jose, USA

BD FACSDiva™ Software 6.1.1

Carl Zeiss, Jena

AxioVision Release 4.5

Genomatix, Minchen

Matlnspector, Gene2Promoter
(www.genomatix.de)

GraphPad Software Inc., San Diego, USA

GraphPad Prism® 4.03 Software

NCBI DCODE.org
Developments

Comparative  Genomics

ECR-Browser
(http://ecrbrowser.dcode.org)

Molecular Devices, Sunnyvale, USA

SoftMax® Pro Software 5.2

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

LightCycler® Software Version 3.5, LightCycler®

480 Software release 1.5.0 Version 1.5.0.39

5.1.3 Antikorper, DNA-Farbstoffe, Inhibitoren und r

Primére Antikorper

ekombinante Proteine

Der primare B-Aktin-Antikbrper wurde ohne Blockierung, nur in Puffer eingesetzt. Der Puffer

richtete sich dabei nach dem Puffer des Primar-Antikdrpers des zuvor detektierten Proteins.

Antikorper Wirtstier Anwendung Blockierung/ Verdunnung | Hersteller,
Puffer Hauptsitz
B-Aktin Maus Western Blot TBST (0,1 %) | 1:5000 Sigma-Aldrich®
bzw. PBS Corp., St. Louis,
USA
Cyclin D2 Maus Western Blot 5 % Milch/ 1:200 Abcam, Cambridge,
TBST (0,1 %) England
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P54 [nrb] Maus Western Blot 3 % BSA/PBS 1:2000 BD Biosciences,
Mississauga,
Kanada

PCNA Maus Immunhistochemie | siehe 2.3.4.6 1:250 Dako Inc.,
Carpinteria, USA

Phospho-YB1 | Kaninchen | Western Blot 5 % Milch/ 1:500 Cell Signaling,

(Ser102) TBST (0,1 %) Danvers, USA

YB1 (D299) Kaninchen | Western Blot 5% BSA/ 1:1000 Cell Signaling,

TBST (0,1 %) Danvers, USA

YBX1 Kaninchen | ChIP direkt 1:40 Eurogentec, Liege,

Belgium

Sekundare Antikorper

Es wurden mit Alkalischer Phosphatase (AP) konjugierte Sekundar-Antikérper verwendet. Die

Sekundar-Antikorper wurden im jeweiligen Puffer des Primar-Antikdrpers verdunnt.

Antikorper Wirtstier | Anwendung Puffer Verdunnung | Hersteller;

Hauptsitz
Anti-Maus Ziege Western Blot TBST (0,1 %) 1:3000 Cell Signaling,
IgG (AP) bzw. PBS Danvers, USA
Anti-Hase Ziege Western Blot TBST (0,1 %) 1:1000 Cell Signaling,
IgG (AP) Danvers, USA

DNA-Farbstoffe

Farbstoff Wirkung Eingesetzte Hersteller,
Konzentration Hauptsitz
Hoechst 33258 | Der Farbstoff bindet an die kleinere Furche | 1,2 ug/ml Sigma-Aldrich®
der DNA mit einer Praferenz fir Adenin und Corp., St. Louis,
Thymidin reiche Sequenzen. Hoechst USA
Farbstoffe sind zellpermeabel und kdnnen
somit an DNA in lebenden oder fixierten
Zellen binden. Die Hoechst 33258
Fluoreszenzintensitat wird durch in die DNA
eingebautes BrdU reduziert (Quenching).
Propidiumiodid | Nukleinsédureinterkalator mit dem der DNA- | 1,5 pg/ml Sigma-Aldrich®
(=) Gehaltes von Zellen und somit der Corp., St. Louis,
Zellzyklus analysiert werden kann Der USA

Farbstoff kann intakte Membranen nicht

durchdringen, nur die perforierte
Zellmembran von toten Zellen. Die
Fluoreszenz-intensitat von Pl wird nicht

durch BrdU beeinflusst.
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Inhibitoren
Inhibitor Wirkung Eingesetzte Hersteller,
Konzentration Hauptsitz
PD98059 | Inhibition der MAP Kinase Kaskade durch | 20 uM Cell Signaling,
selektive Inhibierung der MEK1-und im Danvers, USA
geringeren Mal3e der MEK2-Aktivierung.
u0126 Inhibition der MAP Kinase Kaskade durch | 20 uM Calbiochem, San
selektive Inhibierung der MEK1- und MEK2- Diego, USA
Aktivierung.
Rekombinante Proteine
Rekombinantes Protein Spezies Eingesetzte Hersteller,
Konzentration Hauptsitz
TGF-3 Human 10 ng/ml HumanZyme Inc.,
Chicago, USA

5.1.4 DNA- und Proteinstandard

Zur Bestimmung der Lange von dsDNA-Fragmenten wurden die DNA-Langenstandards

TrackIt™ 100 bp, 1 kb und 1 kb Plus verwendet:

100 bp: [bp] 1 kb: [bp] 1 kb Plus: [bp]
2072 12,216 12,000
1500 1018 bp Abstand 1000 bp Abstand
100 bp Abstand 2036 2000
100 1636 1650
1018 1000
500 850
396 650
344 500
298 400
220 300
201 200
154 100
134
75
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Fur die Abschatzung des Molekulargewichts von Proteinen wurde der Precision Plus Protein™

Standard Kaleidoscope™ verwendet:

Precision Plus Protein™
Standard [kDa]

250
150
100
75
50
37
25
20
15
10

5.1.5 Plasmide

pCR®II-TOPO®

Der pCR®II-TOPO® Vektor (Invitrogen, Carlsbad, USA) erméglicht eine direkte Klonierung von
Tag-Polymerase amplifizierten PCR Produkten ohne Zwischenschritte. Das Plasmid wird
linearisiert geliefert, wobei es (iber einen einzelnen 3'-Thymidin (T) Uberhang, sowie kovalent
gebundener Topoisomerase | verfugt. Die fur die PCR-Reaktionen (siehe 5.3.3.2) verwendete
DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus verfugt Uber eine Matrizen-
unabhangige terminale Transferaseaktivitat, durch welche sie an das 3’ Ende aller generierten
PCR Produkte ein einzelnes Desoxyadenosin (A) anfiigt. Uber die Topoisomerase | wird somit

ein direktes Ligieren von PCR Produkt und Vektor méglich.

pCMX-PL1
Der pCMX-PL1 Vektor ist ein Expressionskonstrukt bestehend aus den Vektoren pUC 19 und
CDMS8.

Expressionskonstrukt pCMX-PL1-hMIA/CD-RAP

Zur Uberexpression von MIA/CD-RAP in Zellkulturen wurde die cDNA des gesamten humanen
MIA/CD-RAP-Gens in den pCMX-PL1 Vektor kloniert.
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Expressionskonstrukt pCMV-SPORT6-hp54"™®

Zur Uberexpression von p54™ in Zellkulturen wurde von der Firma ImaGenes (Berlin) die cDNA
des kompletten humanen p54™-Gens (MRNA) in den pCMV-SPORT6 Vektor kloniert (Acc.
No: BC028299). Die Sequenz bestent aus 2646bp und wurde mit den

Restriktionsendonukleasen Notl und Sall kloniert.

pRL-TK

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz bei der Durchfihrung von Luciferase-Reportergen-
Assays (siehe 5.3.5.7) wird der pRL-TK Vektor (Promega, Madison, USA) zusammen mit dem
eigentlichen Reporter-Plasmid kotransfiziert. Der pRL-TK Vektor enthédlt ein modifiziertes
Renilla-Luciferase-Gen, welches aus der Seefeder Renilla reniformis isoliert wurde, unter der
Kontrolle eines HSV-TK (Herpes simplex Virus Thymidinkinase) Promotors. Durch Verwendung
dieses Promotors wird eine schwache bis moderate Expression der Renilla-Luciferase in den

kotransfizierten Saugetierzellen ermdglicht.

pGL2-/pGL3basic

Der pGL2- bzw. pGL3basic Vektor (Promega, Madison, USA) ist ein Reportervektor, der eine
multiple Klonierungsstelle besitzt, in die eine zu analysierende Promotorregion insertiert werden
kann. Zur Bestimmung der transkriptionellen Aktivitdt des Promotors enthalt der Vektor hinter
der multiplen Klonierungsstelle das modifizierte Luciferase-Gen des Leuchtkafers Photinus

pyralis, welches als Reportergen dient.

pGL4.10[luc2]

Der pGL4.10[luc2] Vektor (Promega, Madison, USA) erfillt dieselben Kriterien wie der pGL2-
bzw. pGL3basic Vektor (siehe oben). Dieser Vektor wurde fir eine hohe
Reportergenexpression und eine verminderte Hintergrundtranskription optimiert. Es befinden
sich hier weniger regulatorische Konsensus-Sequenzen im Vektor. Zudem wurde das

Luciferase-Gen des Leuchtkéafers Photinus pyralis fir die Expresssion in Mammalia optimiert.

COL2A1-Promotor-Reporterkonstrukt

Das COL2A1-Promotor Konstrukt (Col2Luc) enthalt ein 702 bp langen Promotorbereich des
COL2A1-Gens welches vor das Luciferase-Reportergen des pGL2basic Vektors kloniert wurde.
Der Bereich reicht von -577 bis +125 bp relativ vor (-) bzw. nach (+) dem Transkriptionsstart.
Das Konstrukt wurde von Linda J. Sandell (Department of Orthopaedic Surgery, Washington

University, St. Louis, USA) zur Verfugung gestellt (Tan et al., 2003).
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P54"-Promotor-Reporterkonstrukte

Um den p54™-Promotor in Luciferase-Reportergen-Assays zu untersuchen, wurden
ausgewahlte genomische Bereich des humanen (h) und murinen (m) p54™-Gens per
Polymerase-Kettenreaktion mit spezifischen Primern (siehe 5.1.6) amplifiziert und in den
pGL4.10[luc2] Luciferase Expressionsvektor (Promega Corp., Madison, WI, USA) mit den
Restriktionsendonukleasen Xhol und EcoRV ligiert (siehe 5.3.3.7). Die folgenden Promotor-
Reporterkonstrukte wurden generiert: hp54™Luc -8436 bis -6833 bp und mp54™Luc -9160 bis -
7461 bp relativ vor dem Translationsstart.

Die Mutationen im hp54™-Promotor-Reporterkonstrukt von -7079 bis -7038 bp wurden mittels
ortsspezifischer Mutagenese durchgefiihrt (siehe 5.3.3.8). Es wurde ein Austausch von jeweils
drei Nukleotiden innerhalb der beiden relevanten Transkriptionsfaktor-Konsensusbindestellen

vorgenommen.

YBX1-Promotor-Reporterkonstrukt

Das YBX1-Promotor-Reporterkonstrukt (YBX1Luc) enthalt den Promotor des YBX1-Gens
welcher vor einem Luciferase-Reportergen des pGL3basic Vektors kloniert wurde. Das
Konstrukt wurde von Dr. Per S. Holm (Institut fur Experimentelle Onkologie und
Therapieforschung, Technische Universitat Minchen, Klinikum rechts der Isar, Miinchen) zu

Verfligung gestellt (Holm et al., 2002).

AP1-Reporter-Plasmid

Der pAP1-Luc Reportervektor (AP1Luc) wurde von der Firma Agilent Technologies Inc. (Santa
Clara, USA) aus dem PathDetect® in Vivo Signal Transduction Pathway cis-Reporting System
bezogen. Das Plasmid enthalt sieben hintereinander klonierte AP1 Enhancer Elemente

(TGACTAA); vor einem Luciferase-Reportergen.

CRE-Reporter-Plasmid

Der pCRE-Luc Reportervektor (CRELuc) wurde ebenfalls von der Firma Agilent Technologies
Inc. (Santa Clara, USA) aus dem PathDetect® in Vivo Signal Transduction Pathway cis-
Reporting System bezogen. Das Plasmid enthélt vier hintereinander klonierte CRE Enhancer
Elemente (AGCCTGACGTCAGAG), vor einem Luciferase-Reportergen.

YBX1-Reporter-Plasmid
Der YBX1-Luc Reportervektor (YBX1Luc II) enthalt vier hintereinander liegende Y-box-
Konsensus-DNA-Bindestellen (CTGATTGGCTAA), welche vor einem Luciferase-Reportergen

des pGL3basic Vektors kloniert wurden. Dieses Konstrukt wurde freundlicherweise von Kiyoshi
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Higashi (Environmental Health Science Laboratory, Sumitomo Chemical Company, Ltd., Osaka,

Japan) zur Verfiigung gestellt (Higashi et al., 2003).

pm2al-1 RNA Sonde

Ein Teil der 3'-UTR der murinen Col2al cDNA Sequenz wurde uber Hindlll und EcoRI in den
pBluescript KS(-) Vektor kloniert. Das Konstrukt wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Klaus
von der Mark (Nikolaus Fiebiger Zentrum fir Molekulare Medizin, Experimentelle Medizin I,

Universitat Erlangen-Nurnberg, Erlangen) zur Verfigung gestellit.

pmColl0al-1 RNA Sonde
Ein Teil der 3-UTR der murinen Col10al cDNA Sequenz wurde in den pCR®-Blunt 1I-TOPO®
Vektor kloniert. Das Konstrukt wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Klaus von der Mark zur

Verfligung gestellt.

mSox9 RNA Sonde

Ein Teil des 3. Exons der murinen Sox9 cDNA Sequenz wurde tber Hindlll und EcoRI in den
Bluescript KS(+/-) Vektor kloniert. Das Konstrukt wurde freundlicherweise von Prof. Dr.
Véronique Lefebvre (Department of Cellular and Molecular Medicine, Cleveland Clinic,

Cleveland, USA) zur Verfligung gestellt.

5.1.6 Oligonukleotide

Alle Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich® (St. Louis, USA) in lyophilisierter Form
bezogen. Nach Ldsen in ddH,O wurden diese als 100 uM Stammlésungen bei -20 °C gelagert.
In Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und Quantitative Real-time
PCR (qRT-PCR) wurden die entsprechenden Primer-Paare in einer Konzentration von 20 pM

eingesetzt.

Genomische  Primer fur die  Klonierung  unterschiedlicher  p54"™®-Promotor-

Reporterkonstrukte

Fur die Ligation in den pGL4.10[luc2] Vektor (siehe 5.1.5) wurden an das 5 Ende der Forward
Primer jeweils eine Xhol Restriktionsschnittstelle (grau hinterlegt) (5-GAC C/TCGAG-3’) und an
das der Reverse Primer eine EcoRV Restriktionsschnittstelle (grau hinterlegt) (5-GAC
GAT/ATC-3’), abgeschlossen von einer GAC Sequenz, angefugt. Zur Anfertigung der Primer
wurde die genomische Sequenz des p54™-Gens von der Datenbank der National Center for
Biotechnology Information (NCBI) als Vorlage bezogen (Referenzsequenz Human:

NC_000023.10, Maus: NC _000086.6). Die Annealingtemperatur zur Amplifizierung der
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humanen P54NRB (NONO) Promotor-Fragmente betrug 64 °C, die des murinen P54nrb (Nono)

Promotor-Fragments 62 °C. Die Lage des amplifizierten Genomabschnittes (XYZ) relativ zum
Translationsstart (ATG) des p54™-Gens ist wie folgt definiert: P54NRB (Human): XYZATG (A =
70510487 bp & +1, Z 2 -1); P54nrb (Maus): XYZATG (A = 98632556 bp 2 +1,Z 2 -1)

Gen Spezies | Nukleotidsequenz (forward/reverse) Produkt- Lage im | Lage relativ vor
groRe [bp] | Genom (-) dem Trans-
[bp] lationsstart [bp]
NONO Human | 5-GCGCGATCTCCACTCATTGCAG-3/ 1604 70502051- | -8436 bis -6833
(P54NRB) 5“TTCGCCCTAGCCTCTTCCTTCG-3* 70503654
5“-TTTTTCTCCTCTCCTTTCC-3/ 532 70503123- | -7364 bis -6833
5-TTCGCCCTAGCCTCTTCCTTCG-3* 70503654
5-GTCTCTCCTTCCGACCCCCA-3/ 468 70503187- | -7300 bis -6833
5-TTCGCCCTAGCCTCTTCCTTCG-3* 70503654
5-GCGGTCGCGCGCTCTTTTCT-3Y 164 70503491- | -6996 bis -6833
5-TTCGCCCTAGCCTCTTCCTTCG-3* 70503654
5-TTTCTCGGGACGGGAGAGGC-3Y/ 149 70503506- | -6981 bis -6833
5-TTCGCCCTAGCCTCTTCCTTCG-3* 70503654
Nono Maus 5-TGCTGAGCCATCTCTCCAGTCC-3Y 1700 98623396- | -9160 bis -7461
(P54nrb) 5'-GGCCACAGTTCTTTGCTCGGAG-3* 98625095
Genomische Primer flr Genotypisierung
Gen Spezies | Nukleotidsequenz (forward/reverse) Annealing- Produkt- NCBI Referenz-
temperatur [°C] | gr6Re [bp] | sequenz
Mia/ Maus 5“ATCCTATCTCCATGGCTGTGG-3/ | 58 396 NC_000073.6
Wildtyp 5-“GCCACTTTTGATGGTTTGCTG-3'
Mia/K.O. Maus 5“CTGCTCTTTACTGAAGGCTCT-3/ | 58 396 n.v.
5'“CCCATCAGCCTCACCGTAGGT-3'

Primer fur Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR)

LightCycler® 480:

Die Annealingtemperatur fir die Primerpaare Sox5 und Sox6 (jeweils Maus) betrug 62 °C. Alle

restlichen Primer wurden bei 60 °C annealt. Die Effizienz (E) und die Messtemperatur (M)

wurde flr jedes Primerpaar gesondert bestimmt.

Gen Spezies | Nukleotidsequenz (forward/reverse) E/M Produkt- NCBI Referenz-
[°C] groiRe [bp] | sequenz
ACTB Human | 5-CTACGTCGCCCTGGACTTCGAGC-3'/ 2,003/ | 384 NM_001101
5-GATGGAGCCGCCGATCCACACGG-3 <86
CEBPG | Human | 5-CGGTTGAAAAGCAAGCAGAAAGCA-3'/ 2/ 350 NM_001806
5'-GATCCCAGAAAATAGCCTCCAATG-3 <81

106




Material und Methoden

HOXC5 | Human | 5-TGGATGACCAAACTGCACATGAGC-3'/ 2/ 149 NM_018953
5-CAAGTTGTTGGCGATCTCTATGCG-3 <84

MEIS1 Human | 5-AAGGTGATGGCTTGGACAA-3'/ 2/ 259 NM_002398
5-GGCTGCACTATTCTTCTCCG-3 =82

MIA Human | 5-CATGCATGCGGTCCTATGCCCAAGCTG-3'/ 1,96/ 324 NM_006533
5-GATAAGCTTTCACTGGCAGTAGAAATC-3 =87

NFIA/ Human/ | 5-TGGCATACTTTGTACATGCAGC-3'/ 2/ 128 NM_001134673/

Nfia Maus 5-ACCTGATGTGACAAAGCTGTCC-3’ =81 NM_001122952

NFIB/ Human/ | 5-CCACAGTGATCCTGCCAAGAA-3'/ 2/ 519 NM_001190737/

Nfib Maus 5-GGAAATGGCAACGGTGAGGGC-3’ =82 NM_001113209

NFIC/ Human/ | 5-GACCTGTACCTGGCCTACTTTG-3/ 2/ 147 NM_005597/

Nfic Maus 5-CACACCTGACGTGACAAAGCTC-3 87 NM_008688

NFIX/ Human/ | 5-CTGGCTTACTTTGTCCACACTC-3/ 2/ 148 NM_001271043/

Nfix Maus 5-CCAGCTCTGTCACATTCCAGAC-3 =82 NM_001081982

PBX1 Human | 5-CCACGTGATGAATCTCCTGCGAGAG-3'/ 2/ 626 NM_002585
5-TCACTGTATCCTCCTGTCTGGCTGA-3' =85

YBX1 Human | 5-GGGACAAGAAGGTCATCGCA-3/ 1,93/ 228 NM_004559
5'- GTAACATTTGCTGCCTCCGC-3’ 80

Actb Maus 5-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3/ 1,9/ 320 NM_007393
5-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3 =85

Cebpg Maus 5-ACGTGCCCAAATGAGCAAGC-3Y 2/ 108 NM_009884
5-CTGAGGAACCTGCTGTAAGC-3 =81

Hoxc5 Maus 5-TGGATGACCAAACTGCACATGAGC-3Y/ 2/ 292 NM_175730
5'-GCAGGGACCACAGCAGACCG-3' =83

Meis1 Maus 5'-CAGTCACCAACAATGATTAATCAGCTG-3/ 2/ 388 NM_010789
5-CACTCAGTTAACCTTATATGCATGCCA-3 78-81

Mial Maus 5-CCAAGCTGGCTGACTGGAAG-3/ 1,944/ | 207 NM_019394
5-GCCAGGTCTCATAGTAACC-3 <84

Nono Maus 5-GGCTTTGGCTTTATTCGCTTG-3/ 2/ 356 NM_023144

(P54nrb) 5-TCCATAGGCTCCACAGTCAC-3' 82-85

Pbx1 Maus 5-TCATGATCCTGCGCTCCCGGTTCCTGGAT-3/ | 2/ 529 NM_183355
5-TGATGCCCTGCGGACTGTACATCTGACTG-3* | 84-85

Runx2 Maus 5-GGAACCAAGAAGGCACAGAC-3'/ 2,154/ | 371 NM_001145920
5-AAGTCAGAGGTGGCAGTGTC-3 81-86

Sox5 Maus 5-ATGCTTACTGACCCTGATTT-3/ 1,976/ | 130 NM_011444
5-TCTCCTCCTCTTCCACTTTC-3 =82

Sox6 Maus 5-CGATTTACCAGTGACTTCTG-3/ 1,817/ | 146 NM_011445
5-CCCTCTTCCTTTTCCCTTGA-3 =82

Sox9 Maus 5'-CTCTGGAGGCTGCTGAACGAGAGC-3'/ 2,033/ | 127 NM_011448
5-TTCTTCACCGACTTCCTCCGCCG-3 84-86

Tfap2a Maus 5'-CCAACAGCAATGCTGTCTCCG-3/ 2,217/ | 188 NM_011547
5-GCGACGCGTTAAGACACTCGG-3 82-86

Tfap2e Maus 5-GCCGACCCTGGGGAGCTACAC-3/ 2,29/ 282 NM_198960
5-CACCTCCGGCGCCGCTTAAA-3 <86
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LightCycler

® -
Il:

Die Annealing- (A) und die Messtemperatur (M) wurde fir jedes Primerpaar gesondert

bestimmt.

Messtemperaturen des zu untersuchendes Gens gemessen.

Humanes und murines -Aktin wurde bei

den jeweiligen Annealing-

und

Gen Spezies | Nukleotidsequenz (forward/reverse) AM Produkt- NCBI Referenz-
[°C] groiRe [bp] | sequenz

NONO Human | 5-TTTGTCCCCATCTGTCGTTCA-3'/ 64/78 | 191 NC_000023.10

(ChIP) 5'-CGACCGCCGGAAACGAGA-3'

Actb Maus 5-TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3'/ -I- 320 NM_007393
5-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3’

Ccnd2 Maus 5-AAGGAGGTAAGGGAAGCACTC-3/ 58/86 | 228 NM_009829
5-GAAATAGGAACACTGCGGGAG-3'

Col2al Maus 5-CTACTGGAGTGACTGGTCCTAAGG-3/ 66/84 | 262 NM_001113515
5'-GGACCATCATCTCCAGGTTCTCC-3

Mial Maus 5'-CCAAGCTGGCTGACTGGAAG-3'/ 64/86 | 207 NM_019394
5'-GCCAGGTCTCATAGTAACC-3

Nono Maus 5-GGCTTTGGCTTTATTCGCTTG-3"/ 58/85 | 356 NM_023144

(P54nrb) 5-TCCATAGGCTCCACAGTCAC-3

Primer flr Mutagenese

Die ausgetauschten Nukleotide sind grau hinterlegt. Mut I: TGG gegen ATC ausgetauscht -

neue EcoRV Schnittstelle entstanden; Mut Il: GAT gegen CCA ausgetauscht - neue Ncol

Schnittstelle entstanden. Die Mutation wurde jeweils in das humane p54™-Promotor-
Reporterkonstrukt -7079 bis -6833 bp eingefugt.

Gen Spezies | Bezeichnung Nukleotidsequenz (forward/reverse)

NONO Human | -7079 Mut | 5-CATTTCTCTGGCCTTGATATCCAGTTTAGCTAACCAATCGAG-3Y/

(P54NRB) 5-CTCGATTGGTTAGCTAAACTGGATATCAAGGCCAGAGAAATG-3
-7079 Mut Il 5-CATTTCTCTGGCCTTCCATGGCAGTTTAGCTAACCAATCGAG-3//

5-CTCGATTGGTTAGCTAAACTGCCATGGAAGGCCAGAGAAATG-3

Oligonukleotide fur EMSA

Die Oligonukleotide fir EMSA-Assays wurden ebenfalls von der Firma Sigma-Aldrich® (St.

Louis, USA) in lyophilisierter Form bezogen, in ddH,O als 100 uM Stammldsungen bei -20 °C

gelagert und in einer Konzentration von 20 uM verwendet. Die mutierten Nukleotide sind grau

hinterlegt. Mut I: TGG gegen ATC ausgetauscht; Mut Il: GAT gegen CCA ausgetauscht.
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Gen Spezies | Bezeichnung Nukleotidsequenz (forward/reverse)

NONO Human | 5-hp54™ 5-TCTGGCCTTGATTGGCAGTTTAG-3'/

(P54NRB) 5'-CTAAACTGCCAATCAAGGCCAGA-3'
3-hp54™ 5'-CTAACCAATCGAGAACGCCATTTT-3/

5-AAAATGGCGTTCTCGATTGGTTAG-3'

5-hp54™ Mut |

5-TCTGGCCTTGATATCCAGTTTAG-3Y
5-CTAAACTGGATATCAAGGCCAGA-3'

5-hp54™ Mut Il

5-TCTGGCCTTCCATGGCAGTTTAG-3Y
5-CTAAACTGCCATGGAAGGCCAGA-3

Transkriptionsfaktor-Konsensus-Oligonukleotide

Die Transkriptionsfaktor-Konsensus-Oligonukleotide wurde von der Firma Agilent Technologies

Inc. (Santa Clara, USA) in geldster Form bezogen (1,75 pmol/pl) und bei -20 °C gelagert.

Transkriptionsfaktor

Nukleotidsequenz (forward/reverse)

AP1 5-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3Y/
5-TTCCGGCTGACTCATCAAGCG-3
CREB 5-AGAGATTGCCTGACGTCAGAGAGCTAG-3//

5-CTAGCTCTCTGACGTCAGGCAATCTCT-3'

small interfering RNAs (SiRNAS)

Small interfering RNA (siRNA) gegen murines Mia wurde von der Firma Sigma-Aldrich®

synthetisiert, nach Erhalt in RNase-freiem ddH,O auf 100 uM gelést und bei -20 °C gelagert.

Die siRNA gegen humanes YBX1 wurde von Tobias Sinnberg entworfen (Sinnberg et al., 2012)

und von der Firma Eurofins MWG Operon hergestellt. Alle anderen siRNAs wurden von der

Firma Qiagen bezogen und nach Losen in RNase-freiem ddH,O als 20 pM Stammldsungen

ebenfalls bei -20 °C gelagert.

Gen Spezies | Bezeichnung Nukleotidsequenz (sense/antisense) NCBI Refer enz-
sequenz
n.v. keine siRNA negativ | 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTdT-3/ | keine
Kontrolle 5“ACGUGACACGUUCGGAGAAITAT-3'
MIA Human | Hs_MIA_7 5-CAGACAAAUGGGAUUUCUATT-3/ NM_006533
5“UAGAAAUCCCAUUUGUCUGTC-3'
Mial Maus Mm_MIA 20- | 5-CAGGUUUCCUUGAUAUUCAGC-3'/ NM_019394
43 5-“GCUGAAUAUCAAGGAAACCUG-3'
Nono Maus Mm_Nono_3 5“GCGGCAUCACCUUAUUAAATT-3/ NM_023144
5-UUUAAUAAGGUGAUGCCGCAT-3
YBX1 Human | Hs_YBX1 5-AGUUCAAGGCAGUAAAUAU-3/ n.v.
5-AUAUUUACUGCCUUGAACU-3’
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5.1.7 Escherichia coli Bakterienstamme

Hersteller, Firmensitz Bezeichnung Stamm Verwendung

Agilent Technologies, Santa Clara, | Super-Competent E. | XL1-Blue Mutagenese

USA (siehe 5.3.3.8)

Invitrogen™, Carlsbad, USA One Shot® Chemically- | TOP10F* TOPO TA Cloning®

(Life Technologies™ Inc.) Competent E. coli (siehe 5.3.3.7)

New England Biolabs, Ipswich, USA 10-beta | DH10B Nested deletion
Competent E. coli und Klonierung

(siehe 5.3.3.8)

Promega, Mannheim

Non-Competent E. coli BMH 71-18 | Retransformation

mutS (siehe 5.3.1.3)

5.1.8 Saugetierzelllinien

Humane Melanomzelllinien

Herkunft, Beschreibung

HMB2 aus einer Melanommetastase

HMB2 -MIA5 Humane Melanomzelllinie HMB2, stabil transfiziert
mit einem antisense MIA Konstrukt (Klon 5)

HMB2 -MIA8 Humane Melanomzelllinie HMB2, stabil transfiziert
mit einem antisense MIA Konstrukt (Klon 8)

HMB2 lacZ Humane Melanomzelllinie HMB2, stabil transfiziert
mit einem B-Galaktosidase (lacZ) Expressions-
konstrukt

Mel Ei aus einem Priméartumor

Mel Im aus einer Melanommetastase

Mel Ju aus einer Melanommetastase

Mel Juso aus einem Primartumor, (DSMZ-Nr.: ACC74)

Murine Melanomzelllinie

Herkunft, Beschreibung

B16-F10

n.v.

Priméare murine Zellen

Herkunft, Beschreibung

Mesenchymale Stammzelllen

isoliert aus dem Knochenmark
(mMSC: murine mesenchymale Stammzellen)

5.1.9 Mause

Die MIA-knockout- (MIA-/-) Mauslinie wurde auf einen C57BL/6 Hintergrund durch Einbringen

eines PGK/Neomycin-Konstruktes in das MIA-Gen generiert. Durch die Insertion wurden Teile

von Exon 2 sowie Exon 3 und 4 komplett deletiert, wodurch kein aktives MIA-Protein exprimiert

werden kann (Moser et al., 2002).
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5.2 Medien, Antibiotika, Puffer und Lésungen

5.2.1 Medien zur Anzucht von Escherichia coli

Lysogeny Broth (LB)-Medium nach Miller

10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

Fur Agarplatten: Zugabe von 15 g/l Agar
Zur Selektion:  Zugabe von 100 ug/ml

Ampicillin

Die Substanzen wurden in ddH,O geldst und autoklaviert. Fur Agarplatten wurde noch

zusatzlich Agar vor dem Autoklavieren

zugegeben. Fiur die Selektionierung auf

Antibiotikaresistenz wurde zu dem autoklavierten LB-Medium bzw. dem abgekiihlten LB-Agar

Ampicillin zugegeben.

5.2.2 Medien zur Anzucht von Saugetierzellen

Medium zur Anzucht von humanen und murinen Melanomzelllinien: DMEM; 10% (v/v)

Medium zur Anzucht von murinen MSC:

Medium zur Anzucht von murinen MSC:

fiir Proliferations-Assay (XTT)

FKS; 100 U/mi
Penicillin; 100 pg/ml

Streptomycin

DMEM, 0,3% D-(+) Glukose, 20 % (v/v)
FKS, 100 U/ml  Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin, 0,4% MEM Vitamine,
500 ng/ml Amphotericin-B

10 g/l DMEM Pulver ohne Phenolrot
3,7 g/l Natriumbicarbonat

Die Substanzen wurden in ddH,O gel6st, auf
pH 7,4 eingestellt und 0,2 um sterilfiltriert.
AnschlieBend wurden die fur die Anzucht
von murinen MSC nétigen Zusatze (siehe
oben) erganzt. DMEM ohne Phenolrot wurde
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far die Durchfiihrung von
Proliferationsanalysen im XTT anstatt von
normalem DMEM verwendet.

Medium zur Differenzierung von murinen MSC: DMEM, 0,3% D-(+) Glukose, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 0,4 %
MEM Vitamine, 500 ng/ml Amphotericin-B,
0,17 mM L-Ascorbinsaure-2-Phosphat,
0,1 uM Dexamethason, 1mM
Natriumpyruvat, 0,35 mM Prolin, 5 mg/l
Insulin, 5 mg/l Transferin und 5 pg/l Selenige
Saure (ITS™ Premix)

Das Medium wurde 0,2 um sterilfiltriert.

Einfriermedium fr humane und murine Zellen: 50 ml DMEM [mit 10 % (v/v) FKS, 100 U/ml
(pro 100 ml) Penicillin; 100 pug/ml Streptomycin]

30 ml FKS

20 ml DMSO

5.2.3 Antibiotika und Antimykotika

Bezeichnung Stamml6sung Lagerung
Ampicillin 50 mg/ml in ddH,0, 0,2 um sterilfiltriert -20°C
Geneticin® 100 mg/ml in ddH,0, 0,2 um sterilfiltriert -20 °C

Penicillin/Streptomycin 10000 Units/ml Penicillin G, 10 mg/ml Streptomycin, steril | -20 °C

Amphotericin-B 250 pg/ml, steril -20°C

5.2.4 Puffer und Lésungen

Ldsungen fur Agarose-Gelelektrophorese

TAE (50x): 2 M Tris/Acetat (pH 8,0); 50 MM EDTA
Agarosegel: 1-2 % (w/v) Agarose, gelost in TAE (1x)
DNA-Gel-Ladepuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylencyanol;

40 % (v/v) Saccharose
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Ethidiumbromidlésung: 0,04 % (w/v) in ddH,O

Lésungen fur die Zellkultur

PBS (steril): PAA Laboratories Inc., Dartmouth, USA

Ldsungen fir die Isolierung von Plasmid-DNA (Mini-P raparation)

Losung I 50 mM Glukose
25 mM Tris/HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA

Losung I 0,2 M NaOH

1 % (w/v) SDS

Ldsung llI: 3 M Kaliumacetat
11,5 % (v/v) Eisessig

Ldsungen und Gele fir SDS-Polyacrylamid-Gelelektrop ~ horese (SDS-PAGE)

Laufpuffer fur SDS-PAGE: 25 mM Tris/HCI (pH 8,5); 200 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS

12,75 % Trenngel: 31,25 % (v/v) Acrylamid (40 % Stammldsung)
37,5 % (v/v) Tris/HCI (1 M, pH 8,8)
0,1 % (w/v) SDS
0,05 % (w/v) APS
0,1 % (v/iv) TEMED

4 % Sammelgel: 10 % (v/v) Acrylamid (40 % Stammlésung)
12 % (v/v) Tris/HCI (1 M, pH 6,8)
0,1 % (w/v) SDS
0,05 % (w/v) APS
0,1 % (v/v) TEMED
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Ldsungen fur Western Blot

Blotpuffer:

PBS:

TBST:

Blockierungslosungen:

Puffer fur BrdU/Hoechst Quenching

DNA-Waschpuffer:

DNA-Farbepuffer:

10 % (v/v) Methanol; 25 mM Tris; 190 mM Glycin

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM Nay,HPO,

1,8 mM KH,PO,

mit HCI auf pH 7,4 einstellen,

autoklavieren

150 mM NacCl; 100 mM Tris; 0,1 % (v/v) Tween20
mit HCI auf pH 7,5 einstellen,

autoklavieren

3 % (w/v) BSA in PBS oder 5 % (w/v) Milchpulver in TBST

100 mM Tris/HCI pH 7,4

154 mM NaCl

1 mM CaCl,

0,5 mM MgCl,

0,2 % (w/v) BSA (kurz vor Gebrauch zugeben)

DNA-Waschpuffer

0,1 % (w/v) IGEPAL CA-630
40 pg/ml RNase A

1.2 pg/ml Hoechst 33258

Puffer fur Isolation von Kernproteinen

Kernprep Lysispuffer I:

10 mM HEPES pH 7,9
10 mM KCl

0,1 mM EDTA pH 8,0
0,1 mM EGTA pH 8,0
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Kernprep Lysispuffer Il

20 mM HEPES pH 7,9
400 mM NacCl

1 mM EDTA pH 8,0

1 mMEGTA pH 8,0

Lésungen und Gel fur Electrophoretic-Mobility-Shift -Assay (EMSA)

TE-Puffer:

TBE (10x):

EMSA-Bindepuffer (5x):

EMSA-Ladepuffer:

4,5 %-Polyacrylamidgel:

10 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mM EDTA
mit HCI auf pH 7,5 einstellen

890 mM Tris
890 mM Borsaure
20 mM EDTA pH 8,0

25 mM HEPES pH 7,8
250 mM KCI

25 mM MgCl,

1 mM EDTA

50 % Glycerin

25 mM DTT

80 % Formamid

10 mM NaOH

1 mM EDTA

0,1 % Xylencyanol

0,1 % Bromphenolblau

15 % (v/v) Acrylamid (30 % Stammldsung)

1,875 % (v/v) TBE (10x)
0,0375 % (w/v) APS
0,1 % (v/v) TEMED
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Ldsungen zur Herstellung von Gesamtproteinextrakten (RIPA-Lysat)

RIPA-Puffer:

Puffer fir die Immunhistochemie

Citrat-Puffer:

50 mM Tris/HCl (pH7,5); 150 mM NaCl: 1% (wiv)
Nonidet® P40; 0,5% (w/v) Natriumdesoxycholat; 0,1 %

(w/v) SDS; cOmplete Proteasen-Inhibitoren-Cocktail

10 mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
mit HCI auf pH 6,0 einstellen

Puffer fur die in situ Hybridisierung

Alle Puffer wurden in sterilen GefalRen (4 Stunden bei 200 °C) angesetzt. Fir die Herstellung

der Puffer wurden ausschlieRlich sterile, RNase freie Spitzen und Einmalpipetten, sterile Spatel
und DEPC behandeltes bzw. autoklaviertes ddH,O verwendet. Alle Puffer, bis auf PE (10x) und
NTM wurden nach Herstellung autoklaviert. Etwaige RNase-Kontaminationen auf Oberflachen

und Gerate wurden mit RNase AWAY™ entfernt.

Farbelbsung:

Hybridisierungspuffer:

MAB:

MABT:

BM Purple
2 mM Levamisol
0,1 % (v/v) Tween20

62,5 % (v/v) Formamid
0,9 M NaCl

12,5 % (v/v) PE (10x)
1,25 % (w/v) BSA

1,25 % (w/v) SDS
0,0625 % (w/v) Heparin
0,0125 % (w/v) tRNA

100 mM Maleinsaure
150 mM NacCl

mit NaOH auf pH 7,5 einstellen

0,1 % (v/v) Tween20 in MAB
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NTE:

NTM:

PBS:

PE (10x):

Proteinase K Puffer:

SSC (20x):

TBST:

Tris/Glycin-Puffer:

Sonstige Losungen

RNase A LOsung:

0,5 M NacCl
10 mM Tris/HCI pH 7,0
5 mM EDTA pH 8,0

100 mM NacCl
100 mM Tris/HCI pH 9,5
50 mM MgCl,

137 mM NacCl

2,7 mM KClI

10 mM Nay,HPO,

1,8 mM KH,PO,

mit HCI auf pH 7,4 einstellen

100 mM PIPES pH 6,8
10 mM EDTA pH 8,0

20 mM Tris/HCI pH 7,2
1 mM EDTA pH 8,0

3 M NacCl
0,3 M NaCitrat
mit NaOH auf pH 7,0 einstellen

137 mM NacCl
2,7 mM KClI
2,5 mM Tris/HCI pH 7,4

0,1 % (v/v) Tween20

0,1 M Tris
0,1 M Glycin

10 mM Tris/ HCI pH 7,0; 10 mg/ml RNase A

117



Material und Methoden

5.3 Methoden

Samtliche Arbeiten mit Escherichia Coli, alle Molekularbiologischen- und Zellkulturarbeiten
fanden unter Verwendung steriler Gefal3e und sterilen Losungen statt. Alle Zellkulturarbeiten
wurden zusatzlich unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank durchgefihrt. Experimente,
bei denen nicht explizit die Reaktionstemperatur angegeben ist, wurden bei Raumtemperatur

durchgefihrt.

5.3.1 Arbeiten mit Escherichia coli

5.3.1.1 Herstellung chemisch kompetenter  Escherichia coli BMH 71-18

Fur die Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli (E. coli) BMH 71-18 wurde die CaCl,
Methode verwendet. Zundchst wurden 40 ml LB-Medium mit 0,4 ml einer E. coli BMH 71-18
Vorkultur angeimpft und bei 37 °C bis zu einer OD bei 650 nm von 0,2-0,5 geschiittelt. Die
Kultur wurde fiinf Minuten auf Eis gekiihlt und anschlieBend fiir 15 min bei 2000 min™ (775 g)
und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 20 ml 50 mM CaCl, Ldsung
resuspendiert und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation fir 15 min
bei 2000 min™ und 4 °C wurde das Pellet vorsichtig in 4 ml 50 mM CaCl, Lésung resuspendiert.
Nach Zugabe von 1 ml Glycerin wurde die Bakteriensuspension aliquotiert, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

5.3.1.2 Kultivierung

Zur Vervielfaltigung von Plasmiden wurde der jeweilige transformierte E.coli Stamm (siehe
5.1.7) auf festen Nahrboden (LB-Agarplatten siehe 5.2.1) sowie in flissiger Schittelkultur (LB-
Medium siehe 5.2.1) kultiviert. Das eingefuihrte Plasmid trug dabei ein Resistenzgen gegen das
Antibiotikum Ampicillin. Zur Selektion von erfolgreich transformierten Bakterien wurde dem
Flissigmedium bzw. der Né&hrplatte das Selektionsantibiotikum Ampicillin zugesetzt. Die
transformierte Bakteriensuspension wurde mit Hilfe eines sterilen Trigalsky Spatels auf LB-
Agarplatten ausplattiert. Schiittelkulturen wurde durch Picken einer Einzelkolonie von der
Nahrplatte mit einer sterilen Spitze angeimpft. Die Inkubation der Platten erfolgte fir 16 Stunden
bei 37 °C im Brutschrank, die der Flussigkulturen bei 37 °C im Schiittler bei 250 min™.
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5.3.1.3 Transformation

Fur die Transformation von Plasmiden in E.coli wurde die entsprechende Menge an Plasmid-
DNA (bei Retransformationen: 100 ng Plasmid-DNA) zu der entsprechenden Menge auf Eis
aufgetauter kompetenter Bakterien gegeben (siehe unten bzw. 5.1.7). Die Reaktionsmischung
wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert und dabei gelegentlich durch leichtes Schiitteln durchmischt.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 30 bis 60 Sekunden (je nach Stamm siehe unten) einem
Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt, um die Plasmidaufnahme ins Zellinnere zu erzielen. Nach
dem Hitzeschock wurden die Bakterien eine Minute auf Eis abgekuhlt, pro Ansatz 500 ul LB-
Medium hinzu gegeben und die Kultur 60 Minuten bei 37 °C und 300 min™ geschiittelt. Die
Bakterienkultur wurde anschlieRend 5 min bei 4000 min (1.500 g) abzentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und die Bakterien im verbliebenen Medium wieder resuspendiert, um eine
Aufkonzentrierung zu erreichen. Das Ausplattieren der Bakteriensuspension erfolgte auf LB-
Agarplatten versetzt mit dem Selektionsantibiotikum Ampicillin. Die Platte wurde fir 16 Stunden
im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Verwendung (siehe) Hitzeschock | E. coli Stamm | Bakterienmenge DNA-Menge
Mutagenese (5.3.3.8) 45542 °C XL1-Blue 50 i 1 ul Ligationsansatz
Retransformation 60s42 °C BMH 71-18 100 pl 100 ng

Nested deletion (5.3.3.8) 30s42 °C DH10B 50 pl Kompletter Ansatz
Klonierung (5.3.3.7) 30s42 °C DH10B 50 i Kompletter Ansatz
TOPO TA Cloning® (5.3.3.7) | 30s42 °C | TOP10F* 50 pl 2-4 ul PCR-Produkt

5.3.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA (Mini- und Midi-  Praparation)

Mini-Praparation

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse (Birnboim und Doly, 1979; Ish-Horowicz und Burke, 1981). Fur die Praparation kleinerer
Mengen Plasmid-DNA (bis 5 pg, Mini-Praparation) wurden 3 ml steriles LB Medium, versetzt mit
Ampicillin als Selektionsantibiotikum, mit einer Einzelkolonie von der LB-Agarplatte angeimpft
und 16 Stunden bei 37 °C und 250 min™ auf dem Bakterienschittler herangezogen. Die
Bakterien aus 1ml der Flissigkultur wurden 5 min bei 4000 min™ (1.500 g) pelletiert und das
Bakterienpellet in 100 pl Lésung | (siehe 5.2.4) resuspendiert. Nach funfminutiger Inkubation auf
Eis wurden 200 pl Lésung 1l (siehe 5.2.4) zur Lyse der Bakterien zugegeben und das Gefal zur
Durchmischung vorsichtig invertiert. Dieser Schritt erméglichte die spéatere Abtrennung der
Plasmid-DNA von Proteinen und chromosomaler DNA: Proteine wurden durch das in Losung |l
enthaltene SDS und chromosomale DNA (nicht jedoch superhelikale Plasmid-DNA) wurde

durch das alkalische Milieu denaturiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 150 ul der
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Losung Il (siehe 5.2.4) und eine funfminitige Inkubation auf Eis. Da denaturierte Proteine,
hochmolekulare RNA, denaturierte chromosomale DNA und Membranbestandteile nach
Zugabe der kaliumacetathaltigen Losung Il unldsliche Komplexe mit dem entstehenden
Kaliumdodecylsulfat bildeten, konnten sie mittels Zentrifugation fir 5min bei 13.000 min™
(15.700 g) aus der Lésung entfernt werden. Die im Uberstand enthaltene Plasmid-DNA wurde
in ein neues Gefald Uberfihrt und mit 900 ul reinem Ethanol geféllt. Dazu wurde der Ansatz
zehn Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend das Préazipitat 10 min bei 13.000 min™
abzentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentrifugation wurde verworfen und das Plasmid-DNA
Pellet im SpeedVac® SC110 Konzentrator zehn Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Nach
der Trocknung wurde das Pellet in 20 pl eines RNase Mixes (120 pl ddH,O + 5 pl RNase A)
resuspendiert und im Heizblock fir 20 Minuten bei 37 °C und 300 min? geschittelt, um
stérende, niedermolekulare RNA aus dem Praparat zu entfernen. Die Lagerung erfolgte bei -
20 °C.

Midi-Praparation

Fur die Préparation groRerer Mengen Plasmid-DNA (bis 250 pg, Midi-Praparation) wurden
50 ml steriles LB-Medium, versetzt mit Ampicillin als Selektionsantibiotikum, in einem
Erlenmeyerkolben angesetzt. Der Ansatz wurde mit 50 pyl Bakteriensuspension aus einer
Vorkultur angeimpft und 16 Stunden bei 37 °C auf dem Schuttelinkubator herangezogen. Die
eigentliche Plasmidisolierung erfolgte unter Verwendung des HiSpeed™Plasmid Midi Kit der
Firma Qiagen entsprechend der beiliegenden Anleitung. Die Plasmid-DNA wurde mit 500 pl
H,O eluiert und bei -20 °C gelagert.

Die Konzentration von geldster DNA wurde im Gene Quant Il RNA/DNA Photometers bestimmt
(siehe 5.3.3.5).

5.3.2 RNA-Methoden

5.3.2.1 Isolierung von RNA

Zur Isolation von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen wurde der E.Z.N.A.® Total RNA Kit |
bzw. fiir kleinere Zellmengen von héchstens 5 x 10° Zellen der E.Z.N.A.® MicroElute® Total RNA
Kit verwendet. Die Zellkulturen wurden zun&chst mit PBS gewaschen, im Falle der Kultivierung
in 25 oder 75 cm? Zellkulturflaschen mit einer Trypsin/EDTA-L&sung [0,05 %/0,02 % (w/v)] oder
im 6-Well Format mit einem Zellschaber von der Oberflache geldst und anschlieRend fir 4 min
bei 1200 min™ (279 g) pelletiert. Die RNA Isolation wurde anschlieBend nach dem beiliegenden
Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die RNA wurde in 40 ul (Total RNA Kit I) bzw. 15 pl
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(MicroElute® Total RNA Kit) RNase freiem ddH,O eluiert. Die erhaltene RNA wurde vor der
reversen Transkription (siehe 5.3.2.2) im Nanodrop® ND-1000-UV/Vis Spektralphotometer

vermessen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

5.3.2.2 Reverse Transkription (RT-PCR)

Fur die reverse Transkription von mRNA in cDNA wurde pro Reaktionsansatz 500 ng aus
eukaryotischen Zellen isolierte Gesamt-RNA (siehe 5.3.2.1) eingesetzt. Die Reaktion wurde in

folgendem 20 ul Ansatz durchgefihrt:

4 ul First Strand Buffer (5x)
2 ul DTT (0,1 M)
1l dNTPs (jeweils 10 mM)
1l dN6 Primer (Random Hexamer Primer, 2 mg/ml)
X Ml Gesamt-RNA (500 ng)
ad 19 ul ddH,O

Der Ansatz wurde fur finf Minuten bei 70 °C inkubiert, um die RNA zu denaturieren. Nach
Abkiihlen des Ansatzes auf RT wurde 1pl SuperScript® Il Reverse Transkriptase pro
Reaktionsansatz zugegeben. Die reverse Transkription erfolgte bei 37 °C fir 60 Minuten,
gefolgt von einer zehnminitigen Denaturierung des Enzyms bei 70 °C. Durch Zugabe von je
1 pl RNase A Losung und 30-mindtiger Inkubation bei 37 °C wurden die enthaltenen RNA-
Molekiile verdaut. Die erhaltende cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

5.3.2.3 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Um die Expressionsstarke einer spezifischer mRNA zu quantifizieren, wurde im Anschluss an
die Reverse Transkription (siehe 5.3.2.2) die Technik der quantitativen Real-Time PCR unter
Verwendung des LightCycler® 1l Systems und des LightCycler® 480 Systems angewandt. Diese
Methode ermdglicht eine Quantifizierung der amplifizierten DNA-Menge mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR® Green |, welcher bei der Interkalation in doppelstrangige DNA
(dsDNA) sein Fluoreszenzsignal um ein Vielfaches erhght. Die Fluoreszenz nimmt dabei
proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung mit Hilfe von
Fluoreszenz-Messungen ermdglicht. Man wahlt einen Fluoreszenzwert bei dem sich die
Fluoreszenzkurven im exponentiellen Bereich der Amplifikation befinden und ermittelt nach wie
vielen Zyklen die Kurven jeweils diesen Wert erreichen. Dieser Wert entspricht dem Ci-Wert

(cycle threshold) welcher mit der Anfangskonzentration der zu amplifizierenden cDNA-Sequenz

121



Material und Methoden

korreliert und kann deshalb zur Quantifizierung der Transkripte herangezogen werden. Die

Spezifitat des PCR-Produktes kann nach abgelaufener PCR durch eine Schmelzkurvenanalyse

bestimmt werden, anhand derer die Fragmentlange und dadurch die Spezifitat bestimmt werden

kann. Dabei wird die DNA durch kontinuierliche Erhéhung der Temperatur aufgeschmolzen. Bei

einer fur das Fragment spezifischen Schmelztemperatur denaturiert der Doppelstrang zu zwei

einzelstrangigen Molekilen. Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green | freigesetzt und

eine Anderung der Fluoreszenz registriert. Jedes Produkt besitzt eine charakteristische

Schmelztemperatur (Ty), die sowohl von seiner Produktlange als auch vom GC-Gehalt

abhéngig ist. Die Spezifitat des entstandenen Produktes wurde zusétzlich per Agarose-

Gelelektrophorese auf 1,5 %igen Agarosegelen kontrolliert (siehe 5.3.3.3).

Die quantitative RT-PCR-Reaktion wurde in folgendem 20 ul Ansatz durchgefihrt:

10 pl SYBR® Premix Ex Taq™ (LightCycler® Il System) bzw.
10 pl LightCycler® 480 SYBR Green | Master (LightCycler® 480 System)
0,5 ul Primer forward (20 uM)
0,5 ul Primer reverse (20 uM)
1ul cDNA Template (25 ng/ul)
8 ul ddH,O

Im LightCycler® Il System erfolgte die Reaktion unter folgenden Bedingungen:

1. Initiale Denaturierung: 20 °C/s auf 95 °C
2. Denaturierung: 20 °C/s auf 95 °C
3. Primer-Annealing: 20 °C/s auf x°C
4. Amplifikation: 20 °Cl/s auf 72 °C
5. Messung: 20 °C/s auf x°C

Analyse der Schmelztemperatur:

20 °C/s auf 95 °C
20 °C/s auf 65 °C
20 °C/s auf 95 °C
0,1 °C/s auf 40 °C

30s 1 Zyklus
3s 40 Zyklen
10s
8s

15s 1 Zyklus
15s
15s

Im LightCycler® 480 System erfolgte die Reaktion unter folgenden Bedingungen:

1. Initiale Denaturierung: 4,4 °C/s auf 95 °C
2. Denaturierung: 4,4 °C/s auf 95 °C

10 min 1 Zyklus
10s 45 Zyklen
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3. Primer-Annealing: 2,2°Cl/sauf x°C 10 s
4. Amplifikation: 4,4 °C/s auf 72 °C 20s
5. Messung: 4,4 °C/s auf x°C 1s

Analyse der Schmelztemperatur:

4,4 °C/s auf 95 °C 5s 1 Zyklus
2,2 °C/s auf 65 °C 60 s

0,11 °C/s auf 97 °C
2,2 °C/s auf 40 °C 30s

Die optimale Annealing- und Messtemperatur wurde fir das jeweilige Primerpaar experimentell
ermittelt (siehe 5.1.6). Fiir die Analyse im LightCycler® 480 System wurde zusétzlich fiir jedes
Primerpaar die Effizienz der Amplifikation pro Zyklus aus der Steigung einer Standardkurve
bestimmt (siehe 5.1.6). Als Referenz zur relativen Quantifizierung der mRNA-Expressionsstarke
wurde die mRNA-Expression das Haushaltsgen p-Aktin benutzt. Die Quantifizierung der mRNA-
Expression erfolgte mit der zugehérigen LightCycler® 1I- und LightCycler® 480 Software (siehe
5.1.2) nach Angaben des Herstellers.

5.3.3 DNA-Methoden

5.3.3.1 Isolierung von genomischer DNA

Genomischer DNA wurde aus Gewebe unter Verwendung des QlAamp DNA Mini Kits nach
Angaben des Herstellers isoliert. Die Elution der genomischen DNA erfolgte in 100 pl AE-Puffer

und wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

5.3.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente wurde die Polymerase-Kettenreaktion genutzt.

Die Reaktion erfolgte in einem Volumen von 50yl unter Verwendung folgenden

Reaktionsansatzes:
X Ml Genomische DNA (siehe 5.3.3.1)/
20 ng Plasmid-DNA (siehe 5.3.1.4)
5ul PCR-Puffer (10x)
0,5 ul dNTP Mix (jedes Nukleotid 10 mM)

123



Material und Methoden

0,5 ul Primer forward (20 mM)

0,5 ul Primer reverse (20 mM)

10 pl Betain (5 M)

0,5 ul Tag-DNA-Polymerase (5 U/pl)
ad 50 pl ddH,O

Die Verwendung von 1 M Betain in einer PCR-Reaktion verbessert die Amplifikation von DNA
indem es die Bildung von Sekundarstrukturen in GC-reichen Regionen reduziert (Henke et al.,
1997). Des Weiteren wird die Spezifitdt der PCR verbessert (Rees et al., 1993).

Die Reaktion wurde in einem Peltier Thermal Cycler PTC-200 mit beheizbarem Deckel

durchgefuhrt nach folgendem Programm durchgefihrt:

1. Initiale Denaturierung: 94°C 5min 1 Zyklus
2. Denaturierung: 94°C 1min 40 Zyklen
3. Primer-Annealing: x°C  1min
4. Amplifikation: 72°C  2min
5. Finale Amplifikation: 72°C  5min

Die optimale Annealingtemperatur fir das jeweilige Primerpaar ist abhangig von der
Nukleinsduresequenz und wurde experimentell ermittelt (siehe 5.1.6). AbschlieRend wurden die
Proben auf 4 °C abgekihlt und mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese (siehe 5.3.3.3)
Uberprift. Das erhaltende PCR-Produkt wurde bis zur weiteren Verwendung in der Herstellung

von Reportergenkonstrukten (siehe 5.3.3.7) bei -20 °C gelagert.

5.3.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroRe erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Die DNA tragt eine negative elektrische Ladung, deshalb wandert sie im
elektrischen Feld in Richtung des positiven Pols. Agarose bildet beim polymerisieren ein
System von Poren durch die die DNA-Molekille entlang des elektrischen Feldes wandern
missen, um die positive Elektrode zu erreichen. Je kleiner ein DNA-Fragment ist, desto
schneller kann es durch das Gel wandern, wodurch eine Auftrennung nach ihrer Grol3e bewirkt
wird. Je nach Lange der zu analysierenden Fragmente wurden 1-2 %ige (w/v) Agarosegele
verwendet. Die Agarose wurde in 100 ml 1x TAE-Puffer in einer Mikrowelle durch kurzes
Aufkochen gel6st und in den Gelschlitten gegossen. Nach dem Ausharten des Gels wurde die

Probe, versetzt mit 10 % (v/v) Probenpuffer, in die Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung
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erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 Volt in 1x TAE-Puffer. Zur Visualisierung wurde
das Gel anschlieBend zehn Minuten in einer 0,04 % (w/v) Ethidiumbromidldésung inkubiert und
die DNA durch Anregung mit UV-Licht bei 245 nm detektiert. Das in die DNA interkalierte
Ethidiumbromid fluoresziert durch die UV-Absorption im sichtbaren Bereich, wodurch die DNA
als fluoreszierende Bande sichtbar wird. Die GroRRe der Fragmente konnte durch Verwendung

verschiedener DNA-GroRenstandards (siehe 5.1.4) bestimmt werden.

5.3.3.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosege len

Die Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick® Gel
Extraction Kit. Nach elektrophoretischer Auftrennung und Farbung in Ethidiumbromidldsung
(siehe 5.3.3.3) wurden die jeweiligen Fragmente unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem
Agarosegel ausgeschnitten, abgewogen und nach Angaben des Herstellers isoliert. Die Elution
erfolgte je nach Menge des PCR-Produkts in 30-50 pl ddH,O und wurde bei -20 °C gelagert.

5.3.3.5 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von geléster DNA wurde photometrisch durch Messung der UV-Absorption
bei einer Wellenléange von 260 nm mit Hilfe des Gene Quant I| RNA/DNA Calculators bestimmt.
Fur optische Dichten < 1 gilt dabei naherungsweise folgender linearer Zusammenhang: 1
OD2eonm Einheit = 50 pg/ml dsDNA

5.3.3.6 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukle asen

Das Schneiden von DNA Strangen durch Restriktionsendonukleasen erfolgte in folgendem

40 ul Reaktionsansatz:

0,5-1 g Plasmid-DNA
5 Units der entsprechenden Enzyme
4 ul des vom Hersteller empfohlenen Reaktionspuffers (10x)
4 ul BSA (10x) falls vom Hersteller angegeben

ad 40 ul ddH,O

Die Ansatze wurden fur ein bis zwei Stunden bei optimaler Reaktionstemperatur der jeweiligen
Restriktionsendonuklease inkubiert und anschliel3end mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe
5.3.3.3) aufgetrennt, auf erfolgreiches Schneiden kontrolliert und die benétigte Bande aus dem
Gel fur die weitere Ligation (siehe 5.3.3.7) extrahiert (siehe 5.3.3.4).
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5.3.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmide

Zur Herstellung von Reportergenkonstrukten wurde das jeweilige DNA-Fragment (Insert) mittels
PCR (siehe 5.3.3.2) aus 0,5 pl genomischer DNA bzw. 20 ng Plasmid-DNA amplifiziert. Die
hierbei verwendeten Primer enthielten zusatzlich die Erkennungssequenz fir die
Restriktionsendonukleasen Xhol und EcoRV (siehe 5.1.6).

Das erhaltende PCR-Produkt wurde per Agarose-Gelelektrophorese (siehe 5.3.3.3) Uberpruft,
das jeweilige DNA-Fragment ausgeschnitten und mit Hilfe der Gelextraktion aufgereinigt (siehe
5.3.3.4). Das PCR-Produkt wurden direkt in den pCR®II-TOPO® Vektor (sieche 5.1.5) nach
Angaben des Herstellers per TOPO TA Cloning® Kit ligiert. Der komplette Ligationsansatz
wurde in One Shot® Chemically-Competent E. coli TOP10F’ transformiert (siehe 5.3.1.3). Nach
der Mini-Praparation (siehe 5.3.1.4) wurde das Insert aus dem Topo Vektor mit den
entsprechenden Restriktionsendonukleasen herausgeschnitten (siehe 5.3.3.6),
elektrophoretisch aufgetrennt, und aufgereinigt. Der leere pGL4.10[luc2] Vektor wurde ebenso
behandelt. Das Mengenverhaltnis von geschnittenem Vektor und Insert wurde per Agarose-
Gelelektrophorese abgeschatzt. Die Ligation von Vektor und Insert erfolgte fir zwei Stunden bei

37 °C in folgendem 20 pl Ligationsansatz:

pGL4.10[luc2] Vektor

finffacher Uberschuss an Insert

2 ul T4 DNA Ligase Reaction Buffer (10x)
400 U T4 DNA Ligase
ad 20 pl ddH,O

Anschlielend wurde der komplette Ligationsansatz in NEB 10-beta Competent E. coli DH10B
transformiert (siehe 5.3.1.3). Nach der Plasmid Mini- und Midipraparation (siehe 5.3.1.4) wurde

die Klonierung durch Sequenzierung bei der Firma Entelechon (Regensburg) Uberpruft.

5.3.3.8 Mutagenese von Plasmidkonstrukten

Nested Deletion

Zur Deletion der Promotorsequenz im humanen p54"®-Promotor-Reporterkonstrukt -8436 bis -
6833 bp wurde die Methode der nested deletion angewendet. Diese Methode wurde erstmals
von Henikoff 1984 beschrieben (Henikoff, 1984). Der DNA Strang wird dabei mit zwei
Restriktionsendonukleasen geschnitten, wovon die eine einen 3‘-Uberhang (Schutz) und die
andere einen 5‘-Uberhang oder ein glattes Ende (Verdau) produzieren muss. Der geschnittene
Vektor wird anschlieffend mit Exonuklease IIl verdaut, welche nur 3‘-Enden von dsDNA abbaut

aber nicht einzelstrangige 3‘-Enden wie man sie bei einem 3'-Uberhang (Schutz) vorfindet.
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Nach bestimmten Zeitpunkten werden Aliquots aus der Hauptreaktion entnommen und die
Reaktion gestoppt. Am angedauten Ende bleibt ein Einzelstrang zurtck, der mit der
einzelstrangspezifischen S1-Nuklease verdaut wird. Der zurlickbleibende Doppelstrang mit
glatten Enden wird ligiert und transformiert.

Fir die Durchfiihrung der nested deletion wurde das Erase-a-Base® System nach Angaben des
Herstellers verwendet. Der humanen p54™ pGL4.10[luc2] Vektor wurde mit den
Restriktionsendonukleasen Kpnl (3'-Uberhang: Schutz) und Xhol (5'-Uberhang: Verdau)
verdaut (siehe 5.3.3.6), die Linearisierung per Agarose-Gelelektrophorese (siehe 5.3.3.3)
kontrolliert und der Vektor laut Protokoll geféllt. Die geschnittene DNA wurde anschlieRend mit
Exonuklease Il bei 25 °C und einer Verdaurate von 90 bp/min verdaut. Jede Minute wurde eine
Probe enthommen, mit S1-Nuklease verdaut und das Ausmald der Deletion per Agarose-
Gelelektrophorese bestimmt (Abbildung 54). Die deletierten linearen Plasmide, von jedem
Zeitpunkt, wurden ligiert und der komplette Ligationsansatz in E. coli DH10B transformiert
(siehe 5.3.1.3). Um die Gr6RRe der Deletion genau zu charakterisieren wurden die entstandenen

Klone sequenziert.
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Abbildung 54: Deletierte Vektoren zu bestimmten Zeitpunkten des Exonuklease-Verdaus (1 % Agarose-Gel).

Ortsspezifische Mutagenese

Die gezielte Mutation von zwei méglichen Transkriptionsfaktorbindestellen im humanen p54™-
Promotor-Reporterkonstrukt -7079 bis -6833 bp wurde Uber Ortsspezifische Mutagenese (site-
directed mutagenesis) mit dem QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit nach den Angaben
des Herstellers durchgefihrt.

Dabei wird mit zwei zueinander komplementéaren, die gewinschte Mutation enthaltenden,
Oligonukleotiden (siehe 5.1.6) ein Strang der zirkularen Plasmid-DNA von einer PfuUltra HF
DNA Polymerase in mehreren Zyklen linear amplifiziert. Fir die Amplifikation im Peltier Thermal

Cycler PTC-200 wurde folgendes Programm verwendet:
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1. Initiale Denaturierung: 95°C 45s 1 Zyklus
2. Denaturierung: 95°C 45s 16 Zyklen
3. Primer-Annealing: 1 °C/s auf 55 °C 45s

4. Elongation: 1 °C/s auf 68 °C 5 min

5. Finale Elongation: 68 °C 4 min

Eine PCR-Reaktion wurde mit 16 Amplifikationszyklen durchgefihrt. AnschlieBend wird die
parentale, methylierte Plasmid-DNA mit der Restriktionsendonuklease Dpnl, welches nur
methylierte DNA spaltet, abgebaut. Danach wird die amplifizierte, mutierte, einzelstrangige,
zirkulare DNA in E. coli XL1-Blue transformiert (siehe 5.3.1.3) und dort zur doppelstrangiger
Plasmid-DNA vervollstandigt. Die Mutation der Zielsequenz wurde so gewahlt, dass eine
zusatzliche Restriktionsschnittstelle entsteht, durch welche das mutierte Plasmid selektioniert
werden kann. Aus ausgewahlten gewachsenen Kolonien wurden Kulturen angeimpft und die
Plasmid-DNA durch Mini-Préparation (siehe 5.3.1.4) isoliert und die mutierten Klone Uber ihr
verandertes Restriktionsmuster (siehe 5.3.3.6) detektiert. Der Erfolg der Mutagenese wurde per

Sequenzierung bestatigt.

5.3.3.9 Chromatin-Immunoprazipitation (ChiIP)

Mit Hilfe der Chromatin-Immunoprazipitation kann die direkte Interaktion von Proteinen
(Transkriptionsfaktoren) mit bestimmten Teilen des Chromatins (DNA) lebendiger Zellen oder
Geweben in vivo nachgewiesen werden.

Die Chromatin-Immunopréazipitation wurde mit dem ChIP-IT® Express Enzymatic kit nach dem
beiliegenden Protokoll durchgefiihrt. Es wurden zundchst HMB2, HMB2 -MIA5 und Mel Im
Zellen bis zu einer Konfluenz von 70-80 % jeweils in einer 175 cm? Zellkulturflasche kultiviert.
Die Zellen wurden anschlieRend mit Formaldehyd fixiert, um das Chromatin mit den daran
gebundenen Faktoren zu vernetzen. Nach Lyse der Zellen wurde das Chromatin per
enzymatischen Verdau fragmentiert. Aus den jeweiligen Chromatinproben wurde durch
Immunoprazipitation mit einem spezifischen YBX1-Antikorper (siehe 5.1.3) diejenigen DNA-
Fragmente isoliert, an die YBX1 gebunden hat. Unter Zuhilfenahme des ChIP-IT® Control gPCR
Kit-Human wurde die Immunoprazipitation zusatzlich mit einem RNA-Polymerase II-Antikorper
(positiv Kontrolle) und mit einem unspezifischen 1gG-Antikdrper (negativ Kontrolle) nach den
Angaben des Herstellers durchgefuihrt. Im né&chsten Schritt wurden die Proteine mittels
Protease-Behandlung verdaut und die aufgereinigten DNA-Fragmente mittels qRT-PCR mit
dem LightCycler® Il System analysiert (siehe 5.3.2.3). Fiir die PCR Analyse wurden jeweils 2 pl
DNA-Templates pro Zelllinie eingesetzt: Input DNA (1:10), DNA isoliert per RNA-Polymerase II-
ChIP (RNA Poal II), DNA isoliert per IgG-ChlIP (IgG) und per YBX1-ChIP (YBX1). Es wurde
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aulRerdem eine Kontrollreaktion ohne Template pro Zelllinie durchgefihrt (H,O). Fir die PCR-
Reaktion wurden zum einen, das im ChIP-IT® Control gPCR Kit-Human enthaltene Primerpaar
gegen GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) (positiv Kontrolle fir RNA Pol 1I-
ChIP) und zum anderen ein Primerpaar, welches die YBX1-Bindestelle im hp54™-Promotor von
-7180 bis -6990 bp relative zum Translationsstart umspannen verwendet (siehe 5.1.6). Die
amplifizierten DNA-Fragmente wurden per Agarose-Gelelektrophorese auf einem 2 %igen

Agarosegel analysiert (siehe 5.3.3.3).

5.3.4 Protein-Methoden

5.3.4.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten (RIP  A-Lysat)

Zur Extraktion von Gesamtprotein aus eukaryotischen Zellen wurden diese mit 1x PBS
gewaschen, im Falle der Kultivierung in 25 oder 75cm? Zellkulturflaschen mit einer
Trypsin/EDTA-L6sung [0,05 %/0,02 % (w/v)] oder im 6-Well Format mit einem Zellschaber von
der Oberflache gelést und anschlieRend fiir 5 min bei 3000 min™ (800 g) pelletiert. Je nach
Zellmenge wurde das Pellet in 50-200 pl RIPA-Puffer (siehe 5.2.4) resuspendiert und fur 15
Minuten bei 4 °C unter Schitteln inkubiert. AnschlieRend wurde das l6sliche Gesamtproteine
von den nichtléslichen Zellbestandteilen sowie von DNA und RNA durch Zentrifugation fur
10 min bei 13.000 min™ (15.700 g) bei 4 °C abgetrennt. Das Proteinextrakt wurde in neue
Reaktionsgefalie tUberfuhrt und bei -20 °C gelagert. Alle Schritte der Praparation werden auf Eis

durchgefihrt.

5.3.4.2 Herstellung von Kernproteinextrakten

Zur Isolation von Kernprotein aus Zellkulturen wurde die Methode nach Dignam (Dignam et al.,
1983) verwendet. Vor Beginn der Isolation wurde je 1 mM DTT zu Puffer | und 1l gegeben. Nach
absaugen des Zellkulturmediums von einer zu mindestens 90 % konfluenten 75 cm?
Zellkulturflasche, wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mit einem Zellschaber in 1 ml
PBS abgeschabt und fiir 5min bei 3000 min™ (800 g) und 4 °C pelletiert. Zur Lyse der
Zellmembran wurde das Pellet in 400 pl Puffer | (siehe 5.2.4) resuspendiert und fir 15 Minuten
auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurde zur Verbesserung der Lyse 25 ul 10 % (w/v)
Nonylphenylpolyethylene Glykol NP-40, ein nichtionisches Tensid, zugegeben und der Ansatz
mehrmals invertiert. Die Kernfraktion wurde bei fiir 1 min bei 10.000 min™ (9.300 g) und 4 °C
abzentrifugiert und der Uberstand, mit dem enthaltenden Zytoplasma, verworfen. Das

Kernpellet wurde in 50 ul Puffer Il (siehe 5.2.4) resuspendiert und durch Schutteln fir 15 min bei
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4 °C lysiert. Um Kerndebris zu entfernen, wurde der Ansatz fir 10 min bei 13.000 min*t
(15.700 g) und 4 °C zentrifugiert. Die Kernproteine befanden sich danach im Uberstand, der
Debris im Pellet. Die Kernproteinextrakte wurden aliquotiert, sofort in flissigem Stickstoff
schockgefroren und anschliel3end bei -80 °C gelagert. Nach dem Auftauen konnten diese nicht
erneut eingefroren und wieder verwendet werden, da es dabei zu einer Degradation der

Proteine kommt.

5.3.4.3 Konzentrationsbestimmung von Gesamt- und Ke  rnproteinen

Proteinkonzentrationen in Losungen wurden nach der Methode von Smith (Smith et al., 1985)
unter Verwendung des Pierce® BCA Protein Assay Kit nach den Angaben des Herstellers
durchgefiuhrt. Die Reaktion wurde in einer transparenten 96 Well Platte angesetzt. Diese beruht
auf der sogenannten Biuret-Reaktion, bei der zweiwertige Kupferionen (Cu®") zu einwertigen
Kupferionen (Cu*) durch Proteine reduziert werden. Cu® bildet mit Bicinchoninsaure (BCA)
einen violetten Farbkomplex, welcher durch photometrische Messung bei 562 nm quantifiziert
werden kann. Die Messung der Adsorption erfolgte im Mikroplatten Leser - Emax precision bei
562 nm. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch Abgleich mit einer parallel

mitgefuhrten BSA-Standardreihe bekannter Konzentration.

5.3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PA  GE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld erfolgte
mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE (SDS-PolyacrylamiAd-Gelelektrophorese) nach Laemmli
(Laemmli, 1970). Hierbei wandern die Proteine zuerst in ein Sammelgel groR3er Porengrof3e bei
neutralem pH, in welchem sie aufkonzentriert werden und anschlieend in ein Trenngel mit
basischem pH und kleiner PorengrofRe, in dem die eigentliche Auftrennung erfolgt. Der pH-
Gradient zwischen Sammel- und Trenngelpuffer fiihrt zu einem Stapelungseffekt an der Grenze
zum Trenngel. Als Trennmedium bei dieser Art der Elektrophorese dient ein Gel aus
Polyacrylamid (PAA). Das negativ geladene Tensid SDS (Natriumdodecylsulfat) bindet
Proteine, versetzt ihnen eine konstante negative Ladung und fihrt zusammen mit der
Denaturierung durch Aufkochen zu einer Zerstérung derer Tertidr- und Quartarstruktur, was zur
Linearisierung der Proteine fuhrt. Dies erlaubt eine Auftrennung der negativ geladenen Proteine
nach der Kettenlange, proportional zur Molekilmasse, im elektrischen Feld in Richtung Pluspol,
da die langeren Proteine im Gel starker zuriickgehalten werden als kirzere Proteine.

Fur die Durchfiihrung der Elektrophorese wurde 50-75 ug Gesamtprotein (siehe 5.3.4.1) mit 1x
Roti®-Load 1 (reduzierend) versetzt und fiir zehn Minuten bei 70 °C aufgekocht. Das im Roti®-

Load 1 enthaltende SDS fihrt, wie oben beschrieben, zu einem Auflésen von Sekundar- und
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Tertiarstrukturen, durch das Unterbrechen von Wasserstoffbriicken und zur negativen Beladung
der Proteine. Zusétzlich werden Disulfidbricken durch Reduktion per B-Mercaptoethanol
gespalten. AnschlieRend wurden die Proben auf ein PAA Gel (12,75 %-Trenn- und 4 %-
Sammelgel; siehe 5.2.4) aufgetragen und bei einer konstanten Spannung von 1,6 V/cm?
Gelflache in Laufpuffer per SDS-PAGE aufgetrennt. Zum Abgleich des Molekulargewichtes

wurde der Precision Plus Protein™ Standard Kaleidoscope™ mit aufgetragen (siehe 5.1.4).

5.3.4.5 Western Blot

Fur den spezifischen Nachweis von Proteinen aus Gesamtproteinextrakten wurden diese nach
der Auftrennung nach ihrem Molekulargewicht per SDS-PAGE (siehe 5.3.4.4) auf eine Sequi-
Blot™ PVDF (Polyvinylidenfluorid) Membran geblottet und Uber die Detektion mit Antikbrpern
nachgewiesen. Hierzu wurde zunachst die PVDF-Membran funf Minuten in Methanol aktiviert
und anschlieRend fir weitere funf Minuten in Blotpuffer (siehe 5.2.4) aquilibriert.
Wahrenddessen wurde das Polyacrylamid-Gel nach der Elektrophorese fir 15 Minuten in
Blotpuffer aquilibriert. Die aufgetrennten Proteine wurden mittels elektrophoretischen Transfers
in einer Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell fir 35 Minuten bei 15V auf die Membran
Ubertragen. Die PVDF Membran wurde, zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen, fir
eine Stunde in Blockierungslosung (siehe 5.2.4) abgestimmt auf den Primar-Antikorper (siehe
5.1.3) bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inkubation mit dem spezifischen Primar-Antikorper
erfolgte in geeigneter Verduinnung (siehe 5.1.3) in Blockierungslésung tber Nacht bei 4 °C.
Nach Entfernen von ungebundenem Primar-Antikbrper durch 3-maliges Waschen fur finf
Minuten mit dem entsprechenden Puffer des Primar-Antikdrpers wurde die Membran mit einem,
gegen die Fc-Region des Primar-Antikdrpers gerichteten, speziesspezifischen Sekundar-
Antikdrper in geeigneter Verdinnung (siehe 5.1.3) fur eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Es wurden Alkalische Phosphatase konjugierte Sekundar-Antikorper verwendet. Nach
3-maligem Waschen fur zehn Minuten mit dem entsprechenden Puffer des Primar-Antikorpers
erfolgte die Detektion mit Hilfe des BCIP/NBT Kit nach Angaben des Herstellers. Durch
Abspalten des Phosphatrestes vom 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) durch die
Alkalische Phosphatase kommt es in Verbindung mit dem Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
zur Bildung eines violetten bis blauen Farbstoffes. Durch diese Farbreaktion konnten

spezifische Proteinbanden auf den PVDF Membranen visualisiert werden.

5.3.4.6 Immunhistochemie

Fur den Nachweis von proliferierenden Zellen in Formalin-fixiertem und Paraffin-eingebettetem

murinem Knorpelgewebe wurde eine spezifische Farbung mit einem Antikérper gegen PCNA
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(Proliferating Cell Nuclear Antigen) mit Hilfe des Animal Research Kits (ARK™, Peroxidase fur
Mouse Primary Antibodies) durchgefihrt. Wahrend der eukaryotischen DNA-Replikation umgibt
PCNA die DNA als Ring, warum es auch als Ringklemmenprotein bezeichnet wird. Die
replikative DNA-Polymerase bindet dabei an PCNA, bleibt wéhrend der gesamten
Elongationsphase daran gebunden und verhindert deren Dissoziation vom DNA-Strang. Nur
durch PCNA ist eine Vervielféltigung der gesamten DNA mit hoher Geschwindigkeit und ohne
groRRere Unterbrechungen wahrend der S-Phase des Zellzyklus mdglich. PCNA ist dadurch ein
spezifischer Marker fir die DNA-Replikation und somit Proliferation.

Hierfir wurden die 2 um Paraffinschnitte (siehe 5.3.8.6) durch eine 30-minitige Inkubation bei
72 °C im Warmeschrank und nachfolgender Behandlung mit Xylol (2-mal 15 min) entparaffiniert
und in der absteigenden Alkoholreihe rehydriert (je 10 min: 100 %, 95 %, 90 %, 70 %, 50 %
Ethanol, ddH,0). Nach einer funfminitigen Inkubation mit PBS (pH 7,4), wurde die endogene
Peroxidaseaktivitat durch Inkubation mit Peroxidase Block fur finf Minuten blockiert. Die
Schnitte wurden in PBS (pH 7,4) gewaschen (3-mal 5 min), danach flr vier Minuten bei
600 Watt und anschlieBend fur funf Minuten bei 350 Watt in einem Citrat-Puffer (pH 6, siehe
5.2.4) in einer Mikrowelle erhitzt. Durch die Hitzebehandlung mit Citrat-Puffer erfolgt eine
Antigendemaskierung der Proteine. Dabei werden Epitope freigelegt, die durch die
Formalinfixierung verursachte Proteinvernetzung verandert wurden und somit vom Antikorper
jetzt wiedererkannt werden kdénnen. Nach dem Abkihlen der Schnitte im Citrat-Puffer fir 20
Minuten wurden die Schnitte in PBS (pH 7,4) gewaschen (3x 5 min) und anschlieRend fir 15
Minuten bei Raumtemperatur mit dem priméaren Antikorper inkubiert (siehe 5.1.3). Der priméare

Antikdper wurde vor Gebrauch in der folgenden Reaktion biotinyliert:

Pro Schnitt (50 pl):

47,01 ul Antibody Diluent
0,79 ul Biotinylation Reagent
0,2 ul PCNA-Antibody

15 min bei Raumtemperatur inkubieren
6 ul Blocking Reagent

15 min bei Raumtemperatur inkubieren

Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS (pH 7,4) a funf Minuten folgte die Inkubation mit
HRP-gekoppeltem Streptavidin (Streptavidin-HRP) fur 15 Minuten bei Raumtemperatur. Nach
Waschen mit PBS (pH 7,4; 3x 5 min) erfolgte die Detektion der Antikorperbindung mittels DAB+
Substrat-Chromogen nach Anleitung des Herstellers. Die Zellkerne wurden nach Waschen in

PBS (pH 7,4; 3x 5 min) mittels Hamalaun-Farbung visualisiert. Die Schnitte wurden in Kaisers
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Glyceringelatine mit Deckglasern eingedeckelt und mit Hilfe eines Zeiss Mikroskops (Axiovert
200, HAL100, AxioCam MRc) ausgewertet und der AxioVision Software (Release 4.5)

fotografiert.

5.3.5 Zellkulturmethoden

5.3.5.1 Kultivierung von humanen und murinen Melano  mzelllinien

Die verwendeten Melanomzelllinien (siehe 5.1.8) wurden in Kultivierungsmedium (siehe 5.2.2)
bei 37 °C und 8 % CO, kultiviert. Fir die Passagierung wurden die adharenten Zellen, nach
dem Waschen mit PBS, durch Inkubation mit einer Trypsin/EDTA-LOsung [0,05 %/0,02 % (w/v)]
zunachst von der Zellkulturflasche abgelést. AnschlieBend in  Kultivierungsmedium
aufgenommen und fiir 4 min bei 1200 min™ (279 g) zentrifugiert, um das Trypsin von den Zellen
zu entfernen. Das Zellpellet wurde in Kultivierungsmedium resuspendiert und 1:5 bis 1:10 mit
Kultivierungsmedium verdinnt in neue Zellkulturflaschen verteilt. Das Zellkulturmedium wurde
jeden dritten Tag gewechselt.

Zur Kultivierung von HMB2 -MIA5 und -MIA8 Zellklonen, welche stabil mit einem antisense MIA
Konstrukt transfiziert worden waren, und von HMB2 lacZ Kontrollklonen wurde dem Medium
2 mg/ml Geneticin® zugesetzt. Durch diesen Selektionsdruck wurde die Ausverdiinnung des

Plasmids verhindert.

5.3.5.2 Isolierung und Kultivierung von mesenchymal en Stammzellen aus Mausen

Die Isolation mesenchymaler Stammzellen erfolgte aus Knochenmark von Femur und Tibia von
Méausen. Fur eine Charge wurden 6 bis 8 Mause in einem Alter von 6 bis 8 Wochen
zusammengefasst. Die Tiere wurden durch Genickbruch getdtet und die folgenden Schritte
unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Die Beine jeder Maus wurden an der Hufte komplett vom
Rumpf abgetrennt, die Haut abgezogen und die Muskulatur bis auf die Knochen mit einer
Schere entfernt. Zwischen der Condylus medialis und Condylus lateralis des unteren Endes des
Oberschenkelknochens bzw. des Tibia Kopfes (Caput tibiae) wurde mit einer Kaniile vorsichtig
ein Loch bis zur Knochenmarkhdhle gebohrt. Auf den jeweils gegeniberliegenden Seiten
wurden die Knochen auf Hohe der Metaphyse abgeschnitten um die Knochenmarkhéhle zu
erdffnen. Die Knochen wurden einzeln mit der Schnittflache nach unten in ein 1,5ml
Mikroreaktionsgefald gegeben und das Knochenmark durch Zentrifugation fur 2 min bei
2600 min™ (600 g) gewonnen. Das Knochenmark aus den einzelnen Knochen wurde in
Kultivierungsmedium (siehe 5.2.2) resuspendiert, vereint und fir 5 min bei 1200 min™ (279 g)

zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in Kultivierungsmedium resuspendiert und das
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Knochenmark aus 3 bis 4 Mausen auf eine 75 cm? Zellkulturflasche verteilt. Die Zellen wurden
bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die Isolation erfolgt im Wesentlichen durch einen
Adhéarenzschritt. Nach 24 Stunden erfolgt ein Mediumwechsel, um die nicht adhérent
gewordenen Zellen, vor allem die Erythrozyten und Leukozyten, zu entfernen. Danach werden
die Zellen alle drei bis vier Tage mit frischem Medium versorgt. Diese Zellen wurden als
Passage Null betrachtet.

Fur die weitere Kultivierung bei 37 °C und 5 % CO, wurden die konfluenten Stammzellen wie
unter 5.3.5.1 beschrieben von der Zellkulturflasche mit der Trypsin/EDTA-L6sung fir 5 min bei
37 °C abgel6st, zentrifugiert, das Zellpellet in Kultivierungsmedium resuspendiert und 1:5 bis
1:10 mit Kultivierungsmedium verdiinnt in neue 75cm? Zellkulturflaschen verteilt. Das
Zellkulturmedium wurde jeden dritten Tag gewechselt. Die primaren mesenchymalen

Stammzellen wurden bevorzugt in den Passagen 3 bis 6 verwendet.

5.3.5.3 Differenzierung von murinen mesenchymalen S tammzellen

Die Differenzierung von murinen mesenchymalen Stammzellen (mMSC) erfolgte in
zweidimensionalen Kulturen, wobei 5x10° mMSC pro 75 cm?  Zellkulturflasche in
Kultivierungsmedium (siehe 5.2.2) ausgesét wurden. Am nachsten Tag wurde das Medium
durch Differenzierungsmedium (siehe 5.2.2) ersetzt dem 10 ng/ml TGF-B3 zur Induktion der
chondrozytaren Differenzierung zugesetzt wurde. Die Zellen wurden bei 100 % Konfluenz bzw.
am nachsten Tag geerntet um RNA (siehe 5.3.2.1) fir gqRT-PCR, Gesamtproteinextrakt (siehe
5.3.4.1) fur Western Blot oder Kernproteinextrakte (siehe 5.3.4.2) fir EMSA zu isolieren. Es

wurden jeweils mindestens 3 Chargen Wildtyp- und MIA-defiziente-mMSC eingesetzt.

5.3.5.4 Lagerung von Zellen in flissigem Stickstoff

Fur die mittel- bis langfristige Konservierung von Zellen wurden diese in flissigem Stickstoff
gelagert. Um zu verhindern, dass die Zellen durch die beim Einfrieren entstehenden Kristalle
zerstort werden, wurden sie in speziellem Einfriermedium (siehe 5.2.2) eingefroren. Zum
Einfrieren von humanen Melanomzelllinien sowie primé&ren murinen mesenchymalen
Stammzellen wurden diese durch eine Trypsin/EDTA-L6sung [0,05 %/0,02 % (w/v)] aus einer
konfluenten 75 cm? Zellkulturflasche abgelést, durch Zentrifugation fiir 4 min bei 1200 min™
(279 g) pelletiert und in 5 ml des entsprechenden Kulturmediums (siehe 5.2.2) resuspendiert. Je
900 pl der Zellsuspension wurden in ein Cryoréhrchen auf Eis Uberfuhrt, in welches 900 ul 4 °C
kaltes Einfriermedium vorgelegt wurde. Die Zellsuspension wurde kurz invertiert und die

Cryoréhrchen in ein auf 4 °C vorgekihltes und mit Isopropanol beflilltes Qualifreeze Cryo-
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Einfriergerat Uberfuhrt. Darin wurden sie mit einer Abkuhlrate von 1 °C/min bei -80 °C
eingefroren, bevor die Cryo-Kulturen in flissigem Stickstoff gelagert wurden.

Fiur die Rekultivierung wurden die Zellen im Cryor6hrchen im Wasserbad bei 37 °C zugig
aufgetaut in Kulturmedium Gberfihrt und 4 min bei 1200 min™ (279 g) zentrifugiert. Nach
Zentrifugation wurden die Zellen im entsprechenden Kulturmedium resuspendiert und in eine
25 cm? Zellkulturflasche ausgesat. Am folgenden Tag erfolgte ein Mediumwechsel, um

abgestorbene Zellen zu entfernen.

5.3.5.5 TransienteTranfektion mit SIRNA

Zur Transfektion von Mel Im Zellen mit sSIRNAs gegen humanes MIA (siehe 5.1.6) wurde das
HiPerFect® Transfektionsreagenz verwendet. Dazu wurden je 0,75 x 10° Zellen pro Well einer
6-Well Platte in 2,3 ml Kultivierungsmedium ohne FKS (siehe 5.2.2) ausgeséat. Pro Well wurden
5,4 pl der entsprechenden siRNA (108 pmol) mit 94,6 pl Kultivierungsmedium ohne FKS und
18 pl HiPerFect Reagenz vermischt und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlielend wurde der komplette Ansatz langsam unter Schwenken auf die frisch ausgesaten,
noch nicht adharenten Zellen pipettiert. Nach vierstindiger Inkubationszeit bei 37 °C und 8 %
CO, wurde dem Medium 10 % FKS zugegeben. Das Kultivierungsmedium wurde an Tag 2 nach
der Transfektion erneuert. Die Zellen wurden an Tag 3 nach der Transfektion fir Luciferase-
Reportergen-Assays (siehe 5.3.5.7) eingesetzt oder an Tag 4 fur die Isolation von
Kernproteinextrakten (siehe 5.3.4.2) fur EMSA-Analysen bzw. zur Isolation von RNA (siehe
5.3.2.1) fur gRT-PCR geerntet.

Fur die Transfektion von HMB2 und Mel Im Zellen mit siRNA gegen humanes YBX1 wurde die
Lipofectamine® RNAIMAX Methode nach Angaben des Herstellers angewandt. Hierzu wurden
1 x 10° Zellen pro Well einer 6-Well Platte ausgesat, am néchsten Tag mit 60 pmol SiRNA
transfiziert und den darauf folgenden Tag fir Luciferase-Reportergen-Assays (siehe 5.3.5.7)
eingesetzt. An Tag 2 nach Transfektion wurden die Zellen zur Isolation von RNA (siehe 5.3.2.1)
fur die gRT-PCR geerntet.

Murine mesenchymale Stammzellen wurden mit der Lipofectamine® 2000 Methode nach den
Angaben des Herstellers transfiziert. Es wurden 1 x 10° Zellen pro Well einer 6-Well Platte
ausgesat und am nachsten Tag mit 100 pmol siRNA gegen murines MIA bzw. p54™ transfiziert.
Die Zellen wurden an Tag 1 nach Transfektion fir Luciferase-Reportergen-Assays (siehe
5.3.5.7) eingesetzt. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Zellen an Tag 2 nach
Transfektion fur die Isolation von RNA (siehe 5.3.2.1) fir gRT-PCR bzw. Gesamtproteinextrakt
(siehe 5.3.4.1) fur Western Blot geerntet, oder fir Proliferations-Assays (XTT) ausgesét (siehe
5.3.5.8).
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5.3.5.6 Transiente Transfektion mit Plasmid-DNA (Nu  kleofektion™)

Fir die Uberexpression von humanem MIA/CD-RAP bzw. p54™ in murinen mesenchymalen
Stammzellen wurde die von der Firma Lonza entwickelte Nucleofector™ Technologie, welche
auf dem Prinzip der Elektroporation beruht, verwendet. Durch die voriibergehende Erzeugung
von kleinen Poren in Zellmembranen kdnnen Nukleinsauren nicht nur in das Zytoplasma
sondern auch direkt in den Zellkern eukaryotischer Zellen eingebracht werden. Die
Transfektionseffizienz ist somit unabhangig von der Zellproliferation, da Nukleinsduren normal
nur wahrend der Auflosung der Kernmembran bei der Zellteilung in den Zellkern eindringen
konnen.

Fir diese Methode wurde das Human MSC Nucleofector® Kit zusammen mit dem
Nucleofector™ | Device nach den Angaben des Herstellers verwendet. Pro
Nukleofektionsansatz wurden 1x10° Zellen mit je 2ug des entsprechenden
Expressionskonstrukts (siehe 5.1.5) transfiziert. Die Nukleofektion wurde unter Verwendung des
vom Hersteller empfohlenen Programmes (C-17) fir hohes Zelliberleben durchgefiihrt.
Anschlieend wurden die Zellen im 6-Well Format fir 2 Tage bei 37 °C und 5 % CO, weiter
kultiviert und anschlieend fir Proliferations- (XTT) (siehe 5.3.5.8) und Luciferase-Reportergen-
Assay (siehe 5.3.5.7) verwendet bzw. fur die Isolation von RNA (siehe 5.3.2.1) fir gRT-PCR

geerntet.

5.3.5.7 Luciferase-Reportergen-Assay

Regulatorische DNA-Sequenzen (Promotoren) lassen sich mit Hilfe von Reportergen-Analysen
untersuchen. Um die Aktivitéat eines Promotors zu analysieren, wird ein DNA-Fragment, welches
den Promotorbereich enthélt, vor das Luciferase-Gen des Leuchtk&fers Photinus pyralis eines
Reportervektors Kkloniert (siehe 5.3.3.7). Die Expression des Leuchtkafer-Luciferase-
Reportergens  verhédlt sich im  eukaryotischen Modellsystem  proportional zum
Aktivierungspotential des klonierten DNA-Fragments. Durch Zugabe des Substrats Luciferin
kommt es durch das exprimierte Luciferase-Enzym in Anwesenheit von ATP, Mg®* und O, zur
Chemilumineszenz, welche an einem Luminometer gemessen wird. Um die unterschiedliche
Transfektionseffizienz in den einzelnen Versuchsansatze beriicksichtigen zu kénnen, wurden
die Zellen mit dem Kontrollvektor pRL-TK (siehe 5.1.5), der das Luciferase-Gen der Seefeder
Renilla reniformis enthalt, kotransfiziert. Die Chemilumineszenz der Renilla-Luciferase wurde
ebenfalls im Luminometer quantifiziert und fur die Normalisierung der Werte in Anhangigkeit
von der Transfektionseffizienz genutzt.

Zur Durchfilhrung des Luciferase-Reportergen-Assays wurde das Dual-Luciferase® Reporter
Assay System verwendet. Die Zellen wurden dabei nach der Lipofectamine® Methode mit

Lipofektamine® Reagent und Plus™ Reagent nach Angaben des Herstellers transfiziert. Einen
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Tag vor der Transfektion wurden folgende Zellzahlen pro Well einer 6-Well Platte im jeweiligen
Kultivierungsmedium (siehe 5.2.2) ausgesét: 1 - 2 x 10° mMSC; 1,5 x 10° HMB2 lacZ, -MIAS5,
und -MIA8 Zellklone; 2 x 10° Mel Im, Mel Ju, Mel Juso, Mel Ei Zellen. Am folgenden Tag wurde
das Kultivierungsmedium der Melanomzelllinien erneuert bzw. das Kultivierungsmedium der
mMSC durch Differenzierungsmedium (siehe 5.2.2), versetzt mit 10 ng/ml TGF-B3 zur Induktion
der chondrozytéaren Differenzierung, ersetzt. Es wurden 0,5 ug Plasmid-DNA (das jeweilige
Promotor-Reporterkonstrukt siehe 5.1.5 bzw. der dazugehérige Leervektor als Kontrolle) und
0,1 ug pRL-TK Vektor pro Well nach Angaben des Herstellers transfiziert. Das Medium wurde
24 bis 36 Stunden nach Transfektion abgekippt und die Zellen mit normalem Leitungswasser
zweimal gespilt. AnschlieBend wurden die Zellen fir 20 Minuten mit 300 pl Lysispuffer pro Well
lysiert und die Luciferaseaktivitat aus je 50 ul des Lysats am Réhrchen Luminometer - Lumat
LB9501/ 9507 unter Verwendung des Dual-Luciferase® Reporter Assay System quantifiziert.
Die basale Aktivitat des pGL2-, pGL3basic oder des pGL4.10[luc2] Vektors wurde gleich eins

gesetzt. Alle Transfektionen wurden mindestens zweimal wiederholt.

5.3.5.8 Proliferations-Assay (XTT)

Fur die Bestimmung der Proliferation und Wachstumsfahigkeit von murinen mesenchymalen
Stammzellen wurde das Cell Proliferation Kit 1l (XTT) nach den Angaben des Herstellers
verwendet. Dieser Assay beruht auf der Spaltung des gelblichen Tetrazoliumsalzes XTT durch
die mitochondriale Dehydrogenase, wodurch ein oranger Formazan Farbstoff entsteht. Diese
Reaktion findet nur in metabolisch aktiven und wachstumsfahigen Zellen statt. Der Formazan
Farbstoff ist wasserloslich, somit kann dessen Entstehung photometrisch im ELISA-Reader bei
einer Wellenlange von 450 bis 500 nm quantifiziert werden. Ein Anstieg an lebenden Zellen
fuhrt zu einem Anstieg der Gesamtaktivitat der mitochondrialen Dehydrogenase, was mit der
Menge an sich bildenden orangen Formazan korreliert. Hierfir wurden 1000 und 2000
unbehandelte, mit siRNA (siehe 5.3.5.5) oder Plasmid-DNA (siehe 5.3.5.6) transfizierte mMSC
in einer 96-Well Platte als Dreifach-Ansétze in Kultivierungsmedium ohne Phenolrot (siehe
5.2.2) ausgesét. Zur Induktion der chondrozytaren Differenzierung wurde dem Medium 10 ng/ml
TGF-B3 zugesetzt. Die Zellen wurden fur 8 Tage bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Nach 4
Tagen wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Nach 2, 4, 6 und 8 Tagen wurden je 50 pl XTT
Labeling Mixture pro Well zugesetzt und die Platten bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Der dabei
entstehende Farbumschlag wurde jeweils nach 2 und 4 Stunden im Mikroplatten Leser - Emax
precision bei 490 nm gegen eine Referenzwellenldnge von 650 nm vermessen und die relative

Proliferationsrate [%] bestimmt.
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5.3.5.9 BrdU/Hoechst Quenching-Technik

Die Dynamische Proliferationsanalyse mittels kontinuierlicher BrdU-Zellmarkierung erméglicht
die Beobachtung der Zellproliferation und der Zellzyklusverteilung innerhalb drei aufeinander
folgenden Zellzyklen. Dabei kann die Zellzyklusphasenverteilung von Zellen, die aktiv zur
Zellvermehrung beitragen (G1-, S-, G2/M-Phase), sowie der Prozentsatz an Zellen, die in der
Ruhephase sind (GO-Phase Zellen) bestimmt werden. Bei der BrdU/Hoechst-Quenching-
Technik werden die Zellen kontinuierlich mit dem Nukleotidanalogon BrdU inkubiert, welches in
mehreren aufeinander folgenden S-Phasen anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird.
Die dynamische Analyse beruht dabei auf den gleichzeitigen Einsatz von zwei DNA-
Farbstoffen: Hoechst 33258 und Propidiumiodid (PI) (siehe 5.1.3). Hoechst 33258 bindet dabei
an AT-Basenpaare und zeigt eine Reduktion seiner Fluoreszenzintensitat durch in die DNA
eingebautes BrdU (Quenching). Die Fluoreszenzintensitat von PI, einem DNA-interkalierenden
Farbstoff, wird nicht durch eingebautes BrdU beeinflusst. Die Verteilung der Zellen auf die
Zellzyklusphasen kann durch die zweidimensionale Auftragung der Fluoreszenzintensitat von
Hoechst 33258 gegen PI analysiert werden (Brockhoff, 2007). Die Zugabe und die Inkubation
von Zellen mit BrdU wurde unter abgedunkelten Bedingungen durchgefihrt. Dies sollte die
Zellen, die aufgrund des Einbaus von BrdU in die DNA sensitiv gegentber kurzwelligem Licht
sind, vor lichtinduzierten DNA-Schaden schitzen.

Fir die Messung wurden 5x 10° murine mesenchymal Stammzellen an Tag 1 in 25 cm?
Zellkulturflaschen in Kulturmedium ausgesat. An Tag 4 und Tag 6 erfolge jeweils ein
Mediumwechsel, wobei man 120 uM 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) und 60 uM 2'-Deoxycytidin
(DC) zusetzte. Die Zugabe von DC diente dazu, eventuelle BrdU-induzierte Stérungen des
Nukleotidstoffwechsels zu vermeiden (Kaufman und Davidson, 1978; Davidson und Kaufman,
1979) Die Zellen wurden zeitgleich an Tag 8 durch Trypsinierung geerntet (siehe 5.3.5.2), 4 min
bei 1200 min™ (279 g) und 4 °C pelletiert und zweimal mit eiskaltem DNA-Waschpuffer (siehe
5.2.4) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden 5x 10°> Zellen in 0,5 ml DNA-
Farbepuffer (enthalt 1.2 yg/ml  Hoechst 33258) resuspendiert und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert (Poot et al., 1994; Kubbies, 1999). Zur Bestimmung des DNA
Gehaltes wurde 1.5 pg/ml Propidiumiodid (PI) pro Ansatz zugegeben und fur 15 Minuten auf Eis
inkubiert. Die Zellsuspension wurde am Durchflusszytometer - LSR-1I bei einer Durchflussrate
von 300 Ereignissen pro Sekunde unter Anleitung von Elisabeth Schmidt-Briicken (Institut fir

Pathologie, Universitatsklinikum Regensburg) gemessen.
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5.3.6 Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay (EMSA)

5.3.6.1 Herstellung radioaktiv markierter EMSA-Sond  en

Die radioaktive Markierung von dsDNA-Oligonukleotiden erfolgte durch eine blunt-end
Reaktion. Um dsDNA-Fragmente zu generieren, wurden je 10 uyl forward und reverse
Oligonukleotide (20 uM) mit 80l ddH,O gemischt und fur funf Minuten auf 95 °C erhitzt. Beim
langsamen Abkuhlen des Heizblocks auf Raumtemperatur kam es zur Zusammenlagerung der
Oligonukleotide zu einem Doppelstrang. Die so entstandene blunt-end dsDNA, wurde
zusammen mit den bereits annealten AP1- und CREB-Konsensus-Oligonukleotiden der Firma

Promega (1,75 pmol/ul) im folgenden Reaktionsansatz radioaktiv markiert.

2 ul dsOligonukleotid

2 ul Polynukleotidkinase Puffer (10x)
12 pl ddH,O

1l Polynukleotidkinase

3ul [y-**P]-dATP (10 mCi/ml)

Dieser Reaktionsansatz wurde fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, wobei der Transfer der **P
markierten Phosphate von der Gammaposition des ATP zum 5' Hydroxyende der dsDNA-

Oligonukleotide katalysiert wurde.

5.3.6.2 Reinigung radioaktiv markierter DNA-Fragmen te

Zur Trennung radioaktiv markierter DNA-Fragmente von freien, nicht aufgebrauchten [y-**P]-
dATP Nukleotiden wurden illustra™ Nick™ Columns verwendet. Dabei lie3 man die
Pufferflissigkeit aus den S&ulen abtropfen und brachte den Reaktionsansatz der *P
Markierungsreaktion auf die Sdule auf. Die Sdule wurde 2-mal mit 200 pl TE-Puffer (pH 7,5)
gespilt, wobei die ersten beiden Fraktion, die man erhielt aufgefangen und verworfen wurden,
da sie hauptsachlich aus Puffer mit nur sehr geringen Anteilen an radioaktiv markierter EMSA-
Sonden bestand. Durch weiteres 2-maliges Spulen der Saule mit je 200 pl TE-Puffer konnten
noch zwei weitere Fraktionen gewonnen werden, wobei sich die bendtigte markierte dsDNA-
Sonde in diesen Fraktionen befanden. Freie [y-**P]-dATP Nukleotide wurden in der Séaule
zuruickgehalten. Fur die Electrophoretic Mobility Shift Assays wurde jeweils diejenige Fraktion

genutzt, welche die héchste Effizienz der radioaktiven Markierung aufwies.
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5.3.6.3 EMSA (Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay)

Um DNA-Protein-Wechselwirkungen in vitro zu analysieren, wurden Electrophoretic-Mobility-
Shift-Assays (EMSAs) durchgefihrt. Diese Methode beruht auf einem verdnderten
Laufverhalten von DNA-Fragmenten mit gebundenen Proteinen im Gegensatz zu freien
Fragmenten in nativer Gelelektrophorese. Der unspezifische Kompetitor Poly(dI-dC)«Poly(dI-
dC) wurde hinzugefigt um eine unspezifische Bindung der Proteinextrakte an DNA zu
verhindern und um somit den Hintergrund zu reduzieren. Der Nachweis der DNA erfolgte Uber
deren radioaktive Markierung, durch eine blunt-end Reaktion (siehe 5.3.6.1). Ein

Reaktionsansatz fir den EMSA setzte sich wie folgt zusammen:

6-7 ug Kernprotein
4 ul 5x EMSA Binding Puffer
1ul Poly(dI-dC) (2,5 mg/ml)
2-3 ul radioaktiv markiertes Oligonukleotid
ad 20 ul ddH,O

Der Ansatz wurde zuné&chst fir zehn Minuten ohne radioaktiv markiertes Oligonukleotid bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe der markierten Sonde folgte eine weitere Inkubation
fur 10 Minuten bei Raumtemperatur damit die, im Kernextrakt enthaltenen, nachzuweisenden
Proteinen an das DNA-Fragment binden kdnnen. Fir den Nachweis der spezifischen Bindung
von Proteinen an DNA wurde in Kontrollansétzen zusatzlich unmarkiertes Oligonukleotid in 60-
400-fachem Uberschuss als Kompetitor zum Reaktionsansatz zugegeben. Die Ansétze wurden
vor dem Auftragen auf ein natives 4,5 % Polyacrylamidgel mit 4 pl Ladepuffer (siehe 5.2.4)
versetzt. Das Gel lief bei einer konstanten Spannung von 0,7 V/cm? Gelflache in 0,25x TBE fir
ca. 2,5 Stunden. Nach dem Trocknen auf Whatman 3MM Filterpapier in einem Geltrockner -
SLAB Gel Dryer, wurde das Gel autoradiographisch analysiert. Hierfir wurde ein Hyperfilm™

HP Roéntgenfilms fir etwa 24 Stunden aufgelegt und anschlielend entwickelt.

5.3.6.4 Nachweis radioaktiver Produkte durch Autora  diographie

Radioaktiv markierte Oligonukleotide in Gelen lassen sich durch Auflegen eines Réntgenfilmes
detektieren. Durch die Strahlungsenergie der Radioisotope werden die in die Festphase des
Rontgenfilmes eingebetteten Silberhalogenidkristalle zu metallischem Silber reduziert. Daraus
ergibt sich ein latentes Bild aus Silberpartikeln. Durch die Entwicklung des Filmes wird dieses
Bild verstarkt, wobei nach anschlie3ender Fixierung Uberschissiges Silberhalogenid entfernt
wird. Da die Filmschwéarzung innerhalb eines bestimmten Strahlungsbereiches direkt

proportional zur Menge an radioaktiver Strahlung ist, kbnnen Autoradiogramme quantitativ
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ausgewertet werden. Die Expositionszeit des auf das Gel aufgelegten Rontgenfilms richtet sich

nach der Qualitéat und Quantitat der radioaktiven Strahlungsquelle.

5.3.7 In situ Hybridisierung

Fur die Durchfihrung aller Reaktionen bzw. fir das Ansetzen von Ldsungen wurden sterile,
RNase freie Spitzen, Reaktionsgefalle, Cellstar® Tubes sowie Nuklease-freies H,O verwendet.
Etwaige RNase-Kontaminationen auf Oberflachen und Geréten wurden mit RNase AWAY™
entfernt. Alle Inkubations- und Waschschritte wurden in sterilen Glaskuvetten (4 Stunden bei
200 °C) durchgefiihrt.

5.3.7.1 Herstellung von Digoxygenin-markierten RNA-  Sonden

Zur Detektion der mRNA verschiedener Gene auf murinen Paraffinschnitten wurden
Digoxygenin-markierte murine sense- und antisense-RNA-Sonden hergestellt. Diese wurden

mittels in vitro Transkription aus den hier aufgefiihrten vorher linearisierten Plasmiden

gewonnen:
Plasmid Gen Sonden- Sonde Lange [bp] Enzym fir RNA-
bereich Lineararisierung Polymerase
3' Bereich sense 387 Hindlll T7
pm2al-1 Col2al
3' Bereich antisense 387 EcoRlI T3
3 Bereich sense 425 Xbal Sp6
pmColl0al | Coll0al : :
3' Bereich anitsense 425 BamHI T7
Exon 3 sense 254 EcoRlI T3
mSox9 Sox9
Exon 3 anitsense | 254 | Hindlll ‘ T7

Nach Linearisierung der Plasmide durch Schneiden (siehe 5.3.3.6) mit den jeweiligen
Restriktionsendonukleasen wurden die geschnittenen Plasmide nach Auftragung auf einem
1 %igen Agarosegel (siehe 5.3.3.3) per QIAquick® Gel Extraction Kit aufgereinigt (siehe
5.3.3.4), um proteinogene Verunreinigungen zu entfernen. AnschlieRend wurde die in vitro

Transkription wie folgt fir zwei Stunden bei 37 °C durchgefuhrt:
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1 g linearisierte DNA (aufgereinigt)
4 ul 5x Transkriptionspuffer,
2 ul RNA-Polymerase,
1l RiboLock™
2 ul DIG RNA Labeling Mix
ad 20 pl ddH,O

Anschlieend wurden 1 pl tRNA (1 mg/ml), 7 pl 7,5 M Ammoniumacetat und 75 pl 100 % EtOH
zugegeben. Nach der Fallung bei -80 °C fur drei Stunden, erfolgte eine Zentrifugation fir 20 min
bei 13.000 min™ (15.700 g) und 4 °C. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, das Pellet
mit 70 % EtOH gewaschen und fiir weitere 5 min bei 13.000 min™ und 4 °C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder vorsichtig abgenommen, das Pellet bei 37 °C fur zwei Minuten
getrocknet, anschlieBend in 100 pl RNase freiem H,O geldost und bei -20 °C gelagert. Die
Sondenintegritat wurde mittels Dot-Blot Gberprift. Dazu wurde auf eine PVDF Membran je 1 yl
der gelabelten Sonde pipettiert und in einer Glas-Petrischale bei 120 °C fir 30 Minuten
gebacken. Nach 2-maligem waschen fir finf Minuten mit PBST [0,1 % (v/v) Tween] wurde die
Membran mit 3 % BSA in PBS fir 30 Minuten bei Raumtemperatur blockiert. Die Membran
wurde 2-mal fur funf Minuten mit PBST gewaschen und anschlielRend fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments 1:3000 in PBST inkubiert. Nach zwei
Waschgangen mit PBST fir jeweils funf Minuten erfolgte die Entwicklung bei Raumtemperatur

im Dunkeln mit unverdiinntem BM Purple AP Substrat.

5.3.7.2 Hybridisierung mit Digoxygenin-markierten R NA-Sonden und Detektion

Vor der Hybridisierung wurden die 2 um Paraffinschnitte (siehe 5.3.8.6), nach 30-minitiger
Inkubation bei 72 °C im Warmeschrank, in sterilen Glaskivetten bei Raumtemperatur wie folgt

vorbehandelt (Volumen, soweit nicht anders angegeben, jeweils ca. 200 ml):

Losung Dauer

Xylol 2x 10 min
100% EtOH 2x 5 min
EtOH-Reihe (95 %, 90 %, 80 %, 70 %, 50 %, 30 %) jeweils 2 min
PBS 2x 5 min

4 % (w/v) PFA in PBS 30 min

10 pg/ml Proteinase K in Proteinase K Puffer (150 ml) 10 min

PBS 5 min
2x SSC 2X 5 min
Tris/Glycin Puffer 15 min
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Anschlieend wurden die Schnitte fur drei Stunden bei 55 °C in BD Atlas™ Glass Hybridization
Chambers in 1,8 ml Hybridisierungspuffer (siehe 5.2.4) vorhybridisiert. Jeweils 5 pl der Col2al-
und Col10al- bzw. 15 pl der Sox9-RNA-Sonde wurde mit 150 pl Hybridisierungspuffer versetzt,
fur funf Minuten bei 80 °C denaturiert und anschlieend den Hybridisierungskammern
zugesetzt. Die Hybridisierung erfolgte bei 55 °C Gber Nacht. Am nachsten Tag folgten mehrere
Waschschritte (siehe 5.2.4):

Ldsung Dauer, Temperatur
2x SSC 2x 20 min, RT
2x SSC 20 min, 50 °C
1x SSC 20 min, 55 °C
1x SSC 20 min, 60 °C
1x SSC 10 min, RT
NTE 15 min, 37 °C
10 pyg/ml RNase A in NTE (150ml) 30 min, 37 °C
NTE 15 min, 37 °C
2x SSC spulen, RT

2x SSC 60 min, 50 °C
1x SSC spulen, 55 °C
1x SSC 60 min, 55 °C
1x SSC 60 min, 60 °C
1x SSC 30 min, RT

Die Schnitte wurden anschlieRend in einer feuchten Kammer mit 10 % (w/v) Blocking Reagent
in MABT flr 60 Minuten bei Raumtemperatur tberschichtet.

Zum Nachweis der Digoxygenin-markierten Sonden wurden Anti-Digoxygenin-AP Fab
Fragmente auf die Schnitte gegeben. Dazu wurden an den Ecken eines Deckglases
Abstandshalter, in Form von kleinen Knetgummikugeln, gesetzt und dieses dann kopfiiber auf
den Schnitt aufgelegt. In den so entstandenen Zwischenraum wurden etwa 500 pl Anti-
Digoxygenin-AP Fab Fragmente 1:5000 in 1 % (w/v) Blocking Reagent in MABT pipettiert. Die
Antikdrperreaktion erfolgte in einer feuchten Kammer tber Nacht bei 4 °C. Am né&chsten Tag

wurden die Deckglaser entfernt und die Schnitte bei Raumtemperatur gewaschen (siehe 5.2.4):

Ldsung Dauer

TBST 4x 10 min
TBST 1x 20 min
NTM 3x 10 min
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Anschlieend wurden die Schnitte wieder mit Deckglasern mit Knetgummikugeln versehen und
mit Farbeldsung (siehe 5.2.4) gefarbt. Die Schnitte wurden bis zu sieben Tage im Dunkeln
inkubiert, wobei die Farbelésung alle zwei Tage erneuert wurde. Nach erfolgreicher
Farbereaktion bzw. nach spatestens sieben Tagen wurden die Deckgléaser entfernt und die
Schnitte 3x je 10 Minuten in PBS gewaschen. Die Schnitte wurden in Kaisers Glyceringelatine
mit Deckglasern eingedeckelt und mit Hilfe eines Zeiss Mikroskops (Axiovert 200, HAL100,
AxioCam MRc) und der AxioVision Software (Release 4.5) fotografiert und die Lange der

gefarbten Bereiche gemessen.

5.3.8 Arbeiten mit Mausen

5.3.8.1 Haltungsbedingungen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Mause wurden unter festgeschriebenen pathogenfreien
Bedingungen bei 22 °C, 70 % relativer Luftfeuchtigkeit und eines 12 Stunden anhaltenden Hell-
Dunkel-Zykluses im SPF- (spezifisch pathogenfreien) Tierstall der Universitdt Regensburg
gehalten. Die Versorgung mit Wasser und Standard-Pelletfutter (Ssniff® R/M-H Cat. V1534-0,
Firma Ssniff, Soest) erfolgte ad libidum. Die Mause wurden in Polypropylen Kafigen,
ausgebettet mit Sdgemehl, gezichtet. Die Kafige wurden 2-mal pro Woche gereinigt und

desinfiziert.

5.3.8.2 Zuchtbedingungen

Die bestehenden Mauslinien wurden nach den Empfehlungen des Tierérztlichen Dienstes der

Universitat Regensburg geziichtet. Das Mindestalter bei Zuchtbeginn betrug 55 Tage.

5.3.8.3 Generierung der heterozygoten MIA- knockout-Mauslinie

Um eine heterozygote MIA-knockout-Mauslinie zu generieren wurden homozygote MIA-
knockout-Mause mit C57BL/6-Mausen gekreuzt. Der Erfolg der Kreuzung wurde per

Genotypisierung (siehe 5.3.8.4) bestimmt.

5.3.8.4 Genotypisierung auf MIA-Defizienz

Die Bestimmung des Genotyps im Hinblick auf das Mia-Gen, wurde mittels PCR bestimmt.
Zunéachst wurde aus einer 3 mm grof3en Schwanzspitzen-Biopsie von adulten M&usen sowie
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Embryonen die genomische DNA isoliert (siehe 5.3.3.1) und in 100 pl AE-Puffer eluiert.
AnschlieBend wurde unter Verwendung von Mia-spezifischen Primern (siehe 5.1.6) 10 pl
genomische DNA in eine 50 pl PCR-Reaktion ohne die Verwendung von Betain eingesetzt
(siehe 5.3.3.2). Die Reaktion wurde nach folgendem Programm durchgefuhrt:

1. Initiale Denaturierung: 94 °C 5 min 1 Zyklus
2. Denaturierung: 94°C 30s 35 Zyklen
3. Primer-Annealing: 58°C 30s

4. Amplifikation: 72°C 30s

5. Finale Amplifikation: 72 °C 5 min

Zur Auswertung wurden anschlieBend 10yl der Genotypisierungs-PCR per Agarose-
Gelelektrophorese (siehe 5.3.3.3) aufgetrennt und die spezifischen Bandenmuster zur
Bestimmung des Genotyps abgeglichen. Ein Beispiel fir die Auswertung einer Genotypisierung

auf MIA-Defizienz ist in Abbildung 55 gezeigt. Fir jede Genotypisierung wurde die PCR

standardméanig einmal wiederholt.
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g 1 2 3 4 Abbildung 55: Beispiel fur die
Auswertung einer Genotypisierung
auf MIA-Defizienz. Dargestellt ist eine
Genotypisierung von Embyronen,
entstanden aus einer Verpaarung mit
MIA Heterozygoten Elterntieren. 10 pl
der Genotypisierungs-PCR wurde auf
400 - - b MIA-Wildtyp  einem 1,5 %igen  Agarosegel per
Elektrophorese aufgetrennt und die DNA
in einer Ethidiumbromidlésung sichtbar
gemacht. In der Negativkontrolle (ohne
DNA-template) sind keine Banden
sichtbar. Bei Embryo 1 und 4 handelte
es sich um heterozygote Tiere, da in
beiden PCR-Ansétzen eine spezifische
Bande zu erkennen ist. Bei Embryo 2
handelt es sich um ein homozygotes
L J MiA-knockout Wildtyp-Tier, bei Embryo 3 um ein
homozygotes Mia-knockout Tier.
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300

5.3.8.5 Embryonen

Fur die in vivo Untersuchung der Knorpelentwicklung an MIA-knockout-Mausen wurden
Schnitte von verschiedenen embryonalen Entwicklungsstadien anhand der in situ

Hybridisierung (siehe 3.3.1) untersucht. Durch die Zeugung von Nachkommen aus

145



Material und Methoden

heterozygoten MIA-knockout-Elterntieren (siehe 5.3.8.3), war es mdglich jeweils Wildtyp- mit
homozygoten MIA-knockout-Embryonen innerhalb eines Wurfes zu vergleichen. Somit konnten
phanotypische Unterschiede ausgelost durch unterschiedliche Wurfgrof3en, unterschiedliche
Erndhrungszustande der Muttertiere und Unterschiede im Befruchtungszeitpunkt minimiert
werden. Hierfir wurde eine weibliche mit einer mannlichen heterozygote MIA-knockout-Maus
tber Nacht von 17 Uhr abends bis 8 Uhr morgens verpaart. Am néchsten Tag wurden die
Mause getrennt und das Weibchen auf vaginalen Plug untersucht. Bei positiven Plug wurde
dieser Tag als Tag 0,5 nach der Begattung (0,5 dpc: days post coitum) bzw. als Tag 0,5 der
Schwangerschaft betrachtet. Die trachtigen Tiere wurden an Tag 14,5, 15,5 und 16,5 der
Schwangerschaft per Genickbruch getétet, die Embryonen aus dem Uterus entfernt, in PBS
gewaschen, eine Schwanzspitzenbiospie fur die Genotypisierung genommen (siehe 5.3.8.4)
und in einer 4 % Formaldehyd/PBS-Losung fir die Herstellung von Parafinmaterial (siehe
5.3.8.6) fixiert.

5.3.8.6 Herstellung von Paraffinmaterial

Fir die in situ Hybridisierung an Schnitten von Mausembryonen (siehe 5.3.7) und fir
immunhistochemische  Untersuchungen an  Mausgewebe (siehe 5.3.4.6) wurden
Paraffinpraparate hergestellt. Die praparierten Mausgewebe wurden zunachst in 1x PBS
gewaschen und in Einbettkassetten fur 24 Stunden bei Raumtemperatur in einer 4 %
Formaldehyd/PBS-Losung fixiert. Knochenhaltige Préaparate von adulten Mausen wurden zur
Entkalzifizierung zuséatzlich fir etwa sieben Tage in einer EDTA-L6sung (0,8 M, pH 7,4)
inkubiert. Danach wurden die Gewebe in einem Shandon Gewebeeinbettautomat Hypercenter
XP wie folgt behandelt:

Losung Dauer, Temperatur
4 % Formaldehyd/PBS-L&sung 90 min
Ethanol 70 % 30 min
Ethanol 70 % 60 min
Ethanol 96 % 60 min
Ethanol 96 % 30 min
Isopropanol 100 % 50 min
Isopropanol 100 % 50 min
Isopropanol 100 % 90 min

Xylol 50 min

Xylol 50 min
Paraffin 30 min, 60 °C
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Paraffin 30 min, 60 °C
Paraffin 60 min, 60 °C
Paraffin 60 min, 60 °C

Beim Shandon Hypercenter XP handelt es sich um ein computergesteuertes System in dem
Gewebe fur immunhistochemische Anwendungen automatisch fixiert, dehydriert, gesaubert und
mit Paraffin infiltriert werden. Nach der Dehydrierung wurde das Gewebematerial in Paraffin
eingebettet und bei Raumtemperatur gelagert. Fir immunhistochemische Farbungen und fir
die in situ Hybridisierung wurden mit Hilfe eines Mikrotoms 2 um Dunnschnitte von Martina
Waeber (Molekulare Pathologie, Universitatsklinikum Regensburg) hergestellt, auf Superfrost®

Plus Objekttrager aufgetragen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

5.4 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen erfolgte unter Verwendung der GraphPad Prism® 4.03 Software
(GraphPad software, Inc., San Diego, USA). Alle Experimente wurden jeweils in mindestens
zwei unabhangigen Versuchen durchgefiihrt. Dabei wurden die Ergebnisse als Mittelwert bzw.
prozentualer Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die Berechnung auf signifikante
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurde mittels des Student’s t-Tests ermittelt. Ein
p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Hierbei gilt: ns: nicht signifikant;
*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
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Abktrzungsverzeichnis

A

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosintriphosphat

B

BCA Bicinchoninsaure

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

C

cDNA engl.: complementary DNA

D

ddH,O bidestilliertes Wasser

DAB 3,3-Diaminobenzidin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA engl.: desoxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

dsDNA doppelstrangige DNA

DSMzZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH

DTT Dithiothreitol

E

EDTA Ethylendiamin-N’,N’,N’,N’, Tetraacetat

et al. lat.: et alii (und andere)

F

FKS Fotales Kéalberserum

G

g Gramm, Erdbeschleunigung
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HE-Farbung

kb
kDa

LB

3

mA
min
min’
mMRNA

ns

n.v.

p. a.
PAA

PBS
PCR
PFA
pH

PVDF

Stunde(n)

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Kilo (10%)

Kilobasen(paare)

Kilodalton

Liter

engl.: lysogeny broth

Milli (10%), Meter
Molaritat (mol/L)

Milliampere
Minute(n)

Umdrehungen pro Minute

engl.: messenger RNA

Mikro (10

Nano (10°)

nicht signifikant

nicht verfuigbar/ nicht vorhanden

Pico (10%)

lat.: pro analysi (fur die Analyse)

Polyacrylamid

engl.: phosphate buffered saline

Paraformaldehyd
negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration

Polyvinylidenfluorid

engl.: Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
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RIPA
RNA

RT
RT-PCR

SDS

T
TAE
TBE
TEMED
Tris/HCI

UTR
uv

(viv)
(viw)
°C

Radioimmunoprazipitations-Assay
eng.: ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)
Reverse Transkription

engl.: reverse transcriptase-polymerase chain reaction

engl.: Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Sekunde(n)

Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Borat-EDTA
N,N,N’,N’-Tetramethyldiamin

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan/Wasserstoffchlorid

Unit, Uracil
untranslatierter Bereich

Ultraviolett

Volt
Volumenprozent (volume per volume)

Gewicht pro Volumen (weight per volume)

Grad Celsius
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