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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Skelett

Mit seinen über 200 Knochen macht das menschliche Skelett durchschnittlich 12% des

Körpergewichts aus und ist damit nach der Muskulatur das zweitschwerste Organ des

Menschen. Es dient nicht nur als Stützapparat und als Widerlager für die Muskeln, son-

dern erfüllt auch eine Schutzfunktion für die inneren Organe und das Knochenmark. Durch

letzteres ist es direkt an der Blutbildung und an der Aufrechterhaltung des Immunsystems

beteiligt. Auch nach dem Abschluß des Längenwachstums unterliegen die Knochen einem

kontrollierten Umbau durch ein Gleichgewicht zwischen knochenaufbauenden Osteoblas-

ten und -abbauenden Osteoklasten, der sogenannten Homöostase. Dies ermöglicht eine

dynamische Anpassung an äußere Einflüsse wie z.B. mechanische Belastung, die das

Gleichgewicht zugunsten eines erhöhten Knochenaufbaus verschieben kann. Dementspre-

chend kann aber eine andauernde Entlastung der Knochen zu einer Verringerung der Kno-

chensubstanz führen – dies ist z.B. in der Schwerelosigkeit der Fall [Wronski und Morey,

1983].

Erkrankungen des Skelettapparats spielen weltweit eine wichtige Rolle – so ist gerade

die Osteoporose bei älteren Menschen eine weit verbreitete Erkrankung der Knochen,

die zu einer Erhöhung des Frakturrisikos führt. Weiterhin gibt es eine Reihe von Krank-

heiten mit genetischer Ursache, bei denen Fehlbildungen von Skelettelementen auftreten

[Kornak und Mundlos, 2003]. Neben Vererbung hat auch der individuelle Lebenswandel

einen nicht unerheblichen Einfluß auf die Gesundheit der Knochen. So führen Bewegungs-

mangel, übermässiger Alkoholkonsum, Nikotin und auch Koffein zu einer Verringerung der

Knochendichte [Broulik und Jaráb, 1993; Deal, 1997]. Auch Mangelernährung zehrt an der

Knochensubstanz.

In den letzten Jahren konnten grundlegende Mechanismen der Knochenentwicklung und

Homöostase entschlüsselt werden [Karsenty und Wagner, 2002] – eine endgültige Aufklä-

rung der Vorgänge im Skelett bedarf jedoch noch zusätzlicher Forschungsarbeit. So sind

gerade aus medizinischer Sicht Faktoren interessant, die einen direkten Einfluß auf die
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Ossifikation ausüben können, um neuartige Medikamente entwickeln zu können, mit Hil-

fe derer z.B. das Fortschreiten der Osteoporose aufgehalten oder gar gänzlich blockiert

werden kann. Neben den knochenabbauenden Krankheiten gibt es auch solche, bei de-

nen zu viel Knochen gebildet wird – z.B. Fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP) oder

Osteopetrose – bei denen eine Reduzierung der Aktivität der Osteoblasten Linderung brin-

gen könnte. Entsprechend ist es von großem Interesse, sowohl knochenanabole als auch

-katabole Faktoren zu identifizieren, die möglicherweise zur spezifischen Behandlung von

Erkrankungen des Skelettapparats genutzt werden können.

1.2 Die Knochenentwicklung

Abbildung 1.1: Enchondrale Knochenentwicklung. a Kondensation mesenchymaler Vorläuferzellen. b Die Zellen
in den Kondensationen werden zu Chondrozyten. c Im Zentrum der Kondensation hören die Zellen auf zu prolife-
rieren und werden hypertroph. d Zellen, die im Perichondrium unmittelbar neben den hypertrophen Chondrozyten
liegen, werden zu Osteoblasten und formen den Knochenschaft. Die hypertrophen Chondrozyten mineralisieren
die Matrix, locken Blutgefäße an und werden apoptotisch. Abbau der Knorpelmatrix durch Osteoklasten. e Os-
teoblasten wandern mit den Blutgefäßen ein und formen die primäre Spongiosa. Im Bereich des Knochenschafts
wird kortikaler Knochen aufgebaut. f Die Chondrozyten verlängern durch andauernde Proliferation den Knochen.
g Entstehung des sekundären Ossifikationszentrums und der Knochenmarkhöhle. Einwanderung hämatopoeti-
scher Zellen in die Markhöhle. Verändert nach Kronenberg [2003].

An der Knochenentwicklung sind vielfältige Signalwege und Faktoren beteiligt [De Crom-

brugghe et al., 2001]. Es gibt zwei unterschiedliche Arten der Knochenentwicklung: 1. die

desmale und 2. die enchondrale Ossifikation. Bei der ersten bilden mesenchymale Osteo-

blastenvorläufer aus der Neuralleiste im Bindegewebe eine Struktur, die durch die diffe-

renzierenden Zellen direkt mineralisiert wird. Die Calvarien und Teile der Schlüsselbeine

sind Beispiele für Knochen, die durch desmale Ossifikation gebildet werden. Außerdem

wird diskutiert, daß die kortikalen Strukturen der Röhrenknochen durch eine Art desmale

Ossifikation gebildet werden, da die Zellen im Perichondrium direkt zu Osteoblasten diffe-

renzieren [Kronenberg, 2007].

Bei der enchondralen Ossifikation (siehe Abbildung 1.1) aggregieren undifferenzierte me-

senchymale Vorläuferzellen zu Kondensationen an den Orten und mit der Form der zukünf-

tigen Skelettelemente. Diese Zellen differenzieren zu Chondrozyten, die Kollagen Typ II und
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Aggrecan produzieren und in die Matrix sezernieren. Es bildet sich ein Netzwerk aus Kolla-

genfasern, die ein stark hydriertes Gel aus Proteoglykanen und Glykoproteinen umschlie-

ßen. Die Chondrozyten lagern sich nach und nach säulenartig entlang der Längsachse

des Knorpelements zusammen und verlängern dieses durch starke Proliferation. Zusätz-

lich werden weitere mesenchymale Zellen aus dem umliegenden Gewebe in die Knorpel-

anlage rekrutiert, die ebenfalls zum Wachstum dieser beitragen. Gleichzeitig bildet sich um

die Knorpelanlage herum das Perichondrium – ein Bereich dicht gepackter Zellen, die in

einem regen Austausch von Signalmolekülen mit den Chondrozyten stehen [Kronenberg,

2003].

Erreicht die Masse an Chondrozyten eine charakteristische Größe, die für jeden Knochen

unterschiedlich ist, hören die Zellen im Zentrum der Knorpelanlage auf zu proliferieren und

beginnen mit der hypertrophen Differenzierung. Diese postmitotischen Zellen produzieren

nun Kollagen Typ X und sezernieren es in die Matrix, die sie auch gleichzeitig mineralisie-

ren. Die Zellen im direkt an die hypertrophe Zone angrenzenden Perichondrium, differen-

zieren zu Osteoblasten und formen den Knochenschaft, der später zum kortikalen Knochen

wird. Im terminal hypertrophen Zustand produzieren die Zellen die Matrix Metalloproteinase

13 (Mmp13), die die Matrix zersetzt und dadurch die Invasion von Blutgefäßen, die durch

das von den Zellen sezernierte Signalmolekül Vascular endothelial growth factor (Vegf) in

die Knorpelanlage dirigiert werden [Gerber et al., 1999; Zelzer et al., 2001], ermöglicht.

Über die Blutgefäße wandern auch Osteoklasten ein, die ihrerseits über sezernierte Prote-

inasen wie Mmp9 die Matrix weiter zersetzen und somit Raum für aus dem Perichondrium

einwandernde Osteoblasten schaffen. Diese nutzen den verbliebenen Knorpel als Gerüst

für die Ablagerung von Knochenmatrix, die hauptsächlich aus Kollagen Typ I, III und V be-

steht. Auf diese Weise bilden die Osteoblasten die primäre Spongiosa, den Vorläufer des

trabekulären Knochens.

Durch den Aufbau knöcherner Strukturen in der Diaphyse werden die Chondrozyten ge-

trennt und es entstehen zwei Wachstumsfugen, in denen die Chondrozyten bis zum Er-

reichen der endgültigen Größe des Knochens proliferieren. Die Osteoklasten bauen auch

den trabekulären Knochen ab und schaffen dadurch die spätere Knochenmarkhöhle, in die

hämatopoetische Zellen einwandern. Die Osteoblasten, die den trabekulären und kortika-

len Knochen aufbauen, werden schließlich von diesem umschlossen und eingemauert –

sie differenzieren zu Osteozyten, die nun im Zusammenspiel mit den Osteoklasten an der

Homöostase der Knochen beteiligt sind. Osteozyten unterscheiden sich von Osteoblasten

durch die verstärkte Expression von Dentin matrix protein (Dmp1) und Sclerostin (Sost) –

beides sezernierte Faktoren, die an der Regulation der Matrixmineralisation beteiligt sind

[Kamiya et al., 2008; Liu et al., 2008; O’Brien et al., 2008].

Erheblich später – bei Mäusen nach der Geburt – bilden sich an den Enden der Knochen

die sekundären Ossifikationszentren. Dies verläuft über die Differenzierung von Chondro-

zyten im Zentrum der Epiphysen – auch hier findet eine Hypertrophie der Zellen mit an-

schließender Invasion durch Blutgefäße und Osteoblasten statt.
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1.3 Die Regulation der enchondralen Ossifikation

Wie im vorherigen Abschnitt 1.2 beschrieben, durchlaufen die Zellen, die an der enchon-

dralen Ossifikation beteiligt sind, mehrere Phasen: aus ruhenden Chondrozyten werden

proliferierende, die daraufhin zu hypertrophen Chondrozyten differenzieren, bevor sie ab-

sterben. Diese Abläufe werden durch das geordnete Zusammenspiel vieler Signalwege

und Faktoren reguliert [Kronenberg, 2003; Mackie et al., 2008]. Im Folgenden sollen nun

die, für das Verständnis der vorliegenden Arbeit, wichtigen kurz vorgestellt werden.

1.3.1 Regulation durch Sox9

Der früheste Vorgang der enchondralen Ossifikation – die Kondensation mesenchymaler

Vorläuferzellen – wird hauptsächlich durch den Transkriptionsfaktor Sox9 initiiert. Sox9 ist

für diesen Schritt essentiell, Studien mit chimären Mäusen, die Sox9-/- Zellen enthielten,

konnten zeigen, daß nur Zellen, die Sox9 exprimierten, auch an der Chondrogenese betei-

ligt waren [Bi et al., 1999a]. Sox9 induziert die Expression von Sox5 und Sox6 und alle drei

Faktoren interagieren bei der Expression chondrozytenspezifischer Gene wie Col2a1 und

Aggrecan [Lefebvre et al., 1997, 1998]. Die Proliferation der Chondrozyten wird ebenfalls

durch Sox9 koordiniert, konditionelle Deletionen von Sox9 nach Ausbildung der mesen-

chymalen Kondensation, führten neben einer Blockade der Chondrogenese auch zu einer

Hemmung der Proliferation [Akiyama et al., 2002]. Durch die direkte Interaktion mit dem

Transkriptionsfaktor Runx2 (siehe Abschnitt 1.3.3) hemmt Sox9 diesen und verhindert eine

vorzeitige hypertrophe Differenzierung der Chondrozyten [Zhou et al., 2006].

Die frühe Regulation der Proliferation über Sox9 wird hauptsächlich über FGF- und Bmp-

Signale gesteuert. Mit dem Aufkommen prähypertropher Chondrozyten erfolgt eine zusätz-

liche Regulation durch das Morphogen Indian hedgehog (Ihh), welches im folgenden Ab-

schnitt erläutert wird [Minina et al., 2001; Sahni et al., 1999; St-Jacques et al., 1999].

1.3.2 Ihh und PTH/PTHrP Signalwege

Ihh wird von prähypertrophen Chondrozyten exprimiert und sezerniert – es diffundiert zu

den Enden der Knorpelanlage und in das Perichondrium, wo es von seinem Rezeptor Pat-

ched (Ptch1) gebunden wird [Vortkamp et al., 1996]. Patched ohne gebundenes Hedgehog

reprimiert den G-Protein gekoppelten Rezeptor Smoothened (Smo), der eine Signalkas-

kade auslöst, die u.a. durch Gli-Transkriptionsfaktoren vermittelt wird. So aktiviert Smoo-

thened die Expression von Ptch1 und cyclin D1 und reguliert durch letzteres teilweise die

Proliferation der Chondrozyten [Long et al., 2001; Marigo und Tabin, 1996]. Mäuse mit ei-

ner Deletion von Ihh zeigen einen Phänotyp mit extrem reduzierter Proliferation, zunächst

verzögerter, dann abnormaler Differenzierung der Chondrozyten und Abwesenheit reifer

Osteoblasten [St-Jacques et al., 1999]. Eine Deletion von Smo führt ebenfalls zu einer Re-

duktion der Proliferationsrate, aber eine Störung der Chondrozytendifferenzierung wie bei

Ihh-/- Mäusen wurde nicht beobachtet [Long et al., 2001].
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Der negative Effekt auf die Chondrozytendifferenzierung wird durch die Ihh-abhängige Ex-

pression des Parathyroid hormon related peptide (PTHrP) im Perichondrium und in den

Chondrozyten der Epiphysen vermittelt [Vortkamp et al., 1996]. Dies konnte durch eine in

vitro Behandlung von Gliedmaßen von PTHrP-/- Mäusen mit Hedgehog Proteinen gezeigt

werden, die keine Effekte bezüglich der Chondrozytendifferenzierung zeigte. PTHrP ist ein

sezerniertes Peptid und bildet durch Diffusion einen Gradienten in Richtung der Metaphy-

sen der Knorpelanlage aus. In Zellen des Perichondriums, der prähypertrophen und der

frühen hypertrophen Zone wird der PTH/PTHrP-Rezeptor Pthr1 exprimiert – ein G-Protein

gekoppelter Transmembranrezeptor.

Bindet PTHrP an seinen Rezeptor, so werden über zwei parallele Signalwege die Pro-

teinkinasen A und C (PKA & PKC) aktiviert. Die durch cAMP aktivierte PKA gilt als der

Haupteffektor des PTHrP Signals, da aktivierende Mutationen in Pthr1 zu einer Anhäufung

von cAMP führen [Schipani et al., 1997a]. Die PKA aktiviert durch Phosphorylierung sowohl

Sox9 als auch das cAMP response element-binding protein (CREB) – ersteres kann Runx2

blockieren (vgl. Abschnitt 1.3.1), letzteres induziert c-Fos, welches direkt die Expression

von COL10A1 reprimieren kann [Riemer et al., 2002]. Zusätzlich induziert PTHrP noch die

Expression von Nkx3.2, das wiederum als transkriptioneller Repressor das Runx2-Gen blo-

ckiert [Provot et al., 2006]. Da die PTHrP vermittelte Hemmung von Runx2 über die PKA

verläuft, dürfte die Expression von Nkx3.2 ebenfalls PKA abhängig sein [Li et al., 2004].

Durch die Blockade von Runx2 auf DNA- und Proteinebene hemmt PTHrP die Expression

von Ihh und anderer zur hypertrophen Differenzierung notwendiger Gene [Guo et al., 2006;

Yoshida et al., 2004].

Zwischen Ihh und PTHrP bildet sich auf diese Weise eine negative Schleife aus, in der Ihh

die Rate der Proliferation der Chondrozyten reguliert, während PTHrP die Differenzierung

dieser verzögert und damit die Rate bestimmt, mit der die Zellen den proliferativen Pool

verlassen [Lanske et al., 1996; Vortkamp et al., 1996; Weir et al., 1996]. Erst wenn durch

die Ausdehnung der Knorpelanlage die Entfernung der prähypertrophen Chondrozyten zu

den PTHrP-produzierenden Zellen zunimmt und damit die Konzentration an PTHrP einen

Schwellenwert unterschreitet, können diese weiter differenzieren.

Mäuse, die transgen entweder PTHrP oder eine konstitutiv aktive Variante des Rezeptors

exprimieren, zeigen eine Form des kurzgliedrigen Kleinwuches mit verzögerter enchon-

draler Ossifikation und Störungen der Wachstumsfuge – sie entwickeln eine Metaphysä-

re Chondrodysplasie vom Typ Jansen [Schipani et al., 1997b; Weir et al., 1996]. Dem-

gegenüber verursacht eine Deletion von PTHrP eine Verkürzung der proliferativen Zone

mit verfrühter Differenzierung der Chondrozyten, was letztendlich letal ist. [Amizuka et al.,

1994; Karaplis et al., 1994]. Die Deletion von Pthr1 hingegen resultiert in einer Störung der

Wachstumsfuge mit verzögerter verzögerter Hypertrophie und Blutgefäßinvasion. Zusätz-

lich bildet sich noch eine Verdickung des kortikalen Knochens aufgrund einer verstärkten

Ansammlung von Osteoblasten heraus [Lanske et al., 1999].
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Ihh signalisiert auch unabhängig von PTHrP

Ein wichtiger Aspekt der Ihh/PTHrP Schleife ist die Tatsache, daß Ihh zwar für die Expres-

sion und Funktion von PTHrP notwendig ist, PTHrP aber in Ihh-/- Mäusen den Phänotyp

nicht aufheben kann [Karp et al., 2000]. Ihh scheint eine wichtige Rolle in der Aufrechter-

haltung einer an der Längsachse ausgerichteten Anordnung der Chondrozyten zu spielen

– im Gegensatz zu PTHrP, dessen Deletion nicht zu dieser Störung der Wachstumsfuge

führt. Pathi et al. [1999] konnten zeigen, daß Ihh die Expression von Bmp2 und Bmp4 in

den die prähypertrophe und hypertrophe Zone flankierenden Bereichen des Perichondri-

ums stimuliert. Interessant ist hierbei, daß eine Mißexpression von Ihh zu einer Expression

der Bmps im gesamten, die heterologe Ihh Expressionsdomäne umgebenden Perichondri-

um, also auch entlang weniger differenzierter, proliferierender Zellen führte. Dies legte die

Vermutung nah, daß Ihh direkt die Expression von Bmp2 und Bmp4 im Periochondrium

stimuliert, unabhängig davon, wie differenziert die benachbarten Zellen sind.

Ein weiterer von Indian hedgehog abhängiger Vorgang ist die Ausbildung des primären

Ossifikationszentrums [Chung et al., 2001; Long et al., 2004], vermutlich durch die Rekru-

tierung von Osteoblasten aus dem Bereich des Perichondriums.

1.3.3 Runx2

Der in differenzierenden Chondrozyten und Osteoblasten exprimierte Transkriptionsfaktor

Runx2 gilt als Hauptregulator der Osteoblastenentwicklung. Runx2-/- Mäuse entwickeln

ein knorpeliges Skelett, welches aber nicht mineralisiert, da die Osteoblastendifferenzie-

rung komplett blockiert ist [Komori et al., 1997]. Auch die Reifung der Chondrozyten ist in

den Runx2-/- Mäusen beeinträchtigt, so ist je nach Skelettelement die Anzahl hypertropher

Chondrozyten reduziert oder sie fehlen vollständig [Inada et al., 1999]. Durch die Blockade

der terminalen Hypertrophie wird die die Zellen umgebende Matrix nicht mineralisiert und

die Expression von Osteopontin (Opn) und Mmp13 ist stark reduziert. Die Beeinträchtigung

der Chondrozytendifferenzierung nimmt dabei in den Gliedmaßen von proximal nach dis-

tal ab. Vermutlich übernimmt Runx3 in den distalen Knochen des appendikulären Skeletts

die Regulation der Hypertrophie, da ein Runx2/Runx3 Doppelknockout zu einem völligen

Verlust prähypertropher und hypertropher Chondrozyten führt [Yoshida et al., 2004].

Heterozygote Mutationen im menschlichen RUNX2 Gen sind die Ursache für die Cleidocra-

niale Dysplasie (CCD), eine Fehlbildung, die sich durch Kleinwuchs und eine unvollständige

Verknöcherung der desmal gebildeten Strukturen auszeichnet [Kim et al., 1999; Mundlos

et al., 1997]. Dieser Phänotyp wird auch von Mäusen mit nur einer funktionsfähigen Kopie

des Runx2 Gens ausgebildet, welches sich als Tiermodell für die CCD in der Forschung

nutzen lässt [Otto et al., 1997].

Es existieren verschiedene transgene Mausmodelle, bei denen Runx2 oder eine dominant-

negative Variante entweder in Osteoblasten oder Chondrozyten überexprimiert wurde, um

die Funktion von Runx2 weiter zu erforschen. Interessanterweise führt die Überexpressi-

on von Runx2 in Osteoblasten zu einem Phänotyp mit Osteopenie und einer Häufung von
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Frakturen [Geoffroy et al., 2002; Liu et al., 2001]. Auf molekularer Ebene finden sich vie-

le Osteoblasten, die Osteopontin exprimieren, aber Osteoblasten, die Osteocalcin – einen

Marker reifer Osteoblasten – exprimieren, sind in den Runx2 transgenen Mäusen genauso

reduziert wie Osteozyten. So scheint Runx2 die späte Osteoblastenreifung zu hemmen.

Experimente, bei denen Runx2 retroviral in Gliedmaßen von Hühnern exprimiert wurde,

zeigten keinen Einfluß auf die Osteoblastendifferenzierung, aber beeinflußten die Differen-

zierung der Chondrozyten [Stricker et al., 2002]. Damit konnte der Beweis erbracht werden,

daß Runx2 notwendig, aber nicht ausreichend für die Osteoblastendifferenzierung ist.

Transgene Expression von Runx2 in Chondrozyten beschleunigt deren hypertrophe Diffe-

renzierung und führt somit zu einer Verkürzung der Skelettelemente [Ueta et al., 2001] – die

Differenzierung der Osteoblasten konnte aber in Runx2-/- Mäusen nicht wiederhergestellt

werden [Takeda et al., 2001]. Die transgene Überexpression einer dominant-negativen Vari-

ante von Runx2 in Chondrozyten verursachte ebenfalls Kleinwuchs und Fehlbildungen des

Skeletts, diesmal aber durch eine Blockade der hypertrophen Differenzierung der Chondro-

zyten [Stricker et al., 2002; Ueta et al., 2001].

Die Regulation von und durch Runx2

Die Expression von Runx2 wird durch die sezernierten Morphogene TGFβ1, Bmp2, Bmp4

und Bmp7, die zur TGFβ-Superfamilie gehören, aktiviert [Lee et al., 2000; Tou et al., 2003].

Der positive Effekt dieser Faktoren wird durch verschiedene Transkriptionsfaktoren vermit-

telt – so induziert Bmp2 z.B. über Smad die Expression von junB, welches wiederum die

Expression von Runx2 stimuliert [Lee et al., 2002]. Ein weiterer wichtiger Transkriptionsfak-

tor ist Dlx5, der nach Bmp2-Stimulation durch die MAP-Kinase p38 aktiviert wird und die

Runx2 Expression in vitro und in vivo induzieren kann [Holleville et al., 2007; Lee et al.,

2003a; Ulsamer et al., 2008].

Gemeinhin wird Runx2 als Hauptregulator der Expression von Osterix (Osx) aufgeführt

– ein Transkriptionsfaktor, der ebenfalls essentiell für die Knochenentwicklung ist, da eine

Deletion desselben zu einer Blockade der Osteoblastendifferenzierung führt [Nakashima

et al., 2002]. Lee et al. [2003b] konnten jedoch zeigen, daß auch in Runx2-/- Zellen eine

Behandlung mit Bmp2 zu einer Expression von Osx führt, und zwar durch die Induktion von

Dlx5. Eine siRNA vermittelte Blockade von Dlx5 konnte im Gegensatz zu einer Blockade

von Runx2 die Expression von Osx unterdrücken. Dieser Mechanismus erklärt, daß eine

Überexpression von Runx2 allein nicht ausreichend für die Osteoblastendifferenzierung ist.

Die DNA-Bindung von Runx2 wird durch die Interaktion mit dem Koaktivator Corebinding

factor-β (Cbfb) stabilisiert – eine Deletion desselben verursacht einen Phänotyp, der dem

von Runx2-/- Mäusen ähnelt [Yoshida et al., 2002]. Runx2 ist an der Expression von ei-

ner Reihe, für die Differenzierung von Chondrozyten und Osteoblasten wichtiger Gene wie

Col1a1 und X, Ihh, Mmp13, Osteopontin und Osteocalcin beteiligt.

Durch die Interaktion mit Histondeacetalysen (HDAC) wird Runx2 in einen transkriptionellen

Repressor transformiert [Vega et al., 2004; Westendorf et al., 2002]. Die sowohl positive als

auch negative Autoregulation der eigenen Expression verdeutlicht die bifunktionelle Rolle



8

von Runx2 [Drissi et al., 2000; Tou et al., 2003].

Genexpressionsanalysen zwischen Runx2-/- und Wildtyp Mäusen [Hecht, 2006; Hecht et al.,

2007] waren die Grundlage für die vorliegende Arbeit, um neue Faktoren zu identifizieren,

die an der Regulation der Skelettentwicklung beteiligt sind.

1.4 Myocyte enhancer factor 2c (Mef2c)

Abbildung 1.2: Mef2a Dimer (rot/grün) im Komplex mit
DNA (gelb). Dargestellt mit PyMOL, basierend auf Huang
et al. [2000]. Die MADS-Box bindet direkt an die DNA und
dient zusätzlich der Dimerisierung, während die MEF2
Domäne (oben) einen Einfluß auf die Bindungsstärke hat
und die Interaktion mit Cofaktoren vermittelt.

Mef2c gehört zur Familie der MEF2 (Myo-

cyte enhancer factor 2) Transkriptionsfak-

toren, die sich aus vier Mitgliedern zu-

sammensetzt: Mef2a-d. Die MEF2 Fami-

lie ist eine von drei Gruppen der MADS-

Box Transkriptionsfaktoren (MCM1, Aga-

mous, Deficiens, Serum Response Fac-

tor (SRF)), die sich alle durch eine kon-

servierte N-terminale MADS-Box auszeich-

nen. Die MADS-Box dient gleichzeitig zur

Dimerisierung und zur DNA-Bindung an die

Konsensussequenz TA(T/A)4TA [Cserjesi

und Olson, 1991; Gossett et al., 1989; Mc-

Dermott et al., 1993]. Die MEF2 Proteine

können Homo- und Heterodimere mit ei-

ner Reihe von Faktoren bilden, die entwe-

der zur transkriptionellen Aktivierung oder

auch zu einer Hemmung beitragen können,

wodurch alle MEF2 Proteine bifunktional sind. Bei den MEF2 Faktoren schließt sich unmit-

telbar C-terminal an die MADS-Box die MEF2-Domäne an, die einen Einfluß auf die Stärke

der DNA-Bindung hat und für die Interaktion mit Cofaktoren notwendig ist. C-terminal von

der Mef2-Domäne liegt die Transaktivierungsdomäne (TAD), die in allen MEF2 Proteinen

komplexen Spleißvorgängen unterliegt. Nah am C-Terminus des Proteins liegen Signal-

sequenzen für die nukleare Lokalisation (NLS) und die nukleare Retention (NRS). Mef2b

nimmt eine Sonderstellung ein, da es sich am stärksten von den anderen MEF2 Proteinen

unterscheidet [Morisaki et al., 1997].

Die MEF2 Proteine werden in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert und sind dort an Vor-

gängen der Differenzierung beteiligt [McKinsey et al., 2002; Potthoff und Olson, 2007]. Ein

Knockout von Mef2c resultiert aufgrund von Störungen in der Herzentwicklung in embryo-

naler Letalität zum Zeitpunkt E9,5 [Lin et al., 1997]. Gerade in Myozyten und Kardiomyozy-

ten wurde die Funktion der MEF2 Proteine intensiv erforscht, in letzteren regulieren sie die

Vorgänge, die zur Hypertrophie der Zellen führen [Passier et al., 2000]. Für die Entwick-

lung von Skelettmuskeln sind Mef2a und Mef2d nicht essentiell – eine jeweilige Deletion
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Abbildung 1.3: Die verschiedenen MEF2 Proteine im Vergleich. Prozentuale Übereinstimmung der Aminosäure-
sequenzen in der MADS-Box, der MEF2-Domäne und der transkriptionellen Aktivierungsdomäne der humanen
MEF2 Proteine relativ zu MEF2A. Abgebildet ist jeweils nur eine Isoform – die N-Termini sind links. Nach Potthoff
und Olson [2007].

hat keine oder nur geringe Effekte [Potthoff et al., 2007a]. Mäuse mit einer skelettmuskel-

spezifischen Deletion von Mef2c zeigen erst nach der Geburt einen Phänotyp, somit ist

Mef2c für die postnatale Reifung der Zellen notwendig [Potthoff et al., 2007b]. Mef2c ist

auch notwendig für die Entwicklung der Blutgefäße und reguliert im Zusammenspiel mit

HDAC7 über die Expression von Mmp10 die Integrität dieser [Chang et al., 2006; Lin et al.,

1998]. Auch bei der Differenzierung und der Regulation der Apoptose von Neuronen und

der Entwicklung von T-Zellen spielen die MEF2 Proteine eine wichtige Rolle [Potthoff und

Olson, 2007].

1.4.1 Die Regulation der Aktivität von Mef2c

Posttranskriptionell können in unterschiedlichen Geweben durch alternatives Spleißen ver-

schiedene Mef2c Isoformen entstehen, die sich aufgrund des Vorkommens von Aktivator-

und Repressordomänen in ihrer Aktivität unterscheiden. So gibt es z.B. Muskel- und Gehir-

nisoformen [Janson et al., 2001].

Auch bezüglich der posttranslationellen Regulation der MEF2 Proteine wurden mittlerwei-

le zahlreiche Arbeiten veröffentlicht. So wird Mef2c an drei Positionen (T293, T300 und

S387) durch die MAP-Kinase p38 phosphoryliert und aktiviert [Han et al., 1997] – die Po-

sition S387 kann aber auch durch die MAP-Kinase Erk5 (Bmk1), die im Bereich der MEF2

und MADS Domäne bindet, phosphoryliert und aktiviert werden [Kato et al., 1997; Yang

et al., 1998]. Erk5 dient auch als transkriptioneller Koaktivator, da es eine eigene Transak-

tivierungsdomäne besitzt [Kasler et al., 2000]. Es ist sogar wahrscheinlich, daß für diese

Position eine Phosphorylierung durch ERK5 die wichtigere Regulation darstellt. Eine De-

phosphorylierung von Mef2c an Position S412 im Bereich des nukleären Lokalisationssi-

gnals (NLS) durch die Phosphatase Calcineurin führt zu einer Translokation des Proteins

in den Nukleus [Lynch et al., 2005]. Die Aminosäure S59 ist konstitutiv durch die Casein
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Kinase II (CKII) phosphoryliert, was zu einer erhöhten Bindung an die DNA führt [Molkentin

et al., 1996]. Eine weitere Phosphorylierungsstelle befindet sich innerhalb der MADS-Box

an Position T20 – dort kann Mef2c durch die Proteinkinase PKA phosphoryliert werden,

was ebenfalls in einer stärkeren DNA-Bindung resultiert [Wang et al., 2005]. Eine Phos-

phorylierung von Mef2d durch PKA hingegen führt zu einer verstärkten Rekrutierung von

Klasse II Histon Deacetylasen (HDACs) an die DNA, wodurch das Mef2d zu einem tran-

skriptionellen Repressor wird [Du et al., 2008; Miska et al., 1999].

Die Klasse II Histon Deacetylasen sind wichtige negative Regulatoren aller MEF2 Proteine.

Sie interagieren mit diesen über den N-Terminus und werden auf diese Weise an die DNA

rekrutiert, wo sie die Promotorbereiche durch die Kondensation des Chromatins reprimie-

ren können. HDACs besitzen keine DNA-Bindedomäne und können deswegen ihre Funk-

tion nur durch Komplexierung mit Transkriptionsfaktoren ausüben. Demgegenüber stehen

Histonacetylasen (HAT) wie p300 und PCAF, die durch die Auflockerung des Chromatins

als Aktivatoren der MEF2 Proteine dienen [McKinsey et al., 2001].

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit gab es keine konkreten Beweise für eine Rolle der MEF2

Proteine in der Skelettentwicklung – es gab nur Hinweise auf eine Regulation des Col10a1

Promotors durch Mef2c [Harada et al., 1997; Stanton et al., 2004]. In diesen Arbeiten wur-

den aber keine ausreichenden Experimente durchgeführt, um einen endgültigen Beweis für

eine Interaktion zu erbringen. In [Harada et al., 1997] wurde eine MEF2 Konsensussequenz

im Col10a1-Promotor nachgewiesen, die für eine Bmp7 vermittelte Aktivierung notwendig

war. Eine Beteiligung von MEF2 Proteinen an der Regulation konnte aber nicht nachge-

wiesen werden – sie wurde sogar ausgeschlossen. In [Stanton et al., 2004] wurde die

Expression von Mef2c in differenzierenden Micromass Kulturen nachgewiesen. In darauf-

folgenden Reporterassays konnte ein MEF2-Reporterkonstrukt in Chondrozyten aktiviert

werden und eine Überexpression einer dominant-negativen Variante von Mef2c hemmte

ein Col10a1 Reporterkonstrukt.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geräte

Gerätename Hersteller
Zentrifugen und Rotoren
Zentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg

Kühlzentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg

Mikrotiterplattenzentrifuge 5416 Eppendorf, Hamburg

Kühlzentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg

Mikrotiterplattenzentrifuge 5804 Eppendorf, Hamburg

L7-55 Ultracentrifuge Beckman, Palo Alto, USA

Rotor SW 32 Ti Beckman, Palo Alto, USA

Avanti J-E Centrifuge Beckman Coulter, Palo Alto, USA

Rotor JLA 16250 Beckman Coulter, Palo Alto, USA

RC-5 Superspeed Centrifuge Sorvall, Newton, USA

Rotor GSA Sorvall, Newton, USA

Rotor SS34 Sorvall, Newton, USA

Megafuge 1.0R Heraeus, Hanau

Rotor BS4402/A Heraeus, Hanau

Minifuge RF Heraeus, Hanau

Rotor BS4402/A Heraeus, Hanau

Thermocycler
Geneamp 2700 PCR System Applied Biosystems, Foster City, USA

Geneamp 9700 PCR System Applied Biosystems, Foster City, USA

PCR-Express Gradient Hybaid, Basingstoke, Großbritannien

PTC-200 MJ Research, Watertown, USA

ABIPrism HT 7900 Realtime Cycler Applied Biosystems, Foster City, USA

11
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Luminometer
MicroBeta TriLux 1450 Wallac, Turku, Finnland

Mikroskopie
Mikroskop DMR Leica, Bensheim

Kamera AxioCam HRc Zeiss, Göttingen

Mikroskop Axiovert 200M Zeiss, Göttingen

Kamera AxioCam MRm Zeiss, Göttingen

Mikroskop DMIL Leica, Bensheim

Stereomikroskop MZ6 Leica, Bensheim

Stereomikroskop MZ7-5 Leica, Bensheim

Kamera AxioCam MRc5 Zeiss, Göttingen

Kaltlichtquelle KL1500 LCD Leica, Bensheim

Software Axiovision 4.x Zeiss, Göttingen

Histologie
Microtom Cool Cut HM355S Microm, Walldorf

Kryotom H560 Microm, Walldorf

Einbettstation EC 350-1 & 2 Microm, Walldorf

Färberoboter TP1020 Leica, Bensheim

2.1.2 Chemikalien

Alle Chemikalien, die nicht gesondert aufgeführt werden, wurden in dem Reinheitsgrad „zur

Analyse“ eingesetzt und von den Firmen Merck KgaA (Darmstadt), Sigma-Aldrich Chemie

GmbH (Taufkirchen) und Roth GmbH (Karlsruhe) bezogen.

2.1.3 Lösungen und Puffer

Soweit nicht anders aufgeführt, wurden alle Lösungen und Puffer nach Sambrook und Rus-

sell [2001] angesetzt.

2.1.4 Enyzme

Die Enzyme zur Modifikation von DNA (Restriktionsenzyme, T4 DNA-Ligasen, Polynukleo-

tidkinase etc.) wurden von Fermentas (St. Leon-Roth), New England Biolabs (Frankfurt)

und Promega (Mannheim) bezogen.
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2.1.5 Bakterien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Bakterienstämme verwendet:

E. coli Top10 (Invitrogen)

E. coli XL1-Blue (Stratagene)

2.1.6 Kits

Folgende Kits wurden in dieser Arbeit verwendet:

Kit Hersteller
omnipure-OLS Omni Life Science, Hamburg

plasmiddna-OLS Omni Life Science, Hamburg

Invisorb PCRapace Invitek, Berlin

Gel-Out A&A Biotechnology, Gdynia, Polen

Plasmid Mini A&A Biotechnology, Gdynia, Polen

Plasmid Midi Nucleobond PC 100 Macherey-Nagel, Düren

Plasmid Maxi Nucleobond PC 500 Macherey-Nagel, Düren

TaqMan Reverse Transcription Reagents Roche/Applied Biosystems, Branchburg, USA

BigDye Terminator v3.1 Sequencing Kit Applied Biosystems, Foster City, USA

Dual-Glo Luciferase Assay System Promega, Mannheim

BCA Protein Assay Kit Pierce/Thermo Fisher Scientific, Bonn

2.1.7 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der MWG Biotech AG (Ebersberg) synthetisiert und

per HPSF aufgereinigt.

Sondenprimer

Zur Untersuchung der Expressionsdomänen ausgewählter Gene wurden in situ Hybridisie-

rungen (ISH) mit Digoxigenin (DIG) markierten RNA-Sonden auf Gewebeschnitten durch-

geführt. Als Hybridisierungsbereich dieser Sonden wurden nach Möglichkeit 450–600 bp im

3’ untranslatierten Bereich (3’-UTR) des zu untersuchenden Gens ausgewählt. Dies sollte

eine Kreuzreaktion mit konservierten homologen Bereichen in anderen Genen verhindern.

Die Vorlagen für die Sonden wurden aus cDNA mittels PCR amplifiziert. Im Folgenden sind

die Primer für die Herstellung der in dieser Arbeit erstmalig verwendeten Sonden aufge-

führt. Neben den aufgeführten gab es in der Arbeitsgruppe noch eine Vielzahl an Sonden

zur Untersuchung von Markergenen der Skelettentwicklung, die in dieser Arbeit ebenfalls

eingesetzt wurden. Diese Sonden und die Primer zu deren Herstellung sind hier nicht auf-

geführt. Es wurden ausschließlich Sonden zur Detektion von Genen der Maus eingesetzt.
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Tabelle 2.1: Sondenprimer für Kandidatengene. Diese Sonden dienten der Untersuchung von Kandidatengenen,
die in der Runx2-/--Maus gegenüber dem WT reduziert waren.

Sondenprimer für Kandidatengene
Gensymbol 5’ Primer 3’ Primer
Akp2 GCAACTTCCAGCAGGAACAG GAGAGCCACTTCAGTGAAGG
Aldh1a3 TGCCTGGAGAGGAACTCTTA ACCACCATGGCTACCACCAACGGG
Atbf1 CAGCGCGACTGTAGATGTCA TCCGTACACCTCAGGAGGAA
Atp6v0d2 AGGAAGCAGGTTATACGCTTAGA GTGAAGCAGAGCAAGCATAG
BG074158 ACGTGGATCTGAGAGTCAAG ATGACCATCGACCACATAGG
BM120331 TGGAGGCTGCGAAGTCAGGA CTCAGGCAGCTGGTGACTGT
Car3 CTGCGAGGAGTGCATTGTGT AGCGTGGTAAGGTCCGCATA
Cdkn1a GTCGGCAGGAGGCATATCTA CCTTCTCGTGAGACGCTTAC
Cfh AGTGGTCTGAGCCACCAACA CCTTTATCCACTGTAAATCAGGACC
Col22a1 CTCCTTGCCTGCCTTAATTG CAGCACCAGCTTGTTCATAG
Dmp1 GTGACTGAGGCTCTGGTACA CTCATCATTGAGGCCAGGTT
Edg7 TCACCATCTTGCCACCATTG TACCATAGTGCCTGCCTTGA
Fabp3 CCTTTGTCGGTACCTGG GGTTCTGCTTTATTGACC
Fosl2 CAGTGCGCTGTGGTTACAGA CTGGAGTTGGCCAGGAGAAT
Gadd45g GACCTTGGTCTGATCGACTT CTTCCACGATAGCGTCCTTT
Gcnt2 CAGGATGGCCTTGAACTCTT TGCTGGAGATGGAACCTAAC
Gnas GCAACAGCGATGGTGAGAAG AGGCGGTTAGTCTGGTTGTC
Grb14 TAGAAGCGCCTGCAATTCTC ACAGCCATCCTAGCACAGTA
Hhip AATGCCTGAGGAATGCAGAG GCCAACATACATGCTGAGAG
Ifitm5 TAGGAAGACACGGCGCTGGA GGACAGGCTCGGAACTCTTA
Il2rg AACATCAATCCTTTGATGGAACCT ATCATAGGTAGAAAAAGGGAGGGAG
Irx5 ACTCTGGTGCGGTATCC TCTAAGCGTATAACCTGCTTCCT
Jarid2 TTGGAAGCTGCCGTACACTC CTCGAACGGATGCATAGTGA
Kremen1 TCTCTGCTGCCAACTACCAT GCTCTTGATCGCTGAGTTAC
Loxl2 CATGATGGCTCATGCCTGTA CTGTGCAGAGCACAGATGAT
Loxl4 GCAGGCCAGTCTCTTAGAAT GTAACGGTGAAGCAGGTTAG
Lztfl1 GGTGCGGTGATGTGGTATGA ACTGAAGAGCGGTCCAACTG
Mef2c TATGTGCCGTGTGTGGAA AGGTAGGTATGGTCCTCTCT
NaCT/Slc13a5/AI615325 CCTGCTGTCATTACCTTGATCTT GATCTTCTTGGGGTGTTGACAT
Ninj2 CTCCTGCAAGTGGTCATTAG GCCTTAACAGACCGAGTTAC
Panx3 CCGCTCTAGAAGTCATGC GGAGAATCGGTTCTATCC
Pde8a GACCACATCTACACCATAGC CTCTGAGAAGGCACCTGTAA
Phospho1 GCTCCTGCTTCGAGGTTATT CACATCTTCAGCACCTGTTG
Ptp4a1 CCAATGTGTCGGCTTACTGA ACAGAGTGAGCAGGCAGATA
Ptprz1/AW120652 ATTTGTTTACTTCTTGTGACCTGAC CAAGTACACTAGAAAACTCACA
Rras2 AGGCTGCTTCAGACGTTATC GACAGGAACCATCCACTCTT
Rrpb1 GCCTTGCACCAAGGAGAATG GGAGCCAGCAGTCAGTTCTA
Satb2 ATACCTGCGGCTCTACCGTC CCAGCCTGTAGCCTCCACTT
Sdc2 CGTCTGCTCTCAGTGACTAT CAACTCCTCCTCTGGCATTA
Siah2 CCTGTCTGGCACTGATGAAT GTCATCCGTACTATGGTGAG
Slc9a2 AGAGTCAAGCCACTGATTCC AAGAGCAGCCTGAACCTCAT
SP7 CTTCCATCTGGCCTCACATC CTCTCCAGCTCACTGTACCT
Sphingomyelinase CCACTGTCTGTCCTCGGTTG GGGCTAAAGGAGATGGTAAGGT
Tmem16a/AI121797 CAGACCTGGGGTCAGAAACA CAAGTACACCACTAGAAAACTCACA
Tnfaip2 AGCCAAGATCGCACAGATGA CACCAACAGGAAGCCAGTAA
Unc5b AGTAGGAGACGGTGCAAGGA CGCTGACTTCTGAGGCTCAT
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Tabelle 2.2: Primer zur Herstellung von in-situ Sonden zur Detektion der Expression von Genen, die nicht als
mögliche Kandidatengene geführt wurden. Es handelte sich hierbei um Gene, die entweder bekannte Markergene
der Skelettentwicklung sind und für die es in der Arbeitsgruppe noch keine Sonden gab oder um Gene, die im
Laufe der Arbeit bezüglich ihrer Epxression näher untersucht werden sollten.

Primer für weitere ISH-Sonden
Genname Gensymbol 5’ Primer 3’ Primer
Acid phosphatase 5,
tartrate resistant

Acp5 GCGCTGCCTTGTCAAGAACTT GGATCAGTTGGTGTGGGCATAC

Calcineurin binding
protein

Cabin1 AGGAGACCAAGCAGAAGCTG GAGCTGGGCTCCTGATAATG

Calcineurin Aα Ppp3ca GCCTCTGAAGGTAGCTTGTT GCCATTGTCTGACAGGAGTA
Calcineurin Aβ Ppp3cb GGGTTGACCAAGGTGATGAT ACACCAACTGGGTTTCTCAG
Calcineurin Aγ Ppp3cc AGGAGCTACTACAGGTCGAA CAGGGCTTTCTTTCCATGGT
Calcineurin Bα Ppp3r1 GCCTCATGAAGCCAACTAAG GCAACAGCACTGAACTAGAC
Calreticulin CRT GCAGGTTCAGATCTGGGGTA TCCTCCCAGAGAAGGAGACA
C-terminal binding pro-
tein 1

Ctbp1 ATGGACCCTGCTGTGGTGCA TGACTTGCTGAATGCTCCCTCA

Distal-less homeobox
5

Dlx5 CAGCTTTCAGCTGGCCGCTT CGGGGCTCTCTGAAATGCAATAAC

Histon deacetylase 4 Hdac4 CCCGAAGCTGCTGTTCTCTCCT GGAGACTGTGGGATTGTGGGTAAG
Histon deacetylase 5 Hdac5 CATCGCTGAGAACGGCTTTACT GAAGCGGCACTGCTATGAGC
Histon deacetylase 7 Hdac7 GGTTTCAGAACAGATCGCGCT AATAGGGGACCCTTGGCTCCTC
Histon deacetylase 9 Hdac9 GCTGAGGTCTGTGAGTACAA CCATACATCGCAGCATCTGA
Hypoxia inducible fac-
tor 1, alpha subunit

Hif1a TGGTGGCTCAGCAGTCTATT CGCTTCATGATCCAGGCTTA

Integrin binding sialo-
protein

Ibsp CCCCATTCTGTCTTATCATCTGGC CCTGCTCCTTAAACCCACACTCAT

Myocyte enhancer fac-
tor 2A

Mef2a GCAGTGAACTGCCCTACATA GCAATAGACCCATGCCAAGT

Myocyte enhancer fac-
tor 2B

Mef2b CCTCTGTACCTGGCGACTGA GGCTGGAGGAACCTCTTGGA

Myocyte enhancer fac-
tor 2D

Mef2d CCTCCTTACCAGCCTTCAGT TATCCAGCCGCATCCTCTTC

Periostin Postn AAACCCAGAGGCCAGACCAC CAGGAAACCCACATTGCATGAG
Tumor necrosis factor
receptor superfamily,
member 11a

Tnfrsf11a/Rank GCGGGCAGGTGATGAACTTC GCAGGACACCAACGTTGCAA

Primer für die quantitative RT-PCR

Tabelle 2.3: Primer für die quantitative RT-PCR (Maus). Diese Primer wurden mit der Online Software Primer3
(http://primer3.sourceforge.net/) generiert. Dabei wurden folgende Parameter als notwendig erachtet: die Über-
brückung von Exongrenzen, eine Produktgröße von 80–150 Basenpaaren, Annealingtemperaturen von 60 ◦C,
nicht mehr als 3 direkte Wiederholungen einer Base, Länge der Primer zwischen 19–25 Basen und nach Mög-
lichkeit ein G oder C am 3’-Ende des Primers (G/C-Clamp)

qRT-PCR Primer (Maus)
Genname Symbol 5’ Primer 3’ Primer
Acid phosphatase 5, tartrate re-
sistant

Acp5 TCCTCGGAGAAAATGCATCAT GCAGTTAAGCTCCTGGACCAA

Alkaline phosphatase Akp2 GCCATGACATCCCAGAAAGAC AAGGGCTTCTTGTCCGTGTC
Kollagen Typ I Col1a2 CCCTACTCAGCCGTCTGTGC GGGTTCGGGCTGATGTACC
Distal-less homeobox 3 Dlx3 AGTATCTGGCCTTGCCTGAG GCGGTTCTGGAACCAGATTT
Distal-less homeobox 5 Dlx5 CAAGGCTTATGCCGACTACG CCATTCACCATCCTCACCTC
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

GapDH AACTTTGGCATTGTGGAAGG TCTTCTGGGTGGCAGTGATG

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Fortgesetzt von der vorherigen Seite
qRT-PCR Primer (Maus)

Genname Symbol 5’ Primer 3’ Primer
Indian hedgehog Ihh GCCGACCGCCTCATGAC CATGACAGAGATGGCCAGTGA
Myocyte enhancer factor 2A Mef2a AACGAGCCTCATGAAAGCAG AGCATCAGGGCTCTCACAAC
Myocyte enhancer factor 2B Mef2b TCTGGGTAGCTTTGCCTTCT GTCTACAGCGTCCCTCGTTG
Myocyte enhancer factor 2C Mef2c GGGACGAGAGAGAGAAGAAACAC CGCTCAGCTCATAAGCCTTC
Myocyte enhancer factor 2D Mef2d CAGCGAATCACTGATGAACG AGCACACTCAGCTCGTAGGC
Osterix SP7/Osx GAGGCCTTTCGTCTGCAACT TTCTTCTCCCGGGTGTGAGT
Parathyroid hormone receptor 1 Pthr1 CGAGCATCTTCGTGAAGGAC AAGAAGGTCACGGCCACAC
Receptor activator of NF-kappa-
B ligand

Rankl CTGCAGCATCGCTCTGTTC TGCAGGAGTCAGGTAGTGTGTC

Runt-related transcription factor
2

Runx2 TGGCCACTTACCACAGAGC GCCCTAAATCACTGAGGCG

Sclerostin Sost AACAACCAGACCATGAACCG GTCAGGAAGCGGGTGTAGTG
Vascular endothelial growth fac-
tor

Vegf GCAGACCAAAGAAAGACAGAACA ACCGCCTTGGCTTGTCAC

Tabelle 2.4: Primer für die quantitative RT-PCR (Huhn). Die Primer wurden ebenfalls mit Primer 3 und den in
Tabelle 2.3 angegebenen Bedingungen generiert.

qRT-PCR Primer (Huhn)
Genname Symbol 5’ Primer 3’ Primer
Alkaline phosphatase Akp2 ACCAGAATGTGGCCAAGAAC GGCAACGTATGGGAACTTGT
Bone morphogenetic protein 2 Bmp2 GGACCTCTATCGCCTGCAC CCCACTTGTTTCTGGCAGTTC
Kollagen Typ II Col2a1 CGACATCAAACTCTGCCATC TGGTTCGGGTCAATCCAG
Kollagen Typ X Col10a1 GGGCCACCACACTTTCTACC AGGACCTGGTTGTCCTCTTG
Glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase

GapDH TGTCCTCTCTGGCAAAGTCC ACAGTGCCCTTGAAGTGTCC

Indian Hedgehog Ihh GGCTTTGACTGGGTCTACTACGA CAGCCGAGTGCTCTGACTTG
Integrin binding sialoprotein Ibsp GTCCCATGCAGGTACTCAGG CCTCATCACTGTCCTCATCG
Matrix metalloproteinase 13 Mmp13 CCTGATGATGATGTGCAAGG ACCAGCATTTCTCCACGAAG
Myocyte enhancer factor 2A Mef2a GTTGTGAGAGCCCTGATGCT GAAGTTCTGAGCAGGCAAGC
Myocyte enhancer factor 2B Mef2b GGCCTATGCCAATGTTGC GCTGTTGCTGCAGAGAAGG
Myocyte enhancer factor 2C Mef2c CACCTGGCAGCAAGAATACA ATCCCTTGCCCTGGTAGAGT
Osteocalcin Ocn CTGCTCACATTCAGCCTCTG GGGAGATGAAGGCTTTAGCA
Osteopontin Opn GCATTTCTTTGCTTGTGCTTTATC GGCATGCTGCCTGGATTT
Parathyroid hormone receptor 1 Pthr1 AACTGAAGCACCTCCAGCAG TGGTTGCCAGGAAGTAGAGG
Runt-related transcription factor 2 Runx2 GTGGCCAGATTCAATGACCT CCATCCACCGTCACCTTTAT
Sclerostin Sost GTCTGCGTCCTCATCCAAAT CCTGGTTCATCGTGTTGTTG
SRY-box containing gene 9 Sox9 GTACCCGCATCTGCACAAC GACGCTTCTCGCTCTCATTC

Mutageneseprimer

Tabelle 2.5: Mutageneseprimer. Mutationen wurden mittels Fusions-PCR in die Zielsequenzen eingebracht. Die
mutierte Sequenz ist in fetten Kleinbuchstaben notiert. *Die Primer Mef2cT293A und Mef2cT293E beinhalten 2
Mutationen, da sie zur weiteren Mutagenese bereits an Position T300 mutierter Varianten eingesetzt wurden. So
konnten die Varianten Mef2cAA & Mef2cEE generiert werden.

Mutageneseprimer
Mutation Richtung Sequenz (5’→ 3’)

Mef2cT20A
vorwärts ATGAGCGTAACAGACAGGTGgctTTTACGAAGAGGAAATTTGG

rückwärts CCAAATTTCCTCTTCGTAAAagcCACCTGTCTGTTACGCTCAT

Mef2cT293A*
vorwärts AGTCGGCTCAGTCATTGGCTgcaCCGGTGGTTTCCGTAGCAgca

rückwärts tgcTGCTACGGAAACCACCGGtgcAGCCAATGACTGAGCCGACT
Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Fortgesetzt von der vorherigen Seite
Mutageneseprimer

Mutation Richtung Sequenz (5’ -> 3’)

Mef2cT293E*
vorwärts AGTCGGCTCAGTCATTGGCTgagCCGGTGGTTTCCGTAGCAgag

rückwärts ctcTGCTACGGAAACCACCGGctcAGCCAATGACTGAGCCGACT

Mef2cT300A
vorwärts CCCCGGTGGTTTCCGTAGCAgcaCCTACTTTACCAGGACAAGG

rückwärts CCTTGTCCTGGTAAAGTAGGtgcTGCTACGGAAACCACCGGGG

Mef2cT300E
vorwärts CCCCGGTGGTTTCCGTAGCAgagCCTACTTTACCAGGACAAGG

rückwärts CCTTGTCCTGGTAAAGTAGGctcTGCTACGGAAACCACCGGGG

Mef2cS387A
vorwärts ACGCGCCACGAGGCGGGGAGGgcaCCTGTTGACAGCTTGAGCAG

rückwärts CTGCTCAAGCTGTCAACAGGtgcCCTCCCCGCCTCGTGGCGCGT

Mef2cS387E
vorwärts ACGCGCCACGAGGCGGGGAGGgagCCTGTTGACAGCTTGAGCAG

rückwärts CTGCTCAAGCTGTCAACAGGctcCCTCCCCGCCTCGTGGCGCGT

Mef2cS412A
vorwärts CCATTGGACTCACCAGACCTgcgCCGGACGAAAGGGAAAGTCC

rückwärts GGACTTTCCCTTTCGTCCGGcgcAGGTCTGGTGAGTCCAATGG

Pthr1MefMuta
vorwärts GTTGCCCACTGCCGCGGAGctaccagtaACAGCCTGGTCGCCCC

rückwärts GGGGCGACCAGGCTGTtactggtagCTCCGCGGCAGTGGGCAAC

Ihh1238MefMuta
vorwärts AAACAAACGGGCCGGCgctcccgttgGCGGCCGGCGAGCCGG

rückwärts CCGGCTCGCCGGCCGCcaacgggagcGCCGGCCCGTTTGTTT

2.1.8 Vektoren

RCAS Konstrukte

In Zusammenarbeit mit Jochen Hecht wurde in die ClaI-Schnittstelle des RCASBP(A) Plas-

mids [Hughes et al., 1987] ein Oligomer mit der Sequenz

ATCGATTCTAGAGCGGCCGCACGTGCAGCCGATTTAAATCGAT

kloniert. Dieses Oligomer trägt eine SwaI/SmiI-Schnittstelle (ATTTAAAT), die einen Ver-

dau mit glatten Enden und anschließend das Anhängen eines Nucleotids (hier: Thymi-

din, T) ermöglicht (siehe 2.4.6). Hierdurch kann man PCR-Produkte mit einem Adeno-

sin (A)-Überhang, wie sie bei Amplifikationen mit der Taq-Polymerase entstehen, direkt

in das Plasmid klonieren. Diese sogenannte T/A-Klonierung ist mit höherer Effizienz mög-

lich als eine Klonierung über glatte (blunt) Enden. Falls nicht gesondert erwähnt, wurden

alle RCAS-Konstrukte mit diesem RCASA-T/A Plasmid konstruiert. Die kodierenden Se-

quenzen, die in den RCAS kloniert werden sollten, wurden alle unter Verwendung der

Phusion-Polymerase amplifiziert und anschließend durch die Taq-Polymerase mit einem

Adenosin (A) Überhang versehen. In der Tabelle 2.6 sind alle im Zuge dieser Arbeit klo-

nierten RCAS-T/A Konstrukte aufgeführt. Das RCAS-Runx2 Plasmid wurde von Sigmar

Stricker, der RCAS-PKArab von Mateusz Kolanczyk und der RCAS-Sost von Kati Süring

zur Verfügung gestellt.

Tabelle 2.6: Im Lauf dieser Arbeit generierte RCAS-T/A Konstrukte mit nicht manipulierten Gensequenzen und
hierzu benutzte Primer. Spezielle Mutanten oder Fusionsversionen sind gesondert aufgeführt. Alle 5’-Primer tra-
gen ACC ACC als Standardkozaksequenz zur effizienteren Initiierung der Translation

RCAS-T/A Konstrukte
RefSeq Gen Herkunft 5’ Primer 3’ Primer

NM_010174.1 Fabp3 Maus ACCACC-
ATGGCGGACGCCTTTGTCGG

TCACGCCTCCTTCTCATAAGTCC

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Fortgesetzt von der vorherigen Seite
RCAS-T/A Konstrukte

RefSeq Gen Herkunft 5’ Primer 3’ Primer
GFP Qualle ACCACCATGGTGAGCAAGGGCGA TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

NM_053088.2 Ifitm5 Maus ACCACC-
ATGGACACTTCATATCCCCG

TTAGTTATAGTCCTCCTCAT

NM_018826.2 Irx5 Maus ACCACC-
ATGTCCTACCCGCAGGGCTA

TTAAATGTCGGACATACCTTTCTTC

NM_025282.2 Mef2c Maus ACCACCA-
TGGGGAGAAAAAAGATTCAGA

TCATGTTGCCCATCCTTCAGA

NM_016718.2 Ninj2 Maus ACCACC-
ATGGAGTCAGACCGAGAAAC

TCAAATAGGATTGCTGGAGG

NM_172454.2 Panx3 Maus ACCACC-
ATGTCGCTCGCACACACTGC

CTATGCGTGTTCATCATATGTATG

PKA Hamster GCCACCATGGGCAACGCCGCCG TCAAAACTCAGTAAACTCCTTGC-
CACACTTCTC

NM_008970.2 PTHrP Maus ACCACC-
ATGCTGCGGAGGCTGGTTCAGC

TCAATGCGTCCTTAAGCTGG

NM_139146.2 Satb2 Maus ACCACC-
ATGGAGCGGCGGAGCGAGA

TTATCTCTGGTCGGTTTCGGC

NM_021491.3 Smpd3 Maus ACCACC-
ATGGTTTTGTACACGACCCC

CTATGCCTCCTCTTCCCCTG

NM_205188.1 Sox2 Huhn ACCACC-
ATGTACAACATGATGGAAACCG

TCACATATGTGATAGAGGGAGT-
GTG

NM_204281.1 Sox9 Huhn ACCACC-
ATGAATCTCCTAGACCCCTT

TTAAGGCCGGGTGAGCTGCG

Eukaryotische Expressionsplasmide

pcDNA3.1 N-Flag mit N-terminalem Flag-Peptid, pcDNA3.1 N-HA mit N-terminalem HA-

Peptid – beides laborinterne Modifikationen des pcDNA3.1 von Invitrogen, Karlsruhe; pRL-

CMV (Promega, Mannheim); pCMV-Runx2 von Jochen Hecht; CMV-Sp1 (Addgene plasmid

12097) über Addgene von Robert Tjian; pMT3-p38 (Addgene plasmid 12658) von John

Kyriakis über Addgene; MKK6EE von Mateusz Kolanczyk.

Die Klonierung der verschiedenen Mef2c Varianten in den pcDNA3.1 erfolgte, nachdem

die MCS mitsamt Flag-Sequenz des pcDNA3.1 N-Flag durch Verdau mit PmeI herausge-

schnitten wurde. Der Vektor wurde anschließend T-getailt gefolgt von einer T/A-Klonierung

der jeweiligen Mef2c-CDS. Zur Amplifikation der Sequenzen wurden die in Tabelle 2.6 an-

gegebenen Primer benutzt.

Reporterplasmide

pGL3 basic (Promega, Mannheim), pGL4600Intl und pGL1000Intl (mit 4,6 kb bzw. 1 kb Pro-

motorbereich des murinen Col10a1 Promotors in pGL2 basic) von Prof. Klaus von der Mark

[Gebhard et al., 2004]; BSP-Luc (2,1 kb Promotorbereich des humanen IBSP/BSP2-Gens

in pGL3 basic) von Marian F. Young [Barnes et al., 2003]; pGLOCN(mOG2) von Jochen

Hecht; pGL3Ihh (0,2 kb–1,3 kb Fragmente des murinen Ihh Promtors) von Toshihisa Ko-

mori [Yoshida et al., 2004]; pGL4-SBE von Stephanie Renninger.

Der pGL3 Vektor enthält das modifizierte Luciferase Gen (luc+) des Nordamerikanischen

Glühwürmchens (Photinus pyralis). Durch Modifikationen hat der pGL3 Vektor eine höhere
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Expression der Luciferase bei geringerem Hintergrund, so daß auch schwierig zu transfi-

zierende Zellen für einen Luciferase Assay einzusetzen sind.

sonstige Plasmide

pTA1 und pTAgfp von Jochen Hecht, pBluescript SK (-) (Promega, Mannheim), pCRII-

TOPO (Invitrogen, Karlsruhe)

2.1.9 Software

Zur Verwaltung, Darstellung und Modifikation von DNA- und Proteinsequenzen wurde das

Softwarepaket Vector NTI in der Version 10.3.0 (Invitrogen) genutzt. Zur Identifikation po-

tentieller Transkriptionsfaktorbindestellen wurde das online verfügbare Programm MAP-

PER [Marinescu et al., 2005, http://bio.chip.org/mapper/] benutzt. Primer wurden mit dem

im Internet verfügbaren Programm Primer3 (http://primer3.sourceforge.net/) generiert.

2.2 Hühner

Befruchtete Hühnereier wurden von Lohmann Tierzucht GmbH (Cuxhaven) bezogen und

in einem BSS300 Brutschrank (Ehret GmbH & Co. KG, Emmendingen) bei 36,5 ◦C und

einer Luftfeuchte von 70 % für den angegebenen Zeitraum bebrütet.

2.3 Verwendete Mausstämme

Die Haltung und Zucht aller verwendeten Mäuse erfolgte in dem Tierhaus des MPI für

Molekulare Genetik unter Leitung von Dr. Lutger Hartmann.

2.3.1 Mef2cloxP Mäuse

Die Mef2cloxP Mäuse [Vong et al., 2005] wurden freundlicherweise von John J. Schwarz

(Center for Cardiovascular Sciences, Albany Medical College, Albany, USA) zur Verfü-

gung gestellt. Die Genotypisierung erfolgte über PCR mit den Primern Set3for (GCTG-

CAACATGCTGGTTAC) und Set3rev (CAAGTGCATGGCACAGACTA) und folgendem PCR

Programm:

94 ◦C 5’
}

1×
94 ◦C 30”

59 ◦C 30”

72 ◦C 3’

 38×
72 ◦C 7’

4 ◦C ∞

}
1×

Ein Wildtyp Allel resultierte in einem PCR Produkt mit einer Länge von ca. 1000 bp, ein

gefloxtes Allel ergab ein Produkt von 1200 bp Länge.
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2.3.2 Cre Mäuse zur Generation konditioneller Knockouts

In Tabelle 2.7 sind die verwendeten Cre Mausstämme aufgeführt, die zur Generation kon-

ditioneller Knockouts durch Verpaarungen mit der Mef2cloxP eingesetzt wurden. Die Detek-

tion des Cre-Transgens zur Genotypisierung erfolgte bei allen Stämmen per PCR mit den

Primern CreF (GAGTGATGAGGTTCGCAAGA) und CreR (CTACACCAGAGACGG) und

folgendem PCR Programm:

94 ◦C 3’
}

1×
94 ◦C 30”

55 ◦C 30”

72 ◦C 1’

 35×
72 ◦C 5’

4 ◦C ∞

}
1×

Das Vorhandensein des Cre-Transgens resultierte in einer Produktbande mit einer Größe

von ca. 650 bp.

Tabelle 2.7: In der Arbeit verwendete Cre Mäuse zur Generation konditioneller Knockouts von Mef2c

Mausstamm Expressionsregion(en) Herkunft/Referenz
Prx1Cre Extremitätenknospe Cliff Tabin, Logan et al. [2002]
Col1Cre Osteoblasten und Osteozyten Dacquin et al. [2002]
Col2Cre ruhende und proliferierende Chondrozyten Gerard Karsenty, Ovchinnikov

et al. [2000]
Col10Cre Hypertrophe Chondrozyten Danny Chan, Hongkong

2.4 Allgemeine Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von Plasmid DNA

Plasmid DNA wurde mittels folgender Kits nach Anweisung der Hersteller isoliert: Minis

mit dem Plasmid Mini Kit (A&A Biotechnology, Gdynia, Polen), Midis und Maxis mit den

entsprechenden Nucleobond Kits (Macherey & Nagel, Düren).

2.4.2 Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA zur Genotypisierung der verwendeten Mäuse wurde aus Biopsiemate-

rial isoliert. Hierzu wurden die Biopsien in 0,5 ml Lysepuffer (0,85 % SDS; 17 mM EDTA;

170 mM NaCl; 17 mM Tris/HCl, pH 7,5; 200 µg/ml Proteinase K (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim)) bei 55 ◦C für mindestens 2 Stunden unter Schütteln verdaut. Durch Zugabe

von 0,5 Volumen 5 M Natriumchloridlösung und Zentrifugation (10 Minuten, 7000 RPM,

4 ◦C) wurden die Proteine ausgefällt und die DNA wurde mit eiskaltem 96–100 % Ethanol

aus dem Überstand gefällt. Nach einem Waschschritt mit 70%igem Ethanol wurden die

DNA Pellets getrocknet und in 100–200 µl bidest resuspendiert. Jeweils 1 µl dieser Lösung

wurde in den Genotypisierungs PCR eingesetzt.
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2.4.3 Isolierung von RNA

Isolierung von Gesamt RNA aus Zellen

Gesamt RNA aus Zellen wurde mittels PEQGold Trifast (Peqlabs, Erlangen) nach Anwei-

sung des Herstellers isoliert. Die Zellen wurden nach einem Waschschritt mit DPBS in

Trifast lysiert – pro 24well Well wurden 250 µl eingesezt. Nach 10 minütiger Inkubation bei

Raumtemperatur wurden 0,2 ml Chloroform pro ml Trifast hinzugegeben, gemischt und 15

Minuten bei 4 ◦C und 13000 RPM zentrifugiert. Aus dem wässrigen Überstand wurde die

RNA mit dem gleichen Volumen an Isopropanol gefällt und anschließend einmal mit 70 %

Ethanol gewaschen. Das trockene RNA-Pellet wurde in DEPC-Wasser aufgenommen, die

Konzentration bestimmt und bei -80 ◦C gelagert.

Isolierung von Gesamt RNA aus Geweben

Gewebe tierischen Ursprungs wurde zunächst in eiskaltem PBS isoliert und anschließend

in RNAlater (Ambion/Applied Biosystems, Austin, USA) präpariert. Nach Einfrieren in flüs-

sigem Stickstoff wurde das Material bis zur weiteren Verwendung bei -80 ◦C gelagert. Wei-

che Gewebe wurden mit einem Ultra Turrax T8 (IKA Labortechnik, Staufen) homogenisiert,

mineralisiertes Gewebe wurde unter Stickstoffkühlung mit einem Metallmörser zu Pulver

verarbeitet. Das aufgearbeitete Gewebe wurde anschließend in PEQGold Trifast aufge-

nommen und zur Lyse der Zellen 10 Minuten bei RT inkubiert, bevor 0,2 ml Chloroform pro

ml Trifast hinzugegeben wurden. Nach Mischen wurden die Suspensionen 15 Minuten bei

4 ◦C und 13000 RPM zur Ausbildung von zwei Phasen zentrifugiert. Der wässrige Über-

stand wurde in ein neues Gefäß überführt und die RNA wurde durch Zugabe des gleichen

Volumens an Isopropanol und anschließender Zentrifugation für 10 Minuten bei 4 ◦C mit

13000 RPM gefällt. Der Überstand wurde verworfen und die RNA mit 70 % Ethanol ge-

waschen. Nach Trocknung wurden die RNA-Pellets in DEPC-Wasser aufgenommen, die

Konzentration bestimmt und bei -80 ◦C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.4.4 Herstellung von cDNA

Herstellung von cDNA für die nicht-quantitative RT-PCR

Die cDNA für alle nicht-quantitativen RT-PCRs wurde mit SuperScript II Reverser Transkrip-

tase (Invitrogen) nach Anleitung des Herstellers je nach Verwendungszweck mit Oligo(dT)

oder random Hexamer-Primern hergestellt. Hierbei wurden in der Regel 1 µg RNA einge-

setzt.

Herstellung von cDNA für die quantitative RT-PCR

Für die quantitative RT-PCR wurde die cDNA unter Verwendung der ’TaqMan Reverse Tran-

scription Reagents’ (Applied Biosystems, Branchburg, USA) nach Anleitung des Herstellers

synthetisiert.
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2.4.5 PCR

PCR-Amplifikationen von Expressionskonstrukten erfolgten mit der Phusion Polymerase

(Finnzymes, Espoo, Finnland) nach den Angaben des Herstellers, Routine PCRs wurden

mit der Taq Polymerase durchgeführt.

nicht-quantitative RT-PCR

Zur Generation von Expressionskonstrukten, aber auch zur Klonierung von Sondentempla-

tes wurden aus cDNA die gewünschten Amplikons per PCR amplifiziert und anschließend

kloniert.

quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Die qRT-PCR dient zur Detektion von Transkriptmengen und erlaubt einen direkten Ver-

gleich der Expressionsstärken gewünschter Zielgene. Eingesetzt wurden cDNAs, die mit

dem „TaqMan Reverse Transcription Reagents Kit“ synthetisiert wurden. Die Reaktion er-

folgte im 384er Format in einem ABIPrism HT 7900 Realtime Cycler (Applied Biosystems,

Foster City, USA), wobei 6 µl 1:10 verdünnter cDNA, 3 µl Primermix und 9 µl SYBR-Green

2× Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA) eingesetzt wurden. Normalisiert

wurde jeweils auf die Expressionsstärke von GapDH. Soweit nicht anders vermerkt, wur-

den jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten eines repräsentati-

ven Experiments aus einer Gruppe von mindestens drei unabhängigen Experimenten dar-

gestellt.

2.4.6 Anhängen eines Nukleotids an ein DNA-Fragment (A/T-Tailing)

Für die T/A-Klonierung von PCR Produkten in Plasmide (z.B. 2.1.8) wurden einerseits die

Plasmide mit einem T-Überhang, andererseits die PCR-Produkte – falls nicht mit der Taq-

Polymerase amplifiziert – mit einem A-Überhang versehen. Hierzu wurden 25 µl geschnit-

tenes und aufgereinigtes Plasmid oder PCR-Produkt mit 3 µl 10× PCR Puffer, 1 µl Taq-

Polymerase und 1 µl 12,5 mM dTTP oder dATP vermischt und 15 Minuten (A-tailing) bzw.

90 Minuten (T-tailing, weniger effizient) bei 72 ◦C in einem Thermocycler inkubiert.

2.4.7 Klonierung von Expressionskonstrukten

DNA-Fragmente wurde mittels T4-DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon Roth) in Plasmide li-

giert. Dies geschah entweder über spezifische Schnittstellen, T/A-Klonierung oder direkt

über glatte Enden. Hierbei wurden in Ansätzen von insgesamt 20 µl Volumen die zu inse-

rierenden Fragmente nach Möglichkeit in dreifachem molaren Überschuss gegenüber dem

jeweiligen Plasmid (25 ng pro Ansatz) eingesetzt. Weiterhin enthielten die Ligationsansätze

2 µl T4-DNA-Ligase (1 U/µl), 2 µl 10× Ligasepuffer und 2 µl PEG4000. Die Ligationsreak-

tion erfolgte entweder bei 16 ◦C über Nacht oder für 30–60 Minuten bei RT.
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2.4.8 Transformation von Bakterien

Plasmid-DNA wurde über die Hitzeschock Methode in chemisch kompetente Bakterien ein-

gebracht. Hierzu wurden zu den Ligationsansätzen 100 µl Bakteriensuspension gegeben,

die vorher langsam auf Eis aufgetaut wurde. Nach 10minütiger Inkubation auf Eis wurde die

Suspension für 2 Minuten bei 42 ◦C in einem Wasserbad inkubiert, um einen Hitzeschock

mit gleichzeitiger Aufnahme der Plasmide zu induzieren. Anschließend wurden die Bakte-

rien für 10 Minuten auf Eis inkubiert, mit 300 µl LB-Medium versehen und für 40 Minuten

bei 37 ◦C unter leichtem Schütteln inkubiert. Nach Zentrifugation (4000 RPM, 1,5 Minuten)

wurden 300 µl Überstand verworfen und die Bakterienpellets in der restlichen Flüssigkeit

resuspendiert und komplett auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert. Erfolgreich trans-

formierte Kulturen wuchsen über Nacht bei 37 ◦C.

2.4.9 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit BigDye v3.1 (Applied Biosystems, USA) nach Vorga-

ben des Herstellers. Für einzelne Sequenzen wurde die PCR-Reaktion von Hand ange-

setzt und im eigenen Labor durchgeführt. Der automatisierte Lauf im Kapillarsequenzierer

(3730xl DNA Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, USA) erfolgte am Institut für Medi-

zinische Genetik der Charité Berlin.

2.5 SDS-Polyacrylamidelektrophorese und Western Blot

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen wurden Lysate von Zellen über denaturie-

rende SDS-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrer Größe aufgetrennt. Stan-

dardmässig erfolgte dies mit 12%igen Trenngelen – die Sammelgele waren 5%ig. 30–50 µg

Gesamtprotein pro Spur wurden mit 4× Ladepuffer im Verhältnis 3:1 vermischt, 5 Minuten

bei 95 ◦C denaturiert, geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Elektrophore-

se wurden die Proteine per Semi-Dry-Blot Apparatur (Bio-Rad, Hercules, USA) bei 20 Volt

für 45 Minuten auf eine PVDF-Membran (Immobilon, Millipore, Schwalbach) transferiert,

die zuvor mit Methanol aktiviert wurde. Der Transfer erfolgte mit Transferpuffer, dem vor

Gebrauch Methanol in einer Endkonzentration von 10 % zugesetzt wurden.

2.5.1 anti-phospho Mef2c Blots

24 Stunden vor der Proteinextraktion wurden Zellen in einer Dichte von 6×105 Zellen pro

ml im 6 well Format ausgesät. Die Lyse der Zellen erfolgte mit 250 µl RIPA-Puffer (1 mM

PMSF + Complete Mini Protease Inhibitoren (Roche, Mannheim) und 1 mM Natriumortho-

vanadat) pro 6-Well für 30 Minuten auf Eis. Vor der Lagerung bei -80 ◦C wurden die Lysate

in Stickstoff eingefroren. Nach dem Auftauen der Lysate auf Eis wurden die Zellen durch Ul-

traschall aufgebrochen. Unlösliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation pelletiert und

die Proteinkonzentration des Überstands mittels des BCA Protein Assays (Pierce/Thermo
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Scientific, Bonn) bestimmt. Die Membranen wurden mindestens 1 Stunde mit 5 % BSA in

TBST (TBS, 0,05 % Tween20) blockiert, alle Waschschritte erfolgten in TBST, der erste

Antikörper (rabbit αMef2c (phospho T300 oder phospho T20, Abgent, San Diego, USA)

wurde in einer Verdünnung von 1:1000 in TBST 5 % BSA entweder 1h bei RT oder über

Nacht bei 4 ◦C inkubiert. Nach drei Waschschritten für 3–5 Minuten mit TBST folgte die

Inkubation mit dem zweiten Antikörper (goat αrabbit HRP konjugiert, 1:5000 in TBST 5 %

BSA für eine Stunde bei RT. Eine Detektion der Signale erfolgte nach 3 Waschschritten mit

TBST per Rotilumin-Lösung (Roth) und Exposition eines Röntgenfilms (Fujifilm).

2.5.2 Allgemeine Western Blots

Bei Western Blots mit nicht phosphospezifischen Antikörpern wurden die Membranen mit

5 % Milch/PBST blockiert und die Antikörper ebenfalls in dieser Lösung inkubiert. Alle

Waschschritte erfolgten in PBST. Eingesetzt wurde ein goat αMaus Mef2c Antikörper (E17,

Santa Cruz) – Sekundärantikörper war ein Rabbit αgoat IgG Peroxidase Conjugate (Sigma-

Aldrich, Taufkirchen).

2.6 Histologie

2.6.1 Einbettung tierischen Gewebes in Paraffin

Einzubettende Gewebe wurden auf Eis in PBS präpariert, in eiskaltes 4 % PFA/PBS über-

führt und über Nacht fixiert. Handelte es sich um Gewebe später embryonaler Stadien oder

älterer Tiere, so wurde es nach Präparation in 4 % PFA/EDTA/PBS überführt und je nach

Alter für 24h bis 14 Tage mit regelmässigem Erneuern der Lösung fixiert und gleichzei-

tig dekalzifiziert. Anschliessend wurde das PFA durch zwei Waschschritte mit eiskaltem

DEPC-PBS für jeweils 5 Minuten ausgespült. In einer aufsteigenden Ethanolreihe (25 %,

50 % und 70 %) wurde das Gewebe manuell entwässert, bevor es automatisiert über wei-

tere Ethanolschritte (70 %, 95 %, 100 %) und Xylol mit Paraffin durchtränkt wurde. Schluß-

endlich wurden die Gewebe in Paraffin eingebettet und bei 4 ◦C bis zur weiteren Verwen-

dung gelagert.

Einbettung von Hühnchen Micromass-Kulturen (chMM) in Paraffin

Zur histologischen Untersuchung von Micromass-Kulturen wurden 12 Tage alte Kulturen

einmal mit PBS gewaschen, in eiskaltes 4 % PFA/PBS überführt und über Nacht bei 4 ◦C

fixiert. Um das PFA auszuwaschen, wurden die Kulturen zweimal für 5 Minuten in DEPC-

PBS gewaschen, bevor sie – wie in 2.6.1 beschrieben – entwässert und in Paraffin einge-

bettet wurden.
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2.6.2 Kryo Einbettung tierischen Gewebes

Gewebe wurden in kaltem PBS präpariert und sofort in eiskaltes TissueTek O.C.T. (Sakura,

Zoeterwoude, Niederlande) überführt. Die Einbettung erfolgte dann in speziellen Kammern

mit einem Kupferboden und Wänden aus Acrylglas. Die Kammern wurden mit TissueTek

gefüllt und auf einem per Trockeneis/Ethanol gekühlten (-20 ◦C) Alublock platziert, um eine

wenige Milimeter dicke, gefrorene Schicht TissueTek zu bekommen, auf der dann das Ge-

webe ausgerichtet wurde. Die Kammern wurden anschließend bei -20 ◦C im Gefrierfach

belassen, bis sie komplett durchgefroren waren. Die gefrorenen Blöcke wurden aus den

Kammern gelöst und bei -80 ◦C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.6.3 Gewebefärbungen

Deparaffinisierung und Rehydrierung von Geweben

Gewebeschnitte wurden bei 60 ◦C für 15 Minuten angebacken und dann zwei mal 15 Mi-

nuten in Ultraclear Xylol (J.T. Baker, Deventer, Holland) und zweimal 10 Minuten in 100 %

Ethanol deparaffinisiert. In einer absteigenden Alkoholreihe (jeweils 5 Minuten 75 %, 50 %

und 25 % Ethanol) und schließlich 10 Minuten in bidest wurde das Gewebe rehydriert. Re-

hydrierte Gewebe wurden anschließend nach folgenden Protokollen gefärbt.

Hämatoxylin-Eosin Alcian blue Färbung

Hämatoxylin ist ein saurer Farbstoff und färbt alle basische Strukturen (DNA, Zellkern, ER)

blau. Eosin dagegen ist ein basischer Farbstoff und färbt alle sauren Strukturen rot. Rehy-

drierte Schnitte wurden 30 Minuten in Alcian blue Lösung (1 % in bidest, pH 2,5) gefärbt

und danach 5–10 Minuten in bidest gewaschen. Es folgte eine Färbung für 3–7 Minuten

in Hämatoxylinlösung und ein anschließendes kurzes Spülen in bidest, bevor die Gewebe

für 10 Minuten unter Leitungswasser gespült wurden. Die Eosin Färbung erfolgte für 10–20

Sekunden, es folgten 3 Waschschritte in bidest, bevor die Gewebe in einer aufsteigenden

Ethanolreihe und Xylol dehydriert und mit Entellan eingedeckelt wurden.

von Kossa Färbung

Durch die von Kossa Färbung werden Kalzium Einlagerungen schwarz gefärbt. Da Kno-

chensubstanz aus Kalziumphosphat besteht, wird dieses gefärbt. Die Schnitte wurden 2–3

Minuten in einer 1%igen Silbernitratlösung inkubiert, nach 3 Waschsschritten für 1 Minute

in bidest wurden die Gewebe für 2 Minuten in 5 % Na2CO3/10 % Formaldehyd imnkubiert.

Dabei färbten sich die gebundenen Silberionen schwarz. Anschließend wurden die Gewebe

für 10 Minuten unter fließendem Leitungswasser gespült. Zur Entfernung nicht reduzierten

Silbers folgte eine 5minütige Inkubation in 5 % Dinatriumthiosulfatlösung. Anschließend

wurden die Schnitte wieder 10 Minuten unter fließendem Leitungswasser gespült, bevor

sie ein einer aufsteigenden Ethanolreihe (jeweils 2 Minuten 30 %, 50 %, 70 %, 90 % und

2× 100%) und 2× 3 Minuten in Xylol dehydriert und mit Entellan eingedeckelt wurden.
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2.6.4 Immunhistologie

BrdU Markierung auf Gewebeschnitten

2 Wochen alten Mäusen wurden 10 µl pro Gramm Körpergewicht einer 1000 fachen BrdU

Labelling Lösung (Roche, Mannheim) injiziert. Nach 6–8 Stunden wurden die Mäuse getö-

tet, das Gewebe präpariert, decalzifiziert und in Paraffin eingebettet. Anschließend wurden

histologische Schnitte mit einer Dicke von 7–10 µm angefertigt und auf Glasobjektträgern

aufgezogen. Zur Detektion wurden die Schnitte in Ultraclear entparaffinisiert, rehydriert,

die Antigene durch einen Proteinase-K Verdau (30 µg/ml in PBS) für 20 Minuten bei 37 ◦C

freigelegt und anschließend die DNA durch eine Inkubation mit 2 N HCl für 30 Minuten bei

37 ◦C denaturiert. Nach Neutralisation für 5 Minuten in 0,1 M Borat Puffer (0,1 M Natrium-

Borat, pH 8,5) wurde das Gewebe durch 15minütige Behandlung mit 0,1 % Triton X-100

und 0,1 % Saponin in PBS permeabilisiert. Die Blockierung erfolgte mit 5 % NGS und 3 %

BSA in PBS für 1 Stunde bei RT. Die Inkubation mit dem ersten Antikörper (mouse αBrdU,

Roche 1:20–1:50 in Blockierungslösung) erfolgte über Nacht bei 4 ◦C oder 1 Stunde bei

RT. Nach drei Waschschritten mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem zweiten Antikörper

in Blockierungslösung.

Immunhistologische Detektion von Sclerostin

Deparaffinisierte, rehydrierte Gewebe (siehe Abschnitt 2.6.3) wurden 15–20 Minuten bei RT

mit einer Trypsin/ETDA Lösung (Zellkultur Trypsin/EDTA 1:2 oder 1:5 in PBS) inkubiert, um

die Antigene zu demaskieren. Nach 2 Waschschritten für jeweils 5 Minuten in PBS wurden

die Gewebe mit 5 % BSA/PBS/0,1 % Triton X-100 für 30–60 Minuten bei RT blockiert.

Der Primärantikörper (goat α-mouse Sost, R&D Systems, Wiesbaden) wurde 1:80 in der

Blockierungslösung verdünnt und die Gewebe über Nacht bei 4 ◦C damit inkubiert. Der

Antikörper wurde durch dreimaliges Waschen in PBS entfernt und der Sekundärantikörper

(Alexa Fluor 546, α-goat, Invitrogen) in Blockierungslösung für 1 h bei RT auf den Geweben

inkubiert. Nach weiteren 3 Waschschritten für 5 Minuten in PBS wurden die Objetträger mit

den Geweben eingedeckelt.

2.7 In situ Hybridisierung (ISH)

2.7.1 Herstellung von DIG-markierten Hybridisierungssonden

Zur Herstellung von Digoxigenin-UTP (DIG-UTP) markierten RNA Sonden wurde das DIG-

RNA-Labeling Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) benutzt. Als Zielbereich für die

Sonden wurden nach Möglichkeit 450–600 bp lange Bereiche aus dem 3’UTR benutzt, um

Kreuzhybridisierungen zu vermeiden. Die Vorlagen für die Sonden wurden mittels PCR aus

cDNA amplifiziert, in die Vektoren pTA1 oder pTAgfp kloniert und anschließend in Bakterien

transformiert. Nach der Transformation wurden Plasmid-Mini-Präparationen angefertigt und

die Korrektheit des klonierten Fragments durch Sequenzierung bestätigt. Von den positiven
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Klonen wurden Glyzerinkulturen zur Lagerung bei -80 ◦C angefertigt. Aus den Plasmiden

wurde mittels PCR mit den Primern SP6 und T7 eine Transkriptionsvorlage hergestellt.

100–200 ng aufgereinigtes SP6/T7 PCR-Produkt wurde jeweils mit SP6 oder T7 RNA Po-

lymerase transkribiert, um eine Gegenstrang Sonde zur Expressionsanalyse herzustellen.

2.7.2 In situ Hybridisierung auf Gefrierschnitten

Die halbautomatisierte in situ-Hybridisierung erfolgte auf Kryoschnitten mit DIG-markierten

Sonden nach dem GenePaint-Protokoll [Herzig et al., 2001]. Es wurde ein Amplifikations-

schritt benutzt, der die Sensitivität etwa um einen Faktor 100 erhöht. Die Durchführung

erfolgte mit einer Tecan Genesis Plattform mit 2×48 Hybridisierungskammern. Prähybridi-

sierung, Hybridisierung, Wasch- und Farbdetektionsschritte wurden automatisch durchge-

führt.

2.7.3 In situ Hybridisierung auf Paraffinschnitten

Die in situ Hybridisierungen wurden auf 5–10 µm (je nach Stadium) dicken Paraffinschnit-

ten durchgeführt. Hierzu wurden die Schnitte zunächst bei 60 ◦C für eine Stunde angeba-

cken und dann zwei mal 15 Minuten in Ultraclear Xylol (J.T. Baker, Deventer, Holland) und

zweimal 10 Minuten in 100 % Ethanol deparaffinisiert. In einer absteigenden Alkoholreihe

(jeweils 5 Minuten 75 %, 50 % und 25 % Ethanol) und schlußendlich zwei mal 5 Minuten in

PBS wurden die Gewebe rehydriert. Eine Fixierung erfolgte mit 4 % PFA in PBS in 10 Mi-

nuten, gefolgt von zwei Waschschritten in PBST (0,1 % Tween 20). Die Gewebe wurden mit

Proteinase K (Roche) verdaut (je nach Alter unterschiedlich konzentriert und lang) und wie-

derum zwei mal 5 Minuten mit PBST gewaschen. Nach erneutem Fixieren für 5 Minuten in

4 % PFA/PBS und zwei Waschschritten mit PBST erfolgte eine zehnminütige Acetylierung

der RNA mit 500 µl Essigsäure-A-Anhydrid in 200 ml 0,1 M Triethanolamin (TEA). Nach

dreimaligem Waschen in PBST erfolgte die Prähybridisierung in einer feuchten Kammer bei

65 ◦C für 1–4 Stunden. Hierzu wurden 150–200 µl Hybridisierungsmix (10 mM Tris pH7,5;

600 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,25 % SDS; 10 % Dextran Sulfat; 1× Denhardt’s; 200 µg/ml

Hefe tRNA; 50 % Formamid) pro Objektträger eingesetzt. Die Schnitte wurden vorsichtig

mit Folie abgedeckt, um einen zusätzlichen Schutz gegen Austrocknung zu gewährleisten.

Anschließend wurden 2–4 µl Sonde pro Objektträger in 150–200 µl Hybridisierungsmix

verdünnt, für 5 Minuten auf 85 ◦C erhitzt und auf die Objektträger gegeben. Die Hybridi-

sierung der markierten Sonden erfolgte über Nacht bei 65 ◦C in einer feuchten Kammer.

Die Gewebe wurden kurz in 5× SSC gespült und dann für 30 Minuten bei 65 ◦C in 1×
SSC/50 % Formamid inkubiert, bevor sie für 10 Minuten in RNAse Puffer (10 mM Tris

pH7,5; 5 mM EDTA pH8,0 und 400 mM NaCl) bei 37 ◦C inkubiert wurden. Es folgte ein

Verdau mit RNAse (20 µg/ml) für 30 Minuten bei 37 ◦C in RNAse Puffer und danach noch

eine zehnminütige Inkubation in RNAse Puffer bei 37 ◦C. Nach einer Reihe von Wasch-

schritten in SSC (20 Minuten 2× SSC, zwei mal 20 Minuten 0,2× SSC) bei 65 ◦C und in

MABT (100 mM Maleinsäure; 150 mM NaCl; pH7,5 mit NaOH eingestellt; 0,05 % Tween-



28

20) bei RT, wurden die Gewebe für mindestens zwei Stunden mit 20 % Sheep HI Serum in

MABT blockiert. Alldieweil wurde der Antikörper (αDIG-AP Fab Fragmente, Roche Diagno-

stics GmbH, Mannheim) 1:2500 in 5 % Sheep HI Serum in MABT für 2 Stunden presorbiert,

um den Hintergrund zu reduzieren. Vor Gebrauch wurde noch Tween 20 zu einer Endkon-

zentration von 0,05 % hinzugegeben und die Antikörperlösung auf die Gewebe pipettiert.

Insgesamt wurden 200 µl Lösung pro Objektträger eingesetzt. Die Inkubation erfolgte in

einer feuchten Kammer bei 4 ◦C über Nacht. Nach einmaligem Spülen in MABT und drei

fünfminütigen Waschschritten mit MABT wurden die Schnitte für 10 Minuten in ALP-Puffer

(NTMT: 100 mM NaCl; 100 mM Tris pH9,5; 50 mM MgCl2; 0,05 % Tween 20) inkubiert. Die

Detektion des Signals erfolgte bei RT mit unverdünntem BM-Purple (Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim) mit 1 mM Levamisol und 0,05 % Tween 20. Alle 48 Stunden wurde die

Lösung erneuert. Zum Stoppen der Reaktion wurden die Schnitte in ALP-Puffer gespült,

zwei mal mit PBS gewaschen, 30 Minuten in 4 % PFA/PBS fixiert, nochmals zwei mal mit

PBS gewaschen und schließlich mit Hydromatrix eingedeckelt.

2.8 Zellkultur

Alle Zellkulturmedien enthielten 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin (Lonza,

Verviers, Belgien). Je nach Zelltyp/-linie wurden unterschiedliche Typen fötalen Rinderser-

ums und unterschiedliche Konzentrationen an L-Glutamin (Lonza, Verviers, Belgien) einge-

setzt. Das Medium der Hühner Micromass Kulturen enthielt zusätzlich noch Hühnerserum.

Die genauen Zusammensetzungen der Medien sind bei den jeweiligen Zelllinien vermerkt.

2.8.1 primäre Hühnerzellen

Primäre Hühnerzellen wurden eingesetzt, da diese mit einem replikationskompetenten Re-

trovirus (RCAS) infiziert und somit Kandidatengene in diesen Zellen überexprimiert wer-

den können. Eine nahezu hundertprozentige Infektionseffizienz bei gleichzeitig niedriger

und somit annähernd physiologischer Überexpression des Transgens ermöglicht eine gu-

te Analyse des jeweiligen Kandidatengens auf die Differenzierung der Chondrozyten oder

Osteoblasten.

Mesenchymale Stromazellen aus Hühnchenknochenmark (chBM)

Zur Gewinnung von mesenchymalen Stammzellen aus Hühnchen wurden die Tibiakno-

chen 18 Tage alter Hühnerembryonen isoliert und das Knochenmark mit DPBS (Lonza,

Verviers, Belgien) herausgespült. Durch Filtration durch ein Zellsieb (45 µm, BD Biotech)

wurde eine Einzelzellsuspension gewonnen, die zunächst 2 Stunden in Medium (α-MEM,

Lonza, Verviers, Belgien; 10 % FBS, Gibco; 2 mM L-Glutamin, Pen Strep) kultiviert wur-

de, um ein Anheften der erwünschten Zellen zu ermöglichen. Durch einen Waschschritt

mit DPBS wurden die nicht-adhärenten Zellen im Überstand entfernt. Die so gewonnenen

mesenchymalen Stromazellen wurden mit zwei Medienwechseln pro Woche bis zu einer
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Dichte von 80 % kultiviert und anschließend in einer Konzentration von 5×104 Zellen pro

ml ausgesät und mit RCAS-Viren infiziert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zel-

len zur Stimulation der Osteoblastendifferenzierung mit 50 µg/ml Vitamin C und 10 mM

β-Glycerolphosphat behandelt. Sofern nicht anders angegeben, wurden während der Dif-

ferenzierungsreihe alle zwei Tage Proben genommen. Zur Bestimmung des Grades der

Mineralisation wurden die Zellen mit 4 % PFA/PBS fixiert, gewaschen und mit Alizarin Red

S (Sigma Chemical, St. Louis, USA) gefärbt. Alizarin Red S bildet Komplexe mit Kalzium

und dient so der Detektion mineralisierten Gewebes.

Hühnchen Micromass-Kultur (chMM)

Die Hühnchen Micromass-Kultur dient als Modell für alle Stadien der Knorpeldifferenzie-

rung. Ein Vorteil ist die Möglichkeit, die Hühnchenzellen mit einem replikationskompetenten

Retrovirus zu infizieren, der ein Transgen der Wahl überexprimiert. So kann man dein Ein-

fluß bestimmter Faktoren auf die Differenzierung von Knorpelzellen in vitro untersuchen.

Zellen für die Hühnchen Micromass-Kultur wurden wie unter Lehmann et al. [2003] be-

schrieben gewonnen. Extremitätenknospen von 20–40 Hühnerembryonen im Hamburger-

Hamilton Stadium 22–24 wurden in PBS (Lonza, Verviers, Belgien) präpariert. Nach 3

Waschschritten mit warmem (37 ◦C) HBSS (Biochrom, Berlin) wurde das Ectoderm durch

eine 15minütige Inkubation mit Dispase (3 mg/ml in HBSS) bei 37 ◦C und weiteren Wasch-

schritten mit HBSS entfernt. Durch einen 30minütigen Verdau in 1 ml Kollagenase Lösung

(0,1 % Kollagenase Typ Ia (Sigma-Aldrich), 0,1 % Trypsin (Gibco), 5 % FBS (Biochrom,

Berlin) in PBS) und anschließende Filtration durch ein Zellsieb (45 µm, BD Bioscience)

wurde eine Einzelzellsupsension gewonnen, die auf eine Konzentration von 2×107 Zellen

pro ml eingestellt wurde. Ausgesät wurden 10 µl von dieser Suspension in einem Tröpfchen

in einem 24-Well. Nach 2 Stunden, die der Adhäsion der Zellen an die Oberfläche dienen,

wurde 1 ml Medium zu den Zellen gegeben. Die Kulturen wurden für die angegebenen

Zeiträume kultuviert und das Medium wurde alle 2 Tage erneuert.

Für Experimente bezüglich der Regulation von Mef2c wurden Hühnchen Micromass-Kul-

turen zu verschiedenen Zeitpunkten (d5, d7, d8) mit 1:5 in PBS verdünnter Kollagenase

Lösung verdaut, um eine Einzelzellsuspension zu bekommen. Die Zellen wurden in einer

Konzentration von 4–6×105 Zellen pro ml ausgesät und sofort mit Lipofectamin 2000 trans-

fiziert, bzw. mit RCAS Viren infiziert.

2.8.2 Zelllinien

Cos7 Zellen

Cos7 Zellen sind fibroblastische Zellen aus Nierengewebe der Grünen Meerkatze (Cerco-

pithecus aethiops). Sie wurden in DMEM mit 4,5 g/l Glukose mit 10 % FBS (Biochrom,

Berlin) in Gegenwart von 4 mM L-Glutamin mit Penicillin Streptomycin kultiviert.
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DF1 Zellen

DF1 Zellen sind Hühnerfibroblasten [Himly et al., 1998], die zur Herstellung von RCAS-

Viren eingesetzt wurden. Eine Kultivierung erfolgte in DMEM mit 4,5 g/l Glukose mit 10 %

FBS, 2 % Hühnerserum (Gibco Invitrogen GmbH, Karlsruhe), 4 mM L-Glutamin, 100 U/ml

Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin.

NIH3T3

NIH3T3 Zellen wurden in DMEM mit 1 g/l Glukose mit 10 % FBS (Gibco Invitrogen GmbH,

Karlsruhe) in Gegenwart von 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 µg pro ml

Streptomycin kultiviert.

2.8.3 Transfektionen

Transfektion von Zelllinien

DF1-Zellen wurden mit ExGen 500 (Fermentas), Cos7 und NIH3T3-Zellen mit Polyfect

(Qiagen, Hilden) und primäre Hühnerzellen wurden mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen)

nach den Angaben des Herstellers transfiziert.

Herstellung von RCAS-Viren

Zur Herstellung von RCAS-Viren wurden DF1 Zellen in 6 well Platten ausgesät und mit 1 µg

Plasmid per ExGen 500 (Fermentas, St. Leon Roth) nach Angaben des Herstellers trans-

fiziert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen zunächst in eine 75 cm2 Flasche

übertragen. Nach erneutem Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen auf zwei 15 cm ø

Schalen überführt und von diesen schlußendlich auf sechs 15 cm ø Schalen. Sobald die

Zellen ein letztes Mal konfluent gewachsen waren, wurde das Wachstumsmedium durch

Mangelmedium mit 1 % FBS und 0,2 % Hühnerserum ersetzt. Das Mangelmedium wurde

dreimal nach jeweils 24 Stunden gesammelt und sofort in Stickstoff eingefroren. Zur weite-

ren Aufbereitung wurde das gesammelte Medium aufgetaut, 5 Minuten bei 4000 RPM zur

Sedimentierung zellulärer Verunreinigungen zentrifugiert und anschließend filtriert (Steri-

cup 0,45 µm HV Durapore + Fiberglass Prefilter (beides Millipore, Schwalbach). Zur Auf-

konzentrierung des Virus wurden die Überstände in einer Ultrazentrifuge für 3 Stunden bei

4 ◦C und 21000 RPM (SW 32 Ti Ausschwingrotor, Beckman) in Portionen zu jeweils 35–

38 ml pro Röhrchen zentrifugiert. Die Überstände wurden bis auf wenige 100 µl verworfen

und die Viruspellets durch 1 stündiges Schütteln der Zentrifugationsröhrchen auf Eis und

anschließendes Mischen mit einer Pipette resuspendiert. Aliquots von 25–50 µl der virus-

haltigen Suspension wurden in Stickstoff schockgefroren und bei -80 ◦C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.



31

Transfektion primärer Hühnerzellen

Durch Kollagenase-Verdau von Hühner Micromass-Kulturen wurden Einzelzellsuspensio-

nen von primären Hühnerzellen gewonnen. Diese Zellen wurden mit Lipofectamine 2000

im 24well Format wie folgt transfiziert: 500 ng DNA und 1,5 µl Lipofectamine 2000 Reagenz

wurden pro well in jeweils 50 µl Optimem (Gibco Invitrogen, Karlsruhe) aufgenommen und

5 Minuten bei RT inkubiert. Die beiden Lösungen wurden vereinigt und weitere 20 Minuten

bei RT inkubiert, um die Bildung von DNA-Reagenz Komplexen zu ermöglichen. Anschlie-

ßend wurden 100 µl des Ansatzes zu den Zellen pipettiert.

6 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen teilweise mit humanem, rekombinantem

PTHrP (Peprotech, Hamburg) in einer Konzentration von 20 nM (1,96 µg/ml) für 18 Stunden

behandelt. H89 (Alexis Biochemicals, Lausen Schweiz) wurde in einer Konzentration von

10 µM, Forskolin (FSK) in einer Konzentration von 5 µM und SB203580 (Invivogen, San

Diego, USA) in einer Konzentration von 10–40 µM eingesetzt.

2.8.4 Immunzytologie

Zellen für die Immunzytologie wurden auf sterilen Glasplättchen in Zellkulturschalen aus-

gesät und kultiviert. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen 15 Minuten bei

4 ◦C entweder mit 4 % PFA/PBS oder eiskaltem Methanol fixiert und anschließend einmal

mit PBS gewaschen. Wurde mit PFA fixiert, so wurden die Zellen noch 15 Minuten bei RT

mit 0,1 % Triton X-100/1 % BSA in PBS permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen mit

PBS für jeweils 5 Minuten wurden die Zellen 1h bei RT mit 10 % FBS (Biochrom, Berlin)

in PBS blockiert. Der primäre Antikörper wurde in der Blockierungslösung verdünnt und

für 1h bei RT auf den Zellen inkubiert. Es folgten drei Waschschritte für jeweils 5 Minu-

ten mit PBS, danach wurden die Zellen mit dem ebenfalls in Blockierungslösung verdünn-

ten Sekundärantikörper plus DAPI (1:1000) für eine Stunde bei RT inkubiert. Nach drei

Waschschritten für jeweils 5 Minuten mit PBS wurden die Glasplättchen mit Fluoromount

(Southern Biotech, USA) auf einem Objektträger eingedeckelt.

2.8.5 Luciferase Reporterexperimente

Luciferase Reporterexperimente wurden mit dem Dual-Glo Luciferase Assay System (Pro-

mega, Mannheim) durchgeführt. 24 Stunden vor der Messung wurden die Zellen in Tripli-

katen mit den jeweiligen Plasmiden transfiziert (siehe Abschnitt 2.8.3). Transfizierte Zellen

wurden in 100 µl Passive Lysis Buffer (Promega, Mannheim) pro 24well für 10 Minuten

bei RT lysiert. 10 µl Lysat wurden dann mit 25 µl Dual Glo Reagenz versetzt, 10 Minuten

inkubiert und anschließend die Lumineszenz in einem Microbeta Trilux 1450 Luminometer

(Wallac, Turku, Finnland) gemessen. Zur Normalisierung wurden die Zellen mit pRL-CMV

Plasmid transfiziert, welches eine Renilla-Luciferase unter dem CMV-Promotor exprimiert.

Die Renilla Aktivität wurde im Anschluß an die Firefly Aktivität durch Zugabe von 25 µl Stop

and Glo Substrat zum Reaktionsansatz und 10 minütiger Inkubation gemessen. Soweit
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nicht anders angegeben, wurden jeweils die Mittelwerte und Standardfehler aus mindes-

tens drei unabhängigen Experimenten dargestellt.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Identifikation von Kandidatengenen mit einer Rolle in

der Skelettentwicklung

Ziel dieser Arbeit war die Identifikation und funktionelle Charakterisierung neuer Gene

mit einer Funktion in der Skelettentwicklung. Kandidatengene sollten anhand eines vorher

durchgeführten Vergleichs der Genexpression in embryonalen Oberarmen von Runx2-KO

Mäusen mit der von Wildtyp Mäusen [Hecht, 2006; Hecht et al., 2007] selektiert und weiter

untersucht werden. Um als potentieller Kandidat auch funktionell untersucht zu werden,

sollten folgende Bedingungen erfüllt sein:

1. eine Regulation in der Expressionsanalyse von mindestens 2-fach

2. eine bisher nicht beschriebene Rolle in der Skelettentwicklung oder eine gänzlich

unbekannte Funktion

3. vorzugsweise Transkriptionsfaktoren, Rezeptoren, sezernierte Faktoren

4. eine Expression in embryonalen Skelettelementen (durch ISH nachgewiesen)

Für Gene, die die Bedingungen 1 und 2 erfüllt haben, wurden in situ Sonden konstruiert und

mit embryonalen Gewebeschnitten von Mäusen hybridisiert, um die Expressionsdomänen

dieser Gene zu identifizieren und die Liste der Kandidaten weiter zu verfeinern.

3.1.1 Untersuchung der Expression potentieller Kandidatengene

Die Expressionsdomänen von Genen, die in Runx2-KO Mäusen im Vergleich zu WT Mäu-

sen eine veränderte Expression zeigten und die noch nicht in Hecht [2006] oder Hecht

et al. [2007] untersucht wurden, sollten bestimmt werden. Dies geschah mittels in situ-

Hybridisierung von RNA-antisense Sonden auf embryonalen Gewebeschnitten. Es wurden

die Oberamrknochen (Humeri) von Embryonen des Stadiums E15,5 benutzt, da diese be-

reits ossifizierte Bereiche besitzen und somit die Detektion von Expression in Osteoblasten

33
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möglich war. In der folgenden Tabelle 3.1 sind die Ergebnisse dieses Expressionsscreens

aufgeführt.

Tabelle 3.1: Expression regulierter Gene in der oberen Extremität zum Zeitpunkt E14,5. RNA antisense Sonden
wurden auf Gefrierschnitten embryonaler Arme hybridisiert, um die Expression potentieller Kandidatengene in
Skelettelementen zu untersuchen. Ein • markiert ein Signal. (Chon.: Chondrozyten, pht: prähypertropher Knorpel,
ht: hypertropher Knorpel, TrK: trabekulärer Knochen, Pch: Perichondrium, Pos: Periosteum, OZ: Osteozyten, OK:
Osteoklasten, n.d.: kein Signal detektierbar)

Expression potentieller Kandidaten (E14,5)

Gensymbol/EST
Chon.

TrK Pch Pos sonstiges
pht ht

AI121797/Tmem16a • • Gelenk

AI615325/Slc13a5 • • • •
Akp2 • • •
Aldh1a3 Muskel

AW120352 n.d.

BM120331 •
Cdkn1a • • Muskel

Cfh • OK

Col22a1 • • • Gelenk, Muskel

Dmp1 • • OZ

Edg7 n.d.

Fabp3 • • •
Fosl2 • Haut

Gadd45g •
Gcnt2 n.d.

Gnas • Gelenk, ubiquitär

Hhip • •
Ifitm5 • •
Irx5 • • •
Jarid2 n.d.

Kremen1 • •
Mef2c • • • • Muskelansätze

Ninj2 • • • Gelenk, Muskel

Phospho1 • • •
Panx3 • • •
Ptp4a1 •
Ptprz1 n.d.

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Fortgesetzt von der vorherigen Seite

Expression potentieller Kandidaten (E14,5)

Gensymbol/EST
Chondrozyten

TrK Pch Pos sonstiges
ph ht

Rras2 n.d.

Sdc2 • • • Gelenk

Siah2 n.d.

Slc9a2 • •
Smpd3 • • • •
Sp7 •
Unc5b • • Gelenk

Nach Datenbankrecherche (Pubmed, Stand Juni/Juli 2004) und in situ Hybridisierungen

wurden folgende Gene in die Liste der weiter zu untersuchenden Kandidaten aufgenom-

men: AI121797/Tmem16a, Fabp3, Ifitm5, Irx5, Mef2c, Ninj2, Pannexin3, Satb2, Smpd3 und

Unc5b. Von diesen Genen sollten nun die kodierenden Sequenzen in den RCAS kloniert

werden, um zu analysieren, welchen Effekt eine Überexpression in primären Zellen erzielt.

Für Satb2 konnte keine aussagekräftige in situ Hybridisierung angefertigt werden. Dieser

Transkriptionsfaktor wurde aufgrund der Regulation im Runx2-KO und der Tatsache, daß

eine Haploinsuffizienz dieses Gens zur Ausbildung einer Gaumenspalte führt [FitzPatrick

et al., 2003], in die Liste der Kandidaten aufgenommen.

3.2 Funktionelle Untersuchung der Kandidatengene

Um die möglichen Kandidatengene funktionell zu charakterisieren, wurden ihre kodieren-

den Sequenzen in ein modifiziertes RCAS-T/A Plasmid (2.1.8) kloniert. Der Vorteil des

RCAS Systems ist die Eigenschaft, in Geflügelzellen replikationskompetent zu sein, so

daß eine nahezu vollständige Infektion möglich ist. Zusätzlich wird das Transgen durch den

viralen LTR-Promotor relativ mild überexprimiert, was einem physiologischen Zustand in

der Zelle recht nahe kommt. So werden Effekte durch zu starke Expression und Anhäufung

des heterolog exprimierten Proteins vermieden. Es wurden mesenchymale Osteoblasten-

vorläuferzellen aus Hühnerknochenmark mit den jeweiligen Konstrukten infiziert und der

Einfluß der Kandidaten auf die Mineralisation dieser Zellen bestimmt. Zusätzlich wurden

auch Hühner Micromass-Kulturen infiziert, um einen Einfluß auf die Knorpeldifferenzierung

zu bestimmen.

3.2.1 Primäre Knochenmarkzellen aus Hühnerembryonen als Modell
für die Osteoblastendifferenzierung

Zur funktionellen Untersuchung möglicher Kandidatengene war es notwendig, ein Zellkul-

tursystem zu etablieren, anhand dessen der Einfluß dieser Gene auf die Differenzierung
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Abbildung 3.1: Unterschiedliche Zelltypen in Kulturen mesenchymaler Knochenmarkzellen. Nach der Präparation
mesenchymaler Zellen aus dem Knochenmark von Hühnerembryonen, erhält man 4 Haupttypen von adhärenten
Zellen. A: Fibroblastische Osteoblastenvorläufer, B: Adipozyten, C: Chondrozyten, D: Osteoklasten. Die Adipo-
zyten zeichnen sich durch Fettbläschen aus, die unter dem Mikroskop gelblich erscheinen. Bei zunehmender
Konfluenz der Zellen werden die Adipozyten durch die fibroblastischen Zellen verdrängt. Die Chondrozyten la-
gern sich zu charakteristischen Mustern ähnlich wie ein Kopfsteinpflaster zusammen. Osteoklasten sind sowohl
durch ihre Größe als auch durch das Vorhandensein mehrerer Zellkerne (schwarze Pfeile) zu erkennen. Diese
Zellen wurden 3 Tage nach der Präparation fotografiert.

von Osteoblasten untersucht werden kann. Die Anforderungen an dieses System waren

a) die Infizierbarkeit mit dem RCAS-Virus, die eine standardisierte Expressionsrate des

Transgens ermöglicht und b) das Potential zur Differenzierung in reife Osteoblasten. Für ei-

ne Infizierbarkeit mit dem RCAS-Virus war es notwendig, Geflügelzellen zu kultivieren. Es

bot sich an, Zellen von Hühnerembryonen einzusetzen, da das Huhn neben der Maus ein

in der Entwicklungsbiologie etablierter Modellorganismus mit ähnlicher Knochenentwick-

lung ist. Mit RCAS infizierte Geflügelzellen bringen replikationskompetente Viren hervor,

die dann wiederum weitere Zellen infizieren können, so daß eine nahezu 100%ige Infekti-

on der Kulturen erreicht werden kann. Es wurde ebenfalls versucht, Osteoblastenvorläufer-

zellen aus den Calvarien von Hühnerembryonen zu isolieren und zu kultivieren, wie es bei

der Maus üblich ist. Dies war aber nicht möglich, da sich diese Zellen spätestens nach

Beginn der Stimulation mit β-Glycerolphosphat von der Oberfläche der Kulturplatten lös-

ten und somit für Differenzierungsexperimente unbrauchbar waren. Als Alternative konnte

die Kultur mesenchymaler Stromazellen aus dem Knochenmark der Tibiae von Hühnerem-

bryonen etabliert werden (chBM Kulturen). Diese Zellen sind multipotent und können unter

geeigneten Bedingungen zu Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten differenzieren

(Abb. 3.1).

3.2.2 Stimulierte chBM Kulturen produzieren eine mineralisierte ex-
trazelluläre Matrix

Eine wichtige Voraussetzung für eine Mineralisation und damit osteoblastische Differenzie-

rung der chBM Kulturen ist neben der Stimulation mit β-Glycerolphosphat und Ascorbin-

säure ein geeignetes Serum – so konnten große Unterschiede in Bezug auf die Differenzie-

rung zwischen einzelnen Chargen verschiedener Hersteller festgestellt werden. Weiterhin

ist es notwendig, die isolierten Zellen zunächst bis zur Konfluenz zu züchten, bevor man

die Stimulation mit β-Glycerolphosphat einleitet. Da diese Zellen in Kultur sehr langsam
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Abbildung 3.2: Osteoblastische Differenzierung mesenchymaler Knochenmarks-Stromazellen. Stromazellen aus
dem Knochenmark 18 Tage alter Hühnerembryonen wurden in Kultur genommen und ab Beginn der Konfluenz
durch Addition von 50 µg/ml Ascorbinsäure und 10 mM β-Glycerolphosphat zum Medium stimuliert. A: Mesen-
chymale Knochenmarkzellen zum Zeitpunkt der Konfluenz. Es sind nur noch fibroblastenartige Zellen vorhanden,
die sehr dicht gewachsen sind und stimuliert werden können. B: Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die
Zellen fixiert und die Aktivität der Alkalischen Phosphatase (oben) und der Grad der Mineralisation über Färbung
mit Alizarin Red S (unten) bestimmt. Wie anhand der Färbung der extrazellulären Matrix zu erkennen ist, können
diese Zellen zu Osteoblasten differenzieren.

wuchsen, war es von Vorteil, sie möglichst dicht auszusäen (4×105 Zellen pro ml), damit

eine zügige Mineralisation erreicht wird. So konnte der Beginn der Mineralisation derartiger

Zellen von einer ursprünglich 8–10 tägigen Stimulationsphase auf nur 3 Tage reduziert wer-

den. Die Zellen wurden zu bestimmten Zeitpunkten mit PFA fixiert und mit Alizarin Red S

gefärbt, welches Komplexe mit Kalzium bildet und so der Detektion von mineralisiertem Ge-

webe dient. In Abbildung 3.2 ist deutlich zu erkennen, daß diese Zellen nach Stimulation

mit Ascorbinsäure und β-Glycerolphosphat zu Osteoblasten differenzieren konnten. Schon

einen Tag nach Beginn der Stimulation lässt sich die Aktivität der Alkalischen Phospha-

tase nachweisen und nach 3 tägiger Stimulation waren erste mineralisierte Bereiche der

Extrazellulären Matrix zu erkennen (Abb. 3.2). Zur Verlangsamung einer zu starken Diffe-

renzierung bei Überexpression eines stark aktivierenden Faktors (Runx2, Bmp2) bietet es

sich an, die Konzentration von β-Glycerolphosphat von 10 mM auf 2,5 mM zu reduzieren.

So stellen die chBM Zellen ein in vitro System dar, welches zur funktionellen Untersuchung

von sowohl stimulierenden als auch hemmenden Faktoren der osteoblastischen Differen-

zierung geeignet ist.

3.2.3 Stimulierte chBM Kulturen exprimieren Markergene differenzie-
render Osteoblasten

Detailliertere Analysen des Differenzierungszustands, die über den Grad der Mineralisation

oder die Aktivität der Alkalischen Phosphatase hinausgingen, ließen sich mit diesen Kultu-

ren durch quantitative RT-PCR durchführen, so daß ein Expressionsprofil von Markergenen

erstellt werden konnte (Abb. 3.3). Die qPCR Experimente zeigten, daß die chBM Zellen im

Laufe der Kultivierung unterschiedliche Differenzierungsmarker exprimierten – so erreichte

die Expression von Bmp2, Ibsp und Runx2 bereits nach 2 tägiger Stimulation ihr Maximum.
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Abbildung 3.3: Stimulierte chBM Zellen exprimieren Osteoblastenmarker. Stimulierte und mit einem leeren RCAS
Virus infizierte Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mit Trifast lysiert, die RNA isoliert und die Expres-
sionsstärken ausgewählter Osteoblastenmarker mittels qPCR ermittelt. Als interne Kontrolle diente GapDH, alle
Expressionswerte sind auf die jeweilige Stärke zum Zeitpunkt 0, also unmittelbar vor Beginn der Stimulation bezo-
gen. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten eines repräsentativen Experiments.
Akp2, Bmp2, Ibsp und Runx2 werden schon nach kurzer Zeit induziert, Ocn und Opn erst im weiteren Verlauf der
Differenzierung der Zellen.

Die Alkalische Phosphatase (Akp2) wurde nach 4 tägiger Stimulation maximal exprimiert,

um dann stark abzunehmen. Ocn und Opn dagegen wurden im Verlauf der Differenzierung

der Zellen zunehmend stärker exprimiert.

3.2.4 Überexpression in mesenchymalen Knochenmarkzellen (chBM)

Ausgewählte Kandidatengene wurden in chBM Kulturen retroviral überexprimiert. Um die

Differenzierung und Mineralisation dieser Zellen zu stimulieren, wurden sie nach Erreichen

der Konfluenz mit 10 mM β-Glycerolphosphat und 50 µg/ml Vitamin C behandelt. Zur Be-

stimmung des Effekts der Überexpression eines Gens wurde alle 24–48 Stunden der Mine-

ralisationsgrad der Zellen über eine Färbung mit Alizarin Red S bestimmt. Zusätzlich wurde

noch die Aktivität der alkalischen Phosphatase bestimmt – entweder qualitativ direkt auf

der Kulturplatte oder quantitativ in Lysaten der Zellen. Für weiterführende Analysen wurde
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Abbildung 3.4: Kandidatenscreen. Ausgewählte Kandidatengene wurden mittels RCAS Virus in den chBM Zellen
überexprimiert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte noch nach dem anfänglichen Protokoll, so daß eine längere
Stimulationsphase notwendig war. Nach 10tägiger Stimulation mit Vitamin C und β-Glycerolphosphat wurden die
Zellen fixiert und mit Alizarin Red S gefärbt, um die Mineralisation der extrazellulären Matrix nachzuweisen. Eine
Überexpression von Runx2 verstärkt die Mineralisation, eine Überexpression eines dominant negativen (Runt)
hemmt diese. Mef2c und Panx3 überexprimierende Zellen zeigen gegenüber der Kontrolle (RCAS) eine leicht
induzierte Differenzierung, während Fabp3, Irx5 und Satb2 die osteoblastische Differenzierung der Zellen zu
hemmen scheinen.

zu bestimmten Zeitpunkten die RNA der Zellen isoliert, um mittels quantitativer RT-PCR

(qRT-PCR) die Expressionsstärken ausgesuchter Differenzierungsmarker zu bestimmen.

Wie in Abbildung 3.4 gezeigt, konnte eine Überexpression von Mef2c und Panx3 die Diffe-

renzierung der chBM Zellen leicht stimulieren, während Fabp3, Irx5 und Satb2 einen leicht

inhibitorischen Effekt zu haben schienen. Im Laufe dieser Arbeit wurde Satb2 als essentiell

wichtiger Transkriptionsfaktor in der Osteoblastenentwicklung identifiziert [Dobreva et al.,

2006], so daß es als Kandidat ausfiel. Runx2 wurde als Positivkontrolle eingesetzt und ver-

stärkt erwartungsgemäß die Mineralisation der chBM Kulturen. Eine Infektion der Zellen

mit einem RCAS, der nur die DNA Bindedomäne (Runt) von Runx2 trägt, führt zu einer

erwarteten Hemmung der Mineralisation und wirkt somit als dominant negatives Runx2.

Um nicht zu viele Faktoren parallel zu bearbeiten, musste eine weitere Selektion der Kan-

didatengene vorgenommen werden. Die Wahl fiel auf Mef2c als hauptsächlich zu untersu-

chenden Kandidaten, da es einerseits als Transkriptionsfaktor eine potenziell wichtige Rolle

haben könnte und andererseits aufgrund der stimulierenden Effekte bei Überexpression in

chBM Zellen. Zusätzlich war eine Mef2cloxP Maus verfügbar, die für konditionelle Knockouts

von Mef2c eingesetzt werden konnte [Vong et al., 2005].

Mef2c induzierte die Expression von chondrozytären Differenzierungsmarkern

Mit Mef2c-RCAS infizierte chBM Kulturen zeigten bezüglich in frühen Experimenten eine

erhöhte Mineralisation, die aber in späteren Experimenten nicht mehr reproduziert werden

konnte (Abb. 3.5). Eine Überexpression von zwei verschiedenen Spleißvarianten von Mef2c

(V2 und V6) in chBM Zellen zeigte nach dem beschleunigten Differenzierungsprotokoll kei-

ne stimulierenden Effekte. Auch die Infektion der Zellen mit einem Mef2b-RCAS hatte kei-

ne Auswirkungen auf die Mineralisation. Einen hemmenden Effekt hatten hingegen PTHrP,

Sclerostin (Sost) und Sox9, die als bekannte Faktoren zur weiteren Charakterisierung der

chBM Kulturen eingesetzt wurden. Reproduzieren ließen sich hingegen die teilweise sehr

starke Induktion der Expression einiger Markergene differenzierender Chondrozyten. So

wurden vor allem Col10a1, Ibsp und Sox9 in Mef2c-RCAS infizierten Kulturen gegenüber
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Abbildung 3.5: Retrovirale Überexpression verschiedener Markergene, Mef2b und Mef2c in chBM Kulturen. Ge-
zeigt sind mit RCAS-Konstrukten infizierte Zellen, die 3 Tage stimuliert und dann mit Alizarin Red S gefärbt wur-
den. Aufgrund der dichten Aussaat (5×104 Zellen pro ml) und des verwendeten Serums differenzieren diese
Zellen schnell. Ein Runx2 RCAS wurde als Positivkontrolle eingesetzt. Die Überexpression von Mef2b oder zwei
unterschiedlichen Spleißvarianten von Mef2c zeigt keinen Einfluß auf die Mineralisation dieser Zellen. Eine Über-
expression von PTHrP, Sox9 oder Sost hemmt die Mineralisation der Zellen deutlich gegenüber der Kontrolle
(RCAS).

den Kontrollkulturen hochreguliert (Abb. 3.6). Betrachtet man die Expression von Osteo-

blastenmarkern, so zeigt sich, daß Mef2c nur einen sehr geringen Einfluß auf die mRNA

von Osteocalcin und keinen Einfluß auf die Expression von Osteopontin hatte. Beide Gene

wurden durch eine Überexpression von Runx2 um ein Vielfaches aktiviert.

Abbildung 3.7 verdeutlicht, daß Runx2 in den chBM Kulturen zwar die Expression von

Mef2c regulierte, aber Mef2c regulierte nicht die Expression von Runx2. Beiden Fakto-

ren gemein war die Fähigkeit, die Transkriptmenge von Mef2b zu erhöhen. In mit einem

leeren RCAS Virus infizierten Kulturen wurden sowohl Mef2c als auch Mef2b differenziell

reguliert – dies könnte ein Hinweis auf eine „echte“ Rolle dieser beiden Faktoren in der

Differenzierung der chBM Kulturen sein.

3.2.5 Überexpression in der Hühner Micromass-Kultur

Zwecks Untersuchung ihres Einflusses auf die Differenzierung von Chondrozyten wurden

die Kandidatengene auch in der Hühner Micromass-Kultur (chMM) überexprimiert. Mittels

Alcian-blue Färbung kann man die Knorpelmatrix dieser Kulturen bestimmen und somit

Rückschlüsse auf den Differenzierungsgrad bzw. den Grad der Chondrogenese ziehen. Die

Alkalische Phosphatase, deren Aktivität sich durch eine Farbreaktion nachweisen lässt, ist

in chMM Kulturen ein Marker für den Differenzierungsvorgang, da differenzierende Chon-

drozyten eine hohe Aktivität dieses Enzyms zeigen. Wie in Abbildung 3.8 gezeigt, hatte eine

Überexpression des Transkriptionsfaktors Iroquois related homeobox 5 (Irx5) eine Blocka-

de der Matrixbildung zur Folge – Irx5 hatte demnach eine anti-chondrogene Wirkung. Die

retrovirale Überexpression der anderen Kandidaten hatte keinen signifikanten Effekt auf die

Chondrogenese der Zellen. Eine Überexpression von Mef2c, Pannexin3 oder Smpd3 zeig-

te gegenüber der Kontrolle keinen signifikanten Effekt, was auch durch die Quantifizierung

des gebundenen Farbstoffs verdeutlicht wird. Zu Vergleichszwecken wurden Viruskonstruk-

te mit den kodierenden Sequenzen von PTHrP und Sox9 zur Infektion der Zellen genutzt.

PTHrP hat einen leicht chondrogenen, Sox9 hingegen einen sehr stark chondrogenen Ef-

fekt auf die chMM Kulturen. Beide Faktoren sind dafür bekannt, die späte, hypertrophe

Differenzierung von Chondrozyten zu hemmen, aber Sox9 ist notwendig für die frühen Sta-



41

Col10a1

0 2 4 6 8
0

10

20

30

40
RCAS

Mef2c

Runx2

Tage stimuliert

re
l.

 E
xp

re
ss

io
n

Ibsp

0 2 4 6 8
0

2

4

6

8

10

12

RCAS

Mef2c

Runx2

Tage stimuliert

re
l.

 E
xp

re
ss

io
n

Sox9

0 2 4 6 8
0

1

2

3

4

5

6
RCAS

Mef2c

Runx2

Tage stimuliert

re
l.

 E
xp

re
ss

io
n

Ocn

0 2 4 6 8

5

10

15

20

50

100

150

200

RCAS

Mef2c

Runx2

Tage stimuliert

re
l.

 E
xp

re
ss

io
n

Opn

0 2 4 6 8

5

10

15

20

25

50

100

150

200

RCAS

Mef2c

Runx2

Tage stimuliert

re
l.

 E
xp

re
ss

io
n

Abbildung 3.6: Mef2c induziert die Expression von Markergenen differenzierender Chondrozyten. chBM Kultu-
ren wurden mit verschiedenen RCAS Viren infiziert, die entweder kein Transgen (RCAS) oder Mef2c bzw. Runx2
überexprimieren und ab Beginn der Konfluenz stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die RNA iso-
liert und die Expression verschiedener Gene untersucht. Eine Überexpression von Me2fc hatte vor allem einen
stimulierenden Effekt auf die Expression von Col10a1, Ibsp und Sox9. Die Transkriptmenge von Ocn wird durch
Mef2c nur gering erhöht, Opn nicht. Beide Gene werden erwartungsgemäß sehr stark durch Runx2 aktiviert.
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Abbildung 3.7: In chBM Kulturen induziert Runx2 die Expression von Mef2c, aber Mef2c hat keinen Einfluß auf
Runx2. Die Expression von Mef2b wird aber durch beide Faktoren positiv beeinflußt. Sowohl Mef2c als auch
Mef2b werden im Verlauf der Differenzierung der Kontrollkulturen zu verschiedenen Zeitpunkten unterschiedlich
exprimiert, was auf eine Rolle bei der Reifung dieser Kulturen hinweisen könnte.
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Abbildung 3.8: Überexpression von Kandidatengenen in der Hühner Micromass-Kultur. Oben: Alcian-blue ge-
färbte Hühner Micromass-Kulturen 6 und 8 Tage nach Infektion mit einem Leer-RCAS, einem PTHrP-RCAS oder
einem RCAS Virus, der die kodierende Sequenz ausgewählter Kandidatengene trägt. Die Überexpression von
Irx5 hat einen anti-chondrogenen Effekt auf die Kulturen: 6 Tage nach Infektion ist noch keine gefärbte Matrix zu
erkennen, während die Kontrollkulturen schon deutlich angefärbt sind. Unten: Anhand der Quantifizierung des
gebundenen Farbstoffs wird deutlich, daß eine virale Überexpression von Pannexin3 oder Smpd3 keinen Effekt
bezüglich der Matrixproduktion zeigt.

dien der Chondrozytendifferenzierung, während PTHrP die Chondrozyten eher in einem

sehr frühen, proliferativen Zustand hält. Dies wird anhand der Alcian-blue Färbungen recht

deutlich.

Mef2c induziert in Micromass-Kulturen die Expression von Differenzierungsmarkern,
beeinflußt aber nicht deren Zusammensetzung

Wie schon in den chBM Kulturen, hatte Mef2c auch in den chMM Kulturen keinen nen-

nenswerten Effekt auf die Matrixbildung (Abb. 3.8). Auch bezüglich der Zellmorphologie

gab es keine Unterschiede zu den mit einem leeren Virus infizierten Zellen (Abb. 3.9). Im

Gegensatz dazu führte eine Überexpression von Runx2 neben einer beschleunigten Diffe-

renzierung der Chondrozyten auch zu einer verstärkten Bildung von Knorpelmatrix und zu

einem veränderten Aufbau der Micromass Kulturen. In Abbildung 3.9 ist dieser Unterschied

deutlich zu erkennen. So bildeten sich Bereiche mit hypertrophen Chondrozyten, die von ei-

ner Art Perichondrium – also dicht gepackten Zellen umgeben waren. Mef2c beschleunigte

die Expression von chondrozytären Differenzierungsmarkern, konnte aber im Gegensatz

zu Runx2 kein Perichondrium induzieren. Runx2 bewirkte ebenfalls eine stärkere Diffe-

renzierung der Chondrozyten, wie an den noch höheren Expressionsstärken bestimmter

Markergene zu erkennen ist. Eine Überexpression von Mef2c in vivo durch Injektion in Ex-

tremitätenknospen von Hühnerembryonen hatte ebenfalls keinen erkennbaren Effekt (nicht

gezeigt).
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Abbildung 3.9: HE/Alcian blue Färbung histologischer Schnitte von 12 Tage alten Hühner Micromass Kulturen.
Die Zellen waren entweder mit einem leeren RCAS Virus (RCAS), Runx2-RCAS (Runx2) oder Mef2c-RCAS
(Mef2c) infiziert und für 12 Tage kultiviert worden. Nach Einbettung in Paraffin wurden 5 µm dicke Schnitte an-
gefertigt und mit HE und Alcian blue gefärbt. Deutlich ist in allen Kulturen die blau gefärbte Knorpelmatrix zu
erkennen. Zwischen den Mef2c-RCAS und den Leer-RCAS infizierten Kulturen ist kein signifikanter Unterschied
zu erkennen, während die Runx2-RCAS infizierten Kulturen eine höhere Dichte an hypertrophen Chondrozyten
aufweisen. Zusätzlich bilden sich definierte Bereiche, die voneinander durch Zonen sehr dicht gelagerter Zellen,
die keine Knorpelmatrix bilden, abgegrenzt sind. Diese dichten Zonen ähneln dem Perichondrium.

Untersuchungen Mef2c-RCAS infizierter Kulturen auf RNA Ebene hingegen eine verstärkte

Expression von Markergenen differenzierender Chondrozyten. Die Expression der Alkali-

schen Phosphatase (Akp2), Kollagen Typ X (Col10a1), Integrin binding Sialoprotein (Ibsp),

Indian Hedgehog (Ihh) und des Parathyroid Hormon Rezeptors (Pthr1) war in den Mef2c

überexprimierenden Kulturen deutlich stärker als in den mit einem Leervirus infizierten Kon-

trollen (Abb. 3.10). Diese Effekte traten bereits nach 4 tägiger Kultivierung ein.

Ein Vergleich der Effekte von Mef2c und Runx2 auf die Expressionsprofile in chMM Kulturen

(Abb. 3.10) zeigte gewisse Unterschiede hinsichtlich der zeitlichen Verläufe der Genexpres-

sion. So wurde Akp2 durch Mef2c und Runx2 an Tag 4 stark aktiviert, die Expression stieg

aber in den Runx2-RCAS infizierten Kulturen immer weiter an, während sie in den Mef2c-

RCAS Kulturen nach Erreichen eines Maximums an Tag 4 wieder abnahm. Dabei blieb

sie aber immer deutlich stärker als in den Kontrollkulturen. Col10a1 und Ihh wurden beide

durch Mef2c schneller induziert, um in späteren Stadien deutlich stärker durch Runx2 re-
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Abbildung 3.10: Überexpression von Mef2c oder Runx2 in chMM Kulturen induziert die Expression von Marker-
genen differenzierender Chondrozyten. Hühner Micromass Kulturen wurden mit Mef2c-RCAS, Runx2-RCAS oder
einem Leervirus als Kontrolle infiziert und über den angegebenen Zeitraum kultiviert. Mef2c und Runx2 stimulie-
ren die gleichen Gene – teilweise aber unterschiedlich schnell. Die Transkriptmenge ausgewählter Gene wurde
mittels qPCR mit RNA aus chMM Kulturen bestimmt. Als interne Kontrolle diente die Expression von GapDH – alle
Werte sind relativ zu der Expressionsstärke Leer-RCAS infizierter Kulturen an Tag 2. Mef2c stimuliert die Akp2-
Expression nur temporär, während Runx2 diese im gesamten Verlauf der Kultur progressiv aktiviert. Col10a1
und Ihh werden in Frühstadien der Differenzierung stärker durch Mef2c, in späteren Stadien stärker durch Runx2
induziert. Integrin binding sialoprotein Ibsp wird durch Mef2c und Runx2 ähnlich schnell – durch Runx2 aber et-
was stärker – induziert. Einzig das für den Parathyroid Hormon Rezeptor kodierende Gen Pthr1 wird nur durch
Mef2c induziert. Die Expression des endogenen Mef2c nimmt im Verlauf der Differenzierung der Kulturen ab –
unabhängig von einer Überexpression von Runx2 oder Mef2c.

guliert zu werden. Runx2 aktivierte Col10a1 bis zu 110×, während es durch Mef2c knapp

50× aktiviert wurde. Mef2c und Runx2 induzierten die Expression des Integrin binding Sia-

loproteins (Ibsp) parallel – Runx2 hatte einen etwas stärkeren Effekt. Die Expression von

endogenem Mef2c nahm während der Differenzierung der Kulturen ab – ein besonderer

Einfluß durch Runx2 oder Mef2c ließ sich nicht nachweisen. Einzig das Gen des Parathy-

roid Hormon Rezeptors (Pthr1) wurde nur durch die Überexpression von Mef2c induziert.

3.2.6 Expression der MEF2 Transkriptionsfaktoren im Knochen

Zur weiteren Charakterisierung der Rolle von Mef2c in der Skelettentwicklung war es not-

wendig, die Expression in Skelettelementen zu untersuchen. In Abbildung 3.11 ist die Ex-
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Abbildung 3.11: Expression von Mef2a, Mef2c und Mef2d in Skelettelementen. Gezeigt sind die Expressions-
muster von Mef2a, Mef2c und Mef2d Humeri von 14,5 und 15,5 Tage alten Mausembryonen. Eine Hybridisierung
einer Sonde gegen Mef2b ergab keine reproduzierbaren Resultate. Eine Sonde gegen Mef2a gibt ein deutliches
Signal im Muskelgewebe, während es im Bereich des Humerus eher schwach ist. Signal für Mef2c lässt sich
im Perichondrium, in proliferierendem Säulenknorpel, prähypertrophen und frühen hypertrophen Chondrozyten
detektieren. Außerdem gibt es eine starke Expression in an den Enden der Muskelfasern an den Übergängen
zu den Sehnen und eine leichte Expression im gesamten Muskel. Die Bereiche mit einer Expression von Mef2d
im Knochen decken sich mit denen der Mef2c Expression – im Muskel wird Mef2d in einem anderen Bereich
exprimiert, und zwar entlang der Muskelfasern.

pression von Mef2a, c und d gezeigt. Eine in situ Hybridisierung gegen mRNA von Mef2b

ergab keine reproduzierbaren Ergebnisse, so daß hierzu keine Abbildung aufgeführt ist.

Alle drei Faktoren wurden in proliferierenden und prähypertrophen Chondrozyten sowie im

Bereich des Perichondriums exprimiert. Die Expression von Mef2a in den Skelettelementen

schien etwas schwächer als die der beiden anderen Faktoren zu sein. Betrachtet man das

den Knochen umgebende Muskelgewebe, so zeigten sich deutlich Unterschiede bezüg-

lich der Lokalisation der einzelnen Signale. So fand sich eine sehr starke Expression von

Mef2c in den Übergangsbereichen zwischen Muskel und Sehnen, aber keine Transkripte

von Mef2a und Mef2d. Letztere waren eher im ganzen Muskel exprimiert.
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3.3 Konditionelle Knockouts mit der Mef2cloxP Maus

Die Ergebnisse aus den in vitro Experimenten führten zu der Vermutung, daß ein Knockout

von Mef2c einen Skelettphänotyp verursachen könnte. Ein Verlust von Mef2c im gesamten

Organismus ist im embryonalen Stadium E9,5 letal, da die frühe Herzentwicklung gestört

ist [Lin et al., 1997]. Diese KO-Mäuse haben noch keinerlei Skelettanlagen und lassen

deswegen keine Rückschlüsse auf die Funktion von Mef2c während der Entwicklung des

Skeletts zu. Aus diesem Grunde wurden Mef2cloxP Mäuse [Vong et al., 2005] eingesetzt,

die einen konditionellen Knockout von Mef2c erlauben. Diese Mauslinie wurde von John

Schwarz (Albany, USA) zur Verfügung gestellt. Das zweite kodierende Exon von Mef2c ist

bei diesen Mäusen von loxP Sequenzen flankiert, so daß das gesamte Exon bei Expression

einer Cre-Rekombinase herausgeschnitten werden kann (Abb. 3.12). Dies führt zu einem

Funktionsverlust, da das zweite Exon die MADS-Box und MEF2-Domäne kodiert. Zur Cha-

rakterisierung der Rolle von Mef2c in der Skelettentwicklung wurden Mef2cloxP Mäuse mit

unterschiedlichen Mauslinien verpaart, die jeweils eine Cre-Rekombinase unter der Kon-

trolle eines gliedmaßen- oder skelettspezifischen Promotors exprimieren. Auf diese Weise

wurden konditionelle Knockouts von Mef2c generiert. Die eingesetzten Cre-Linien waren:

Prx1-Cre, α(I) Collagen-Cre, Col10a1-Cre und α1(II) Collagen-Cre.

Abbildung 3.12: Position der loxP-Sequenzen um das kodierende Exon 2 des murinen Mef2c. Durch eine Ver-
paarung mit einer Maus, die transgen für eine Cre-Rekombinase ist, kann das Exon 2 in den Zellen mit der aktiven
Rekombinase ausgeschnitten werden. Dies führt zu einem Funktionsverlust und entspricht einem Knockout in den
betroffenen Zellen. Nach Vong et al. [2005].

3.3.1 Konditionelle Knockouts von Mef2c in Skelettelementen verur-
sachen einen Phänotyp

Prx1Cre und Col2Cre

Eine Verkreuzung der Mef2cloxP Maus mit einer Prx1Cre Maus führt zu einem Knockout in

allen Zellen der Gliedmaßen, da der Prx1 Promotor in allen Vorläuferzellen der Extremitä-

tenknospen aktiv ist. Die homozygoten Mef2cPrx1Cre/KO Mäuse zeigten einen Phänotyp mit

verkürzten, gekrümmten Gliedmaßen und einen watschelnden Gang. Sie waren aber le-

bensfähig und zeigten auch mit zunehmendem Alter keine erhöhte Sterblichkeit. Die Böcke

waren fertil, während aus Verpaarungen mit mutanten Weibchen kein Nachwuchs hervor-

ging. Heterozygote Tiere zeigten keinen Phänotyp. Abbildung 3.13 verdeutlicht die Stö-

rungen in den Knochen der Gliedmaßen. Die Röhrenknochen waren in den homozygoten

Mutanten teilweise gekrümmt und verdreht – vor allem Humerus und Ulna erschienen auch

verdickt. Die Mineralisation der Knochen war gestört, wobei Unterarm und Unterschenkel
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Abbildung 3.13: Gestörte enchondrale Ossifikation als Folge einer konditionellen Deletion von Mef2c. A-H: Aliza-
rin Red S und Alcian blue Färbung von P0 Wildtyp (A-D) und Mef2cPrx1Cre/KO (E-H) Knochen. In den KO Mäusen
sind die langen Knochen verkürzt und erscheinen teilweise verdickt. Unterarm und Unterschenkel scheinen stär-
ker betroffen zu sein als Oberarm und Oberschenkel. Die Mineralisation der Knochen ist besonders in Radius und
Tibia gestört. Die KO Knochen zeigen teilweise überschüssige Knorpelbereiche. I: Alizarin Red S und Alcian blue
gefärbte Skelettpräparation einer 4 Wochen alten Wildtyp Maus im Vergleich zu einer Mef2cCol2Cre/KO Maus. Mit
Ausnahme des Schädels sind alle Knorpelelemente im KO deutlich größer. Die Röhrenknochen zeigen Minerali-
sation und erscheinen nicht mehr verdickt, sind jedoch kürzer – Radius und Ulna erscheinen verdreht. Die Rippen
des KO sind am Übergang zwischen Knorpel und Knochen deutlich verdickt.

stärker betroffen waren – der Radius zeigte überhaupt keine Mineralisation, die Tibia nur

sehr wenig. Es zeigten sich teilweise überschüssige Knorpelbereiche. Das axiale Skelett

der Mef2cPrx1Cre/KO Mäuse war nicht betroffen, da dort keine Expression der Cre Rekombi-

nase stattfand.

Eine Deletion von Mef2c in allen Chondrozyten durch Einsatz einer Col2Cre Maus führte

bei homozygoten KO Mäusen zu einem Phänotyp in allen enchondral gebildeten Knochen.

So waren die mutanten Mäuse insgesamt kleiner als ihre Geschwister und sie zeigten

auch den gleichen watschelnden Gang wie die Mef2cPrx1Cre/KO Mäuse. Betrachtet man die

Skelette dieser Mäuse (Abb. 3.13 I), so wird deutlich, daß alle Skelettelemente, die durch

enchondrale Ossifikation gebildet werden, betroffen waren. Sehr auffällig ist, daß bei 4

Wochen alten Mäusen die Knorpelelemente deutlich prominenter waren – dies zeigt sich

besonders an den Wirbelkörpern der Wirbelsäule, an den Übergängen zwischen minerali-
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sierten und knorpeligen Bereichen der Rippen und in den Gelenken der Extremitäten. Alle

Knochen enchondralen Ursprungs waren im KO kürzer als im WT – sie wirkten aber nicht

mehr so deformiert wie in den frühen Stadien. Es scheint, daß der Phänotyp nicht pro-

gressiv ist, sondern mit zunehmendem Alter milder wird. Die Verkürzung der Knochen, die

schon in frühen Stadien angelegt war, wurde aber nicht mehr ausgeglichen.

3.3.2 Eine Deletion von Mef2c verursacht eine Verzögerung der Hy-
pertrophie

Abbildung 3.14: Verzögerte Hypertrophie in den Mef2cPrx1Cre/KO Mäusen. A: HE/Alcian blue Färbungen von
Paraffinschnitten der Humeri von WT und Mef2cPrx1Cre/KO Mäusen zu verschiedenen embryonalen Zeitpunkten.
Die Differenzierung der Chondrozyten in den Mutanten ist verzögert, so zeigen sich erst ab dem Stadium E16,5
hypertrophe Bereiche, die aber ungeordnet erscheinen. Zum Zeitpunkt E18,5 scheint die Wachstumsfuge um 90◦

gedreht und zum Perichondrium hin ausgerichtet zu sein. B: HE/Alcian blue Färbungen von Radius und Ulna zum
Zeitpunkt E16,5. Die mutante Ulna zeigt die gleiche Verzögerung in der Differenzierung der Chondrozyten wie
der Humerus, der Radius ist sogar noch stärker beeinträchtigt – es gibt noch keinerlei hypertrophe Chondrozyten.
Zwischen Radius und Ulna der Kontrolltiere lässt sich kein Entwicklungsunterschied feststellen.

Zur genaueren Analyse der Auswirkung des KOs wurden histologische Färbungen der Hu-

meri verschiedener embryonaler Stadien von Mef2cPrx1Cre/KO und Wildtyp Mäusen angefer-

tigt und miteinander verglichen (Abb. 3.14). Sie verdeutlichen, daß die gestörte enchondra-

le Ossifikation im KO durch eine Verzögerung und Störung der Hypertrophie der Chondro-

zyten bedingt war. Während in den Kontrolltieren bereits zum Zeitpunkt E14,5 hypertrophe

Chondrozyten sichtbar waren, gab es in den Mutanten keinerlei Chondrozytendifferenzie-

rung zu verzeichnen (Abb. 3.14 Aa & Ad). Gleichzeitig erschien die Knorpelanlage des mu-

tanten Humerus kleiner und damit im Wachstum verzögert zu sein. Zum Zeitpunkt E16,5

war in den Kontrolltieren schon trabekulärer Knochen und eine Markhöhle nachweisbar –

im mutanten Knochen waren nun über einen großen Bereich hypertrophe Chondrozyten

zu erkennen, aber noch keinerlei Gefäßinvasion, die ein Einwandern von Osteoblasten er-
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Abbildung 3.15: Verzögerte Mineralisation und Osteoklasteninvasion als Folge der Deletion von Mefc. A: von
Kossa und TRAP (Ac & Af) Färbungen histologischer Schnitte der Humeri von WT und Mef2cPrx1Cre/KO Mäusen
zu verschiedenen Stadien. Im Humerus der Kontrolltiere lässt sich zum Zeitpunkt E16,5 bereits trabekulärer und
kortikaler Knochen nachweisen, während in den Mutanten noch keinerlei Mineralisation stattgefunden hat. Zum
Zeitpunkt E18,5 ist in den Mutanten immer noch kein trabekulärer Knochen vorhanden, der kortikale hingegen ist
mineralisiert und deutlich dicker als im Wildtyp. Zusätzlich ist die Matrix, welche die hypertrophen Chondrozyten
umgibt mineralisiert. Mef2c KO Humeri zeigen weniger Osteoklastenaktivität. TRAP/Lichtgrün Färbung von his-
tologischen Schnitten der Humeri neugeborener Wildtyp (Ac) und Mef2cPrx1Cre/KO (Af) Mäuse. Die Anzahl TRAP
positiver Zellen (violett) ist im KO reduziert und auf einen Bereich in der Nähe der Kortikalis begrenzt. Im WT
findet sich Signal im Bereich der Trabekel. Gut zu erkennen ist die im KO massiv verdickte Kortikalis und eine
reduzierte TRAP-Aktivität. B: Immunhistochemie gegen Sclerostin zum Zeitpunkt E18,5. In der Kortikalis der mu-
tanten Knochen ist kein Sclerostin nachweisbar, während es in den Osteozyten der Kontrolltiere im Cytoplasma
vorliegt.

möglichen könnte. Anhand der von Kossa Färbungen, mit denen mineralisiertes Gewebe

nachzuweisen ist, ist zu erkennen, daß im mutanten Knochen noch keinerlei Mineralisation

stattgefunden hatte, während im Wildtyp das primäre Ossifikationszentrum und der korti-

kale Knochen angelegt waren (Abb. 3.15 Aa & Ad). Der mutante Knochen wirkte zudem

deutlich verdickt. Erste mineralisierte Bereiche zeigten sich im mutanten Knochen im Sta-

dium E18,5 – hier waren nun die hypertrophen Chondrozyten von mineralisierter Matrix

umgeben – trabekulärer Knochen war aber noch nicht vorhanden. Der mineralisierte kor-

tikale Knochen hingegen wirkte deutlich massiver, aber auch löchriger als im Wildtyp. Die

Wachstumsfuge erschien weniger geordnet und die Chondrozyten zeigten eine um 90◦ ge-

drehte Anordnung in Richtung des kortikalen Knochens. Es waren noch keine Anzeichen

einer beginnenden Gefäßinvasion oder eines Abbaus der hypertrophen Chondrozyten zu

erkennen. Bei Betrachtung des distalen Bereichs (Radius und Ulna) wird deutlich, daß

der Radius noch stärker verzögert war als die Ulna (Abbildungen 3.14 B. Während zum

Zeitpunkt E16,5 in der mutanten Ulna schon hypertrophe Chondrozyten vorhanden waren,

fehlten diese im Radius komplett. In Leupin et al. [2007] wurde gezeigt, daß Mef2c die Ex-

pression von Sclerostin/Sost über einen Enhancerbereich reguliert. Da Sost als negativer
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Regulator der Mineralisation bekannt war [van Bezooijen et al., 2004], wurden die kortika-

len Knochen auf Sclerostin untersucht. Wie in Abbildung 3.15 B zu erkennen ist, war in den

mutanten Knochen kein Sclerostin nachzuweisen.

Um zu untersuchen, ob die Anhäufung der hypertrophen Chondrozyten in der Wachstums-

fuge aufgrund verringerter Aktivität oder auch Anzahl der Osteoklasten geschieht, wurden

TRAP-Färbungen auf den Humeri Neugeborener Wildtyp und KO Mäuse angefertigt. Dies

geschah in Zusammenarbeit mit Jirko Kühnisch (Institut für Medizinische Genetik, Cha-

rité Berlin). Bei diesen Färbungen wird das Enzym Tartrat resistente saure Phosphatase

(TRAP) – ein Marker für die Aktivität von Osteoklasten – durch eine Farbrekation nachge-

wiesen. In Abbildung 3.15 Ac & Af ist zu erkennen, daß im KO deutlich weniger Zellen posi-

tiv für die TRAP waren. Die wenigen positiven Zellen befanden sich in einer eng begrenzten

Zone in der Mitte des Humerus dicht am kortikalen Knochen, während sie im Wildtyp über

die gesamte Breite des Knochens um die Trabekel herum lagen. Durch die Gegenfärbung

mit Lichtgrün, welches Knochen und Bindegewebe färbt, wird auch der Unterschied in der

Dicke des kortikalen Knochens zwischen WT und KO deutlich.

3.3.3 Eine Deletion von Mef2c in hypertrophen Chondrozyten und Os-
teoblasten hat keine Auswirkungen

Abbildung 3.16: Vergleich aller konditionellen KOs. HE+Alcian Blue Färbungen von Humeri neugeborener Mäu-
se. Nur ein Knockout von Mef2c in der Extremitätenknospe (Prx1Cre) und in frühen Chondrozyten (Col2Cre)
führt zu einem Phänotyp, Knockouts in hypertrophen Chondrozyten (Col10Cre) und Osteoblasten (Col1Cre) ha-
ben keine Auswirkungen auf die Entwicklung der Knochen. In den betroffenen Humeri sind die Drehung der
Wachstumsfuge zum kortikalen Knochen und die Störung in der Gefäßinvasion und im Abbau der hypertrophen
Knorpelmatrix gut zu erkennen.

Um einzugrenzen, in welchen Zelltypen die Deletion von Mef2c zu einem Effekt führt, wur-
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den weitere konditionelle Knockouts durch Verkreuzung mit zusätzlichen Cre-Mauslinien

generiert, die in unterschiedlichen Zelltypen zu einer Deletion führen. Abbildung 3.16 zeigt

Histologien der Humeri neugeborener Wildtyp Mäuse im Vergleich zu denen aller konditio-

nellen KOs. Nur Mef2cPrx1Cre/KO und Mef2cCol2Cre/KO zeigten einen Phänotyp. Auch hier ist

die enorme Verbreiterung des kortikalen Knochens in den betroffenen Mutanten zu erken-

nen. Außerdem schienen der Abbau der hypertrophen Chondrozyten und die Gefäßinvasi-

on sehr unregelmässig und vorerst nur in Randbereichen stattzufinden. Mef2cCol1Cre/KO und

Mef2cCol10Cre/KO Mäuse waren nicht betroffen – eine Deletion in hypertrophen Chondrozyten

oder Osteoblasten schien also ohne Folgen zu sein. Dadurch liegt die Vermutung nah, daß

Mef2c eine Rolle in der Differenzierung der Chondrozyten bis hin zur Hypertrophie – nicht

aber in reifen Chondrozyten oder Osteoblasten – egal welchen Stadiums – spielt.

3.3.4 Mef2cloxP/KO Mäuse entwickeln in älteren Stadien eine abnorme
Wachstumsfuge

Zur weiteren Charakterisierung der Auswirkungen einer Deletion von Mef2c wurden auch

die Knochen von 4 und 8 Wochen alten Tieren untersucht. Die Knochendichte wurde in Zu-

sammenarbeit mit Ina Kramer (Novartis, Basel) per µCT analysiert. Zusätzlich fertigte Jir-

ko Kühnisch histologische Färbungen von Schnitten nicht entkalkter Knochenproben nach

Einbettung in Methacrylat an. Die Abbildung 3.17 veranschaulicht die Situation im Femur 4

Wochen alter Mäuse. Die von Kossa Färbungen der distalen Wachstumsfuge des Femurs

verdeutlichen, daß die mutanten Knochen eine mehr als viermal breitere Wachstumsfuge

besaßen, die hauptsächlich aus hypertrophen Chondrozyten gebildet wurde (Abb. 3.17 A-

D). Das sekundäre Ossifikationszentrum war nur rudimentär angelegt – es bestand über-

wiegend aus hypertrophen Chondrozyten, die von einer mineralisierten Matrix umgeben

waren. Die Diaphyse des mutanten Knochens hatte sich weitesgehend normalisiert – es

waren trabekulärer Knochen und eine Markhöhle vorhanden. Trotz der enorm verbreiterten

Wachstumsfuge waren die mutanten Knochen ca. 20 % kürzer als die der unbetroffenen

Mäuse. Die µCT Bilder (Abb. 3.17 H-J) zeigen, daß die Verdickung der kortikalen Knochen

in den Mef2cPrx1Cre/KO und den Mef2cCol2Cre/KO Mäusen nicht mehr so stark ausgeprägt war

wie bei den Neugeborenen Mäusen.

Die Analyse der Femora von 8 Wochen alten Mäusen zeigt, daß die Wachstumsfuge in

den Mef2cPrx1Cre/KO Mäusen weiterhin abnorm verbreitert war (Abb. 3.18 A & B). Das se-

kundäre Ossifikationszentrum war nur zu einem Teil mit trabekulärem Knochen angelegt,

der größere Teil bestand noch aus von mineralisierter Matrix umgebenen hypertrophen

Chondrozyten. Insgesamt wirkte es unorganisiert. Anhand der 3D Rekonstruktionen wird

deutlich, daß die mutanten Knochen weiterhin verkürzt und breiter waren (Abb. 3.18 C-F).

Ein Querschnitt durch die Knochen zeigt, daß die Verdickung der Kortikalis in der Mutante

weiter zurückgegangen war (Abb. 3.18 G & H).
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Abbildung 3.17: Abnorme Morphologie der Mef2cloxP/KO Knochen im Alter von 4 Wochen. A & B: von Kossa
Färbungen der distalen Wachstumsfuge im Femur. In den Mutanten ist die Wachstumsfuge extrem verbreitert,
ein sekundäres Ossifikationszentrum ist nur rudimentär angelegt und besteht hauptsächlich aus mineralisiertem
hypertrophem Knorpel. C & D: direkter Vergleich der Wachstumsfugen. Orange: proliferierende Chondrozyten,
blau: hypertrophe Chondrozyten. Im KO sind beide Zonen breiter als im WT, die hypertrophe Zone ist mehr als
viermal so breit. E-G: µCT Rekonstruktionen der Femora zeigen eine Verkürzung um 20 %, eine Verdickung des
kortikalen Knochens und eine Verbreiterung der Wachstumsfugen in den Mef2cPrx1Cre/KO (F) und Mef2cCol2Cre/KO

(G) Mäusen. Ein Querschnitt durch den Femur veranschaulicht zusätzlich die Verdickung der Kortikalis in den
Mutanten (H-J), die aber nicht mehr so stark wie bei den Neugeborenen ist.

3.3.5 Die Expression von Markergenen ist in den Mef2cPrx1Cre/KO Mäu-
sen verzögert.

Zur Analyse der Vorgänge, die auf molekularer Ebene durch die Deletion von Mef2c beein-

trächtigt werden, wurde die Expression verschiedener für die Skelettentwicklung relevanter

Markergene untersucht. Hierzu wurden in situ Hybridisierungen (ISH) mit Sonden gegen

Transkripte dieser Gene auf Paraffinschnitten der Arme verschiedener Entwicklungsstadi-

en durchgeführt. Ein Teil dieser Arbeiten wurde von Ines Dabow im Zuge ihrer Diplom-

arbeit [Dabow, 2008] durchgeführt. Wie in den Abbildungen 3.19-3.23 zu sehen ist, war

die Expression der untersuchten Markergene in den Mef2cPrx1Cre/KO Mäusen während der

untersuchten Stadien gegenüber den jeweiligen Kontrolltieren stark verändert.
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Abbildung 3.18: Die Wachstumsfuge in 8 Wochen alten Mef2cPrx1Cre/KO Mäusen bleibt weiterhin verändert. A &
B: die mutante Wachstumsfuge ist weiterhin verbreitert, wenn auch weniger stark als bei 4 Wochen alten Tieren.
Sie wirkt weiterhin sehr unreglemässig und auch das sekundäre Ossifikationszentrum bleibt gestört. C-F: die
3D Rekonstruktionen zeigen, daß die Verkürzung des mutanten Knochens um 20 % bestehen bleibt – er wirkt
insgesamt gedrungen. Im Querschnitt ist der Schaft des mutanten Knochens nicht mehr so stark verdickt wie
noch bei 4 Wochen alten Tieren (G & H).

Expression von Markergenen im embryonalen Stadium E14,5

Im embryonalen Stadium E14,5 (Abb. 3.19) zeigte sich eine deutliche Verzögerung aller

Differenzierungsmarker – teilweise waren sie auch komplett abwesend. Der undifferenzier-

te Zustand der Knorpelanlage wird anhand der Expression von Typ II Kollagen (Col2a1)

deutlich: im mutanten Humerus waren alle Zellen noch positiv, während im WT Humerus

schon eine Differenzierung der Chondrozyten stattgefunden hatte und Typ II Kollagen nur

noch in Zellen an den beiden Enden des Humerus exprimiert wurde. Dementsprechend

war jegliches Transkript für Typ X Kollagen – einem Marker hypertropher Chondrozyten –

in den Mutanten abwesend. Auch die Alkalische Phosphatase (Akp2), die einen Einfluß

auf die Phosphatkonzentration hat [Fedde et al., 1999], wurde im Humerus der mutanten

Mäuse nur sehr schwach im Perichondrium exprimiert, während sie in den Kontrollen im

Bereich des gesamten Perichondriums sehr stark und in den prähypertrophen und hyper-

trophen Chondrozyten nachzuweisen war. Runx2 als einer der Haupttranskriptionsfaktoren

für die Differenzierung von Chondrozyten und Osteoblasten, war in den Mutanten insge-

samt nur sehr schwach und in einem unregelmässigen Muster exprimiert. Es schien auch

ein leicht stärkeres Signal an den Randbereichen der Knorpelanlage und im Perichondrium

nachweisbar zu sein. Im Wildtyp war Runx2 sehr stark im Perichondrium und in den prähy-

pertrophen und hypertrophen Chondrozyten exprimiert. Entsprechend der schwachen Ex-

pression von Runx2 ist auch Osterix (Osx) – ebenfalls ein für die Osteoblastendifferenzie-

rung notwendiger Transkriptionsfaktor – sehr schwach exprimiert. Schwach positive Zellen

finden sich ebenfalls an der Grenze zum Perichondrium. Osterix wird in seiner Expression

direkt durch Runx2 reguliert [Nakashima et al., 2002], was sich auch in den Expressions-

mustern widerspiegelt. Etwas uneindeutiger verhält es sich mit der Expression von Dlx5,
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Abbildung 3.19: Verzögerte hypertrophe Differenzierung durch die Deletion von Mef2c. Die Expression der un-
tersuchten Markergene ist in den Mef2cPrx1Cre/KO Mäusen zum Zeitpunkt E14,5 verzögert, gestört oder fehlt völlig.
Der undifferenzierte Zustand des mutanten Knorpels ist anhand der durchgängigen Expression von Col2a1 und
der Abwesenheit jeglichen Col10a1 Transkripts zu erkennen. Auch die alkalische Phosphatase (Akp2) wird noch
nicht exprimiert. Die Expression wichtiger Transkriptionsfaktoren wie Runx2 und Osterix (Osx) ist sehr schwach
und unregelmässig über den Knorpel verteilt – im Perichondrium fehlt sie ganz. Lediglich Dlx5 scheint im KO
stärker exprimiert zu sein. Indian Hedgehog (Ihh) als einer der frühesten Differenzierungsmarker wird in der Mitte
des Knorpelelements und seitlich zum Perichondrium hin exprimiert – die Expressionsdomäne erscheint gedreht.
Eine Aufspaltung in zwei Zonen wie im WT hat noch nicht stattgefunden. Die Expression von Patched (Ptch1)
zeigt ein ähnliches Muster wie Ihh – das Gen für den PTH-related-Peptid-Rezeptor (Pthr1) wird über einen breiten
Bereich exprimiert. Beide Gene werden nicht im Perichondrium exprimiert. Osteopontin (Opn) und die Matrix Me-
talloproteinase 13 (Mmp13) als Marker terminal hypertropher Chondrozyten sind im KO noch nicht nachzuweisen.
Das Fehlen von Signal für TRAP (Acp5) verdeutlicht die Abwesenheit von Osteoklasten.
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einem weiteren wichtigen Transkriptionsfaktor während der Knochenentwicklung. Dlx5 akti-

viert nach Bmp2 Stimulus die Expression von Runx2 und auch von Osx [Lee et al., 2003a,b]

– eine Veränderung der Expression von Dlx5 sollte also auch gleichzeitig mit Veränderun-

gen in den Mustern von Runx2 und Osx einhergehen. Im Humerus der Mutante war eine

schwache Expression von Dlx5 nachweisbar, die im Perichondrium sogar stärker als im WT

zu sein schien. Indian hedgehog (Ihh) ist ein sezerniertes Morphogen, welches vornehm-

lich von prähypertrophen Chondrozyten exprimiert wird. Es diffundiert unter Bildung eines

Konzentrationsgradienten in Richtung des artikulären Knorpels und des Perichondriums.

Die Bindung an seinen Rezeptor Patched (Ptch1) [Chen und Struhl, 1996] löst eine Si-

gnalkaskade aus, die zu der Expression des Parathyroid hormone related protein (PTHrP)

führt, welches wiederum ein sezernierter Faktor ist, der nun seinerseits unter Bildung ei-

nes Gradienten in das umliegende Gewebe diffundiert. PTHrP bindet an seinen Rezeptor

Pthr1, der neben proliferierenden und frühen prähypertrophen Chondrozyten auch Zellen

des Perichondriums exprimiert wird, was zu einer Hemmung der Differenzierung dieser

Zellen führt. Es entsteht eine negative Rückkopplungsschleife, durch die die Rate gesteu-

ert wird, mit der proliferierende Chondrozyten zu differenzieren beginnen [Vortkamp et al.,

1996]. Betrachtet man nun die Expressionsmuster dieser Gene in der Mutante, so fällt auf,

daß Ihh in einem scheinbar um 90◦ gedrehten Muster entlang der dem Perichondrium zu-

gewandten Seiten der Knorpelanlage exprimiert wurde. Die Stärke des Signals nahm auch

von der Mitte zum Perichondrium hin zu, so daß ein Konzentrationsgradient vorzuliegen

schien. Ähnlich verhielt es sich mit Ptch1 – auch hier war die Expressionsdomäne um 90◦

gedreht und am das Signal direkt neben dem Perichondrium am stärksten. Im Perichondri-

um selbst war so gut wie kein Transkript nachzuweisen – dort war die Signalstärke im WT

am höchsten. Signal für das Transkript von Pthr1 fand sich im gesamten mittleren Bereich

der Knorpelanlage, aber einzelne Zellen stachen durch ein deutlich stärkeres Signal hervor,

so daß das Expressionsmuster gestört wirkte. Auch bei Pthr1 fehlte die Expression im Peri-

chondrium völlig. Osteopontin (Opn), ein Marker terminal hypertropher Chondrozyten und

unreifer Osteoblasten, wurde im WT im Bereich des hypertrophen Knorpels und im Peri-

chondrium in den Zonen einwandernder mesenchymaler Osteoblastenvorläufer exprimiert

– in der Mutante fehlte jegliches Signal. Dies zeigt ebenfalls, daß zu diesem Zeitpunkt kei-

ne Reifung der Chondrozyten stattgefunden hat und daß auch noch keine mesenchmalen

Osteoprogenitorzellen in das Perichondrium eingewandert sind. Die Hybridisierung einer

Sonde gegen die mRNA der Matrix Metalloproteinase 13 (Mmp13), die von terminal hy-

pertrophen Chondrozyten und Osteoblasten exprimiert wird, gab im mutanten Humerus

schwache Signale in undifferenzierten Chondrozyten. Vergleicht man diese mit denen im

Wildtyp Humerus und in den Humeri betroffener Neugeborener (Abb. 3.21), so erscheint es

wahrscheinlich, daß es sich bei diesen Signalen um Artefakte handelt. Die Expression von

Mmp13 wird direkt durch Runx2 und AP-1 Faktoren reguliert, welche wiederum durch TGF-

β und das Parathormon (PTH) reguliert werden [Hess et al., 2001; Jiménez et al., 2001,

1999; Porte et al., 1999]. Das Fehlen der Expression von Mmp13 war also in Übereinstim-

mung mit der schwachen und diffusen Expression von Runx2. Mmp13 ist am Verdau der
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Knorpelmatrix beteiligt und bereitet somit den Weg für die Einwanderung der Osteoklasten.

Zusätzlich verstärkt die Mmp13 die Aktivität der durch die Osteoklasten sezernierten Mmp9

indem sie das Propeptid in seine aktive Form spaltet [Dreier et al., 2004]. Als Markergen

für Osteoklasten wurde die Expression des Enzyms Tartrat resitente saure Phosphatase

(TRAP, Acp5) untersucht. Im Wildtyp zeigte sich Signal im Bereich des Perichondriums, in

das erste Osteoklasten eingewandert waren. In der Mutante war keinerlei Transkript nach-

zuweisen – ein Hinweis auf die Abwesenheit von Osteoklasten. Zusammfassend lässt sich

sagen, daß in den Mef2cPrx1Cre/KO Mäusen zum Zeitpunkt E14,5 die Chondrozytendifferen-

zierung verzögert war. Ursächlich könnte die schwache und diffuse Expression von Runx2

sein, welches durch die direkte Regulation der Transkription von Ihh, Mmp13 und VEGF

[Zelzer et al., 2001] neben der Hypertrophie der Chondrozyten ein Einwandern von Blutge-

fäßen und Osteoklasten steuert. Mef2c ist bekannt als transkriptioneller Regulator von Vegf

und Angiopoietin 1 (Ang1) während der Herzentwicklung [Bi et al., 1999b] – dieser Zusam-

menhang könnte auch in der Skelettentwicklung bestehen, so daß eine Deletion von Mef2c

ebenfalls zu einer Störung der Vegf Expression führen könnte.

Expression von Markergenen bei Neugeborenen

Zum Zeitpunkt der Geburt (P0) waren die mutanten Knochen in der Entwicklung immer

noch verzögert, so daß vor allem kein trabekulärer Knochen angelegt und damit Osteo-

blasten hauptsächlich im kortikalen Knochen vorhanden waren. Wie in Abbildung 3.16 zu

erkennen ist, gab es aber an den dem kortikalen Knochen zugewandten Rändern des

Knorpels erste Zeichen eines Matrixabbaus und der Gefäßinvasion. Es waren schon hy-

pertrophe Bereiche im Knorpel ausgebildet, die aber deutlich größer als im Wildtyp waren.

Runx2 war in den Kontrolltieren in den prähypertrophen sowie hypertrophen Chondrozyten

und in den Osteoblasten im trabekulären Knochen exprimiert (Abb. 3.20). Im Perichondri-

um, in dem noch zum Zeitpunkt E14,5 Expression zu beobachten war, war nun kein Signal

mehr zu detektieren. In der Mutante gab es nun eine deutlichere Runx2 Expression, die

sich über den prähypertrophen und hypertrophen Bereich des Knorpels sowie Teile des

kortikalen Knochens erstreckte. Dadurch, daß die gesamte Diaphyse von hypertrophen

Chondrozyten ausgefüllt war, war die Runx2 positive Domäne sehr groß. Ähnliches gilt für

das Transkript von Col10a1 – im mutanten Humerus war es in den großen hypertrophen

Bereichen sehr stark vorhanden, während es sich im Wildtyp auf den kleinen Streifen hy-

pertropher Chondrozyten in der Wachstumsfuge beschränkte. Das Expressionsmuster von

Ihh war in der Mutante sehr unregelmässig – es erstreckte sich weiter in den Bereich der

Hypertrophie heinein als im WT und schien in den Randbereichen zum kortikalen Knochen

hin an Stärke zuzunehmen. In den Kontrolltieren war die Expression von Ihh sehr klar auf

die prähypertrophen Chondrozyten und wenige hypertrophe Chondrozyten begrenzt. Die

Expression von Ptch1 war in den Mutanten weitesgehend normal. Pthr1 ließ sich in einer

sehr breiten Zone proliferierender und prähypertropher, aber auch in einigen hypertrophen

Chondrozyten detektieren. Im Wildtyp war die Pthr1 positive Zone sehr viel schmaler, aber

es gab zusätzlich noch Expression in den Osteoblasten des trabekulären Knochens. Tran-
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Abbildung 3.20: Expression von Markergenen in Humeri von neugeborenen Mäusen – Teil 1. Die Expressionsdo-
mänen aller Gene außer Patched (Ptch1) sind in den Mutanten gegenüber dem Wildtyp verbreitert. Eine hypertro-
phe Differenzierung hat nun stattgefunden, wie an der Expression von Col10a1 zu erkennen ist – allerdings wirkt
das Expressionsmuster unorganisiert. Runx2 wird nun ebenfalls exprimiert, aber in ähnlich gestörter Weise wie
Col10a1. Indian Hedgehog (Ihh) exprimierende Zellen zeigen weiterhin eine Ausrichtung zum Perichondrium – zu-
sätzlich lässt sich auch Signal in hypertrophen Chondrozyten nachweisen. Wenig betroffen scheint die Expression
von Patched (Ptch1) zu sein – im Gegensatz zu Pthr1, welches in einem sehr breiten Bereich prähypertropher
und hypertropher Chondrozyten nachzuweisen ist.

skript für Typ I Kollagen (Col1a1) war im mutanten Humerus im kortikalen Knochen und

schwach in einer Zone beginnender Gefäßinvasion nachzuweisen (Abb. 3.21). In Überein-

stimmung mit dem Fehlen trabekulären Knochens gab es in der Mutante Opn Expression

hauptsächlich im mineralisierten kortikalen Knochen – in wenigen hypertrophen Zellen im

Zentrum der Diaphyse ließ die Expression von Opn auf das Vorhandensein terminal hyper-

tropher Chondrozyten schließen. Dementsprechend war auch die Expression von Mmp13

im mutanten Humerus nur in sehr wenigen Zellen nachzuweisen: im kortikalen Knochen

und in wenigen terminal hypertrophen Chondrozyten im Zentrum der Diaphyse. Ein Signal

für Mmp9 als von Osteoklasten sezernierte Kollagenase ließ sich im Wildtyp im Bereich

des trabekulären Knochens und schwach im Periost nachweisen, in der Mutante fand sich

Transkript im kortikalen Knochen und im Zentrum der hypertrophen Zone, wo vermutlich

eine erste Gefäßinvasion stattgefunden hatte.
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Abbildung 3.21: Expression von Markergenen in Humeri von neugeborenen Mäusen – Teil 2. Innerhalb der Dia-
physe des mutanten Humerus lassen sich keine Osteoblasten nachweisen, wie anhand der fehlenden Expression
von Col1a1 deutlich wird. Im kortikalen Knochen findet sich Signal für Col1a1 – ebenso wie für Osteopontin (Opn)
– dort hat schon eine osteoblastische Differenzierung stattgefunden. Die Expression der Matrix Metalloprotein-
ase 13 (Mmp13) ist im mutanten Humerus nur in sehr wenigen Zellen nachzuweisen – ein Zeichen dafür, daß
die terminale Hypertrophie der Chondrozyten noch nicht eingetreten ist. Das Signal für die Matrix Metalloprotein-
ase 9 (Mmp9) lässt darauf schließen, daß in der Diaphyse des mutanten Humerus eine erste Einwanderung von
Osteoklasten stattgefunden hat – ebenso wie im Knochenschaft.

Expression von Markergenen bei 4 Wochen alten Tieren

Zur Analyse der Situation in älteren Tieren wurden die distalen Wachstumsfugen im Fe-

mur 4 Wochen alter Tiere untersucht. Die Wachstumsfugen in den mutanten Tieren waren

zu diesem Zeitpunkt mehr als viermal so breit wie in den Kontrolltieren und beinhalteten

hauptsächlich hypertrophe Chondrozyten, die sehr viel voluminöser als in den Kontroll-

tieren waren. Diese Chondrozyten waren größtenteils zu Säulen angeordnet, die durch

große Matrixbereiche voneinander getrennt waren. In den mutanten Knochen war nun eine

Markhöhle und trabekulärer Knochen angelegt. Während in den Kontrolltieren zusätzlich

ein sekundäres Ossifikationszentrum ausgebildet war, befanden sich in den Mutanten in

diesem Bereich hauptsächlich hypertrophe Chondrozyten, die von mineralisierter Matrix

umgeben waren. Entsprechend der Unterschiede in Struktur und Zusammensetzung der

Wachstumsfugen waren die Expressionsmuster der untersuchten Gene in den Mutanten
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Abbildung 3.22: Expressionsmuster von Markergenen in 4W Tieren – Teil 1. Gezeigt sind die distalen Wachs-
tumsfugen der Femora. Entsprechend der Verbreiterung der Wachstumsfuge und der Persistenz hypertropher
Chondrozyten sind die Expressionsdomänen der untersuchten Gene im mutanten Knochen verbreitert. Abgese-
hen von der letzten Lage hypertropher Chondrozyten exprimieren alle Chondrozyten der mutanten Wachstumsfu-
ge Col2a1 – in den Kontrolltieren beschränkt sich die Col2a1 Expression auf die weniger differenzierten Chondro-
zyten. Col10a1 ist in den Mutanten unregelmässig nicht in allen hypertroph wirkenden Chondrozyten exprimiert.
Runx2 wird – wie in der Kontrolle – in den Osteoblasten, den prähypertrophen und hypertrophen Chondrozyten
exprimiert. Einzig die Expression im Bereich der Epiphyse fehlt, da dort kein sekundäres Ossifikationszentrum
ausgebildet ist. Indian Hedgehog (Ihh) wird in einem unregelmässigen Muster in den vermeintlich prähypertro-
phen Chondrozyten über fast die gesamte Breite der Wachstumsfuge exprimiert, während es im Wildtyp fast nicht
mehr nachzuweisen ist. Die Expression von Patched (Ptch1) ist abgesehen von der Breite der Expressionsdomä-
ne in den gleichen Zellen zu finden wie im Wildtyp.

gegenüber den Kontrolltieren verändert. Die Expressionsdomäne von Col2a1 erstreckte

sich im Wildtyp auf unreife Chondrozyten und war recht schmal (Abb. 3.22). In den Mu-

tanten fand sich in der gesamten Wachstumsfuge Expression – nur die letzte Lage der

hypertrophen Chondrozyten zeigte keine Signale für Col2a1. Col10a1 war in den Kontroll-

tieren in den hypertrophen Chondrozyten nachzuweisen – ebenso wie in den mutanten

Tieren – hier gab es aber Unterschiede bezüglich der Signalstärke zwischen einzelnen

Zellen. Ungewöhnlich war, daß die Expression von Typ II und Typ X Kollagen überlapp-

te. Das Expressionsmuster für Col10a1 wirkte auch unorganisiert. In den Mutanten war

Runx2 jeweils in den prähypertrophen und hypertrophen Chondrozyten und in den Osteo-

blasten im trabekulären Knochen exprimiert. In der gesamten mutanten Wachstumsfuge

war eine Expression von Ihh nachzuweisen – auch in den großen hypertrophen Chondro-
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Abbildung 3.23: Expressionsmuster von Markergenen in 4W Tieren – Teil 2. Die Expression von Pthr1 erstreckt
sich in der Mutante über die gesamte Breite der Wachstumsfuge und die Osteoblasten im trabekulären Knochen.
Anhand der schwachen Expression von Osteopontin in der mutanten Wachstumsfuge wird deutlich, daß nur ein
sehr kleiner Teil der hypertroph wirkenden Chondrozyten die terminale Hypertrophie erreicht hat. Im trabekulären
Knochen zeigt sich Expression in Osteoblasten – wenn auch schwächer als im Wildtyp. Analog zu der Expression
von Opn ist auch Mmp13 nur in einem kleinen Teil der hypertrophen Chondrozyten nachzuweisen, dort ist die
Signalstärke aber auch wie im trabekulären Knochen vergleichbar mit der im Wildtyp. Die beiden Osteoklasten-
marker Mmp9 und TRAP (Acp5) sind im mutanten Knochen deutlich reduziert – auch im Alter von 4 Wochen
zeigen die mutanten Knochen eine sehr geringe Aktivität der Osteoklasten.

zyten, während im Wildtyp dieses Morphogen nur sehr schwach in den prähypertrophen

Chondrozyten exprimiert wurde.

In der Abbildung 3.23 sind weitere untersuchte Gene abgebildet. Das Expressionsmuster

von Opn verdeutlicht, daß im mutanten Femur nur die letzten Reihen der Chondrozyten die

terminale Hypertrophie erreicht haben. In Übereinstimmung mit dem Expressionsmuster

von Osteopontin wurde Mmp13 in den Mutanten ebenfalls nur in den letzten Reihen hy-

pertropher Chondrozyten und in den Osteoblasten des trabekulären Knochens exprimiert.

Betrachtet man nun die Expressionsmuster der beiden spezifisch von Osteoklasten ex-

primierten Gene Mmp9 und Acp5, so wird deutlich, daß diese in der Mutante signifikant

schwächer exprimiert wurden als in den Kontrolltieren. Im Wildtyp befanden sich Osteo-

klasten an den Knorpel/Knochengrenzen und im trabekulären Knochen. In den Mutanten

war dort sehr viel schwächeres Signal detektierbar.

Zusammenfassend lässt sich sagen, daß auch in 4 Wochen alten Tieren die terminale Hy-

pertrophie der Chondrozyten verzögert und damit die Anzahl und Aktivität der Osteoklasten
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in den betroffenen Skelettelementen noch deutlich reduziert war. Dies könnte eine Erklä-

rung für die extrem verbreiterten Wachstumsfugen sein, in denen kein geordneter Abbau

der Knorpelmatrix stattfindet.

3.3.6 Die Expression von Differenzierungsmarkern ist in den Wachs-
tumsfugen 4 Wochen alter mutanter Mäuse weiterhin reduziert
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Abbildung 3.24: Expressionsstärken ausge-
suchter Gene in den Wachstumsfugen 4 Wo-
chen alter Mef2cloxP/KO Mäuse. RNA aus den
distalen Wachstumsfugen der Femora vier
Wochen alter Mäuse wurde isoliert und per
qRT-PCR ein Expressionsprofil erstellt. Die
mutanten Mäuse zeigen eine Reduktion der
Expression von Dlx5, Osx und Runx2. Die
Transkriptmenge von Pthr1 ist in zwei mutan-
ten stark Tieren reduziert, während die Ex-
pression von Vegf unverändert ist. Die sehr
variable Expression von Ihh erlaubt keine
endgültige Aussage – sie scheint aber eben-
falls reduziert zu sein. Gezeigt sind die Mittel-
werte und Standardabweichungen der Tran-
skriptmengen relativ zu den gemittelten Ex-
pressionsstärken in den Kontrolltieren 2876
und 3867. Als interne Kontrolle zur Normali-
sierung der Werte diente die Transkriptmenge
von GapDH.

Für einen direkten Vergleich der Transkriptmengen wurde RNA aus den Wachstumsfugen

vier Wochen alter Mäuse isoliert und per qRT-PCR die Expressionsstärke ausgewählter

Gene ermittelt. Wie aus Abbildung 3.24 zu entnehmen ist, war die Expression der Tran-

skriptionsfaktoren Dlx5, Osx und Runx2 in den mutanten Tieren reduziert. Pthr1 und Ihh

schienen ebenfalls in ihrer Stärke reduziert zu sein, während Vegf unverändert war.

3.3.7 Die Wachstumsfugen von Mef2cloxP/KO Mäusen zeigen weniger
Proliferation

Abb. 3.25 zeigt BrdU-Färbungen der distalen Wachstumsfugen des Femurs 2 Wochen alter

Mef2cloxP/KO Mäuse im Vergleich zur Wildtyp Kontrolle. Der Aufbau der KO Wachstumsfu-

gen war gegenüber dem Wildtyp gestört – so war die Wachstumsfuge extrem verbreitert.

Die Zonen unterschiedlicher Chondrozyten waren im KO jeweils breiter als im Wildtyp, es

gab proliferierende Säulenchondrozyten, aber es waren deutlich weniger BrdU positive Zel-

len zu identifizieren. Außerdem schienen die Säulen weniger gut organisiert zu sein und

aus weniger Zellen zu bestehen. Die hypertrophen Chondrozyten wirkten im KO insge-

samt voluminöser als im WT. Das Vorkommen proliferierender Chondrozyten war bei den
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Abbildung 3.25: Die Proliferation ist in zwei Wochen alten Mef2cloxP/KO Tieren reduziert. Gezeigt sind BrdU
Färbungen distaler Wachstumsfugen des Femurs. Die Verteilung proliferierender Chondrozyten ist gegenüber
dem Wildtyp gestört – innerhalb der Zone der Hypertrophie ist keine Proliferation auszumachen. Insgesamt sind in
den Wachstumsfugen der KO Mäuse weniger proliferierende Chondrozyten auszumachen und die Dichte positiver
Zellen ist im Wildtyp deutlich höher.

Mef2cloxP/KO Tieren weniger organisiert, aber außerhalb der proliferativen Zone befanden

sich keine positiven Zellen. Insgesamt zeigten die KO Tiere keine erhöhte Proliferation

gegenüber den Kontrollen. Dies könnte, neben der räumlichen Disorganisation der Wachs-

tumsfuge, auch zum verringerten Längenwachstum der Röhrenknochen in den Mutanten

beitragen.
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3.4 Einordnung von Mef2c in Signalwege der Skelettent-

wicklung

Wie im vorhergehenden Abschnitt gezeigt wurde, führt eine Deletion von Mef2c in frühen

mesenchymalen Zellen oder undifferenzierten Chondrozyten zu einer Verzögerung der en-

chondralen Skelettentwicklung mit verkürzten Knochen, unvollständiger Resorption hyper-

trophen Knorpels und abnormer Verdickung des kortikalen Knochens. Eine Überexpression

von Mef2c hingegen aktiviert das genetische Programm der hypertrophen Chondrozyten-

differenzierung. Zur Entschlüsselung der molekularen Zusammenhänge und der Einord-

nung von Mef2c in Signalwege wurden weitere in vitro Experimente durchgeführt.

Akp2

2 4 6 8 10
0

2

4

6

8

10

12

RCAS

RCAS + SB

Mef2c

Mef2c + SB

Tage in Kultur

re
l.

 E
xp

re
ss

io
n

Col10a1

4 6 8 10
0

10

20

30

40

50

60

70

80

Tage in Kultur

re
l.

 E
xp

re
ss

io
n

Ibsp

2 4 6 8 10
0

10

20

30

40

50

60

Tage in Kultur

re
l.

 E
xp

re
ss

io
n

Pthr1

2 4 6 8 10
0

1

2

3

4

5

Tage in Kultur

re
l.

 E
xp

re
ss

io
n

Abbildung 3.26: Die Mef2c vermittelte Stimulation von Differenzierungsmarkern ist p38 abhängig. Hühner Micro-
mass Kulturen wurden mit Mef2c-RCAS oder einem Leervirus als Kontrolle infiziert und über den angegebenen
Zeitraum kultiviert. Eine gleichzeitige Behandlung mit SB203580 (5 µM) – einem Inhibitor der p38 MAP-Kinase
– reduziert die Mef2c vermittelte Stimulation der Markergene. Der Beginn der Behandlung mit SB203580 war
nach 72 stündiger Kultivierung. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die RNA isoliert und mittels qPCR die
Transkriptmengen untersucht. Als interne Kontrolle diente GapDH – alle Werte sind relativ zu den Tag 2 Werten
der mit einem Leer-RCAS infizierten Kulturen. Col10a1 und Ibsp werden durch Überexpression von Mef2c am
stärksten aktiviert und durch SB203580 auch am stärksten gehemmt. Akp2 und Pthr1 werden ebenfalls durch
Mef2c induziert und durch eine Hemmung von p38 inhibiert.

Da aus der Literatur bekannt war, daß die MAP-Kinase p38 einerseits für die Differenzie-

rung von Chondrozyten notwendig ist [Stanton et al., 2004] und andererseits durch direkte

Phosphorylierung die Aktivität von Mef2c positiv reguliert [Han et al., 1997], wurden Ex-
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perimente mit chMM Kulturen durchgeführt, die teilweise mit dem p38 Inhibitor SB203580

behandelt wurden. Hierbei sollte die Auswirkung der Hemmung von p38 auf die Regulation

ausgewählter Gene durch Mef2c untersucht werden. Abbildung 3.26 verdeutlicht, daß eine

Hemmung von p38 die Expression ausgewählter Gene reduzierte. Besonders deutlich wur-

de die Transkriptmenge von Col10a1 und Ibsp gehemmt, die beide sehr stark durch Mef2c

aktiviert wurden.

Die Expression der Gene Col10a1, Ibsp, Ihh, OCN und Pthr1 wurde entweder durch die

Überexpression von Mef2c in vitro beeinflußt oder ihre mit Mef2c überlappenden Expres-

sionsmuster waren in den Skelettelementen der Mef2cPrx1Cre/KO Maus verändert. Mit Hilfe

der online verfügbaren Software MAPPER [Marinescu et al., 2005] konnte in den Promo-

torbereichen mindestens eine MEF2 Konsensussequenz mit der Basenfolge TA(T/A)4TA

identifiziert werden. Dies führte zu der Vermutung, daß die Expression dieser Gene direkt

durch Mef2c reguliert wird. Aus diesem Grund wurden Reporterkonstrukte mit Promotor-

bereichen aus diesen Genen bezüglich der Aktivierung durch Mef2c untersucht.

3.4.1 Chondrozyten aus der Hühnchen Micromass als System für Pro-
motoranalysen

Speziell die Untersuchung des Einflusses von PTHrP auf die Regulation des Col10a1 Pro-

motors machte es notwendig, Chondrozyten einzusetzen, da diese im Gegensatz zu Cos7

Zellen durch PTHrP beeinflussbar sind. Hierzu konnte ein Ansatz etabliert werden, bei dem

primäre Chondrozyten aus Hühnchen Micromass Kulturen durch einen Kollagenase Verdau

freigesetzt und in Kultur genommen werden konnten. Um zu verhindern, daß die Zellen

nach der erneuten Aussaat in ein fibroblastenartiges Stadium dedifferenzierten, musste

die Transfektion unmittelbar nach der Aussaat mit einer Zelldichte von 6×105 Zellen pro

ml erfolgen. Experimente mit verschiedenen Transfektionsmethoden zeigten, daß mit Lipo-

fectamine 2000 (Invitrogen) die höchsten Transfektionseffizienzen (30–50 % der Zellen) in

diesen Zellen erreicht werden konnten. Fugene 6 (Roche) zeigte deutlich schlechtere Er-

gebnisse (<10 % der Zellen). Im Gegensatz zu den Empfehlungen des Herstellers war es

Abbildung 3.27: Ein Smad Reporterkonstrukt lässt sich in Micromass Chon-
drozyten durch GDF5 stimulieren. Chondrozyten aus Micromass Kulturen wur-
den mit einem pGL4-SBE Reporterplasmid transfiziert, welches mehrere Kopi-
en eines Smad-binding-elements (SBE) enthält. Zur Kontrolle wurde ein leeres
pGL4 Plasmid benutzt. Der pGL4-SBE Reporter wird in den Zellen ca. 170×
gegenüber dem Kontrollplasmid aktiviert. Behandelt man die Zellen zusätz-
lich mit GDF5 (10 nM, Biopharm), so wird der pGL4-SBE Reporter sogar über
550× aktiviert.
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nicht notwendig, die Transfektion in Abwesenheit von Serum und Antibiotika durchzuführen

– es konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Um den Einfluß des Serums auf die

Aktivierung der Promotoren so gering wie möglich zu halten, wurden die Zellen mit dem

Transfektionsansatz in Gegenwart von Serum für 6 Stunden inkubiert, gefolgt von einer In-

kubation mit Serum-freiem Medium. Die Messungen der Luciferaseaktivität erfolgten immer

24 Stunden nach Transfektion.

Zusätzlich zu den durchgeführten Experimenten mit Col10a1 Reporterkonstrukten wur-

den diese Zellen mit einem Smad Reporterplasmid (pGL4-SBE) transfiziert und mit GDF5

(10 nM) behandelt, um zu testen, ob neben dem PTH/PTHrP Signalweg ein weiterer, wich-

tiger Signalweg der Chondrozyten beeinflussbar war. Wie in Abbildung 3.27 gezeigt ist,

lassen sich in diesen Zellen auch Untersuchungen bezüglich der BMP/GDF Signalkaskade

durchführen. So wurde das Smad Reporterplasmid gegenüber dem leeren Reporterplas-

mid 170fach – bei Behandlung mit GDF5 sogar 550fach aktiviert. Die Zellen bieten sich

also als in vitro System zur Analyse chondrozytenspezifischer Genregulation an.

3.4.2 Kollagen Typ X (Col10a1) Promotor

Abbildung 3.28: Schematische Übersicht der beiden eingesetzten Maus Col10a1 Reporterkonstrukte. Beide
enthalten neben unterschiedlich langen Promotorbereichen noch das erste Exon und Intron und einen Teil des
zweiten Exons bis unmitelbar vor dem Translationsstart. pGL4600Intl enthält 4410 Basen des Promotors inklusive
eines Enhancerbereichs, pGl1000Intl 791 bp. Die Positionen der Mef2c Konsensussequenzen sind durch ein
M markiert, die Position eines konservierten PTH responsiven Elements (TRE) ist durch ein rotes T markiert.
Dieses Element kann entweder aktiverend oder reprimierend wirken, je nachdem welcher AP-1 Komplex bindet.
Im gesamten Promotorbereich befinden sich 8 Mef2c Konsensussequenzen. Innerhalb des Exons 2 befinden sich
2 potentielle Bindestellen für Mef2c, die bisher noch nicht durch Mutagenese untersucht wurden (grün).

Kollagen Typ X ist ein kurzes, netzbildendes Kollagen, welches während der enchondra-

len Ossifikation exklusiv in hypertrophem Knorpel der Wachstumsfugen exprimiert wird

[Schmid und Linsenmayer, 1985b]. Die Funktion von Kollagen Typ X ist bisher noch nicht

vollständig aufgeklärt, aber es gilt bisher als einziger Marker, der spezifisch in hypertrophen

Chondrozyten vorkommt. COL10A1-Haploinsuffizienz oder dominant-negative Mutationen

im humanen COL10A1 Gen, die die Bildung von Kollagen-Trimeren verhindern, führen zu

metaphysärer Chondrodysplasie vom Typ Schmid (MCDS) [Chan et al., 1998; Jacenko

et al., 1993b; Warman et al., 1993], während ein Knockout in Mäusen zu kontroversen Er-

gebnissen führt. Einerseits zeigen die KO Mäuse eine normale Knochenentwicklung [Ro-

sati et al., 1994], in einer anderen Arbeit zeigen Col10a1-/- Mäuse einen Phänotyp, der dem

der MCDS teilweise ähnelt [Kwan et al., 1997].
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Die Entschlüsselung der Regulation des Col10a1 Gens ist wichtig für das Verständnis der

molekularbiologischen Abläufe, die zur Hypertrophie von Chondrozyten und der späteren

Entwicklung des trabekulären Knochens führen. Bisher wurden direkte positive Regulatio-

nen des Col10a1 Promotors durch Bmp7 [Harada et al., 1997] und durch die Transkripti-

onsfaktoren Runx2 [Zheng et al., 2003], FosB [Gebhard et al., 2004], Sp3 und Dlx5 [Magee

et al., 2005] beschrieben. Eine negative Regulation wird durch die Transkriptionsfaktoren

c-Fos [Riemer et al., 2002] und Sp1 [Magee et al., 2005] ausgeübt.

PTHrP hemmt die Expression von Col10a1, indem die Proteinkinase A (PKA) aktiviert wird,

die über Phosphorylierung des cAMP response element binding protein (CREB) die Ex-

pression von c-Fos induziert [Riemer et al., 2002]. Die Tatsache, daß mit RCAS-Mef2c

infizierte Hühnchen Micromass Kulturen eine sehr starke Expression von Col10a1 zeigten

und die Abwesenheit der Expression von Col10a1 in den Mef2cPrx1Cre/KO Mäusen liessen

eine direkte Regulation durch Mef2c vermuten. Innerhalb des murinen 4,6 kb Promotor-

bereichs befinden sich zahlreiche Mef2c Konsensus Sequenzen, von denen ein Teil eine

Konservierung über mehrere Spezies zeigt (Abb. 3.28).

Verschiedene Spleißvarianten von Mef2c aktivieren den Col10a1 Promotor

Abbildung 3.29: Spleißvarianten von Mef2c und die Aktivierung des Col10a1 Promotors durch diese. A: Bisher
waren 5 verschiedene Spleißvarianten vom murinen Mef2c bekannt – Variante V6 wurde im Laufe dieser Arbeit
aus embryonaler Maus cDNA kloniert. Die Spleißvarianten unterschieden sich in drei Domänen: α1/2,β,γ. Die
α Domäne liegt entweder als α1 oder α2 vor, während die β-Aktivator und die γ-Repressor Domäne in einigen
Varianten fehlen [Janson et al., 2001; Zhu und Gulick, 2004; Zhu et al., 2005]. Rot: In dieser Arbeit verwende-
te Varianten. B: Aktivierung des murinen Col10a1 Promotors durch Mef2c. Gezeigt ist die relative Aktivierung
des pGL4600Intl Reporterkonstruktes in Cos7 Zellen, durch Überexpression verschiedener Spleißvarianten von
Mef2c leerem pcDNA3.1 Plasmid. (±Kozak): ohne bzw. mit Kozaksequenz (ACCACC) in den Vektor pcDNA3.1
kloniert. Die Spleißvariante Mef2cV3 mit β-Aktivator Domäne zeigt die höchste, Mef2cV2 mit repressorischer γ

Domäne zeigt die niedrigste Aktivierung des Reporters. Ein N-terminaler Flag-Tag am Mef2c Protein verhindert
die Aktivierung des Reporters fast vollständig (Mef2cV6 N-Flag).

Es wurden Reporterassays duchgeführt, bei denen die Aktivierung eines Col10a1 Repor-

ters durch verschiedene Spleißvarianten von Mef2c untersucht wurde. Insgesamt wurden
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4 verschiedene Spleißvarianten kloniert – unter ihnen auch die Variante Mef2cV6 – die bis-

her nicht beschrieben wurde (Abb. 3.29 A). In Cos7 Zellen konnte eine transiente Überex-

pression dieser Spleißvarianten das Reporterkonstrukt pGL4600Intl, welches einen großen

Bereich Col10a1 Promotors trägt, teilweise mehr als 14fach aktivieren (Abb. 3.29 B). Eine

Modifikation des N-terminalen Endes des Mef2c Proteins (Mef2cV6) blockierte die Aktivität

fast komplett, so daß der Reporter weniger als zweifach induziert wurde. Dies kann an einer

sterischen Hinderung des Proteins durch das FLAG-Peptid gelegen haben. Wie erwartet,

aktivierte die Spleißvariante V2 den Reporter nicht so stark, da sie eine repressorisch wir-

kende γ-Domäne trug.
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Abbildung 3.30: Unterschiedliche Aktivierung der Col10a1 Reporter. A: Relative Luciferaseaktivitäten
pGL4600Intl Col10a1 Reporters in Cos7 Zellen oder chMM Chondrozyten. Der Promotor wird in chMM Chondro-
zyten fast 6× stärker als in Cos7 Zellen aktiviert. Die Überexpression von Mef2c erhöht die Promotoraktivierung
in beiden Zelltypen auf etwa 15 – 16fach in Bezug auf Cos7 Zellen, die mit einem leeren Expressionsplasmid
transfiziert wurden. Durch die hohe Basalaktivität in den chMM Chondrozyten ist die Stimulation durch Mef2c
reduziert. B: Chondrozyten aus chMM Kulturen wurden mit den Reporterplasmiden pGL1000Intl oder pGL4600
Intl transfiziert. Beide Reporter zeigen etwa die gleiche Aktivität in den Zellen, durch Überexpression von Mef2c
kann aber der pGL1000Intl Reporter stärker aktiviert werden.

Der Col10a1 Promotor ist in vivo nur in hypertrophen Chondrozyten aktiv, deswegen wurde

die Aktivierung der Reporterkonstrukte in Hühnerchondrozyten untersucht. Wie in Abbil-

dung 3.10 gezeigt ist, exprimierten mit einem leeren RCAS infizierte chMM Kulturen an

Tag 8 relativ hohe Mengen an Col10a1 – deswegen wurden Zellen aus chMM Kulturen

diesen Alters eingesetzt. Abbildung 3.30 A macht deutlich, daß das Col10a1 Reporterkon-

strukt in den Chondrozyten bis zu sechsmal stärker aktiviert wurde als in Cos7 Zellen.

Eine Überexpression von Mef2c führte sowohl in Cos7 Zellen als auch in Chondrozyten

zu einer Aktivierung des Reporters auf den 15 – 16fachen Wert der Cos7 Zellen, die mit

einem leeren Expressionsplasmid transfiziert wurden. Damit war die relative Aktivierung

des Reporters durch Mef2c in Chondrozyten mit knapp 3× niedriger als in Cos7 Zellen.

Ein Vergleich der Aktivierung der beiden Reporterkonstrukte pGL1000Intl und pGL4600Intl

in Chondrozyten zeigte eine ähnlich hohe Basalaktivität beider – der pGL1000Intl Reporter

wurde aber durch eine Expression von Mef2c um 50 % stärker aktiviert (Abb. 3.30).
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Die Mef2c vermittelte Aktivierung des Col10a1 Promotors wird nicht durch Runx2
oder Sp1 beeinflußt.
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Abbildung 3.31: Beteiligung weiterer Transkriptionsfaktoren an der Aktvierung des Col10a1 Promotors in Cos7
Zellen. Weder Runx2 noch Sp1 sind in der Lage, die Mef2c vermittelte Aktivierung des Col10a1 Promotors zu be-
einflussen. Gezeigt ist die relative Luciferase Aktivität von Cos7 Zellen 24h nach Transfektion mit dem pGL4600Intl
Reporterkonstrukt, pcDNA3.1 Leervektor; Mef2c; Mef2cEEA; Runx2; Sp1 oder Kombinationen dieser Plasmide.
Mef2c und Mef2cEEA aktivieren den Col10a1-Promotor mehr als 14fach, während Runx2 und Sp1 diesen etwas
mehr als zweifach induzieren. Eine Koexpression von Mef2c mit Runx2 oder Sp1 zeigt keine weitere Steigerung
der Mef2c vermittelten Aktivierung.

In Zheng et al. [2003] wurde beschrieben, daß Runx2 den Col10a1 Promotor aktiviert,

Magee et al. [2005] beschrieben eine Hemmung des Promotors durch Sp1. Um zu über-

prüfen, ob ein synergistischer Effekt zwischen Mef2c, Runx2 und Sp1 bezüglich der Akti-

vierung des Promotors vorliegt, wurden Koexpressionsexperimente von Mef2c mit Runx2

oder auch Sp1 durchgeführt. Wie in Abbildung 3.31 zu erkennen ist, zeigt weder eine Ko-

expression von Mef2c und Runx2 noch die von Mef2c und Sp1 eine Verstärkung der Mef2c

abhängigen Aktivierung des Col10a1 Promotors. Es konnte aber auch keine Hemmung

des Reporters durch Sp1 festgestellt werden. Eine Überexpression von Runx2 oder Sp1

allein führte zu einer etwas mehr als zweifachen Aktivierung des Reporters. Eine Mutante

von Mef2c, bei der die Aminosäuren T293 und T300 durch eine Glutaminsäure und die

Aminosäure S412 durch ein Alanin ersetzt wurden (Mef2cEEA), konnte den Promotor et-

was stärker aktivieren als Wildtyp Mef2c. Die Mutagenese der Positionen T293 und T300

sollten eine Aktivierung herbeiführen und die Mutagenese der Position S412 sollte für eine

Lokalisation im Zellkern sorgen.

Die Aktivierung des Col10a1 Promotors ist p38 abhängig

In Stanton et al. [2004] wurde gezeigt, daß die Aktivierung des Col10a1 Promotors in ei-

ner p38 abhängigen Weise geschieht, Abbildung 3.26 verdeutlicht dies zusätzlich. Zwecks
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Abbildung 3.32: p38 reguliert den Col10a1 Promotor. A: Hühner Chondrozyten aus Tag 8 Micromass Kulturen
wurden mit dem pGL1000Intl Col10a Reporterplasmid und einem pcDNA3.1Mef2cV3 Expressionsplasmid oder
einem leeren pcDNA3.1 Plasmid transfiziert. Zusätzlich wurden die Zellen noch mit Expressionsplasmiden für
MKK6EE oder p38 oder mit beiden cotransfiziert, um den Einfluß von p38 auf den Promotor zu untersuchen. B:
In einem zweiten Experiment wurden transfizierte Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an SB203580, ei-
nem Inhibitor von p38 behandelt. Eine Aktivierung von p38 in Chondrozyten durch MKK6EE oder Überexpression
von p38 erhöht die Promotoraktivität, eine Hemmung von p38 durch SB203580 inhibiert den Promotor.

weiterer Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Mef2c vermittelten Aktivierung

des Col10a1 Promotors und p38 wurden diesbezüglich Experimente in Hühnerchondro-

zyten durchgeführt. Wie in Abbildung 3.32 A zu erkennen ist, konnte die Überexpression

von p38 oder einer konstitutiv aktiven Variante der MAP-Kinase-Kinase MKK6 (MKK6EE)

die Mef2c vermittelte Aktivierung des Col10a1 Reporters verstärken. Eine Koexpression

von Mef2c und p38 aktivierte den Reporter 4,8× und damit stärker als die Koexpression

von Mef2c und MKK6EE (3,9×), die höchste Aktivierung von 5,8× gegenüber der Kontrolle

wurde mit der Koexpression von Mef2c, MKK6EE und p38 erreicht. Insgesamt war dies

eine Steigerung um 61 % gegenüber der Aktivierung durch Mef2c alleine – die Aktivierung

von p38 hatte also nur einen relativ schwachen Einfluß. Dies könnte an der in den Hühner-

chondrozyten ohnehin hohen Basalaktivität der Col10a1 Reporterkonstrukte liegen. Eine

pharmakologische Hemmung von p38 durch Behandlung von Chondrozyten mit SB203580

– einem Inhibitor, der die ATP-Bindestelle von p38 blockiert – führte zu einer Reduktion der

Promotoraktivität (Abb. 3.32 B). Es wurden verschiedene Konzentrationen von SB203580

eingesetzt, die dosisabhängig die Mef2c vermittelte Aktivierung des Reporterkonstruktes

reduzieren konnten.

Untersuchung der Rolle von Mef2c in der PTHrP induzierten Hemmung der Expres-
sion von Col10a1

Eine Hemmung der Expression von Col10a1 durch PTHrP wurde von O’Keefe et al. [1997]

beschrieben. Kürzlich konnten Leupin et al. [2007] zeigen, daß in Osteozyten ein durch

Mef2c aktivierter Enhancer für die Expression von Sclerostin (SOST) durch PTHrP ge-
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Abbildung 3.33: PTHrP hemmt den Col10a1 Promotor hauptsächlich über cAMP abhängige Signalwege. A & B:
Eine Behandlung von chMM Chondrozyten mit 20nM PTHrP resultiert in einer Hemmung der Col10a1 Promoto-
raktivierung um ca. 50 %. Eine Überexpression von Mef2c kann diese Hemmung nicht beeinflussen. C: 8 Tage
alte mit einem RCAS-Mef2c infizierte Hühner Micromass-Kulturen wurden mit 20 nM PTHrP behandelt und für die
angegebenen Zeiten inkubiert. Lysate aus diesen Zellen wurden per Western Blot mit einem anti-phosphoT300-
Mef2c Antikörper und zur Kontrolle mit einem anti-Mef2c Antikörper inkubiert. Durch die Behandlung mit PTHrP
wird Mef2c innerhalb von 30 Minuten dephosphoryliert. Dieser Zustand hält mindestens 150 Minuten an. D: chMM
Zellen wurden mit 5 µM Forskolin (FSK) behandelt, was zu einer starken Reduktion der Reporteraktivierung führt.
Eine zusätzliche Behandlung mit 20 nM PTHrP kann diese Reduktion nicht verstärken – dies spricht dafür, daß
der Effekt von PTHrP hauptsächlich über cAMP abhängige Signalwege weitergeleitet wird.
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Abbildung 3.34: Übersicht über die Lage der mutierten Aminosäuren in den eingesetzten Mef2c-
Mutagenesevarianten. Die Mutagenesen wurden jeweils mit der Spleißvariante Mef2cV3 durchgeführt (CN: Cal-
cineurin, Erk5: Extracellular signal regulated kinase 5, p38: MAP-Kinase p38, PKA: Proteinkinase A).

hemmt wird. PTHrP kann einerseits die Proteinkinase A (PKA), andererseits die Prote-

inkinase C (PKC) aktivieren. Die PKA kann Mef2c direkt an Position T20 phoyphorylieren,

was in einer stärkeren DNA-Bindung resultiert [Wang et al., 2005]. In Du et al. [2008] wurde

jedoch gezeigt, daß eine Phosphorylierung von Mef2d durch die PKA zu einer verstärkten

Rekrutierung von Hdac4 und damit zu einer Transformation von Mef2d zu einem transkrip-

tionellen Repressor führt. Somit bestand die Möglichkeit, daß Mef2c – je nach Zelltyp und

Zustand der Zelle – durch PKA in einen transkriptionellen Aktivator oder einen Repressor

transformiert wird. Die PKC inhibiert die Phosphorylierung von p38 und könnte dadurch die

Aktivierung von Mef2c verhindern.

Es bestand die Möglichkeit, daß PTHrP einen hemmenden Einfluß auf Mef2c ausübt und

auf diese Weise die Expression von Col10a1 reguliert. Da der PTH/PTHrP-Rezeptor, der

zur Transduktion des PTHrP Signals notwendig ist, in Chondrozyten exprimiert wird, wur-

den Col10a1 Reporterexperimente mit Mef2c und rekombinantem humanen PTHrP in Chon-

drozyten durchgeführt. In chMM Chondrozyten führte eine Behandlung mit 20 nM PTHrP

zu einer Hemmung des Col10a1 Promotors um ca. 50 % (Abb. 3.33 A & B). Auch die

Mef2c vermittelte Aktivierung der Reporterkonstrukte wurde auf ungefähr die Hälfte redu-

ziert. Western Blots mit einem phosphospezifischen Antikörper gegen die Position T300,

die durch p38 phosphoryliert wird, konnten zeigen, daß eine Inkubation von Chondrozyten

mit PTHrP zu einer Dephosphorylierung von Mef2c an der Position T300 führte (Abb. 3.33

C).

Zur Untersuchung, welcher Signalweg den hemmenden Effekt durch PTHrP weiterleitet,

wurde die Adenylatcyclase (AC) durch Forskolin (FSK) stimuliert. Die AC synthetisiert cAMP,

welches unter anderem die PKA aktiviert. Wie in (Abb. 3.33 D) zu erkennen ist, konn-

te eine Behandlung der Zellen mit Forskolin den Col10a1 Reporter stark hemmen – dies

geschah auch bei Überxpression von Mef2c. Eine zusätzliche Behandlung der Zellen mit

20 nM PTHrP konnte den Effekt durch FSK nicht verstärken – damit scheint ein Großteil
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des PTHrP-Signals über den AC/cAMP-Signalweg transduziert zu werden.
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Abbildung 3.35: Aktivierung des Col10a1 Promotors durch verschiedene Mef2c Mutanten und ihre Regulierbar-
keit durch PTHrP. A: Cos7 Zellen wurden mit dem pGL1000Intl Reporterkonstrukt und verschiedenen Mutanten
von Mef2c transfiziert. Zusätzlich wurden noch Expressionsplasmide mit MKK6EE oder p38 eingesetzt. Keine
der eingesetzten Mutanten zeigte extreme Abweichungen zum Mef2cV3 bezüglich der Aktivität. Die Varianten
Mef2cA und Mef2cE ließen sich am stärksten durch eine Aktivierung von p38 stimulieren, die Varianten Mef2cAA,
Mef2cEE und Mef2cEEE ließen sich nur sehr schwach stimulieren. B: Chondrozyten wurden mit pGL1000Intl
und Expressionsplasmiden für verschiedene Mef2c Mutanten transfiziert. Zusätzlich wurden MKK6EE und p38
koexprimiert, um den Effekt der Aktivierung der p38 zu messen. Zusätzlich wurden die Zellen noch mit PTHrP (20
nM) behandelt. Keine der Mutanten ist insensitiv gegenüber PTHrP – es tritt immer eine Hemmung der Repor-
teraktivität ein. Die Variante Mef2cE lässt sich in gleichem Maße durch MKK6EE und p38 aktivieren wie Mef2cV3,
während die Mutanten Mef2cEE und Mef2cEEE sich kaum stimulieren lassen.

Die Daten des phosphorylierungsspezifischen Western-Blots (Abb. 3.33 C) sprachen aber

auch für die Theorie, daß PTHrP in Chondrozyten die MAP-Kinase p38 hemmt und so

eine Phosphorylierung und damit Aktivierung von Mef2c verhindert. Um den Beweis zu er-

bringen, daß der Effekt von PTHrP über die Inaktivierung von Mef2c verläuft, wurden Mef2c

Varianten hergestellt, die an den p38 Phosphorylierungsstellen T293, T300 und S387 durch

Mutagenesen einen Aminosäureaustausch trugen (siehe Abbildung 3.34). Die Positionen

T293 und T300 wurden in Kombination mutiert, da sie immer zusammen phosphoryliert

werden. Ein Austausch der Aminosäuren gegen eine Glutaminsäure (E) sollte durch die

negative Ladung eine Phosphorylierung und damit Aktivierung simulieren, ein Alanin (A)

sollte eine Inaktivierung herbeiführen. Im Falle einer Hemmung von p38 durch PTHrP soll-

ten diese Varianten in Reporterassays insensitiv gegenüber PTHrP reagieren. Zunächst

wurden Assays in Cos7 Zellen und danach in Chondrozyten durchgeführt (vgl. Abb. 3.35).

Wider Erwarten waren die Mef2cA und Mef2cAA Mutanten nicht inaktiv – Mef2cA war

neben Mef2cE die Variante, die sich durch eine Aktivierung von p38 in den Cos7 Zellen

am stärksten stimulieren ließ – nämlich um 90 %. Die Mutanten Mef2cAA, Mef2cEE und

Mef2cEEE, denen allen die Mutagenese an den Positionen T293 und T300 gemein war,

ließen sich durch p38 oder MKK6EE kaum weiter aktivieren – der hauptsächliche Effekt

von p38 wurde demnach über die Positionen T293 und T300 vermittelt. Eine durch die
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Glutaminsäure eingeführte negative Ladung (Mef2cE) hatte im Vergleich zum eingeführ-

ten Alanin (Mef2cA) keinen Effekt – beide Mutationen erhöhten die Aktivität gegenüber

Mef2cV3 geringfügig. Erst ein Austausch aller phosphorylierungsrelevanten Positionen ge-

gen Glutaminsäure (Mef2cEEE) konnte die Aktivität um 35 % erhöhen. Eine Mutation der

Position S387 allein (Mef2cA & Mef2cE) ergab ein Protein, welches sich stärker durch Ko-

expression von p38 bzw. MKK6EE stimulieren ließ. Diese Position, die neben p38 auch von

Erk5 phosphoryliert werden kann, scheint somit eher einen hemmenden Effekt zu vermit-

teln. In Chondrozyten aktivierten die getesteten Mutanten den Col10a1 Promotor ungefähr

in gleicher Stärke wie Mef2cV3 (Abb. 3.35 B). Mef2cV3 und Mef2cE wurden durch eine

Aktivierung von p38 jeweils stärker stimuliert als Mef2cEE und Mef2cEEE. Eine Behand-

lung der Zellen mit PTHrP führte bei allen Mef2c Mutanten zu einer ungefähr gleichstarken

Hemmung der Aktivierung des Col10a1 Reporters. Eine Modifikation der p38 Phosphory-

lierungsstellen konnte also den PTHrP vermittelten Effekt nicht abschwächen.
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Abbildung 3.36: PTHrP hemmt Mef2c nicht über die PKA vermittelte Phosphorylierung. A: Eine Mef2c Mutante,
die nicht durch PKA phosphoryliert werden kann (Mef2cT20A), aktiviert den Col10a1 Promotor in Cos7 Zellen nur
schwach und lässt sich durch Koexpression von p38 nicht und durch MKK6EE nur relativ schwach stimulieren.
B: In Chondrozyten kann die Mef2cT20A Mutante den Reporter in ähnlicher Weise wie Mef2cV3 aktivieren und
lässt sich auch ebenso durch p38 und MKK6EE stimulieren. Eine Abschwächung der Hemmung durch PTHrP
wird aber auch durch Mef2cT20A nicht erreicht.

Eine weitere Möglichkeit wie der hemmende PTHrP Effekt auf Mef2c wirken könnte, wäre

eine Phosphorylierung an Position T20 durch die PKA. Um diesen Weg zu untersuchen,

wurde die Mutante Mef2cT20A durch einen Austausch der Aminosäure Threonin gegen ein

Alanin hergestellt und in Reporterassays getestet. In Abbildung 3.36 sind die Ergebnisse

dieser Experimente gezeigt. Die Mutante Mef2cT20A zeigte in Cos7 Zellen eine sehr nied-

rige Aktivität und ließ sich auch durch eine Aktivierung von p38 kaum stimulieren (Abb. 3.36

A). In Chondrozyten (Abb. 3.36 B) hingegen war die Mutante Mef2cT20A in der Lage, den

Col10a1 Promotor in gleicher Weise zu aktivieren wie Mef2cV3 – eine weitere Steigerung

durch Koexpression von p38 und MKK6EE war ebenfalls möglich. Diese Mutante zeigte

jedoch ebenfalls keinerlei Unterschied bezüglich der Hemmung durch PTHrP. Diese Er-
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gebnisse verdeutlichen den Unterschied zwischen Cos7 Zellen und chMM Chondrozyten:

in letzteren schien ein Kofaktor präsent zu sein, der die verminderte DNA-Bindung von

Mef2cT20A ausgleichen konnte, während dieser in den Cos7 Zellen zu fehlen schien.

PKA hemmt den Col10a1 Promotor unabhängig von Mef2c

Abbildung 3.37: PKA hemmt die Aktivierung des Col10a1-Promotors unabhängig von Mef2c. A: Eine Cotrans-
fektion von Chondrozyten mit Mef2c und der katalytischen Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) führt zu einer
Reduktion der Promotoraktivität. Eine Cotransfektion von Mef2c mit der regulatorischen Untereinheit der PKA
(PKArab) hingegen verstärkt die Aktivierung des Col10a1-Promotors. Die Mutante Mef2cT20A hat keinen Einfluß
auf den hemmenden Effekt der PKA – demnach dürfte dieser nicht über eine Phosphorylierung von Mef2c an die-
ser Position vermittelt werden. B: Die Effekte der PKA auf den pGL4600Intl Reporter sind weniger deutlich, so wird
dieser durch die katalytische Untereinheit zwar gehemmt, aber die Aktivierung durch Mef2c wird in Gegenwart
der regulatorischen Unterienheit nicht stimuliert.

Zur direkten Untersuchung des Effekts der PKA auf den Col10a1 Promotor wurden Repor-

terassays mit den Col10a1 Promotorkonstrukten und Mef2c in Gegenwart der katalytischen

oder der regulatorischen Untereinheit der PKA durchgeführt. Die katalytische Untereinheit

von PKA ist bei Dimerisierung mit der regulatorischen Untereinheit inhibiert. In Zellen wird

diese Inhibition durch cAMP, welches von der Adenylatcyclase (AC) bereitgestellt wird, auf-

gehoben. Wie in Abbildung 3.37 A & B zu zu sehen ist, hemmte die katalytische Unterein-

heit der PKA (PKA) die Aktivierung der Reporter, während die regulatorische Untereinheit

(PKArab) die Aktivierung des pGL1000Intl Promotorkonstruktes durch Mef2c weiter stei-

gern konnte. Die Aktivierung des pGL4600Intl Konstruktes konnte nicht weiter gesteigert

werden – dies könnte durch das Vorhandensein der repressorischen Region, die durch

c-Fos gehemmt werden kann, erklärt werden. Diese Ergebnisse belegen, daß der negative

Effekt der PKA nicht durch Phosphorylierung des Mef2c vermittelt wird, da die Aktivierung

in Gegenwart von Mef2cT20A in gleicher Weise wie bei Mef2cV3 durch PKA gehemmt

wurde. Insgesamt sind die Effekte durch die PKA aber relativ schwach, so daß möglicher-

weise ein cAMP-abhängiger Signalweg, der nicht über die PKA läuft, für den Großteil der

Hemmung verantwortlich ist.
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3.4.3 Indian Hedgehog (Ihh) Promotor

Die Untersuchung der Regulation des Ihh Promotors durch Mef2c war Bestandteil der Di-

plomarbeit von Ines Dabow [Dabow, 2008]. Der Grund für diese Analysen waren die Ak-

tivierung der Ihh Expression in chMM Kulturen durch Mef2c und die Störung der Ihh Ex-

pression in den Knochen der Mef2cloxP/KO Mäuse. Eine Überexpression von Mef2c konnte

ein 1,3kb langes Fragment des Ihh Promotors [Yoshida et al., 2004] aktivieren (Abb. 3.38

A). Innerhalb dieses Fragments ließen sich 5 potentielle Konsensussequenzen für Mef2c

ermitteln, sie lagen an den Positionen -1356, -1214, -967, -787 und -149 relativ zum Trans-

lationsstart ATG. Trunkierte Fragmente des Ihh Promotors ließen sich ebenfalls leicht durch

eine Überexpression von Mef2c aktivieren [Dabow, 2008]. Diese Aktivierung erfolgte aber

nicht durch direkte Bindung von Mef2c an den Ihh Promotor, denn eine Mutagenese der

in Frage kommenden Mef2c-Bindungstellen hatte keine Abschwächung der Aktivierung zur

Folge [Dabow, 2008] und (Abb. 3.38 B). Eine Überexpression von Runx2 hingegen führ-

te zu einer starken Aktivierung des Ihh Promotors. Eine Kotransfektion mit einem Mef2c

Expressionsplasmid reduzierte die Runx2 vermittelte Aktivierung des Reporters um 20 %

– eventuell hat Mef2c einen negativen Einfluß auf Runx2. Eine gleichzeitige Expression

von Hdac4, einem bekannten Inhibitor von Mef2c und auch Runx2 [Lu et al., 2000; Miska

et al., 1999; Vega et al., 2004], kann die Mef2c vermittelte Aktivierung des Reporters hem-
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Abbildung 3.38: Aktivierung eines Ihh Reporters durch Mef2c und Runx2. A: Cos7 Zellen wurden mit einem
1,3kb Indian Hedgehog (Ihh)Reporterplasmid und Expressionsplasmiden für Mef2c, Runx2, Hdac4 oder einem
leeren pcDNA3.1 Plasmid transfiziert, zur Transfektionskontrolle wurde ein Renillaplasmid eingesetzt. Die Luci-
feraseaktivität wurde nach 24h gemessen und relativ gegen die Luciferaseaktivität des Reporters in Gegenwart
des leeren pcDNA3.1 aufgetragen. Mef2c kann einen Ihh Reporter leicht aktivieren, in Gegenwart von Hdac4 wird
dies inhibiert. Deutlich stärker ist die Aktivierung durch Runx2, die durch Mef2c leicht gehemmt und durch Hdac4
leicht stimuliert wird. B: Relative Luciferaseaktivität eines 1,3kb Ihh Reporters, dessen potentielle Mef2c Kon-
sensussequenzen mutiert wurden. Die Aktivierung durch Mef2c wird kaum beeinflußt, während die Aktivierung
durch Runx2 stark reprimiert wird. Auch hier hat die Koexpression von Hdac4 einen stimulierenden Einfluß auf
die Runx2 vermittelte Aktivierung. C: Einfluß der Mef2c Konsensussequenz an Position -149 relativ zum Trans-
lationsstart. Eine Mutation dieser Position (1,3kb Mut-149) hat keinen negativen Einfluß auf die Aktivierung des
Reporters durch zwei verschiedene Spleißvarianten von Mef2c. Die Aktivierung durch Runx2 wird aber sehr stark
reprimiert. Bei einer Mutation der vier anderen Mef2c Konsensussequenzen (1,3kb 4×Mut WT-149) ist weder ein
Einfluß auf die Mef2c noch auf die Runx2 vermittelte Aktivierung zu verzeichnen.
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men. Die Runx2 vermittelte Aktivierung des Reporters wird durch Hdac4 unerwarteterweise

leicht verstärkt. Eine Hemmung der Aktivierung durch Runx2 ließ sich durch Mutagenese

der potentiellen Mef2c Bindestelle an Position -149 mit der Sequenz CTATTTATTG fast

vollständig unterdrücken. Es könnte sich bei dieser Bindestelle um die TATA-Box des Ihh

Promotors handeln, aber aufgrund ihrer Position innerhalb des ersten Exons ist dies extrem

unwahrscheinlich. Eine Mutation der vier Mef2c Konsensussequenzen außer der an Posi-

tion -149 hat weder auf die Aktivierung durch Mef2c noch durch Runx2 einen negativen

Einfluß (Abb. 3.38 C 1,3kb 4xMut WT-149). Zusammenfasend lässt sich sagen, daß Mef2c

zwar die Expression von Ihh induziert, aber der Einfluß dürfte indirekter Natur sein.

3.4.4 Integrin binding sialoprotein (Ibsp) und Osteocalcin (Ocn) Pro-
motoren

Die Überexpression von Mef2c in Hühner Micromass-Kulturen führte zu einer sehr star-

ken Induktion von Ibsp, einem Markergen hypertropher Chondrozyten und Osteoblasten.

In dem Promotor des Gens Ibsp befinden sich mehrere potentielle Bindestellen für Mef2c,

so daß eine direkte Aktivierung möglich schien. Das Reporterplasmid BSP-Luc [Barnes

et al., 2003], welches den 2,1 kb großen Promotorbereich des humanen IBSP enthält, wur-

de freundlicherweise von Marian F. Young (NIH, Bethesda, USA) zur Verfügung gestellt.

Eine Überexpression von Mef2c konnte in Cos7 Zellen den Ibsp Promotor nicht aktivieren,

während mit Runx2 eine 2,5 fache Aktivierung erreicht wurde (Abb. 3.39 A). Eine Cotrans-

fektion von Mef2c mit Runx2 konnte die Runx2 abhängige Aktivierung nur sehr schwach

verstärken, so daß davon auszugehen ist, daß Mef2c keinen direkten Effekt auf den Ibsp

Promotor hat. Dieses Ergebnis ist in Anbetracht der starken Regulation in chMM Kulturen

sowohl durch Mef2c als auch Runx2 überraschend.

Der Osteocalcin Promotor wurde ebenfalls nicht durch Mef2c aktiviert, sondern um fast 40

% gegenüber der Kontrolle gehemmt (Abb. 3.39 B). Runx2 induzierte den Reporter fast

14fach, Sp1 immerhin fast 5fach. Eine Koexpression von Runx2 und Sp1 resultierte in ei-

ner mehr als 23fachen Aktivierung des Reporters. Mef2c hingegen hatte einen negativen

Einfluß auf die Runx2 vermittelte Aktivierung des Reporters – sie wurde um mehr als 60 %

auf nur noch knapp 5fach reduziert. Auf die Sp1 vermittelte Regulation des Reporters hat-

te Mef2c einen sehr viel geringeren Einfluß. Dies ist ein interessantes Ergebnis, da eine

retrovirale Überexpression von Mef2c in chBM Kulturen einen leicht induzierenden Einfluß

auf die Expression von Osteocalcin hatte (Abb. 3.6).

3.4.5 Parathyroid Hormon Rezeptor 1 (Pthr1) Promotor

In den chMM Kulturen konnte auch die Expression des Parathyroid Hormon Rezeptors vom

Typ1 (Pthr1) durch Mef2c erhöht werden. Wie bei Ihh war in den mutanten Knochen die

Expression von Pthr1 stark verändert, so daß eine direkte Regulation durch Mef2c ange-

nommen wurde.Dieser Rezeptor ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor mit sieben Trans-

membrandomänen, der nach Bindung seines Liganden, dem Parathormon (PTH) oder dem



77

M
ef

2c

Runx2

M
ef

2c
 +

 R
unx2

0

1

2

3

4

re
l. 

L
u

c
ife

ra
s

e
 IB

S
P

-L
u

c

M
ef

2c

Runx2
SP1

M
ef

2c
 +

 R
unx2

M
ef

2c
 +

 S
P1

Runx2
 +

 S
P1

0

1

2

3

4

5

6

10

15

20

25

30

re
l. 

L
u

c
ife

ra
s

e
 O

C
N

 O
G

2

A B

Abbildung 3.39: Regulation des Ibsp und des Ocn Promotors durch Mef2c. A: Der Ibsp Promotor wird in Cos7
Zellen nicht durch Mef2c aktiviert. Eine Überexpression von Mef2c kann den Ibsp Promotor nicht aktivieren,
während Runx2 eine ca. 2,5 fache Aktivierung hervorruft. Gezeigt ist die Luciferase Aktivität relativ zu der mit
leerem pcDNA3.1 transfizierten Zellen. B: Regulation des OCN Promotors in Cos7 Zellen. Eine Überexpression
von Runx2 und auch Sp1 resultiert in verstärkter Aktivierung des OCN Promotors in Cos7 Zellen, während eine
Überexpression von Mef2c den Reporter um fast 40 % gegenüber der Kontrolle hemmt. In Gegenwart von Mef2c
wird die Runx2 vermittelte Aktivierung sogar um mehr als 60 % gehemmt. Eine Kotransfektion mit Runx2 und
Sp1 zeigt die höchste Aktivierung des Promotors, was auf einen synergistischen Effekt zwischen diesen beiden
Transkriptionsfaktoren schließen lässt.

Parathormon ähnlichen Peptid (PTHrP), drei Hauptsignalkaskaden induzieren kann. Diese

Signalkaskaden führen zu einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), der Proteinkina-

se C (PKC) und des „extracellular signal-regulated kinase“ (ERK) Signalwegs. Durch die

Aktivierung dieser Kinasen werden wiederum Transkriptionsfaktoren in ihrer Aktivität re-

guliert. Hierzu gehören Runx2, das cAMP respone element binding protein (CREB) und

AP-1 Transkriptionsfaktoren (z.B. c-Fos und c-Jun). Eine Deletion des Pthr1-Gens in der

Maus führt zu einem Phänotyp, der dem des konditionellen Mef2c Knockouts sehr ähnlich

ist [Lanske et al., 1999]. So ist bei Pthr1-/- Mäusen die Differenzierung der Chondrozyten

und damit die Hypertrophie verzögert (E15,5). Ab E16,5 erscheinen hypertrophe Chondro-

zyten – im Vergleich zu den Wildtyp Mäusen aber in einem unregelmässigen Muster und

in einem erheblich breiteren Bereich der Wachstumsfuge. Zusätzlich ist die Kortikalis von

Radius und Ulna in den KO Mäusen massiv verdickt. Eine Einwanderung von Gefäßen und

Osteoblasten in die Wachstumsfuge der KO Tiere ist ebenfalls verzögert und damit auch

die Ausbildung trabekulären Knochens.

Durch Überexpression von Mef2c in der Hühner Micromass wurde die Expression des Gens

Pthr1, welches für den PTH/PTHrP-Rezeptor Typ1 kodiert, bis auf den vierfachen Wert der

Kontrolle erhöht (vgl. Abbildung 3.10). In embryonalen Stadien der konditionellen Mef2c

Knockout Maus war die Expression des Rezeptors in der Wachstumsfuge reduziert und im

Perichondrium gänzlich abwesend. Diese Ergebnisse und die ähnlichen Phänotypen der

Knockout Mäuse führten zu der Hypothese, daß die Expression des PTH/PTHrP-Rezeptors

entweder direkt durch Mef2c reguliert wird oder daß Mef2c im Signalweg unterhalb des

Rezeptors einzuordnen ist. Letzteres würde eine Regulation von Mef2c durch PTH oder
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Abbildung 3.40: Aktivierung von Pthr1 P2 Reporterkonstrukten. A: Schematische Übersicht über den Aufbau
des murinen Pthr1 P2 Promotors und der eingesetzten Reporterkonstrukte. Der P2 Promotorbereich erstreckt
sich vom untranslatierten Exon U3 bis unmittelbar vor das erste Exon (orange, E1) des Gens, in welchem sich
an Position +182 der Translationsstart ATG befindet. Das Konstrukt Pthr1 -534+119 enthält neben 534 bp aus
dem Promotor noch 119 bp aus dem ersten Exon inklusive eines Repressorbereichs (rot, Rep.). Die blauen
Boxen markieren die Position der potentiellen Konsensussequenz für Mef2c, die gelben Boxen repräsentieren Sp1
Bindestellen. B: Luciferaseaktivitäten der drei eingesetzten Konstrukte relativ zu der Aktivität des Pthr1 -534+119
Konstrukts. Die Messung erfolgte mit Lysaten aus Cos7 Zellen 24h nach Transfektion. Die beiden Konstrukte ohne
den Repressorbereich zeigen eine 3 bzw. 4fach höhere Aktivität.

PTHrP bedeuten.

Das Pthr1 Gen der Maus setzt besitzt im 5’ Bereich 3 untranslatierte Exone (U1-U3) vor

dem ersten kodierenden Exon (E1) mit einer Signalsequenz und dem Translationsstart

ATG. In der Maus wurden 2 verschiedene Promotorbereiche für das Gen Pthr1 identifi-

ziert (P1 & P2), die räumlich und zeitlich unterschiedlich aktiviert werden [McCuaig et al.,

1994, 1995]. Beim Menschen hingegen wurde noch ein dritter Promotorbereich (P3) iden-

tifiziert [Bettoun et al., 1998]. Der P1 Promotor der Maus ist hauptsächlich in der Niere,

der Promotor P2 dagegen ist in verschiedenen Geweben aktiv – unter anderem auch im

Knochen. Im Bereich des P2 Promotors befindet sich eine potentielle Mef2c Konsensus-

sequenz (CTAAAAATA), die über mehrere Spezies konserviert ist. In Abbildung 3.40 A

ist eine schematische Übersicht über den Aufbau der Pthr1 Reporterkonstrukte und die

Positionen der Konsensussequenzen für Mef2c und Sp1 gezeigt. Innerhalb des ersten Ex-

ons des Pthr1 Gens befindet sich ein repressorischer Bereich. Reporterkonstrukte, denen

dieser Bereich fehlt, zeigten in Cos7 Zellen eine 3–4fach höhere Aktivität (Abb. 3.40 B).

Die drei verschiedenen Pthr1 Reporterkonstrukte konnten durch Überexpression der Tran-

skriptionsfaktoren Mef2c, Sp1 oder Runx2 aktiviert werden (Abb. 3.41). Eine Überexpres-

sion von Mef2c oder auch der Variante Mef2cEEA führte zu einer zweifachen Aktivierung

der Reporter gegenüber der Kontrolle. Runx2 aktivierte die Reporter mehr als dreifach

und Sp1 schließlich mehr als vierfach. Eine Koexpression von Sp1 mit Mef2c bzw. Runx2

führte zu einer Multiplikation der Einzeleffekte – so wurde durch Mef2c + Sp1 eine acht-

fache Aktivierung und bei Transfektion von Runx2 + Sp1 eine bis zu 16fache Aktivierung

erreicht. Dies war aber in gewissem Maße abhängig von dem eingesetzten Reporterkon-

strukt. Die höchste Aktivierung (16fach, Runx2 + Sp1, Abb. 3.41 B) ließ sich mit dem Kon-

strukt Pthr1 -642+18 erreichen – dieses Konstrukt besaß eine Sp1 Bindestelle mehr und

hatte keinen Repressorbereich.
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Abbildung 3.41: Regulation des Pthr1 Promotors durch Mef2c, Runx2 und Sp1. Relative Luciferaseaktivitäten
von unterschiedlichen Pthr1 Reporterkonstrukten in Cos7 Zellen bei Überexpression von Mef2c, Runx2 und Sp1.
Die Werte sind auf die Luciferaseaktivität der jeweiligen Reporter bei Kotransfektion mit einem leeren pcDNA3.1
Plasmid bezogen. Mef2c kann den Pthr1 Promotor jeweils ca. zweifach aktivieren, Runx2 mehr als dreifach und
Sp1 mehr als vierfach. Eine Koexpression der Faktoren führt zu einer synergistischen Aktivierung von bis zu
16fach (B Sp1 + Runx2). In Gegenwart des repressorischen Bereichs innerhalb des ersten Exons des Pthr1 Gens,
erreicht die Koexpression von Mef2cEEA und Sp1 (A) eine ähnlich hohe Aktivierung (10×) wie eine Koexpression
von Runx2 und Sp1 (ca. 12×). Die Reporter ohne den repressorischen Bereich (B & C) werden durch eine
Koexpression von Runx2 ud Sp1 deutlich stärker aktiviert als bei Koexpression von Mef2c mit Runx2 oder Sp1.

Betrachtet man die Regulation des Reporters mit dem Repressorbereich (Abb. 3.41 A),

so wird deutlich, daß Mef2c die Runx2 vermittelte Aktivierung reduzierte. Im Gegensatz

dazu aktivierte Mef2cEEA in Gegenwart von Sp1 den Reporter auf mehr als 80 % der

mit Runx2 + Sp1 erreichten Aktivität. Wurden alle drei Faktoren zusammen exprimiert, so

war auch hier ein kumulativer Effekt zu beobachten (Abb. 3.42 A & B) – allerdings war die

Aktivierung des Reporters insgesamt niedriger – vermutlich aufgrund der größeren Menge

an transfizierter DNA.

Zur Überprüfung, ob der Pthr1 Promotor direkt durch Mef2c reguliert wird, wurde die Mef2c

Konsensussequenz von CTAAAAATA nach CTACCAGTA mutiert. Reporterassays mit die-

sem Konstrukt zeigten keinen Unterschied in der Aktivierung durch Mef2c oder auch Sp1

in Bezug auf den unveränderten Promotor (Abb. 3.42 C). Einzig die synergistische Akti-

vierung durch Mef2c und Sp1 wurde leicht inhibiert. Damit ist davon auszugehen, daß der

Pthr1 Promotor nicht durch direkte Bindung von Mef2c an die DNA reguliert wird.
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Abbildung 3.42: Zusammenspiel von Mef2c, Sp1 und Runx2 bei der Regulation des Pthr1 Promotors. A & B:
Eine gleichzeitige Überexpression der Transkriptionsfaktoren Mef2c, Sp1 und Runx2 zeigt multiplikative Effekte
bezüglich der Aktivierung des Pthr1 Promotors. Gezeigt sind relative Luciferaseaktivitäten von Pthr1 Reporter-
konstrukten bei Koexpression von Mef2c, Runx2 und Sp1. Cos7 Zellen wurden bei Aussaat mit insgesamt 555
ng DNA transfiziert und 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Lysate gemessen. C: Der Pthr1 Promo-
tor wird nicht durch direkte Bindung von Mef2c reguliert. Eine Mutation der möglichen Mef2c Bindestelle bewirkt
keinen Unterschied in der Aktivierung des Reporters durch Mef2c und auch Sp1 in Bezug auf den Wildtyp Pro-
motor. Einzig die Aktivierung des Reporterkonstruktes durch eine Kotransfektion von Mef2c und Sp1 wird etwas
reduziert.



Kapitel 4

Diskussion

4.1 Identifikation und funktionelle Untersuchung von Kan-

didatengenen

Da das Ziel der vorliegenden Arbeit die Identifizierung und funktionelle Untersuchung von

neuen Faktoren mit einer regulativen Funktion in der Skelettentwicklung war, wurden Er-

gebnisse eines Vergleichs der Genexpression von Runx2-/- Mäusen mit Wildtyp Mäusen

[Hecht et al., 2007] als Grundlage herangezogen. Von den mehr als 70 Genen mit verän-

derter Expression wurde zunächst anhand der bekannten oder vermutlichen Genfunktion

eine Prioritätenliste erstellt. Von 34 Genen wurden die Expressionsmuster in Skelettele-

menten bestimmt und für die funktionelle Untersuchung wurden schließlich sechs Kandi-

daten ausgewählt.

4.1.1 Strategie des Kandidatengenscreenings

Zur funktionellen Untersuchung einer größeren Anzahl von Genen mit möglichem Einfluss

auf die Skelettentwicklung sollten die Auswirkungen der Überexpression der Kandidaten in

vitro untersucht werden. In vivo Ansätze mit transgenen oder Knockout Tiermodellen wa-

ren für ein solches Screening nicht geeignet, da sie erheblich aufwendiger sind. Ebenfalls

für ungeeignet wurden ex vivo Systeme mit Explantaten von Gliedmaßen erachtet, da die-

se sich in erster Linie nur für die Behandlung mit sezernierten Faktoren oder chemischen

Substanzen eignen, die über Rezeptoren oder Diffusion in die Zellen gelangen. Transkrip-

tionsfaktoren beispielsweise lassen sich auf diese Weise nicht untersuchen. Die Herunter-

regulation der Expression der Kandidatengene durch einen siRNA vermittelten Knockdown

wäre eine weitere Möglichkeit, aber sie erfordert ebenfalls mehr Aufwand, da für jedes zu

beeinflussende Gen mehrere Sequenzen getestet werden müssen, um eine ausreichende

Knockdown Effizienz zu erhalten. Für die Überexpression hingegen ist die einfache Klo-

nierung der kodierenden Sequenz des entsprechenden Gens in einen Expressionsvektor

ausreichend.

81
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4.1.2 Zellsysteme und Vektoren

Die aus Mauskalvarien etablierte Zelllinie MC3T3-E1 ist ein viel benutztes Modellsystem

für differenzierende Osteoblasten – sie lässt sich aber nur mit relativ niedrigen Effizien-

zen transfizieren und ist deswegen zum funktionellen Screening durch Überexpression nur

bedingt geeignet [Sudo et al., 1983; Wang et al., 1999b; Xiao et al., 1997]. Hühnerzellen

hingegen bieten den Vorteil der Infizierbarkeit mit dem retroviralen RCAS-System, welches

eine nahezu 100%ige Infektionsrate der Kulturen erlaubt – dadurch können theoretisch

auch schwache Effekte analysiert werden, da Schwankungen aufgrund unterschiedlicher

Transfektionseffizienzen reduziert werden [Hughes et al., 1987]. Der retrovirale Gentransfer

bietet den Vorteil der permanenten Integration des Transgens in das Wirtsgenom, so daß

die infizierten Zellen das gewünschte Protein stabil exprimieren. Aufgrund der relativ milden

Expression durch den viralen LTR-Promotor wird die Zelle durch die transgenen Proteine

zusätzlich nicht so stark belastet. Die herkömmliche Vorgehensweise beim Klonieren von

kodierenden Sequenzen in den RCAS sieht eine Zwischenklonierung über Adapterplasmi-

de wie z.B. pSlax vor, da diese bezüglich zu verwendender Schnittstellen flexibler als der

RCAS sind, der nur die Klonierung über eine ClaI-Schnittstelle ermöglicht [Hughes et al.,

1987]. Zur Beschleunigung der Klonierungen in den RCAS wurde dieser durch Einfügen

einer SwaI/SmiI-Schnittstelle modifiziert, um nach Restriktion und Anhängen eines Thy-

midinrests eine T/A-Klonierung zu ermöglichen (siehe Abschnitt 2.1.8). Diese Modifikation

stellte sich als sinnvoll heraus, da Klonierungen in den RCAS-T/A deutlich unaufwendiger

waren, was in einer Zeit- und Kostenersparnis resultierte.

4.1.3 Etablierung eines Zellsystems zur Untersuchung der Osteoblas-
tendifferenzierung

Zu Beginn der Arbeit stand mit der Hühner Micromass Kultur (chMM) ein gut etabliertes und

charakterisiertes System zur funktionellen Untersuchung von Kandidaten in Chondrozyten

zur Verfügung [Mello und Tuan, 1999; Seemann, 2006]. Für die Untersuchung der Effekte

auf die Differenzierung von Osteoblasten war jedoch kein in vitro System mit Hühnerzellen

verfügbar.

Es wurden zwei verschiedene Ansätze mit Primärzellen verfolgt. Im Laufe der Arbeit konn-

te die Kultivierung von multipotenten mesenchymalen Stromazellen aus dem Knochenmark

von Hühnerembryonen (chBM oder chBMSC) etabliert werden, die in der Lage waren, bei

Stimulation durch Ascorbinsäure und β-Glycerolphosphat zu Osteoblasten zu differenzie-

ren und eine mineralisierte extrazelluläre Matrix zu sezernieren (Abb. 3.2).

Mesenchymale Stromazellen des Knochenmarks

Bereits in den 1960er Jahren wurden erste Forschungsarbeiten an Stromazellen aus dem

Knochenmark durchgeführt [Friedenstein et al., 1966]. In der genannten Arbeit wurde eben-

falls schon das Potential dieser Zellen, nach Transplantation knöcherne Strukturen aufbau-
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en zu können, dokumentiert. In weiteren Experimenten konnten einlagige Kulturen (Mono-

layer) aus adhärenten Zellen des Knochenmarks angelegt werden, in denen unterschied-

liche Kolonien gebildet wurden [Friedenstein et al., 1970, 1974]. Anhand dieser Kolonien

erkennt man auch hervorragend die heterogene Zusammensetzung der Kulturen – die Ko-

lonien stammen jeweils von einer Vorläuferzelle ab (vergleiche dazu auch Abbildung 3.1).

Das Stroma des Knochenmarks dient als Reservoir für Zellen, die einen multipotenten

Stammzellcharakter haben – im Gegensatz zu pluripotenten Stammzellen können sie aber

nicht in alle Gewebe differenzieren.

Neben der Fähigkeit zur Bildung von Knochen können diese Zellen auch noch in weitere

mesodermale Gewebe wie Knorpel, Fettgewebe und Muskeln differenzieren – unter ge-

eigneten Bedingungen können sie auch transformiert werden, z.B. von Adipozyten zu Os-

teoblasten [Bennett et al., 1991; Mackay et al., 1998; Pittenger et al., 1999; Rickard et al.,

1994]. Ein großer Vorteil dieser Zellen gegenüber embryonalen Stammzellen liegt darin,

daß sie auch aus adulten Organismen gewonnen werden können [Yoshikawa et al., 1996].

Werden diese Zellen transplantiert, können sie auch Faktoren produzieren, die die sie um-

gebenden Zellen beeinflussen können. Diese Eigenschaften sind auch der Grund dafür,

daß diese Zellen gerade im Bereich der regenerativen Therapien intensiv erforscht werden

[Pittenger, 2008]. Neben Knochen kann z.B. auch Lungen- und Herzgewebe durch diese

Zellen regeneriert werden [Ferrari et al., 1998; Rojas et al., 2005].

Auch die Zellen der chBM Kulturen haben das Potential, neben Osteoblasten auch zu

Chondrozyten und Adipozyten zu differenzieren (Abb. 3.1) – in Yoshida und Yumoto [1987]

wurde die Isolation von mindestens zwei unterschiedlichen Zelltypen im Hühnerknochen-

mark dokumentiert, die eine Aktivität der Alkalischen Phosphatase aufweisen.

Eigenschaften der chBM Kultur

Die chBM Kulturen eignen sich als Modellsystem der osteoblastischen Differenzierung und

erlauben eine gleichmässige Überexpression von Genen durch den RCAS. Die Zellen las-

sen sich mindestens zweimal passagieren, ohne ihr Differenzierungspotential zu verlieren –

dadurch können ausreichende Zellzahlen erhalten werden, um auch größere Experimente

durchzuführen. Der Differenzierungszustand dieser Zellen konnte zu ausgewählten Zeit-

punkten über eine Bestimmung der Mineralisation, der Aktivität der alkalischen Phosphata-

se oder über ein Expressionsprofil per quantitativer RT-PCR (qRT-PCR) bestimmt werden

und erlaubte somit eine detaillierte Analyse. Anhand der Expressionsprofile (vgl. Abb. 3.3)

stimulierter chBM Kulturen konnte die osteoblastische Differenzierung dieser Zellen verfolgt

werden. So wurde früh nach Stimulation die Expression von Bmp2, Runx2 und damit von

Akp2 und Ibsp induziert, die beide unter anderem durch Runx2 reguliert werden [Barnes

et al., 2003; Harada et al., 1999]. Die Expression der Alkalischen Phosphatase wird zu-

sätzlich noch durch Dlx5 auf eine Runx2 unabhängige Weise reguliert [Kim et al., 2004].

Im weiteren Verlauf wurden dann Osteopontin (Opn) und Osteocalcin (Ocn) von den reifen-

den Osteoblasten exprimiert. Beide Gene werden direkt durch Runx2 reguliert [Ducy et al.,
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1997; Frendo et al., 1998; Sato et al., 1998] – interessant ist hierbei, daß die Expression

dieser Gene zunahm, obwohl die mRNA Menge von Runx2 sank. Dies zeigt, daß auch

hier neben Runx2 noch weitere Faktoren an der Regulation der Expression dieser Gene

beteiligt sind.

Nachteile der chBM Kultur

Als ein wesentlicher Nachteil der chBM Kultur stellte sich im Verlauf die hohe Sensibilität

für die in der Zellkultur verwendeten fetalen Kälberseren her. Vor Beginn der eigentlichen

Experimente müssen verschiedene Seren sorgfältig miteinander verglichen werden, um re-

produzierbare Ergebnissen zu gewährleisten. Dies bietet aber auch die Chance, durch die

Wahl des Serums die Kulturen in der Geschwindigkeit der Differenzierung zu beeinflussen,

um z.B. die Effekte eines repressorischen Faktors besser analysieren zu können. Gleiches

gilt für die verwendete Konzentration an β-Glycerolphosphat – niedrige Konzentration ver-

langsamen die Mineralisation und damit lassen sich die Effekte starker Aktivatoren wie z.B.

Runx2 besser auflösen. Die chBM Kulturen stellen heterogene Zellgemische dar, die je

nach Präparation eine unterschiedliche Zellzusammensetzung aufweisen und damit auch

unterschiedlich stark auf die Überexpression bestimmter Gene reagieren können. Dies wird

sicherlich zu einem Teil durch die lange – 18tägige Inkubationszeit der Eier verursacht, da

die Hühnerembryonen sich unterschiedlich schnell zu entwickeln scheinen und dadurch

die zelluläre Zusammensetzung des Knochenmarks stark variieren kann. Es ist zwingend

notwendig, die Experimente mit den chBM Kuturen mehrfach zu wiederholen, um die Er-

gebnisse abzusichern.

Die Überexpression von Mef2c hat gezeigt, daß – trotz des Fehlens eines offensichtlichen

Effekts auf die Mineralisation – Expressionsprofile der infizierten Zellen durchgeführt wer-

den sollten, da diese eine sehr viel feinere Analyse erlauben. Dies gilt natürlich auch für

die chMM Kulturen.

4.1.4 Überexpression bekannter Faktoren der Skelettentwicklung in
der chBM Kultur

Die Überexpression von Runx2, einem wichtigen Transkriptionsfaktor der Chondrozyten-

und Osteoblastendifferenzierung konnte die Differenzierung dieser Zellen und damit die

Mineralisation beschleunigen (Abb. 3.4) und bot sich somit als Positivkontrolle an. Eine

Hemmung der Reifung wurde erwartungsgemäß durch die Überexpression einer dominant-

negativen Variante von Runx2 (Runt) erreicht – ebenso wie durch PTHrP, Sox9 und Scle-

rostin (Sost) (Abb. 3.5). Eine Überexpression von Sox9 verschob vermutlich das Gleichge-

wicht der Kulturen in Richtung der Differenzierung von Chondrozyten. PTHrP ist einerseits

bekannt für eine hemmende Wirkung auf die Differenzierung von Chondrozyten [Iwamoto

et al., 1995], andererseits hat eine Behandlung von Osteoblasten mit PTHrP sowohl sti-

mulierende als auch hemmende Effekte [Hock und Gera, 1992]. Ein hemmender Effekt tritt

bei dauerhafter Behandlung ein – dies könnte an der Hemmung der Expression von Runx2
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durch PTHrP [Li et al., 2004] liegen. Sclerostin ist bekannt für einen inhibitorischen Effekt

auf den Wnt-Signalweg und damit die Mineralisation [Kamiya et al., 2008]. Diese Ergebnis-

se zeigen, daß die chBM Kulturen zur funktionellen Analyse stimulierender und hemmender

Faktoren gleichermaßen geeignet sind.

4.1.5 Kandidatengene

Funktionell untersucht wurden letztlich folgende Kandidaten: Fabp3, Irx5, Mef2c, Panne-

xin3, Satb2 und Smpd3. Hiervon zeigten Fabp3, Irx5 und Satb2 einen hemmenden, Mef2c

und Panx3 einen stimulierenden Effekt auf die Mineralisation der Osteoblasten (Abb. 3.4).

Im Folgenden soll noch kurz auf besonders interessante Kandidaten eingegangen und ein

kurzer Überblick über die relevanten Informationen gegeben werden.

Iroquois related homeobox 5 (Irx5)

Irx5 ist ein Transkriptionsfaktor, der an der Musterbildung in der Organentwicklung betei-

ligt ist. Es existieren Irx5-Knockout Mäuse, die lebens- und fortpflanzungsfähig sind, aber

leichte Defekte in der Entwicklung der Retina und verminderte EKG-Signale während der

ventrikulären Repolarisation zeigen [Costantini et al., 2005]. Zusätzlich sind diese Tiere

etwas kleiner als die Kontrolltiere. Mäuse mit einem Doppelknockout von Irx3 und Irx5

zeigen einen Skelettphänotyp (interne Kommunikation mit Boris Thurisch). Dadurch, daß

schon skelettrelevante Untersuchungen an Irx5 unternommen wurden/werden, fiel dieses

Gen als Kandidat aus.

Pannexin3 (Panx3)

Pannexin3 gehört zu einer Familie von Proteinen, die neben Connexinen an der Ausbil-

dung von Gap junctions beteiligt sind und dadurch einen Einfluß auf z.B. Calzium-Signale

haben [Baranova et al., 2004; Litvin et al., 2006]. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war

sehr wenig über die Pannexine im Allgemeinen bekannt, mittlerweile wurde ihre Expressi-

on im Knorpel und in der Cochlea nachgewiesen [Penuela et al., 2007; Wang et al., 2009].

Kürzlich wurde eine Interaktion von Pannexin1 mit dem P2X7 Purinrezeptor bei der Regula-

tion verschiedener Interleukine nachgewiesen [Pelegrin, 2008]. Interleukin-1 z.B. induziert

Mmp13, die für den Abbau von Knorpelmatrix notwendig ist [Mengshol et al., 2001]. Somit

könnten die Pannexine eine Rolle bei Entzündungserkrankungen wie rheumatoider Arthri-

tis spielen und wären damit interessante Kandidaten für eine funktionelle Untersuchung im

Knochen.

Special AT-rich sequence binding protein 2 (Satb2)

Satb2 ist ein Faktor, der an die DNA bindet – Mutationen im humanen SATB2 Gen führen

zu einer Gaumenspalte [FitzPatrick et al., 2003]. Die Deletion des murinen Satb2 resultiert
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in einem Phänotyp, der dem von Patienten mit einer Gaumenspalte ähnelt – darüberhinaus

führt die Deletion zu einem Defekt der Osteoblastendifferenzierung und -funktion [Dobreva

et al., 2006]. Eine direkte Interaktion von Satb2 mit Runx2 wurde ebenfalls von den Autoren

beschrieben. Aus diesen Gründen fiel Satb2 ebenfalls als Kandidat aus.

Myocyte enhancer factor 2c (Mef2c)

Als Hauptkandidat für detaillierte Untersuchungen wurde Mef2c ausgewählt, da es in Chon-

drozyten und im Perichondrium exprimiert wird und einen positiven Effekt auf die Differen-

zierung der chBM Kulturen zeigte. Da Mef2c ein Transkritpionsfaktor ist, bestand außerdem

die Möglichkeit, daß es eine zentrale Rolle bei der Aktivierung eines für die Skelettentwick-

lung notwendigen Programms spielt. Zum Zeitpunkt der Auswahl war noch nicht belegt,

daß Mef2c eine Rolle in der Skelettentwicklung spielt. Es gab lediglich Hinweise auf eine

Regulation der Expression von Col10a1, die aber nicht durch ausreichende funktionelle Un-

tersuchungen verifiziert waren [Harada et al., 1997; Stanton et al., 2003]. Zusätzlich wurde

die Wahl durch eine verfügbare Mef2cloxP Maus begünstigt [Vong et al., 2005].

4.1.6 Mef2c reguliert die Hypertrophie von Chondrozyten in vitro

Mef2c wurde sowohl in chBM Kulturen als auch in chMM Kulturen retroviral überexpri-

miert. Der zunächst beobachtete stimulierende Effekt auf die Mineralisation der chBM Zel-

len konnte im weiteren Verlauf nicht mehr reproduziert werden (Abb. 3.5). Der Grund hier-

für könnte das im Verlauf der Arbeit veränderte Verfahren zur Kultivierung der chBM Zellen

gewesen sein. Es zeigte sich aber bei der Untersuchung der Expressionsprofile der chBM

Kulturen, daß eine Überexpression von Mef2c vor allem zu einer verstärkten Expression

von Col10a1 und Ibsp führte. Col10a1 ist ein Markergen für hypertrophe Chondrozyten,

Ibsp wird eher von Osteoblasten, aber auch von hypertrophen Chondrozyten exprimiert

[Javed et al., 2001; Schmid und Linsenmayer, 1985a]. Somit ist anzunehmen, daß Mef2c

evtl. eine stärkere Rolle bei der Hypertrophie der Chondrozyten spielt und weniger in der

Osteoblastendifferenzierung. Dies könnte die unterschiedlichen Effekte auf die Mineralisa-

tion erklären. Die Expressionsmuster von Mef2c und auch Mef2a und Mef2d (Abb. 3.11)

sprechen ebenfalls für eine Rolle der MEF2 Faktoren in den Chondrozyten – es fand sich

hauptsächlich Signal in den prähypertrophen und hypertrophen Chondrozyten, aber auch

im Perichondrium. Erwartungsgemäß konnte eine Überexpression von Runx2 in chBM Zel-

len die Expression von Mef2c erhöhen – in den Runx2-/- Mäusen war die Expression von

Mef2c reduziert. Mef2c hatte aber keinen Effekt auf die Expression von Runx2, während

beide Faktoren die Expression von Mef2b stimulierten.

Die Hypothese, daß Mef2c eine Rolle bei der Differenzierung der Chondrozyten spielt,

wurde durch die Ergebnisse der Überexpression von Mef2c in chMM Kulturen weiter un-

termauert (Abb. 3.10). So wurde auch hier die Expression von Col10a1 und Ibsp induziert.

Zusätzlich wurde aber auch die Expression der Alkalischen Phosphatase (Akp2), von In-

dian Hedgehog (Ihh) und des PTH/PTHrP Rezeptors (Pthr1) stimuliert. Letzterer wurde
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exklusiv durch Mef2c induziert, während die Expression der anderen Faktoren auch durch

die Überexpression von Runx2 stimuliert wurde. Im Gegensatz zu Runx2 hatte Mef2c kei-

nen Einfluß auf die Morphologie der Chondrozyten (vgl. Abb. 3.9) und die Synthese von

Proteoglykanen der extrazellulären Matrix (Abb. 3.8). Dies lässt den Schluß zu, daß Mef2c

entweder weniger Zielgene während der Differenzierung von Skelettelementen reguliert

oder daß es selber sehr eng in seiner Aktivität reguliert wird. Die Tatsache, daß Runx2

die Expression von Mef2c reguliert, Mef2c aber nicht die Expression von Runx2, deutet

darauf hin, daß Mef2c regulatorisch unterhalb von Runx2 einzuordnen ist und deswegen

nicht so breitgefächert auf die Differenzierung von Chondrozyten wirkt wie Runx2, sondern

vermutlich spezifisch den Beginn der Hypertrophie reguliert. Hierfür spricht auch die starke

Regulation der Col10a1 Expression. Im Knochen überlappen die Expressionsdomänen von

Mef2c und den Faktoren, die in vitro induziert werden konnten, so daß eine in vivo Regu-

lation dieser Gene durch Mef2c möglich erscheint. Zumindest die Regulation von Col10a1

wurde schon in Harada et al. [1997] vermutet und in Arnold et al. [2007] endgültig gezeigt.

4.2 Skelettspezifische Deletion von Mef2c

Eine Deletion von Mef2c im gesamten Organismus ist aufgrund schwerer Entwicklungs-

störungen des Herzens zum Zeitpunkt E9,5 letal [Lin et al., 1997]. Da in diesem Entwick-

lungsstadium noch keine Skelettelemente angelegt sind, eigneten sich diese Mäue nicht

für eine Untersuchung der Rolle von Mef2c in der Skelettentwicklung. Aus diesem Grund

wurden Mef2cloxP Mäuse [Vong et al., 2005] mit verschiedenen Cre Mäusen verpaart, um

eine konditionelle Deletion in Skelettelementen zu erreichen.

4.2.1 Die Deletion von Mef2c verursacht Veränderungen in den Wachs-
tumsfugen

Die Deletion von Mef2c in der gesamten Extremitätenknospe (Mef2cPrx1Cre/KO) oder in allen

Chondrozyten (Mef2cCol2Cre/KO) verursachte einen Phänotyp in den betroffenen Skelettele-

menten. Betrachtet man die Röhrenknochen der Gliedmaßen, so zeigten beide Ansätze

den gleichen Phänotyp – darüberhinaus hatte ein Verlust von Mef2c in allen Chondrozyten

Auswirkungen auf alle enchondral gebildeten Knochen. Dies und die Tatsache, daß weder

eine Deletion von Mef2c in hypertrophen Chondrozyten (Mef2cCol10Cre/KO) noch in Osteo-

blasten (Mef2cCol1Cre/KO) einen Phänotyp verursachte (Abb. 3.16), spricht für die Hypothese,

daß Mef2c eine Rolle in Chondrozyten spielt, und zwar bei der Regulation des Übergangs

vom prähypertrophen zum hypertrophen Zustand. Dies wurde auch parallel durch Arnold

et al. [2007] beschrieben. Mef2c reguliert direkt die Expression von Col10a1, dies ist der

Grund dafür, daß eine Deletion von Mef2c mit Hilfe der Cre Rekombinase unter der Kon-

trolle des Col10a1 Promotors keinen Effekt zeigte (vergleiche dazu die Abbildungen 3.16

und 3.29 B). In diesem Fall wurde Mef2c nach der Ausübung seiner Funktion deletiert.
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Die homozygoten Mutanten hatten bei der Geburt verkürzte, gebogene und teilweise ver-

drehte Röhrenknochen mit vergrößerten Knorpelbereichen (Abb. 3.13). Zusätzlich waren

die kortikalen Knochen von Humerus, Femur und Ulna gegenüber den Kontrolltieren ver-

dickt, während Radius, Tibia und Fibula keine bzw. fast keine Mineralisation aufwiesen.

Die Mäuse zeigten einen watschelnden Gang und die Mef2cCol2Cre/KO Mäuse waren auch

etwas kleiner als die Kontrolltiere. Histologische Analysen der Humeri verschiedener Sta-

dien zeigten, daß die Anordnung der Chondrozyten in den Wachstumsfugen gestört und

die Hypertrophie der Chondrozyten verzögert war (Abb. 3.14). Die vaskulare Invasion der

Wachstumsfuge war wie die Ausbildung der primären Spongiosa verzögert. In älteren Tie-

ren zeigte sich neben der Verdickung des kortikalen Knochens durch das Verbleiben hy-

pertropher Chondrozyten eine erhebliche Verbreiterung der Wachstumsfuge (Abb. 3.17 und

3.18). Auch die Entwicklung des sekundären Ossifikationszentrums war durch die Deletion

von Mef2c beeinträchtigt – im Alter von vier Wochen bestand es nur aus mineralisierter

Knorpelmatrix, acht Wochen nach der Geburt bestand es immer noch zu ca. 50 % aus

trabekulärem Knochen.

4.2.2 Vergleich des Phänotyps mit humanen Erkrankungen

Zur Abschätzung, welche regulatorischen Schritte der Knochenentwicklung durch eine De-

letion von Mef2c beeinträchtigt waren, wurden Vergleiche mit bekannten humanen Erkran-

kungen und Mausmodellen (siehe Abschnitt 4.2.3) durchgeführt. Die Merkmale der Mef2c-/-

Mäuse – Kleinwuchs, die verkürzten & gebogenen Extremitäten, der watschelnde Gang,

die ungeordnete und verbreiterte hypertrophe Zone in der Wachstumsfuge – finden sich

insbesondere bei metaphysären Chondrodysplasien – speziell bei denen von den Typen

Schmid (MCDS) und Jansen (JMC) [Kozlowski et al., 1999; Mäkitie et al., 2005].

Metaphysäre Chondrodysplasie Typ Schmid (MCDS)

Die metaphysäre Chondrodysplasie vom Typ Schmid (MCDS) ist durch eine bei Geburt

normale Größe und einen postnatal einsetzenden Kleinwuchs mit Verbiegung der Röhren-

knochen der unteren Extremität gekennzeichnet. Die Wachstumsfugen sind verbreitert und

unregelmäßig. Als Ursache konnten heterozygote Mutationen im COL10A1 Gen identifiziert

werden. Die meisten dieser Mutationen liegen in der C-terminalen nicht-Kollagen-Domäne

(NC1) und haben trunkierende Wirkung. Zwar wurde eine teilweise Degradation der mu-

tierten mRNA im Sinne eines Nonsense-mediated Decay festgestellt, jedoch konnte belegt

werden, daß die verbleibenden trunkierten COL10A1-Moleküle einen dominant negativen

Effekt entfalten [Chan et al., 1998; Ho et al., 2007; Warman et al., 1993]. Erst durch Un-

tersuchung von Mausmodellen (s.u.) konnte näher aufgeklärt werden, ob die Erkrankung

durch eine Haploinsuffizienz oder durch einen dominant negativen Effekt der Mutationen

verursacht wird.
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Metaphysäre Chondrodysplasie Typ Jansen (JMC)

Bei der metaphysären Chondrodysplasie vom Typ Jansen führen aktivierende Mutationen

im humanen PTHR1 Gen zu einer konstitutiven Aktivierung der PTH/PTHrP Signalkaska-

de, die zu einer Anhäufung von cAMP in den betroffenen Zellen führen [Schipani et al.,

1997a, 1995]. Die JMC unterscheidet sich von der MCDS darin, daß sie sich bereits bei

Geburt manifestiert und die Metaphysen deutlich stärker betroffen sind, wodurch die Ge-

lenke aufgetrieben erscheinen.

Achondroplasie

Die Achondroplasie ist eine weitere angeborene Entwicklungsstörung, bei der die Patien-

ten kleinwüchsig sind und stark verkürzte Gliedmaßen haben. Die Ursache hierfür sind

Mutationen im FGFR3 Gen, welches für den FGF-Rezeptor 3 kodiert [Rousseau et al.,

1994; Shiang et al., 1994]. Bei der Achondroplasie ist die Organisation der Metaphyse je-

doch weniger stark betroffen – außerdem wird das Fgfr3 Gen in ruhenden Chondrozyten

und nicht im hypertrophen Knorpel exprimiert – ein Einfluß durch Mef2c erscheint damit

unwahrscheinlich [Peters et al., 1993].

4.2.3 Vergleich des Phänotyps mit anderen Mausmodellen mit verän-
derten Wachstumsfugen

Der Phänotyp, der durch die Deletion von Mef2c in Skelettelementen verursacht wird, äh-

nelt stark dem der metaphysären Chondrodysplasien. Deswegen sollen hier zunächst ver-

fügbare Mausmodelle zu diesen Erkrankungen mit der Mef2cloxP/KO Maus verglichen wer-

den. Zusätzlich sollen noch Vergleich mit Runx2 oder Hdac4 defizienten Mäusen durchge-

führt werden, da diese Deletionen auch einen Einfluß auf die Wachstumsfuge haben.

Col10a1-Mausmutanten

Da zunächst angenommen wurde, daß die MCDS auf einer Haploinsuffizienz des COL10A1

Gens beruht, wurden als Krankheitsmodell Col10a1-defiziente transgene Mäuse generiert.

Im Gegensatz zu der Erkrankung beim Menschen zeigen diese Mausmodelle eine Kom-

pression der Wachstumsfuge, aber auch typische Merkmale wie Kleinwuchs, kurze und

gebogene Gliedmaßen und eine Coxa vara [Jacenko et al., 1993a; Kwan et al., 1997]. Ein

weiterer Pathomechanismus für die MCDS wurde kürzlich anhand eines transgenen Maus-

modells gezeigt, hier führt eine Frameshift-Mutation im Col10a1 Gen zu einer Anhäufung

mutierten Proteins im endoplasmatischen Reticulum hypertropher Chondrozyten [Ho et al.,

2007]. Diese Mäuse zeigen auch eine Verbreiterung der hypertrophen Zone, die dem Phä-

notyp der Mef2cloxp/KO Mäuse ähnelt. In den Wachstumsfugen der Mef2cloxP/KO Mäuse ist

die Transkriptmenge von Col10a1 deutlich reduziert – es könnte demnach eine Art Haploin-

suffizienz vorliegen, die zu einem Teil für den Phänotyp verantwortlich ist. Dies erscheint

aber unwahrscheinlich, da die Col10a1 haploinsuffizienten Mäuse eine Kompression und
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keine Verbreiterung der Wachstumfuge aufweisen. Unterstützt wird dies auch durch die

Tatsache, daß keine der Col10a1-Mausmutanten eine Verdickung der Kortikalis entwickelt.

Metaphysäre Chondrodysplasie Typ Jansen

Bei der JMC ist der PTH/PTHrP-Rezeptor durch Mutationen konstitutiv aktiviert. Es exi-

sitiert ein Mausmodell, bei dem ein Pthr1 Gen mit einer JMC Mutation transgen in allen

Chondrozyten exprimiert wird [Schipani et al., 1997b]. Die transgenen Mäuse zeigen einen

Phänotyp mit moderatem Kleinwuchs und leicht verkürzten Extremitäten, aber Störungen

der Mineralisation der enchondral gebildeten Knochen. Die hypertrophe Differenzierung

der Chondrozyten, die vaskuläre Invasion der Wachstumsfuge und die Bildung der pri-

mären Spongiosa sind verzögert. Zum Zeitpunkt E17,5 zeigen die Mutanten eine Anhäu-

fung hypertropher Chondrozyten, die von einer mineralisierten Matrix umgeben sind. Die

Anordnung der hypertrophen Chondrozyten scheint in manchen Knochen eher zum Peri-

chondrium orientiert zu sein. Die Invasion der Blutgefäße beginnt an der Peripherie der

Diaphyse anstatt im Zentrum. Die Knochen der transgenen Tiere sind insgesamt verdickt,

eine Verdickung der Kortikalis liegt aber nicht vor. Im Alter von zwei Wochen haben die

transgenen Tiere morphologisch normale Knochen, die jedoch verkürzt sind. Dies rührt

von der reduzierten Transgenexpression her, da dieses unter der Kontrolle des Col2a1

Promotors steht.

Neben den oben beschriebenen Mäusen gibt es auch transgene Mäuse, die PTHrP unter

der Kontrolle des Col2a1 Promotors exprimieren [Weir et al., 1996]. Diese Mäuse haben

einen Phänotyp, der noch etwas schwerer als der der transgenen PTH/PTHrP-Rezeptor-

mäuse ausgeprägt ist. Diese Mäuse sind deutlich kleiner und die Gliedmaßen sind sehr viel

kürzer. Eine Woche nach der Geburt bestehen die Knochen noch komplett aus Knorpel und

es beginnt gerade die hypertrophe Differenzierung. Die Wachstumsfuge scheint bei diesen

Mäusen um 90◦ gedreht zu sein. Erst im Alter von zwei Wochen beginnt von der Peripherie

her die Vaskularisierung und nach drei Wochen bildet sich unregelmäßiger Knochen. Er-

staunlicherweise sind die Knochen im Alter von sieben Wochen weitesgehend normal – nur

die Wachstumsfuge ist etwas verbreitert. Diese Normalisierung dürfte ebenfalls von einer

Reduktion der Transgenexpression herrühren.

An dieser Stelle sollte nicht unerwähnt bleiben, daß Pthr1-/- Mäuse ebenfalls eine Störung

der Wachstumsfuge mit verzögerter Hypertrophie und Blutgefäßinvasion und einer verdick-

ten Kortikalis entwickeln Lanske et al. [1999].

Runx2-/- und Hdac4-/- Mäuse

Mäuse, bei denen Runx2 deletiert wurde, entwickeln ein knorpeliges Skelett, welches auf-

grund einer Blockade der Osteoblastendifferenzierung nicht ossifiziert [Komori et al., 1997].

Die hypertrophe Differenzierung der Chondrozyten ist bei diesen Mäusen sehr stark verzö-

gert, findet aber in distalen Teilen der Gliedmaßen noch statt. Wie in den Mef2cloxP/KO Mäu-

sen, ist die Diaphyse der Knochen in späten Embryonalstadien von hypertrophen Chon-
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drozyten angefüllt, die eine mineralisierte Matrix umgibt. Ebenso sammeln sich im an die

hypertrophe Zone anliegenden Perichondrium unreife Osteoblasten, die aber aufgrund ei-

ner fehlenden Vaskularisierung nicht in die Diaphyse einwandern. Im Gegensatz zu den

Mef2cloxP/KO Mäusen reifen die Osteoblasten in den Runx2-/- Mäusen nicht und bilden auch

keinen kortikalen Knochen. Ein weiterer wichtiger Unterschied zu den Mef2cloxP/KO Mäusen

ist die Tatsache, daß die Ausrichtung der Wachstumsfuge nicht verändert zu sein scheint.

Transgene Mäuse, die in Chondrozyten ein dominant-negatives Runx2 exprimieren, ent-

wickeln ebenfalls verkürzte Gliedmaßen mit gestörter enchondraler Ossifikation [Stricker

et al., 2002; Ueta et al., 2001]. Aber auch diese Mäuse zeigen weder die veränderte Aus-

richtung der Zellen in der Wachstumsfuge noch die Verdickung der Kortikalis – außerdem

findet die Ausbildung der primären Spongiosa deutlich früher und geordneter als in den

Mef2cloxP/KO Mäusen statt.

Eine Deletion von Hdac4 resultiert in einer verfrühten terminalen Hypertrophie der Chon-

drozyten und in überschüssiger Ossifikation. Transgene Hdac4 Mäuse zeigen eine Blocka-

de der hypertrophen Differenzierung der Chondrozyten [Vega et al., 2004]. Hdac4 kann

direkt mit Runx2 und Mef2c interagieren und diese reprimieren – in Arnold et al. [2007]

wurde gezeigt, daß durch eine Deletion von Hdac4 der Phänotyp von Mef2c Mutanten nor-

malisiert werden kann. Es wurde die Theorie aufgestellt, daß eine Deletion von Mef2c zu

einer unkontrollierten Hemmung von Runx2 durch überschüssige Hdac4 führt.

Zusammengenommen zeigt dies, daß eine Deletion von Mef2c und Runx2 in Bezug auf die

Chondrozytendifferenzierung teilweise gleiche Effekte verursacht. Bezüglich der Effekte auf

die Kortikalis und die Orientierung der Wachstumsfuge unterscheiden sich die Phänotypen

jedoch deutlich. Ex ist aber anzunehmen, daß Mef2c und Runx2 neben Col10a1 noch

weitere überlappende Zielgene haben.

Es erscheint auch unwahrscheinlich, daß die in den Mef2c-defizienten Knochen beobach-

teten Veränderungen der Wachstumsfuge durch die verringerte, Mef2c abhängige Expres-

sion von Col10a1 zu erklären ist. Vielmehr finden sich große Ähnlichkeiten zu Mausmo-

dellen, in denen die Signaltransduktion des PTH/PTHrP-Rezeptors in der Wachstumsfuge

verstärkt wird. Dies legt eine Rolle von Mef2c in diesem Prozess nahe.

4.2.4 Molekularbiologische Untersuchung des Phänotyps

Der Phänotyp der Mef2cloxP/KO Mäuse gleicht einer metaphysären Chondrodysplasie vom

Typ Jansen. Dies lässt eine Aktivierung des PTH/PTHrP-Signalwegs vermuten, der in einer

negativen Schleife mit dem Morphogen Indian hedgehog (Ihh) den Übergang von prolife-

rierenden zu prähypertrophen Chondrozyten reguliert. Betrachtet man nun die Abläufe,

die während der enchondralen Ossifikation stattfinden, so wird deutlich, daß die frühen

Vorgänge in den Mef2cloxP/KO Mäusen nicht beeinträchtigt waren. So bildeten sich mesen-

chymale Kondensationen in der richtigen Form und Anzahl und die Differenzierung der

Vorläuferzellen zu Chondrozyten fand statt. Dies bedeutet, daß weder die Musterbildung,

die vornehmlich durch FGF- und Sonic hedgehog-Signale (Shh) und Transkriptionsfakto-
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ren der Homöobox Familie (Hox) [Kornak und Mundlos, 2003; Zakany und Duboule, 2007],

noch die Sox9 abhängigen Mechanismen, die die frühe Chondrozytendifferenzierung re-

gulieren (vgl. Abschnitt 1.3.1), gestört waren. Erst die Differenzierung von proliferierenden

zu prähypertrophen Chondrozyten ist durch das Fehlen von Mef2c verzögert. Dies steht in

Übereinstimmung mit der Vermutung, daß besonders der PTH/PTHrP-Signalweg durch die

Deletion betroffen war.

Zur genauen Analyse, welche Mechanismen betroffen waren, sollte die Expression zentra-

ler Faktoren der Chondrozytendifferenzierung untersucht werden. Hierzu wurden in situ Hy-

bridisierungen auf Gewebeschnitten von Extremitäten verschiedener Stadien durchgeführt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen nun im Folgenden in funktionellen Einheiten

diskutiert werden.

Die reduzierte Runx2 Expression verlangsamt die hypertrophe Differenzierung

Wie die Untersuchung der Expression von Markergenen zeigte, befanden sich in den Knor-

pelanlagen der mutanten Tiere zum Zeitpunkt E14,5 (siehe Abb. 3.19) nur unreife Chondro-

zyten, die durchweg Col2a1 exprimierten. Ein zentraler Faktor, der für die Ausprägung des

Phänotyps verantwortlich sein dürfte, ist Runx2. In den mutanten Humeri war die Expres-

sion dieses für die Reifung der Chondrozyten notwendigen Faktors [Enomoto et al., 2000]

sehr schwach und unregelmässig, so daß eine Reihe von Genen, deren Transkription direkt

von Runx2 reguliert wird, ebenfalls betroffen waren. So war die Expression der Markergene

differenzierender Chondrozyten Akp2, Col10a1, und Opn [Harada et al., 1999; Sato et al.,

1998; Zheng et al., 2003] komplett abwesend. In Verzi et al. [2007] wurde beschrieben, daß

Mef2c für die vollständige Transkription von Dlx5 und Dlx6 in der Neuralleiste notwendig

ist – Dlx5 wiederum reguliert die Expression von Runx2 [Lee et al., 2003a] und Osx [Lee

et al., 2003b]. Osx ist ein notwendiger Faktor für die Reifung der Osteoblasten und damit

für die Mineralisation [Nakashima et al., 2002].

Eine Reduktion von Dlx5 als Folge der Deletion von Mef2c wäre demnach eine gute Er-

klärung für die schwache Expression von Runx2 und Osx. Dies konnte nicht eindeutig

geklärt werden, da einerseits die Expression von Dlx5 in den mutanten Embryonen nicht

reduziert war (siehe Abb. 3.19), während in den Wachstumsfugen älterer Tiere eine ein-

deutige Reduktion vorlag (Abb. 3.24). Zusätzlich wurde in Depew et al. [1999] gezeigt, daß

Dlx5-/- Mäuse einen Phänotyp ausschließlich in craniofazialen Strukturen entwickeln. Erst

der Doppelknockout von Dlx5 und Dlx6 führt zu einen Phänotyp, der sich auch auf das

appendikuläre und axiale Skelett erstreckt [Robledo et al., 2002]. Demnach müssten noch

weitere Untersuchungen zur Expression von Dlx5 und Dlx6 vorgenommen werden, um zu

klären, ob die reduzierte Expression von Runx2 ein primärer Effekt der Deletion von Mef2c

war oder ob es sich hierbei um einen sekundären Effekt handelte, der durch die Verzöge-

rung der Reifung der Chondrozyten verursacht wurde.

Die Ergebnisse aus den in vitro Experimenten deuten jedoch eher auf eine Regulation von

Mef2c durch Runx2 hin, außerdem war Mef2c in den Runx2-/- Mäusen reduziert. Hinzu
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kommt, daß eine Überexpression von Mef2c keine Stimulation von Runx2 zur Folge hatte

(Abb. 3.7). Möglicherweise liegt eine Art Feedback-Schleife vor, bei der Runx2 zunächst

Mef2c stimuliert, welches dann über z.B. Dlx5/6 einen verstärkenden Einfluß auf die Ex-

pression von Runx2 ausübt. Gleichzeitig könnte die von Arnold et al. [2007] beschriebene

Interaktion von Mef2c mit Hdac4 zu einer weiteren Aktivierung von Runx2 führen.

Die veränderte Expression von Ihh ist für die abnorme Ausrichtung der Wachstums-
fuge verantwortlich

Die Expression des ebenfalls durch Runx2 regulierten Morphogens Indian hedgehog (Ihh)

[Yoshida et al., 2004] und seines Rezeptors Patched Ptch1, der transkriptionell durch Ihh

reguliert wird, schien in ihrem Muster um 90◦ in Richtung des Perichondriums gedreht zu

sein. Dies könnte die Ursache für die ebenfalls um 90◦ gedrehte Ausrichtung der hypertro-

phen Chondrozyten in der Wachstumsfuge späterer Stadien sein, da Ihh eine wichtige Rolle

in der Aufrechterhaltung einer an der Längsachse ausgerichteten Anordnung der Chondro-

zyten zu spielen scheint [Karp et al., 2000]. In Pathi et al. [1999] wurde gezeigt, daß Ihh

die Expression von Bmp2 und Bmp4 im Perichondrium induziert, somit könnte die auch bei

Neugeborenen zum Perichondrium hin ausgerichtete Expression von Ihh die Verdickung

und verstärkte Mineralisation des kortikalen Knochens erklären. Mit Sicherheit lässt sich

behaupten, daß der Austausch von Signalmolekülen zwischen der Wachstumsfuge und

dem Perichondrium aufgrund der Deletion von Mef2c durch die veränderte Ausrichtung der

Ihh Expression beeinträchtigt ist.

Da Indian hedgehog wie in St-Jacques et al. [1999] beschrieben, die Proliferation der Chon-

drozyten reguliert, dürfte die Verkürzung der mutanten Knochen auf die veränderte Expres-

sion von Ihh zurückzuführen sein. Die Untersuchung der Proliferation in den Wachstumsfu-

gen zwei Wochen alter Mäuse zeigte auch eine geringere Anzahl an proliferierenden Zellen

in den Mutanten (Abb. 3.25).

Durch die Deletion von Mef2c wird das Gleichgewicht der Ihh/PTHrP-Schleife gestört

Ihh aktiviert über indirekte Mechanismen, die TGFβ1 involvieren, die Expression von PTHrP

in den periartikulären Chondrozyten [Pateder et al., 2001]. PTHrP wiederum hat einen ne-

gativen Einfluß auf die Expression von Ihh – u.a. durch die Hemmung von Runx2 sowohl

auf DNA- als auch auf Proteinebene (vergleiche dazu auch Abschnitt 1.3.2). Die Expres-

sion des PTH/PTHrP Rezeptors Pthr1 war in den mutanten Mäusen zum Zeitpunkt E14,5

schwach und über einen durchgehenden Bereich nachzuweisen (Abb. 3.19). Auch in den

späteren Stadien war Pthr1 in der gesamten Wachstumsfuge exprimiert (siehe Abbildun-

gen 3.20 und 3.23). Die Expression im Perichondrium fehlte jedoch. Durch diese breite Ex-

pression waren alle Chondrozyten potentiell sensitiv für PTHrP und in ihrer Differenzierung

hemmbar. Fraglich bleibt, ob die Konzentration von PTHrP genügte, um einen ausreichen-

den Gradienten über die gesamte Wachstumsfuge auszubilden [Lee et al., 1996]. Durch die

breite Expression des Rezeptors könnte ebenso zuviel PTHrP abgefangen werden, so daß
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die Chondrozyten, die weiter von den PTHrP exprimierenden epiphysären Chondrozyten

entfernt waren, nicht mehr durch PTHrP reguliert werden konnten.

In diesem Zusammenhang spricht die Verzögerung der Hypertrophie aber eher für ein er-

höhtes PTHrP-Signaling [Lee et al., 1996]. Dies wird dadurch unterstützt, daß der durch

die Deletion von Mef2c verursachte Phänotyp große Ähnlichkeit mit dem von Mäusen hat,

bei denen entweder PTHrP oder eine aktive Form des Rezeptors transgen überexprimiert

wurde (siehe Abschnitt 4.2.3). Denkbar wäre auch eine Hemmung von Runx2 durch den

aktivierten PTHrP-Signalweg. Vermutlich reguliert Mef2c in den Chondrozyten einen Me-

chanismus, der den Effekten durch PTH/PTHrP entgegenwirkt und/oder Mef2c wird direkt

durch PTH/PTHrP gehemmt.

Diese Daten zeigen, daß das empfindliche Gleichgewicht zwischen Ihh und PTHrP durch

die Deletion von Mef2c gestört wird. So schien in den Mutanten, ähnlich wie in Vortkamp

et al. [1996] gezeigt, ein verstärktes Ihh-Signaling in Richtung des Perichondriums vorzu-

liegen und deswegen vermutlich eine verstärkte Expression von PTHrP, die sich hemmend

auf die Hypertrophie auswirkte.

Die verzögerte Gefäßinvasion in die Wachstumsfuge verlangsamt die Ossifikation

Die Differenzierung der Osteoblasten und somit die Ausbildung der primären Spongiosa

war in den mutanten Mäusen durch die reduzierte Expression von Runx2 und Osx ver-

zögert. Die Störung der Expression von Mmp13 und Opn – weiteren direkten Zielgenen

von Runx2 [Jiménez et al., 1999; Porte et al., 1999], könnte zu einem gewissen Teil für

den verringerten Abbau der Knorpelmatrix und damit für die verzögerte Vaskularisierung

und Einwanderung von Osteoklasten und Osteoblasten verantwortlich sein. Diese Prozes-

se begannen erst postnatal (Abb. 3.15), so daß die neugeborenen Mutanten noch keinen

trabekulären Knochen besaßen. Opn als sezernierter Faktor fungiert als eine Art Anker zur

Rekrutierung von Osteoklasten in die Wachstumsfuge [Reinholt et al., 1990]. Mmp13 re-

guliert die Aktivität der durch die Osteoklasten sezernierten Kollagenase Mmp9, indem sie

das Propetid in seine aktive Form spaltet [Dreier et al., 2004]. Durch die auch in späteren

Stadien reduzierte Expression von Mmp13 können die Osteoklasten ihre knorpelabbau-

ende Aktivität demnach nicht voll entfalten, was die Vergrößerung der Knorpelbereiche

erklären kann.

Die Vaskularisierung der Knorpelanlage ist aber auch von Vegf abhängig, welches durch

Runx2 reguliert wird [Zelzer et al., 2001]. Durch die Reduktion von Runx2 in den Mutanten

dürfte Vegf nicht in ausreichender Konzentration vorhanden gewesen sein, um eine norma-

le Vaskularisierung sicherzustellen. Jedoch konnte in den Wachstumsfugen von 4 Wochen

alten Tieren keine Reduktion der Vegf Expression nachgewiesen werden. Es könnte daher

sein, daß Mef2c auch über einen anderen Weg einen Einfluß auf die Vaskularisierung der

Knorpelanlage ausübt, so wie es für andere Gewebe beschrieben wurde [Bi et al., 1999b].
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Potentielle Ursachen für die Verdickung des Knochenschafts

Ihh ist ebenfalls an der Ausbildung des primären Ossifikationszentrums beteiligt (siehe Ab-

schnitt 1.3.2). Durch die zum Perichondrium hin ausgerichtete Expression schien Ihh eine

verstärkte osteoblastische Differenzierung der Zellen im Perichondrium stimuliert zu haben.

Vermutlich konnten diese aber durch die fehlende Vaskularisierung nicht in die Wachstums-

fuge einwandern und die primäre Spongiosa formen. So zeigte sich zum Zeitpunkt E16,5,

daß das Perichondrium schon deutlich verdickt, aber noch nicht mineralisiert war (Abb.

3.14). Vermutlich sammelten sich dort Osteoprogenitorzellen, die nicht in die Wachstums-

fuge einwandern konnten.

In Pthr1-/- Mäusen bildet sich ein verdickter Knochenschaft [Lanske et al., 1999]. Dies

scheint durch eine zunächst verzögerte und dann fehlerhaft ausgerichtete Hypertrophie der

Chondrozyten verursacht zu werden, die zu einer Anhäufung und Stimulation von Osteo-

blastenvorläuferzellen im benachbarten Perichondrium führt [Chung et al., 2001]. Durch

eine gleichzeitige Deletion von Ihh kann dieser Effekt eliminiert werden. PTHrP scheint

demzufolge über eine Hemmung der Expression von Ihh die Mineralisation des kortika-

len Knochens zu reduzieren, während es über andere Signalwege einen positiven Einfluß

ausübt. Betrachtet man nun die Mef2cloxP/KO Mäuse, so hatte es den Anschein als wür-

de dort aufgrund der fehlenden Expression von Pthr1 weniger PTH/PTHrP-Signal auf das

Perichondrium einwirken – der Knochenschaft wurde verdickt.

Zusätzlich könnte eine aufgrund der Deletion von Mef2c verminderte Expression von Scle-

rostin [Leupin et al., 2007] – einem Inhibitor der Mineralisation – in den kortikalen Osteo-

zyten die dysregulierte Mineralisation erklären. Die Untersuchungen bezüglich Sclerostin

zeigten, daß dieses in den mutanten Knochen fehlte (Abb. 3.15 B). Gegen diese Theorie

spricht, daß Mef2cCol2Cre/KO Mäuse ebenfalls eine verdickte Kortikalis ausbildeten, obwohl

das Cre-Transgen der Col2Cre-Mäuse exklusiv in Chondrozyten exprimiert werden sollte

[Ovchinnikov et al., 2000]. Andere transgene Col2Cre-Stämme hingegen zeigten eine Ex-

pression der Cre-Rekombinase in Osteoblasten, dem Perichondrium und dem Periosteum

[Long et al., 2001; Sakai et al., 2001]. Zusätzlich gibt es Hinweise, daß die Osteoblasten des

Perichondriums einen teilweise chondrozytären Ursprung haben [Long et al., 2004]. Damit

bestünde die Möglichkeit, daß diese Zellen im Verlauf ihrer Differenzierung vorübergehend

Col2a1 exprimiert haben. Zur eindeutigen Klärung müssten zusätzliche Untersuchungen –

z.B. Verpaarungen der eingesetzten Col2Cre-Mäuse mit ROSA26-Reportermäusen durch-

geführt werden, um eine Expression der Cre-Rekombinase in Osteozyten der Kortikalis

nachzuweisen.

Rolle der verringerten Osteoklastenaktivität bei der Verbreiterung der Wachstumsfu-
gen

Die Skelette vier Wochen alter Mutanten zeigten weiterhin verkürzte Knochen und ver-

größerte Knorpelbereiche – in den Mäusen mit einer Deletion in allen Chondrozyten waren

hiervon auch die Wirbelkörper und die Rippen betroffen (Abb. 3.13). Die Femora der Mutan-
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ten waren um etwa 20 % kürzer, während die Wachstumsfugen jedoch abnorm bis auf das

Vierfache verbreitert waren. Gebildet wurden diese hauptsächlich aus hypertrophen Chon-

drozyten (Abb. 3.17). Diese Veränderungen setzten sich bis zum Alter von acht Wochen

fort (Abb. 3.18). Mit zunehmendem Alter schien sich die abnorme Verdickung der Kortikalis

durch das Remodeling der Knochen zu normalisieren. Das abnorme Ihh-Signaling hatte

in späteren Stadien demzufolge einen weniger starken Effekt auf die Kortikalis als in der

embryonalen Entwicklung. Es ist jedoch anzunehmen, daß die gestörte Bildung der sekun-

dären Spongiosa und der Verbleib der hypertrophen Chondrozyten in der Wachstumsfuge

durch ein weiterhin erhöhtes PTHrP Signal und die verminderte Osteoklastenaktivität, die

anhand der schwachen Expression von Acp5 und Mmp9 (Abb. 3.23) nachweisbar war,

verursacht wurde. Die unregelmässige Expression von Opn und Mmp13 in den letzten

Schichten der hypertrophen Chondrozyten in der mutanten Wachstumsfuge veranschau-

licht auch, daß nur wenige hypertrophe Chondrozyten terminal differenziert waren, was

mit Sicherheit ein Grund für die verminderte Präsenz und Aktivität der Osteoklasten war.

Durch die Beeinträchtigung des sekundären Ossifikationszentrums waren auch die Hüft-

und Kniegelenke betroffen – dies dürfte den watschelnden Gang der Mutanten erklären.

Durch die breiten Knorpelelemente in den Metaphysen waren die Knochen instabil und

erschienen nicht sehr belastbar.

4.2.5 Zusammenfassung der in vivo Daten

Eine Deletion von Mef2c führt zu einer Reduktion der Expression von Runx2 und hat da-

durch einen hemmenden Einfluß auf die Differenzierung von Chondrozyten und Osteo-

blasten. Durch eine Störung in der Expression von Ihh und Pthr1 erscheint die Wachs-

tumsfuge um 90◦ gedreht und es wird mehr Ihh-Signal in Richtung des Perichondriums

transduziert, in dem sich Osteoblastenvorläuferzellen sammeln. Diese können aufgrund ei-

ner reduzierten Aktivität der Osteoklasten und Störungen der Gefäßinvasion nicht in die

Wachstumsfuge eindringen. Sie mineralisieren die Matrix im Bereich des Perichondriums,

wodurch der kortikale Knochen verdickt wird. Die primäre Spongiosa wird durch die ver-

langsamte Invasion der Wachstumsfuge erst verzögert gebildet. Ältere Tiere zeigen eine

deutliche Osteoklastopenie und dadurch eine Anhäufung von hypertrophen Chondozyten

in der vergbreiterten Wachstumsfuge. Die abnorme Verdickung des kortikalen Knochens

normalisiert sich mit zunehmendem Alter.

Der Phänotyp der Mef2cloxP/KO Mäuse ähnelt einer metaphysären Chondrodysplasie vom

Typ Jansen. Somit dürfte in den betroffenen Tieren der PTH/PTHrP-Signalweg aktiviert

sein – dies bedeutet, daß Mef2c an der antagonistischen Regulation von Komponenten

dieses Signalwegs beteiligt ist und/oder selber durch diesen inhibiert wird. Unterstützt wird

diese Hypothese durch die Tatsache, daß eine Maus, die transgen für eine konstitutiv akti-

ve Variante vom Mef2c ist (Mef2cVP16), einen Phänotyp entwickelt, der dem von PTHrP-/-

Mäusen gleicht [Arnold et al., 2007; Karaplis et al., 1994]. Die veränderten Expressions-

muster von Ihh und Pthr1 und die in vitro qRT-PCR Daten, die eine Regulation dieser Gene
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durch Mef2c vermuten ließen, sprachen ebenfalls für eine Interaktion von Mef2c mit der

Ihh/PTHrP Schleife.

4.3 Die Rolle von Mef2c in Signalwegen der Skelettent-

wicklung

Die in vitro Überexpression von Mef2c und die Erkenntnisse aus der Untersuchung der

Mef2cloxP/KO Mäuse lieferten konkrete Hinweise dafür, daß Mef2c eine Rolle bei der Re-

gulation der Chondrozytendifferenzierung spielt. Parallel zu der vorliegenden Arbeit wurde

dies auch in weiteren Arbeiten beschrieben [Arnold et al., 2007; Miller et al., 2007; Verzi

et al., 2007]. Der Nachweis einer möglichen Rolle bei der Differenzierung von Osteoblasten

und bei der Regulation der Mineralisation durch Osteozyten bedarf weiterer Untersuchun-

gen – erste Hinweise sind aber auch dafür belegt [Leupin et al., 2007]. Die Deletion von

Mef2c in allen Chondrozyten oder kompletten Gliedmaßen verursacht einen Phänotyp, der

dem der metaphysären Chondrodysplasie vom Typ Jansen sehr ähnlich ist. Dies und die

Störungen der Expression von Ihh und Pthr1 lassen eine Beteiligung von Mef2c an der

Regulation der Ihh/PTHrP-Schleife vermuten.

Da sowohl Ihh als auch Pthr1 durch eine Überexpression von Mef2c in der Hühner Mi-

cromass Kultur stimuliert wurden, sollte die Regulation der Promotoren dieser Gene durch

Mef2c mittels Reporterassays untersucht werden. Weiterhin wurden Ibsp und Ocn durch

Mef2c stimuliert – die Regulation dieser Promotoren sollte Aufschluß über eine mögliche

Rolle von Mef2c in Osteoblasten liefern. Die direkte Interaktion von Mef2c mit dem Col10a1

Promotor wurde in [Arnold et al., 2007] gezeigt – dieser Promotor war somit ein ideales

Modellsystem zur Untersuchung der Mechanismen, die bei der Regulation der transkriptio-

nellen Aktivität von Mef2c involviert sind.

4.3.1 Mef2c wird in Chondrozyten vermutlich durch p38 aktiviert

Mef2c ist ein bekanntes Substrat für die MAP-Kinase p38 [Han et al., 1997; Zhao et al.,

1999], deren Rolle in der Skelettentwicklung teilweise beschrieben wurde [Beier und Lu-

Valle, 1999; Lee et al., 2002; Stanton und Beier, 2007; Stanton et al., 2004]. Es lag also

nahe, ein mögliches Zusammenspiel dieser Faktoren auch in der Chondrozytenentwick-

lung zu vermuten – erwähnenswert ist auch die Tatsache, daß hypertrophe Chondrozyten

eine zehnfach höhre p38 Aktivität haben als prähypertrophe [Zhen et al., 2001]. Damit wä-

re eine verstärkte Aktivierung von Mef2c zum Zeitpunkt der Hypertrophie gewährleistet.

Eine Behandlung von chMM Kulturen mit SB203580, einem Inhibitor von p38, konnte die

Mef2c-vermittelte Stimulation von Differenzierungsmarkern reduzieren (Abb. 3.26) und da-

mit scheint p38 ein guter Kandidat zur Regulation der Aktivität von Mef2c in Chondrozyten

zu sein.
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4.3.2 Regulation des Col10a1 Promotors durch Mef2c

Der Col10a1 Promotor unterliegt einer komplexen und fein abgestimmten Regulation, da

eine Expression dieses Gens ausschließlich in hypertrophen Chondrozyten stattfindet. Mit

der Identifikation von Mef2c und Hdac4 als funktionelle Regulatoren dieses Gens bot sich

ein guter Ansatzpunkt zur weiteren Aufklärung der Signalwege, die zur Hypertrophie der

Chondrozyten notwendig sind [Arnold et al., 2007]. Col10a1 Reporterkonstrukte sollten

als Modellsystem zur Untersuchung der Regulation von und durch Mef2c in Chondrozyten

dienen.

Verschiedene Spleißvarianten aktivieren den Col10a1 Promotor

Alle getesteten unmodifizierten Spleißvarianten von Mef2c konnten ein Col10a1 Repor-

terkonstrukt stark aktivieren (Abb. 3.29), dabei spielte es keine Rolle, ob sich in dem Ex-

pressionsvektor eine Kozaksequenz [Kozak, 1987] – zur effizienten Initiation der Translati-

on [Kozak, 1990] – befand oder nicht. Entscheidend war, daß ein N-terminaler FLAG-Tag

das Mef2c Protein in seiner Aktivität hemmte (Mef2cV6 N-Flag), wahrscheinlich durch ei-

ne sterische Hinderung der benachbarten MADS-Box, die für die DNA-Bindung und Di-

merisierung notwendig ist. Die Spleißvariante Mef2cV6 war ohne FLAG-Tag grundsätzlich

funktionell, da eine retrovirale Überexpression dieser in Hühnerzellen die Expression von

Differenzierungsmarkern induzieren konnte. Die Spleißvariante V2 zeigte die geringste Ak-

tivität der unmarkierten Varianten, dies war zu erwarten, da diese Variante die γ-Repressor

Domäne besaß. Der Repressor blockierte aber nicht die Funktion, sondern reduzierte sie

nur, so daß diesem eher eine modulierende Funktion zuzuschreiben ist.

Mef2c aktiviert den Col10a1 Promotor unabhängig von Runx2 und Sp1

Der Effekt durch eine Überexpression von Mef2c war in Cos7 Zellen sehr viel stärker als in

hypertrophen chMM Chondrozyten (Abb. 3.30 A), in denen die Basalaktivität des Reporters

bereits fast sechsmal höher lag. Dies verdeutlicht die stringente Regulation des Promo-

tors außerhalb hypertropher Chondrozyten. Das Reporterkonstrukt pGL1000Intl ließ sich

in Chondrozyten durch Mef2c gegenüber dem längeren pGL4600Intl stärker aktivieren –

vermutlich weil letzteres einen Bereich enthielt, der homolog zu einem durch PTH/PTHrP

hemmbaren Enhancer im humanen COL10A1 Promotor ist [Riemer et al., 2002]. Neben der

in diesem Artikel beschriebenen Repression von COL10A1 durch c-Fos, wurde in Zheng

et al. [2003] und Magee et al. [2005] eine Aktivierung bzw. Hemmung des Maus- bzw.

Huhn-Promotors durch Runx2 und Sp1 belegt. Es zeigte sich, daß eine Überexpression

von Mef2c einen deutlich stärkeren Effekt auf die Aktivität des Reporters hatte als die

Überexpression von Runx2 (ca. 15fache gegenüber ca. 2facher Aktivierung – siehe Ab-

bildung 3.31). Eine Überexpression von Sp1 verursachte ebenfalls eine ca. 2fache Aktivie-

rung des Reporters – dies steht im Gegensatz zu der in Magee et al. [2005] beschriebenen

Hemmung des Col10a1 Promotors. Eventuell unterscheiden sich der Maus- und der Huhn-

Promotor bezüglich der Regulation durch Sp1. Die Koexpression von Mef2c mit Runx2 oder
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Sp1 zeigte keine Auswirkung auf die Mef2c vermittelte Aktivierung des Reporters – somit

ist Mef2c in vitro der stärkste Aktivator des Col10a1 Promotors.

Eine Hemmung von p38 reduziert die Aktivierung des Col10a1 Reporters

Eine Behandlung von chMM Kulturen mit dem p38 Inhibitor SB203580 verringerte unter

anderem die Expression von Col10a1 (vgl. Abb. 3.26). Dies war in Übereinstimmung mit

den Resultaten von Stanton et al. [2004] – dort wurde aber ein alternativer p38 Inhibitor

(PD169316) verwendet. Die direkte Regulation von Col10a1 durch Mef2c und die Tatsa-

che, daß Mef2c ein bekanntes Substrat für die MAP-Kinase p38 ist, ließen vermuten, daß

die Aktivierung des Col10a1 Promotors zum Teil über die p38 abhängige Phosphorylierung

von Mef2c vermittelt wurde. So konnte die Aktivierung des Col10a1 Promotors durch gleich-

zeitige Überexpression von p38 und einer aktiven Form der MAP-Kinase-Kinase MKK6

(MKK6EE) um 61 % gesteigert werden (Abb. 3.32 A). In den Zellen schien die verfügbare

Menge an p38 ein limitierender Faktor gewesen zu sein, da eine Expression von MKK6EE

alleine nur einen sehr schwachen Effekt zeigte. Diese Daten ergänzen die Ergebnisse aus

Stanton et al. [2004], da dort nur die Hemmung von Col10a1 durch dominant-negative Va-

rianten von p38 und Mef2c gezeigt wurde. Eine Hemmung von p38 durch den Einsatz von

SB203580 führte bei steigender Konzentration des Inhibitors zu einer drastischen Hem-

mung der Mef2c vermittelten Aktivierung des Col10a1 Reporters (Abb. 3.32 B). Insgesamt

hatte eine Aktivierung von p38 in chMM Chondrozyten einen schwächeren Effekt als die

Hemmung – zusammen mit der recht hohen Basalaktivität des Reporters in diesen Zel-

len deutet dies auf eine ausreichend hohe Aktivität von p38 hin, die sich nur noch relativ

schwach steigern ließ.

PTHrP hemmt den Col10a1 Promotor

Die Aktivität von p38 in Chondrozyten unterliegt der Regulation durch PTH/PTHrP – so wur-

de in Zhen et al. [2001] gezeigt, daß PTH die Phosphorylierung und damit die Aktivierung

von p38 über eine Phospholipase C (PLC)/Proteinkinase C (PKC) Kaskade inhibiert. Wei-

terhin wurde in O’Keefe et al. [1997] ein negativer Effekt von PTH/PTHrP auf die Expressi-

on von Col10a1 nachgewiesen. Einen Überblick über die Vorgänge, die die Expression von

Col10a1 regulieren, soll die Abbildung 4.1 verschaffen.

Es lag die Vermutung nah, daß eine Hemmung von p38 durch PTH/PTHrP Mef2c in sei-

ner Aktivität beeinflußt und somit zu einer Repression der Col10a1 Expression führt. Dies

wurde durch die Ergebnisse von Leupin et al. [2007] unterstützt, die zeigen konnten, daß

PTH in Osteozyten die Expression von Sost hemmen konnte. Diese Hemmung wurde ex-

klusiv durch einen Enhancerbereich vermittelt, der von Mef2c gebunden wird. In diesem

Fall scheint PTH für die Transformation von Mef2c zu einem Repressor verantwortlich zu

sein bzw. die Dissoziation von Mef2c aus einem repressorischen Komplex zu verhindern.

Es galt also, den Zusammenhang zwischen PTH/PTHrP und Mef2c bei der Hemmung der

Expression von Col10a1 zu klären. Weitere Anhaltspunkte für eine solche Interaktion er-
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gaben sich auch anhand des Phänotyps, der durch eine skelettspezifische Deletion von

Mef2c verursacht wird, da dieser dem von Mäusen mit aktiviertem PTH/PTHrP Signalweg

gleicht.

Abbildung 4.1: Mögliche Regulation von Mef2c in Chondrozyten (Schematische Übersicht). PTH/PTHrP kann
über den gemeinsamem Rezeptor Pthr1 zwei hauptsächliche Signalwege aktivieren: den cAMP/PKA und den
PLC/PKC Signalweg – die Regulation des PI3K/PKB Signalwegs wird vermutet. (Pfeile repräsentieren aktivieren-
de, senkrechte Striche hemmende Effekte. Ein ’?’ markiert Interaktionen, bei denen aufgrund widersprüchlicher
Aussagen in der Literatur nicht klar ist, ob sie aktivierend oder hemmend wirken. Grün & gestrichelt: bisher nicht
bestätigte Signalwege in Chondrozyten.)

Eine Behandlung von Chondrozyten mit 20 nM PTHrP konnte die Aktivität der Col10a1 Re-

porterkonstrukte um ca. 50 % reduzieren (Abb. 3.33 A und B). Dies geschah sowohl in Ge-

genwart als auch in Abwesenheit eines Mef2c-Expressionskonstrukts. Da das pGL1000Intl

Konstrukt in gleicher Weise wie das pGL4600Intl Konstrukt durch PTHrP gehemmt wurde,

konnte der repressorische Effekt nicht durch den in Riemer et al. [2002] beschriebenen

Mechanismus der Bindung eines AP-1 Komplexes aus c-Fos und c-Jun im Bereich des

Enhancers vermittelt worden sein. Dieser Bereich fehlte dem kürzeren pGL1000Intl Kon-

strukt. Möglicherweise besitzt der murine Col10a1 Promotor weitere, nicht identifizierte,

inhibitorische AP-1 Konsensussequenzen.

Der PTHrP induzierte Verlust der p38 abhängigen Phosphorylierung reduziert nicht
die Aktivität von Mef2c

PTHrP führte zu einem Verlust der p38 abhängigen Phosphorylierung von Mef2c in Chon-

drozyten (siehe Abb. 3.33 C) – damit schien der Beweis erbracht, daß PTHrP über die

Hemmung von p38 zu einer Inaktivierung von Mef2c führt. Unter Verwendung von Mef2c-
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Varianten, die an unterschiedlichen Phosphorylierungspositionen für p38 mutiert wurden,

konnte diese Theorie jedoch nicht bestätigt werden. Keine der Manipulationen zeigte einen

Effekt auf die PTHrP induzierte Hemmung der Reporter (Abb. 3.34 & 3.35).

Interessanterweise führten Mutagenesen der Position S387 zu einer erhöhten Stimulierbar-

keit durch p38, während die Mutagenesen der Positionen T293 und T300 wie erwartet zu

einer Insensitivität gegenüber p38 führten. Die Position S387, die auch durch BMK1/Erk5

phosphoryliert werden kann [Kato et al., 1997], scheint demzufolge nach Phosphorylierung

eine hemmende Funktion auszuüben. Diese Ergebnisse zeigen, daß PTHrP zwar die p38

abhängige Phosphorylierung von Mef2c inhibiert, dies hat aber keinen nennenswerten Ein-

fluß auf die Aktivierung des Col10a1 Reporters – somit spielt p38 bei der Regulation von

Mef2c in Chondrozyten eher eine modulierende als eine notwendige Rolle.

Der negative Effekt von PTHrP wird hauptsächlich über cAMP transduziert

PTHrP kann neben dem PLC/PKC Signalweg noch den Adenylatcyclase (AC)/cAMP Si-

gnalweg aktivieren (siehe Abb. 4.1), der in erster Linie zu einer Proteinkinase A (PKA)

vermittelten Aktivierung des cAMP response element-binding protein (CREB) führt [Ty-

son et al., 1999]. Dieser Signalweg wird in Chondrozyten auch als der hauptsächliche

im PTH/PTHrP Signaling angesehen, da die aktivierenden Mutationen im PTH/PTHrP-

Rezeptor, die zu metaphysärer Chondrodysplasie vom Typ Jansen führen, eine Anhäufung

von cAMP in den Zellen bewirkten [Schipani et al., 1997b]. Guo et al. [2002] konnten zeigen,

daß Mäuse, die transgen für einen PTH/PTHrP-Rezeptor waren, der nur noch den cAMP

Weg aktiviert, eine verzögerte hypertrophe Differenzierung von Chondrozyten aufwiesen.

Auch Riemer et al. [2002] konnten zeigen, daß die Hemmung eines COL10A1 Reporters

über den AC/cAMP/PKA Weg verlief.

Eine direkte Interaktion zwischen Mef2c und der PKA wurde in Wang et al. [2005] be-

schrieben. Die PKA kann Mef2c an der Aminosäure T20 phosphorylieren und damit über

eine stärkere Bindung von Mef2c an die DNA eine Erhöhung der transkriptionellen Aktivität

bewirken. Die Experimente von Du et al. [2008] wiederum zeigten, daß eine PKA abhän-

gige Phosphorylierung von Mef2d zu einer erhöhten Rekrutierung von Hdac4 an die DNA

führt und somit Mef2d zu einem Repressor transformiert.

Ein Aktivierung der Adenylatcyclase durch Forskolin (FSK) resultierte in einer drastischen

Reduktion der Aktivität der Col10a1 Reporter (Abb. 3.33 D). Eine zusätzliche Behandlung

der Zellen mit PTHrP konnte diesen Effekt nicht verstärken – damit scheint ein Großteil der

PTHrP induzierten Hemmung über den AC/cAMP Signalweg transduziert zu werden. Un-

tersuchungen mit Mef2cT20A, welches an der PKA Phosphorylierungsstelle mutiert wurde,

zeigten jedoch, daß der negative Effekt durch PTHrP/cAMP vermutlich nicht über die PKA

abhängige Phosphorylierung des Mef2c vermittelt wurde (Abb. 3.36 B). Es besteht aber

auch die Möglichkeit, daß endogenes Mef2d durch die PKA phosphoryliert wurde und das

Mef2cT20A in einem Heterodimer reprimierte. In diesem Zusammenhang ist auch frag-

lich, ob Mef2c analog zu Mef2d durch PKA abhängige Phosphorylierung an einer bisher

unbekannten Position ebenfalls zu einem Repressor transformiert werden kann.
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Im Gegensatz zu Chondrozyten zeigte Mef2cT20A in Cos7 Zellen eine deutlich reduzierte

Aktivität und ließ sich auch nicht durch MKK6EE oder p38 aktivieren (Abb. 3.36 A). Dies

spricht für eine verringerte DNA-Bindung dieser Variante aufgrund der Mutagenese. Dem-

nach muss in den Chondrozyten ein Interaktionspartner vorhanden gewesen sein, der die

DNA-Bindung vermittelte – in Frage kämen z.B. endogenes Mef2c oder Mef2d.

Eine Überexpression der katalytischen oder der regulatorischen Untereinheiten der PKA

hatte einen Einfluß auf beide Col10a1 Reporterkonstrukte (Abb. 3.37). Das pGL1000Intl

Konstrukt unterlag hierbei einer stärkeren Regulation als das pGL4600Intl Konstrukt – ein

weiterer Hinweis darauf, daß der murine Col10a1 Promotor nicht nur c-Fos abhängig über

den Enhancerbereich gehemmt wird.

Diese Ergebnisse zeigen, daß der negative Effekt von PTHrP hauptsächlich über cAMP,

aber nur zu einem Teil über eine Aktivierung der PKA vermittelt wird. Dies passt zu der

Vermutung, daß die PTH induzierte, cAMP abhängige Hemmung von Sost über Signalwe-

ge transduziert wird, die PKA unabhängig sind und Mef2c involvieren [Keller und Kneissel,

2005; Leupin et al., 2007]. Eine Hemmung von z.B. p38 über cAMP abhängige Mechanis-

men wurde kürzlich beschrieben [Rahman et al., 2004; Yin et al., 2006].

Möglicherweise interagiert PTHrP mit dem Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) Signal-
weg

Die drastische Reduktion der Col10a1 Expression in den chMM Kulturen und der Repor-

teraktivitäten in Gegenwart von SB203580 könnten auch auf einer in Lali et al. [2000] be-

schriebenen Hemmung der Proteinkinase B (PKB/Akt) basieren, da diese durch SB203580

Konzentrationen im mikromolaren Bereich gehemmt wird. PKB ist die hauptsächliche Kina-

se für die Weiterleitung von Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) Signalen – erst kürzlich wur-

de die Rolle des PI3K/PKB Signalwegs während der hypertrophen Differenzierung von

Chondrozyten nachgewiesen [Kita et al., 2008; Ulici et al., 2008]. Der PI3K/PKB Signalweg

kann Mef2c in einer mit p38 vergleichbaren Weise aktivieren [Tamir und Bengal, 2000; Xu

und Wu, 2000] – beide Signalwege zeigen eine funktionelle Interaktion auf der Ebene der

Chromatinmodifikation [Serra et al., 2007]. PKB kann hierbei die Histonacetyltransferase

p300, einen Koaktivator von Mef2c, phosphorylieren und aktivieren. Eine Regulation des

PI3K/PKB Signalwegs durch PTH/PTHrP wird vermutet [Ulici et al., 2008], somit könnte

eine negative Regulation von Col10a1 über eine Hemmung der PI3K/PKB vermittelten Ak-

tivierung von Mef2c stattfinden.

Abschließende Zusammenfassung und Analyse der Ergebnisse aus den Col10a1 Re-
porterassays

Mef2c ist ein starker transkriptioneller Aktivator der Expression von Col10a1. Die Ergebnis-

se zeigen, daß PTHrP über eine Hemmung von p38 zwar einen Einfluß auf die Phosphory-

lierung von Mef2c ausübt, dieser scheint aber nur modulatorischer Natur zu sein und kann

nicht die starke Hemmung der Col10a1 Expression erklären. Dies wird auch durch die Ko-
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expressionsexperimente mit p38 und MKK6EE unterstützt – in diesen bewirkte eine Aktivie-

rung von p38 eine eher schwache Stimulation. Mutagenesen der bekannten p38 Phospho-

rylierungsstellen im Mef2c zeigten keinen Einfluß auf die PTHrP vermittelte Hemmung der

Col10a1 Reporter. Interessant wäre eine genauere Untersuchug der Regulation der S387

Phosphorylierungsstelle, da eine Mutagenese dieser eine stärkere Aktivierung von Mef2c

durch p38 bewirkte. Hier gilt es zu klären, ob und wenn ja, welchen Einfluß BMK1/Erk5 bei

der chondrozytenspezifischen Regulation von Mef2c ausübt. Die starke Repression von

Col10a1 durch SB203580 in der chMM und in Reporterassays könnte einerseits für unspe-

zifische Effekte des Inhibitors sprechen – z.B. die Hemmung des PI3K/PKB Signalwegs,

andererseits kann es auch Hinweis dafür sein, daß neben Mef2c weitere Faktoren in p38

abhängiger Weise die Expression von Col10a1 aktivieren.

Ein Großteil der PTHrP induzierten Effekte dürfte über eine Aktivierung des AC/cAMP Si-

gnalwegs vermittelt werden, aber nur ein geringer Anteil über die PKA. Die PKA Phospho-

rylierungsstelle T20 ist in Cos7 Zellen für die volle Mef2c Aktivität notwendig, während sie

in Chondrozyten eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Über diese Position werden

keine PTH/PTHrP Effekte vermittelt, so daß anzunehmen ist, daß die PKA abhängige Hem-

mung der Col10a1 Expression über andere Faktoren vermittelt wird – es sei denn, Mef2c

besitzt analog zu Mef2d eine repressorische PKA-Phosphorylierungsstelle.

Die endgültige Aufklärung der Mechanismen, die die Aktivität von Mef2c in Chondrozyten

regulieren, bedarf weiterer Experimente. Mittlerweile sind eine Reihe von Signalwegen be-

kannt, die in verschiedenen Zelltypen einen Einfluß auf Mef2c haben – hinzu kommt, daß

alle MEF2 Proteine sowohl als transkriptionelle Aktivatoren als auch als Repressoren fun-

gieren können. Dies ist von dem Vorhandensein einer Reihe von Kofaktoren abhängig – wie

z.B. Histondeacetylasen als repressorische und Histonacetyltransferasen als aktivierende

Interaktionspartner. Mef2c unterliegt einer Reihe weiterer posttranslationeller Regulationen

– z.B. wird die Kernlokalisation über die Protein Phosphatase Calcineurin reguliert [Lynch

et al., 2005], die an der Regulation der Knochenbildung durch Osteoblasten beteiligt ist

[Sun et al., 2005; Winslow et al., 2006]. Die Regulation durch Calcineurin scheint aber

eher in Osteoblasten und Osteozyten notwendig zu sein, da eine Deletion von Calcineurin

zu Osteoporose führt [Sun et al., 2007b]. Zusätzlich wird Calcineurin für die Bildung von

Osteoklasten benötigt [Sun et al., 2007a].

Eine indirekte Verbindung zwischen Runx2 und Mef2c wurde in Arnold et al. [2007] her-

gestellt, beide Faktoren werden durch Bindung von Hdac4 zu einem transkriptionellen Re-

pressor transformiert – so konnte eine Deletion von Hdac4 den Phänotyp der Deletion von

Mef2c aufheben. Den Autoren zufolge war ein Überschuß an ungebundenem Hdac4 in den

Mef2c-Mutanten die Ursache für eine Repression von Runx2 und damit für den Phänotyp.

Da Mef2c den Col10a1 Reporter unabhängig von Runx2 aktivieren kann, wäre eine rei-

ne Konkurrenz um den gleichen Repressor als Erklärung jedoch unzureichend. An dieser

Stelle soll auf die Ergebnisse von Shimizu et al. [2007] hingewiesen werden, die eine Re-

gulation von Histondeacetylasen in Osteoblasten durch PTH beschrieben haben. Dieser

Mechanismus könnte auch in Chondrozyten greifen und damit die Expression von Col10a1



104

durch eine Repression von Runx2 und/oder Mef2c hemmen. Dies könnte auch eine Erklä-

rung für die Tatsache liefern, daß keine der Mutagenesen im Mef2c einen Einfluß auf die

Regulation der Col10a1 Reporter durch PTHrP gezeigt haben. Zur Untersuchung dieses

Zusammenhanges könnten Experimente in Gegenwart eines Hdac Inhibitors (z.B. Tricho-

statin A) durchgeführt werden.

Ein weiterer Mechanismus, der sowohl Runx2 als auch Mef2c betrifft, ist die Interaktion mit

dem Retinoblastom tumor-suppressor Protein (pRb), die für die Stimulation der Transakti-

vierungsdomäne beider Faktoren notwendig ist [Novitch et al., 1999; Thomas et al., 2001].

In Chondrozyten wird pRb durch FGF Signale hypophosphoryliert und damit aktiviert, was

zu einer Hemmung der Proliferation führt [Aikawa et al., 2001] – somit könnte Mef2c einer

Regulation durch FGF Signale unterliegen. Eine Untersuchung der möglichen Interaktion

von Runx2 und Mef2c in einem transkriptionellen Aktivatorkomplex erscheint aufgrund der

ihrer Beteiligung an der Regulation der Hypertrophie und der Interaktion mit den gleichen

Kofaktoren als sinnvoll.

Ein Szenario könnte auch sein, daß Mef2c nicht durch PTH/PTHrP reguliert wird, sondern

daß Mef2c in prähypertrophen Chondrozyten die Expression von c-Jun aktiviert [Han et al.,

1997]. Dies kann dann mit c-Fos, dessen Expression durch PTH/PTHrP erhöht wird [Iones-

cu et al., 2001], als AP-1 Komplex die Epxression von Col10a1 reprimieren. Mef2c würde

also über c-Jun eine Feinregulation der Col10a1 Expression ausüben. Als Bedingung hier-

für müsste aber innerhalb der proximalen 791 bp des murinen Col10a1 Promotors eine

AP-1 Konsensussequenz liegen. Die in Kameda et al. [1997] beschriebene PTHrP ver-

mittelte Steigerung der Expression von c-Jun und JunD in Chondrozyten läßt sogar eine

Aktivierung von Mef2c durch PTH/PTHrP vermuten.

4.3.3 Regulation des Ihh Promotors durch Mefc

Der Ihh-Promotor konnte nur schwach durch Mef2c induziert werden, während eine Kotrans-

fektion von Runx2 eine mehr als zwanzigfache Aktivierung eines Ihh-Reporterkonstruktes

erzielte (Abb. 3.38). Durch Mutagenese aller potentiellen Mef2c Konsensussequenzen konn-

te ausgeschlossen werden, daß eine Regulation des Promotors durch direkte Bindung von

Mef2c an die DNA erfolgte. Einzig und allein eine Mutagenese der Sequenz CTATTTATTG

zu GCTCCCGTTG an Position -149 hatte einen Einfluß, aber nur auf die Regulation durch

Runx2 – anhand der Sequenz und der drastischen Auswirkung auf die Aktivierung des

Reporters lag die Vermutung nah, daß es sich bei dieser Sequenz um die TATA-Box des

Promotors handelt – dies kann aber mit großer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen wer-

den, da sich dieses Motiv innerhalb des ersten Exons des Ihh Gens befindet. Vermutlich

ist diese Sequenz wichtig für einen generellen Faktor, der an der Transkriptionsmaschine-

rie beteiligt ist. Eine Kotransfektion von Mef2c und Runx2 führte zu einer Hemmung der

Runx2 vermittelten Promtoraktivierung um 20 % – es könnte also ein negativer Effekt von

Mef2c auf Runx2 ausgeübt werden. Dadurch, daß Mef2c nicht direkt an den Promotor bin-

det, müsste dieser entweder durch eine Interaktion der beiden Proteine oder durch weitere

Faktoren, die Mef2c aktiviert, vermittelt werden. Interessant ist hierbei, daß eine Kotrans-
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fektion von Hdac4 mit Mef2c die schwache Aktivierung durch Mef2c inhibierte, während

Hdac4 auf Runx2 sogar einen leicht stimulierenden Effekt hatte. Hdac4 gilt als transkriptio-

neller Repressor sowohl von Mef2c [Miska et al., 1999] als auch von Runx2 [Vega et al.,

2004]. In Wang et al. [1999a] wurde beschrieben, daß Hdac4 oder Mef2c jeweils in der

Lage waren, den c-Jun Promotor zu aktivieren, während die Kotransfektion von Mef2c und

Hdac4 diesen hemmte. So scheint die Rekrutierung von Hdac4 oder auch anderen Histon

Deacetylasen durch verschiedene Transkriptionsfaktoren individuelle Effekte an den jewei-

ligen Promotoren auszuüben. Es könnte natürlich auch sein, daß Hdac4 in Abwesenheit

eines den zu untersuchenden Promotor regulierenden Transkriptionsfaktors repressorische

Faktoren bindet und blockiert.

4.3.4 Regulation des Ibsp Promotors durch Mef2c

Wie in Abbildung 3.39 A gezeigt, wurde der Ibsp Promotor nicht durch Mef2c reguliert.

Erwartungsgemäß konnte die bereits beschriebene Regulation des Ibsp Promotors durch

Runx2 [Barnes et al., 2003; Javed et al., 2001] bestätigt werden. Die starke Stimulation

der Ibsp Expression in chBM und chMM Kulturen als Folge retroviraler Überexpression von

Mef2c muß demnach über weitere, durch Mef2c regulierte Faktoren vermittelt werden. In

Roca et al. [2005] wird eine Beteiligung von Dlx5 an der Regulation des Ibsp Promotors

gezeigt, es kann also durchaus sein, daß eine Überexpression von Mef2c in der chMM

indirekt über die Expression von Dlx5 die Expression von Ibsp induziert. Hierzu müsste

aber die Regulation von Dlx5 durch Mef2c in den chMM und chBM Kulturen untersucht

werden.

4.3.5 Regulation des Ocn Promotors durch Mef2c

Die Erhöhung der Osteocalcin mRNA in chBM Kulturen durch Mef2c und die Identifikation

von potentiellen Mef2c Bindestellen im Promotor ließen eine direkte Regulation vermuten.

Überraschenderweise wurde ein Osteocalcin Reporter durch Kotransfektion mit Mef2c ge-

hemmt, während Runx2 und Sp1 beide den Reporter aktivieren konnten. Letztere sind für

die positive Regulation des Promotors bekannt [Frendo et al., 1998; Yeung et al., 2002],

so daß diese Aktivierung den Erwartungen entsprach. Interessant ist hierbei, daß die Sp1

vermittelte Aktivierung des Promotors nicht signifikant durch Kotransfektion von Mef2c ge-

hemmt wurde, während die Aktivierung des Reporters duch Runx2 in Gegenwart von Mef2c

um mehr als 60 % reduziert wurde. Eine Erklärung hierfür könnte sein, daß Mef2c Runx2

durch direkte Proteininteraktion hemmt oder daß Mef2c und Runx2 um die Bindung an

die DNA konkurrieren. Zumindest exisiteren im Ocn Promotor benachbarte Konsensusse-

quenzen für Runx2 und Mef2c. In Owen et al. [1990] wurde gezeigt, daß ein Heterodimer

aus c-Jun und c-Fos in proliferierenden Osteoblasten durch Bindung an einer AP-1 Kon-

sensussequenz eine benachbarte Vitamin D Rezeptor Bindestelle blockiert und damit den

Promotor inhibiert. Die Hemmung des Promotors durch Mef2c könnte also auch ein se-

kundärer Effekt durch die transkriptionelle Aktivierung von c-Jun sein – einem bekannten
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Zielgen von Mef2c [Coso et al., 1997].

4.3.6 Regulation des Pthr1 Promotors durch Mef2c

In Hühnchen Micromass Kulturen, die mit einem Mef2c-RCAS infiziert wurden, war die

Expression des Gens Pthr1 erhöht. In situ Expressionsanalysen in frühen embryonalen

Stadien zeigten ein verändertes Expressionmuster von Pthr1 in Mef2cloxP/KO Tieren. So

war z.B. kein Signal im Perichondrium zu sehen, während in den Wildtyp Tieren dort schon

eine starke Pthr1 Expression nachzuweisen war. Diese Ergebnisse ließen vermuten, daß

die Expression von Pthr1 abhängig von Mef2c ist – in Luciferase Reporterexperimenten

konnte auch eine Regulation des – auch im Knochen aktiven – Promotors P2 durch Mef2c

gezeigt werden (Abb. 3.41). Verschiedene Fragmente des Promotorbereichs zeigten eine

zweifache Aktivierung durch Mef2c. Die Aktivierung beruhte aber nicht auf direkter Bindung

von Mef2c an den Promotorbereich, da eine Mutagenese der Mef2c Bindestelle im Pthr1

Promotorbereich keine Abschwächung der Mef2c vermittelten Aktivierung zur Folge hat-

te (Abb. 3.42 C). Etwas höhere Reporteraktivitäten von mehr als vierfach konnten durch

Runx2 oder Sp1 erzielt werden. Die Regulation des humanen PTHR1 durch Sp1 ist bereits

beschrieben [Bettoun et al., 1998; Leroy et al., 2004; Minagawa et al., 2001], während eine

direkte Regulation durch Runx2 bisher nicht bekannt war.

Es ist möglich, daß Mef2c indirekt über eine Komplexierung mit Sp1/Runx2 an den Pro-

motor rekrutiert wird, weil eine Koexpression aller drei Faktoren additive Effekte auf die

Aktivierung zeigte (Abb. 3.41 und 3.42 A & B). Eine Interaktion von MEF2-Faktoren mit Sp1

bei der Aktivierung von Zielgenen wurde bereits mehrfach nachgewiesen [Grayson et al.,

1998; Park et al., 2002]. Ebenso wäre es möglich, daß überexprimiertes Mef2c Faktoren

bindet, die inhibitorisch auf den Pthr1 Promotor wirken – es käme z.B. Hdac4 in Frage. So-

mit könnte der Effekt gänzlich indirekt sein und nur auf einer Entfernung der Repressoren

beruhen. Eine weitere Möglichkeit wäre ein Mef2c abhängiger Enhancer-Bereich für die

Expression des PTH/PthrP Rezeptors, der z.B. in der chMM Kultur aktiviert würde.

4.4 Ausblick

Die Deletion von Mef2c in allen Chondrozyten oder kompletten Gliedmaßen führt zu ei-

nem Phänotyp, der dem von Patienten mit einer metaphysären Chondrodysplasie vom

Typ Jansen (JMC) sehr ähnlich ist. Da die JMC durch aktivierende Mutationen im PTHR1

Gen verursacht wird, ist anzunehmen, daß eine Deletion von Mef2c einer Aktivierung des

PTH/PTHrP Signalwegs entspricht. Mef2c und der PTH/PTHrP Signalweg müssen in ei-

nem antagonistischen Verhältnis zueinander stehen, denn eine reine Transformation von

Mef2c durch PTHrP zu einem transkriptionellen Repressor kann die Effekte durch die De-

letion von Mef2c nicht erklären. Eine Verkreuzung von Mef2cloxP/KO mit PTHrP-/- Mäusen

wäre ein interessanter Ansatz, um diesen Zusammenhang weiter zu analysieren – eine

Normalisierung der Phänotypen wäre ein denkbares Szenario. Es sollte auch ein etwaiger
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Einfluß von Mef2c auf die Expression von PTHrP untersucht werden.

In Arnold et al. [2007] und Vega et al. [2004] wurde die Repression von Mef2c bzw. Runx2

durch Interaktion mit Hdac4 beschrieben. Dabei bindet Hdac4 jeweils über die gleiche Do-

mäne an den zu hemmenden Transkriptionsfaktor. Da Runx2 und Mef2c beide an der Re-

gulation des Col10a1 und evtl. des Ocn Promotors beteiligt sind, liegt die Vermutung nah,

daß beide Faktoren interagieren. Diese Interaktion könnte durch eine Coimmunopräzipita-

tion untersucht werden. Gerade der hemmende Effekt von Mef2c auf Runx2 bei der Re-

gulation des Ocn Promotors könnte als Modell für die Interaktion dieser beiden Faktoren

dienen – so könnte durch Mutagenese der jeweiligen Bindestellen untersucht werden, ob

die Interaktion auf einer Konkurrenz um die DNA-Bindung beruht.

In diesem Zusammenhang ist natürlich gerade die Regulation von Dlx5/6 durch Mef2c

hochinteressant – diese wurde kürzlich in differenzierenden Zellen der Neuralleiste und im

Zebrafisch gezeigt [Miller et al., 2007; Verzi et al., 2007]. Da die Runx2 und Osx Expres-

sion von Dlx5/6 abhängig sind, würde eine Regulation in Chondrozyten oder Osteoblasten

durch Mef2c dieses in einen festen Kontext mit Runx2 stellen. Sogar als Regulator der

Runx2 Expression. Hier sind noch sorgfältige Untersuchungen mittels qRT-PCR und ISH

notwendig – vor allem angesichts der Tatsache, daß Runx2 in vitro zwar Mef2c induzieren

konnte, Mef2c aber nicht Runx2.

Bezüglich der Mechanismen, die die transkriptionelle Aktivierung des Col10a1 Promotors

durch Mef2c regulieren, wären weitere Experimente notwendig. So könnte z.B. durch Muta-

genese der Mef2c Konsensussequenzen im Col10a1 Promotor und Behandlung mit PTHrP

analysiert werden, ob die Hemmung unabhängig von Mef2c erfolgt. Denkbar wäre auch

die Konstruktion von Fusionsproteinen, mit Hilfe derer die Regulation der DNA-Bindungs-

und der Transaktivierungsdomäne vom Mef2c unabhängig voneinander untersucht werden

könnte.

Gerade die Erkenntnisse, daß die Mef2cT20A Variante in Cos7 Zellen deutlich weniger

aktiv ist, eröffnet einen Ansatz zur Untersuchung potentieller Kofaktoren von Mef2c bei der

Aktivierung des Col10a1 Promotors. Eine Koepxression bekannter Kofaktoren von Mef2c

wie die übrigen Mitglieder der MEF2 Familie oder auch p300 könnten Aufschluß über die

Vermittlung der DNA-Bindung bringen.

Ein sehr wichtiger Aspekt der durch Mef2c vermittelten Effekte ist die Tatsache, daß c-Jun

ein bekanntes Zielgen von Mef2c ist [Coso et al., 1997]. Der Einfluß von c-Jun in der Ske-

lettentwicklung ist bereits nachgewiesen. Da c-Jun im sogenannten AP-1 Komplex mit an-

deren Transkriptionsfaktoren interagiert und je nach Partner aktivierend oder reprimierend

wirken kann, ist eine Veränderung des Gleichgewichts zwischen den AP-1 Faktoren durch

Mef2c zu beachten. Es wäre von Bedeutung, in Chondrozyten oder auch Osteoblasten,

die Effekte von Mef2c auf die Expression von c-Jun zu untersuchen. Hierzu wären Überex-

pressionen von Mef2c mittels RCAS in chMM und/oder chBM Kulturen mit anschließenden
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qRT-PCRs sehr gut geeignet. In diesem Kontext wäre natürlich auch die Untersuchung

anderer AP-1 Faktoren interessant – insbesonders die Expression von c-Fos, da dieses

eine wichtige Rolle bei der Regulation des Col10a1 Promotors spielt [Gebhard et al., 2004;

Riemer et al., 2002]. Die Mutagenese aller AP-1 Konsensussequenzen in den Col10a1

Reporterkonstrukten könnte neue Erkenntnisse in der PTHrP/Mef2c Regulation bringen.

Es besteht die Möglichkeit, daß in Chondrozyten eine regulatorische Schleife existiert, bei

der Mef2c durch die Aktivierung von c-Jun zu einer Repression seiner eigenen Zielgene

beiträgt.



Kapitel 5

Summary

Skeletal development is subject to complex regulatory mechanisms and many diseases

are associated with mutations in genes that contribute to this process. Since the network of

factors involved in this process has not been entirely elucidated yet, this work focused on

the identification of new genes with a role in skeletal development.

The expression of the transcription factor Mef2c was discovered to be downregulated in

embryonic humeri of Runx2-/- mice [Hecht et al., 2007]. Expression analysis revealed an

expression pattern of Mef2c in the perichondrium, prehypertrophic and hypertrophic chon-

drocytes of E15,5 humeri suggesting a role in the skeletal development. Functional analysis

in vitro in chicken mesenchymal cells undergoing osteoblastic differentiation and chicken

micromass cultures showed that retroviral overexpression of Mef2c could upregulate the

transcript levels of the differentiation markers Col10a1, Ibsp, Akp2, Ihh and Pthr1.

Cre/lox mediated deletion of Mef2c in the limb mesenchyme or in chondrocytes resulted

in a short-limbed phenotype with a delay in hypertrophic differentiation and endochondral

ossification. Histological analysis of the mutant bones revealed a significant broadening

and disturbed orientation of the growth plates plus a significant thickening of the cortical

bone. These characteristics resembled the human metaphyseal chondrodysplasias, espe-

cially the type Jansen (JMC). This implied a dysfunction of the Ihh/PTHrP regulatory loop

since the PTH/PTHrP receptor was found to be hyperactivated in JMC. Furthermore in the

Mef2cloxP/KO bones the expression patterns of Col10a1, Ihh, Pthr1 and Runx2 appeared to

be disorganised and reduced in strength.

Analysis of the regulatory regions of genes that were stimulated in vitro by overexpression

of Mef2c revealed putative MEF2 binding sites in the promoters of Col10a1, Ihh, Ocn and

Pthr1. In reporter-assays Mef2c showed the strongest activating effect on Col10a1 reporter

construct whereas Pthr1 reporter constructs were synergistically activated by Mef2c, Runx2

and Sp1. In contrast, Mef2c exerted inhibitory effects on the Runx2-mediated activation of

a Ocn reporter.

PTH/PTHrP signaling is known to inhibit Col10a1 expression and was found to reduce p38

dependent phosphorylation of Mef2c in chondrocytes. However mutations of known phos-

phorylation sites in the Mef2c protein were not able to abolish the regulation of the Col10a1
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promoter by PTHrP and p38. Interestingly a loss of the p38 and Erk5 specific phosphoryla-

tion site at position S387 resulted in a higher response of Mef2c to p38 activation. Thus, the

p38-dependent phosphorylation of Mef2c is regulated by PTHrP, but only has a modulatory

role.

Taken together the results show an important role of Mef2c during endochondral ossificati-

on and position Mef2c within the Ihh/PTHrP signaling loop with a potential role of regulating

Runx2 expression and function.



Kapitel 6

Zusammenfassung

Die Skelettentwicklung unterliegt komplexen regulatorischen Mechanismen und viele Krank-

heiten sind mit Mutationen in den Genen, die zu diesem Prozess beitragen, assoziiert. Bis

heute ist das gesamte Netzwerk an Faktoren, die in diese Vorgänge involviert sind, noch

nicht vollständig aufgeklärt. Deswegen lag der Fokus dieser Arbeit auf der Identifikation von

neuen Genen mit einer relevanten Funktion für die Skelettentwicklung.

Die Expression des Transkriptionsfaktors Mef2c war in embryonalen Humeri von Runx2-/-

Mäusen reduziert [Hecht et al., 2007]. Expressionsanalysen zeigten mRNA Transkript von

Mef2c im Perichondrium, den prähypertrophen und hypertrophen Chondrozyten von Hu-

meri zum embryonalen Stadium E15,5. Dies ließ eine Rolle von Mef2c in der Skelettent-

wicklung vermuten. Funktionelle Untersuchungen in vitro in mesenchymalen Hühnerzellen,

die eine osteoblastische Differenzierung durchliefen und in Hühner Micromass Kulturen

zeiten, daß eine retrovirale Überexpression von Mef2c die Transkriptmenge der Differen-

zierungsmarker Col10a1, Ibsp, Akp2, Ihh und Pthr1 erhöhte.

Die Cre/lox vermittelte Deletion von Mef2c im Gliedmaßenmesenchym und in Chondro-

zyten führte zu einem kurzgliedrigen Phänotyp mit einer Verzögerung der hypertrophen

Differenzierung und enchondralen Ossifikation. Histologische Untersuchungen der mutan-

ten Knochen zeigten eine signifikante Verbreiterung und gestörte Orientierung der Wachs-

tumsfugen plus eine auffällige Verdickung des kortikalen Knochens. Diese Merkmale ähnel-

ten denen bei metaphysären Chondrodysplasien des Menschen – speziell vom Typ Jansen

(JMC). Dies implizierte eine Fehlregulation der Ihh/PTHrP Signalschleife, da eine Hype-

raktivierung des PTH/PTHrP-Rezeptors bei der JMC nachgewiesen wurde. Zusätzlich er-

schienen in den Knochen der Mef2cloxP/KO Mäuse die Expressionsmuster von Col10a1, Ihh,

Pthr1 und Runx2 gestört und in ihrer Stärke reduziert.

Die Analyse regulatorischer Regionen in den Promotoren der Gene, die durch eine in vitro

Überexpression von Mef2c stimuliert wurden, enthüllte mögliche Mef2c Konsensussequen-

zen in den Promotoren von Col10a1, Ihh, Ocn und Pthr1. In Reporterassays war Mef2c der

stärkste Aktivator von Col10a1 Reporterkonstrukten, während Pthr1 Reporterkonstrukte

synergistisch durch Mef2c, Runx2 und Sp1 aktiviert wurden. Im Gegensatz dazu zeigte

Mef2c einen inhibitorischen Effekt auf die Runx2 vermittelte Aktivierung eines Ocn Repor-
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ters.

PTH/PTHrP Signale sind bekannte Inhibitoren für die Expression von Col10a1 – in die-

ser Arbeit konnte gezeigt werden, daß sie auch die p38 abhängige Phosphorylierung von

Mef2c in Chondrozyten reduzierten. Mutationen unterschiedlicher Posphorylierungsstellen

im Mef2c konnten jedoch die Regulation des Col10a1 Promotors durch PTHrP und p38

nicht aufheben. Interessanterweise führte ein Verlust der p38 und Erk5 spezifischen Phos-

phorylierungsstelle an Position S387 zu einer erhöhten Aktivierbarkeit des Mef2c durch

p38. Damit wird die p38 abhängige Phosphorylierung von Mef2c durch PTHrP reguliert,

aber sie übt nur eine modulierende Rolle aus.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, daß Mef2c eine wichtige Rolle

in der enchondralen Ossifikation spielt und erlauben eine Positionierung von Mef2c inner-

halb der Ihh/PTHrP Signalschleife mit einer potentiellen Rolle bei der Regulation der Runx2

Expression und Funktion.
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Abb. Abbildung

ALP Alkalische Phosphatase

Amp Ampicillin

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Rinder Serum Albumin
◦C Grad Celsius

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

cDNA komplementäre Desoxyribonuklein-
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CDS kodierende Sequenz

chBM Hühner Knochenmarkzellen

chMM Hühner Micromass

CMV Cytomegalovirus
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DIG Digoxygenin

DMEM Dulbeccos’s modified eagle’s medi-

um

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

dNTP Desoxyribonukleotid-triphosphat

E Embryonalstadium

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EtBr Ethidiumbromid

FCS Fötales Rinderserum

g Gramm oder Erdbeschleunigung

GFP Grün fluoreszierendes Protein

h Stunde

HRP Meerrettich Peroxidase

ISH in situ Hybridisierung

JMC Metaphysäre Chondrodysplasie,

Typ Jansen

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

KO Knockout

l Liter

LB Luria-Bertani

LTR Long terminal repeat

luc Luciferase

m (Präfix) Milli-

µ (Präfix) Mikro-

M molar (Mol/l)

MCDS Metaphysäre Chondrodysplasie,

Typ Schmid

Mef2(a–d) Myocyte enhancer factor 2(a–d)

MEM Modified eagle’s medium

min Minute(n)

n (Präfix) Nano-

n.d. nicht detektierbar

PBS phosphatgepufferte Salzlösung

PCR Polymerasekettenreaktion

Pfu Pyrococcus furiosus

Phu Phusion

rel. relativ(e)

RNA Ribonukleinsäure

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

SD Standardabweichung

SDS Natriumdodecylsulfat

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

Taq Thermus aquaticus

Tm Schmelzpunkt

U Unit

UTR untranslatierter Bereich

133



134

UV Ultraviolett

V Volt

vgl. vergleiche

v/v Volumen/Totalvolumen

w/v Gewicht/Totalvolumen
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