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1.1  Knochenaufbau und Osteoporose

Knochen ist das wichtigste Stutzgewebe der Wirbeltiere und hat auflerdem eine
Schutzfunktion flr lebenswichtige Organe wie z.B. das Gehirn oder das
hamatopoetische System, das im adulten Organismus im Knochenmark lokalisiert ist.
Das Skelettsystem tragt weiterhin entscheidend zum Mineralhaushalt des Korpers bei,
da die mineralisierte Knochenmatrix ein grof3es Reservoir an Calcium und Phosphat
darstellt. Aus diesem Grund unterliegt die Knochensubstanz im adulten Organismus
einem permanenten modellierenden Prozess, der dazu fihrt, dass mineralisiertes
Knochengewebe standig erneuert wird. Dementsprechend befindet sich Knochen in
einem empfindlichen Gleichgewicht zwischen Resorption und Synthese. Ist diese
Balance gestort, wie z.B. bei der Osteoporose oder der Osteopetrose, kann dies zu
statischen Veranderungen fiihren und sich klinisch manifestieren (Raisz, 1999).

Osteoporose bezeichnen wir als eine systemische Skeletterkrankung, bei der es Uber
eine kritische Verminderung der Knochenmasse und Storung der knochernen
Mikroarchitektur zu einer verminderten Bruchfestigkeit des Knochens kommt. Klinisch
tritt uns die Osteoporose in den beiden Manifestationsformen der Wirbelkorperfraktur
und der meist durch einen Sturz ausgeldsten peripheren Fraktur entgegen (Lin & Lane,
2004). Die Osteoporose ist ein gesellschaftliches und ©6konomisch wichtiges
Gesundheitsproblem. Eine von drei Frauen und einer von sechs Mannern tber 50 Jahre
tragen das Risiko, im Laufe des weiteren Lebens einen durch Osteoporose bedingten
Bruch zu erleiden. In Deutschland leiden bereits 5-7 Millionen Menschen an
Osteoporose (www.osteoporose.org). Osteoporotische Frakturen fuhren nicht nur zu
irreversiblen EinbulRen an Lebensqualitdt und Behinderungen, sondern sie verursachen
nach konservativen Schatzungen in Deutschland derzeit jahrlich auch etwa 2,5-3 Mrd €
an direkten und indirekten Kosten. Hochrechnungen zufolge wird das Problem der
Fragilitatsfrakturen in den kommenden Jahrzehnten aufgrund der demographischen
Entwicklung an Brisanz um ein Vielfaches zunehmen. Das ist einer der Griinde, warum

die WHO die Osteoporose auf die Liste der 10 wichtigsten Erkrankungen gesetzt hat.
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1.2 Knochenzellen

Der adulte Knochen ist aus drei Zelltypen zusammengesetzt, den knochen-
resorbierenden Osteoklasten, den knochenbildenden Osteoblasten und den Osteozyten.
Im folgenden sollen die wichtigsten Eigenschaften dieser drei Zellen beschrieben sowie

der derzeitige Kenntnisstand tber deren Regulation dargestellt werden.

1.2.1 Osteoklasten

Die  Osteoklasten entstehen aus hamatopoetischen  Vorlauferzellen  der
Monozyten/Makrophagen-Linie (Teitelbaum und Ross, 2003). Morphologisch sind sie
als multinukleére Zellen charakterisiert. Die Osteoklastendifferenzierung wurde in den
vergangenen Jahren sehr ausfihrlich an Mausmodellen untersucht. Man fand heraus,
dass eine Kaskade von Signalmolekilen in verschiedenen Differenzierungsstufen der
Osteoklastogenese wirken. Auf Cytokinebene wirkt M-CSF sehr frih in der
Differenzierung, wahrend die terminale Differenzierung hauptsachlich durch RANKL
und dessen Antagonisten OPG reguliert wird (Khosla, 2001). RANKL wird von
Osteoblasten und Lymphozyten exprimiert und bindet an seinen Rezeptor RANK.
Dieser Rezeptor ist in der Plasmamembran von Osteoklasten lokalisiert und aktiviert
intrazellular einen TRAF6-abhangigen Signaltransduktionsweg. Die Bindung von
RANKL an RANK wird durch OPG kompetetiv gehemmt. Das Verhéltnis von RANKL
und OPG ist somit entscheidend fiir die Regulation der Knochenresorption. Dies zeigt
sich am deutlichsten dadurch, dass RANKL-defiziente Mause eine Osteopetrose
aufweisen, wéhrend OPG-defiziente Mé&use osteoporotisch sind (Bucay et al., 1998;
Kong et al., 1999; Lacey et al. 1998; Simonet et al. 1997).
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Abbildung 1: Osteoklasten-Differenzierung: Osteoklasten entstehen durch Fusion myeloischer
Vorlauferzellen durch die Wirkung von M-CSF und RANKL. OPG fiihrt durch kompetetive Hemmung
der RANKL-Bindung an seinen Rezeptor RANK zu einer Inhibition der Osteoklasten-Differenzierung.

c-Src, CLC7, ATP6i und Kathepsin K sind im ausdifferenzierten, multinukledren Osteoklasten

entscheidend fiir die Auflésung der Knochenmatrix.

Nachdem die Osteoklasten differenziert sind, konnen sie die mineralisierte
Knochenmatrix unter azidem Milieu (H'-Sekretion) abbauen. Dabei versiegelt der
Osteoklast die zu resorbierende Zone. Fir diese Knochenresorption sind verschiedene
Molekile wichtig. Dies betrifft die Typosinkinase c-src, den Chloridkanal CLC7, die
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Protonenpumpe ATP6i sowie die Protease Kathepsin K (Kornak et al. 2001; Li et al.
1999; Saftig et al. 1998; Soriano et al. 1991). In allen Féllen fiihrte die Deletion der
betreffenden Gene in Ma&usen zu einer Osteopetrose, obwohl die Anzahl der
differenzierten Osteoklasten unverdndert war. Desweiteren fiihrten inaktivierende
Mutationen der betreffenden Gene auch im Menschen zur Osteopetrose (Kornak et al.
2001; Motyckova und Fisher, 2002; Taranta et al. 2003).

1.2.2 Osteoblasten

Die Osteoblasten gehen aus mesenchymalen Vorlauferzellen hervor. Voll
ausdifferenziert produzieren sie eine Kkollagenreiche extrazellulare Matrix (die
Kollagenfasern machen 90% der organischen Knochenmatrix aus), die anschliessend
mineralisiert (Harada und Rodan, 2003). Weitere wichtige Proteine der Knochenmatrix
sind Osteocalcin, Osteopontin und Bone Sialoprotein (BSP), deren Rolle im
Mineralisierungsprozess  jedoch  noch  unklar ist. Bislang sind  zwei
Transkriptionsfaktoren bekannt, Runx2/Cbfal und Osterix (Osx), die fir die
Differenzierung von Osteoblasten essentiell sind (Ducy et al. 1997; Komori et al. 1997,
Mundlos et al. 1997; Nakashima et al. 2002; Otto et al. 1997). Sowohl Runx2/Cbfal als
auch Osx-defiziente Méuse sind unféhig, Knochen zu bilden. Wahrend Runx2/Cbfal im
Verlauf der Osteoblasten-Differenzierung friher als Osx exprimiert wird und zusatzlich
eine Funktion bei der Differenzierung hypertropher Chondrozyten ausibt, ist Osx strikt
osteoblastenspezifisch exprimiert (Nakashima et al. 2002; Takeda et al. 2001).

Erst vor kurzem wurde ein weiterer wichtiger Regulator der Knochenformation
gefunden, Low-density lipoprotein (LDL)-receptor-related Protein (LRP5). Im Falle
einer Genmutation manifestiert sich die beim Menschen bekannte Krankheit
Osteoporosis-Pseudoglioma (OPPG), wahrend eine aktivierende Mutation zu einer
erhéhten Knochendichte fiihrt (Boyden et al. 2002; Gong et al, 2001). LRP5 ist ein Co-
Rezeptor von Wnt-Signalmolekilen. Die hierdurch aktivierte Signaltransduktion fihrt
letztendlich zur Forderung der Knochenformation. Diese Ergebnisse zeigten erstmals
die Bedeutung der Wnt-Signaltransduktion bei der Osteoblasten-Differenzierung auf
(Kato et al. 2002).



1 Einleitung

Mesenchymale
Vorlauferzelle

RmR/Cbfal

I\

5 i Extrazelluldre Matrixproteine
Préa-Adipozyt COL-I

BSP

Myoblast Pra-Chondozyt

Pra-Osteoblast

o |

Osteoblast

E=a

2§| f/;
//I\\

Osteozyt

Extrazellulare Matrixproteine
COL-I
BSP
oC

Abbildung 2: Osteoblasten-Differenzierung: Aus mesenchymalen Vorl&uferzellen entstehen durch die
Wirkung der Transkriptionsfaktoren Runx2/Cbfal und Osx, sowie dem Wnt-Rezpeptor LRP5 knochen-
bildende Osteoblasten. Differenzierte Osteoblasten bilden eine extrazellulare Matrix, bestehend aus Typl-
Collagen (Col-I), Osteocalcin (OC), Osteopontin (Opn) und Bone sialoprotein (BSP), die anschliessend
mineralisiert. Durch einen wenig verstandenen Mechanismus verbleiben einige dieser Zellen in der

mineralisierten Matrix und werden zu Osteozyten.

1.2.3 Osteozyten

Der Osteozyt ist der haufigste Zelltyp im adulten Knochen, tber seine Funktion ist
jedoch wenig bekannt (Knothe-Tate et al. 2004). Osteozyten entsprechen terminal

differenzierten Osteoblasten, die komplett von mineralisierter Matrix umgeben sind. Sie
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sind morphologisch von ihren Vorlaufern, den Osteoblasten, deutlich zu unterscheiden,
da sie zahlreiche Fortsatze bilden. Diese verbinden die Osteozyten tiber gap junctions zu
einem Netzwerk. Man vermutet, dass dieses osteozytare Netzwerk eine entscheidende
Rolle bei der Integration des Knochenstoffwechsels spielt. Allerdings konnte eine
solche Funktion bislang experimentell nicht bestétigt werden. Dies liegt hauptsachlich

daran, dass Osteozyten in vitro nur schwer zu untersuchen sind.

In den letzten Jahren ist es einigen Forschungsgruppen gelungen, mit unterschiedlichen
Methoden Osteozyten zu isolieren und in vitro zu kultivieren (Mikuni-Takagaki et al.
1995; Van der Plas und Nijweide, 1992). Die isolierten Osteozyten verlieren hierbei
zunachst ihre Morphologie, erlangen sie jedoch wéhrend der Kaultivierung auf
bestimmten Oberflachen wieder. Unter gewissen Kulturbedingungen bilden sich auch
die sogenannten gap junctions zwischen einzelnen Zellen aus, d.h. auch in vitro kdnnen
Osteozyten ein Synzytium bilden. Auch wenn diese Primarkulturen wichtige
morphologische Eigenschaften von Osteozyten aufweisen, sollte jedoch immer in
Betracht gezogen werden, dass sich diese Zellen in vitro in einer vollig anderen
Umgebung befinden als in vivo. Dies schréankt die Aussagekraft von Zellkultur-
experimenten mit Osteozyten stark ein. Gleiches gilt fiir die bislang einzig etablierte
osteozytische Zelllinie MLO-Y4 (Bonewald, 1999). Diese Zelllinie weist zwar einige
wichtige Eigenschaften von Osteozyten auf (Zellauslaufer und Verbindung Uber gap
junctions, keine Expression von alkalischer Phosphatase bei hoher Expression von
Osteocalcin), allerdings sollten Primarkulturen immer dieser Zelllinie vorgezogen

werden, weil Osteozyten in vivo postmitotisch sind.

Abbildung 3: Morphologie von Osteozyten: (A) Dargestellt sind Osteozyten in vivo, ummauert von
Knochenmatrix. Die Zellen sind um einen Haverschen Kanal kreisférmig angeordnet und stehen Uber
Zellauslaufer in Kontakt miteinander. (B) Dargestellt ist die osteozytenahnliche Zelllinie MLO-Y4, die in

vitro Zellauslaufer bildet, die miteinander in Verbindung stehen.
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1.3  Untersuchung physiologischer Prozesse mit Hilfe der Mausgenetik

Eine Mdglichkeit, die Funktion von Osteozyten in vivo zu untersuchen, bietet die
Mausgenetik. In den letzten Jahren haben genetisch verdnderte Mausmodelle
entscheidend dazu beigetragen, wichtige entwicklungsbiologische und physiologische
Prozesse aufzuklaren. Ebenfalls wurden Funktionen von Genen gefunden, die durch
Zellkulturexperimente nur schwer zu untersuchen sind. Auch die Knochenforschung hat
entscheidend von der Mausgenetik profitiert (Karsenty, 1999). So wurde beispielsweise
durch die Uberexpression des Molekiils Osteoprotegerin (OPG), ahnlich dem TNF-
Rezeptor, ein wichtiger Regulator der Knochenresorption gefunden (Simonet et al.
1997). Durch eine gezielte Gendeletion wurde die entscheidende Rolle des
Transkriptionsfaktors Runx2/Cbfal fir die Knochenbildung dargestellt (Komori et al.,
1997; Otto et al. 1997), und durch die Analyse Leptin-defizienter ob/ob-Méause das
Konzept etabliert, dass die Knochenmasse einer zentralen Regulation durch den
Hypothalamus unterliegt (Ducy et al. 2000).

Die Vorteile der Mausgenetik liegen einerseits darin, dass man jedes beliebige Gen
gezielt aus dem Genom entfernen kann, andererseits aber auch in Zellen
Uberexprimieren oder ektopisch exprimieren kann. Hierzu bendtigt man zelltyp-
spezifische Promotoren, unter deren Kontrolle man das zu untersuchende Gen stellt.
Zelltypspezifische Promotoren konnen allerdings auch eingesetzt werden, um unter
Zuhilfenahme des sogenannten Cre-lox-Systems definierte Gene in bestimmten Zellen
zu deletieren, aber in anderen Geweben intakt zu lassen (Sauer, 1998). Hierzu werden
zundchst Mduse generiert, in denen das betreffende Gen von loxP-sites flankiert ist, die
als Erkennungsstellen fiir das Rekombinationsenzym Cre dienen. Diese Mause werden
anschliessend mit transgenen Mauslinien verpaart, bei denen die Cre-Rekominase unter
der Kontrolle eines zelltypspezifischen Promotors steht. Die Tatsache, dass bislang
noch keine osteozytenspezifischen Gene etabliert sind, hat sicherlich entscheidend dazu
beigetragen, dass Uber den haufigsten Zelltyp des Knochens wesentlich weniger bekannt
ist, als Uber Osteoblasten und Osteoklasten.

1.4  Aufgabenstellung und Zielsetzung

Das primare Ziel der vorliegenden Dissertation war die ldentifizierung osteozyten-
spezifischer Gene. Zum einen gibt es in der Literatur zahlreiche Beispiele daftr, dass
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Gene, die spezifisch in einem Zelltyp exprimiert werden, oftmals, wenn auch nicht
zwangslaufig, eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und/oder Funktion des
betreffenden Zelltyps spielen. Zum anderen koénnten die regulatorischen Elemente
dieser Gene langfristig dazu genutzt werden, in transgenen Mdusen bestimmte Gene
spezifisch in Osteozyten zu exprimieren. Dies gilt auch fur die Cre-Rekombinase,
wodurch es in zukinfigen Studien moglich sein sollte, definierte Gene spezifisch in
Osteozyten zu deletieren, um somit deren physiologische Funktion im Knochen-

Remodeling zu untersuchen.

Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit zunédchst eine Affymetrix-
Expressionsanalyse durchgefihrt werden, um Gene zu identifizieren, die selektiv in der
terminalen Differenzierungsphase primérer Osteoblastenkulturen in ihrer Expression
induziert werden. Das gewebespezifische Expressionsmuster dieser Gene sollte
anschliessend durch eine RT-PCR-Expressionsanalyse ermittelt werden. Desweiteren
sollten die Grundlagen zur Herstellung einer Mauslinie geschaffen werden, in der die
Cre-Rekombinase spezifisch in Osteozyten exprimiert wird. Langfristig sollen die
hierdurch erzielten Ergebnisse dazu dienen, ein besseres Verstandnis der Funktion von

Osteozyten in vivo zu gewinnen.
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2.1  Isolierung priméarer Osteoblasten

Primare Osteoblasten wurden aus Schédeldachern neugeborener Méause isoliert. Hierzu
wurden jeweils aus 50 drei Tage alten C57BI/6-Mausen die Schadeldécher préapariert
und nach Entfernung des Chondrokraniums zunadchst in PBS (phosphate-buffered
saline, Gibco, 14190-094) gesammelt. Die préaparierten Schadeldédcher wurden
anschliessend 5 mal fir 10 Minuten mit Lésung 1 bei 37°C in einem Schdittler verdaut.
Die Uberstande der ersten beiden Verdaus wurden verworfen. Die Uberstande der drei
letzten Verdaus wurden kombiniert und durch einen Filter (Falcon Cell Strainer,
352340) pipettiert, wodurch unverdaute Reste von den isolierten Zellen getrennt werden
konnten. Anschliessend wurden die Zellen bei 1000 rpm abzentrifugiert und in 50 ml
Kulturmedium aufgenommen. Je 10 ml dieser Suspension wurden auf 94 mm-
Zellkulturschalen (Cellstar 664160) ausplattiert und bei 37 °C und 5%-iger CO-
Sattigung inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium abgesaugt und durch frisches
Kulturmedium ersetzt. Nach zwei weiteren Tagen wurde die Differenzierung eingeleitet
(siehe 3.2).

Ldsung 1: Minimal essential medium (alpha modification) - Gibco, M0644
0,1 %-ige Kollagenase Typ la (Sigma C-9891)
0,2 %-ige Dispase Grade 11 (Roche, 165859)

Kulturmedium: Minimal essential medium (alpha modification) - Gibco, M0644
10 %-iges fotales Kalberserum (Perbio, 30160)

2.2  Differenzierung priméarer Osteoblastenkulturen

Drei Tage nach Isolierung der Osteoblasten waren die Kulturen zu ca. 80 % konfluent
und wurden zur Differenzierung induziert. Hierzu wurde das Kulturmedium mit
Ascorbat (als Kofaktor der Kollagensynthese) und R-Glycerophosphat (als
Phosphatquelle) versetzt (Bellows et al. 1986). Aufgrund der limitierten Stabilitét
beider Reagenzien wurde das Differenzierungsmedium alle 2 Tage gewechselt. Die

Differenzierung verlief Gber insgesamt 25 Tage, wobei zu mehreren Zeitpunkten eine



2 Material und Methoden

von Kossa-Farbung durchgefuhrt wurde (siehe 3.3), bzw. RNA isoliert wurde (siehe
3.4).

Differenzierungsmedium:  Kulturmedium (siehe 3.1)
+ 50 pg/ml Ascorbat (Sigma, 205-126-1)
+ 10 mM R-Glycerophosphat (Sigma, 212-464-3)

2.3  Farbung der mineralisierten Matrix

An Tag 0, 5, 10, 15, 20 und 25 der Differenzierung wurde die Mineralisierung der in
den Kulturen gebildeten Matrix durch Silbernitratfarbung nach von Kossa uberprift
(Ducy et al. 2000). Hierzu wurden die Zellen in der Kulturschale zunéchst 3 mal mit
kaltem PBS gewaschen und anschliessend mit 5 ml kaltem Methanol fixiert. Nach 3
Waschschritten mit destilliertem Wasser wurden pro Schale 5 ml einer 5 %-igen
Silbernitrat-Losung zugegeben. Innerhalb von 30 Minuten fihrte dies unter direkter
Beleuchtung zu einer Schwarzfarbung des abgelagerten Minerals. Danach wurde erneut
3 mal mit destilliertem Wasser gewaschen und uberschissiges Silbernitrat durch 5-
minutige Behandlung mit einer 10 %-igen Natriumthiosulfat-Lésung entfernt. Die

Mineralisierung wurde direkt im Anschluss fotografisch dokumentiert.

2.4 RNA-Isolation

An Tag 0, 5, 10, 15, 20 und 25 der Differenzierung wurde desweiteren die Gen-
Expression in den kultivierten Osteoblasten verfolgt, weshalb zundchst RNA isoliert
werden musste. Hierzu wurden die Zellen auf der Schale 3 mal mit kaltem PBS

gewaschen. Anschliessend wurde pro Schale 1 ml Trizol™

-Reagenz (Invitrogen,
15596-018) zugesetzt, wodurch die Zellen lysiert wurden. Nach dem kompletten
Abkratzen der lysierten Zellen mit einem Zellschaber (Falcon, 353085) wurde das
Zelllysat in ein 1,5 ml-Reaktionsgefass (Eppendorf, 0030073.746) uberfihrt und fir 3
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliessend wurden 200 pl Chloroform
zugegeben und nach Vermischung fir weitere 2 Minuten inkubiert. Nach einer 15-
minutigen Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C wurden 600 pl der oberen Phase in ein
neues Reaktionsgefal Oberfuhrt und zur Ausfallung der RNA 500 pl Isopropanol
zugesetzt. Nach einer 15-mindtigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die

RNA wie oben beschrieben abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 70 %-igem
-10 -
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Ethanol (in DEPC-behandeltem H,0) gewaschen und in 25 pul DEPC-behandeltem H,O
(Fluka, 95284) gel6st. Zur Konzentrationsbestimmung wurden 4 pl dieser Ldsung in
1 ml H,O verdinnt, die Absorption wurde bei 260 nm gemessen.

Die Isolation von RNA aus verschiedenen Geweben 2 Wochen alter Méuse erfolgte in
der gleichen Art. Nach Entnahme der Gewebe wurden diese jedoch zusatzlich in 1 ml
Trizol™-Reagenz mit einem Ultraturrax-Gerat (lka, T25-basic) fiur 10 Sekunden

homogenisiert.

2.5 cDNA-Synthese

Der nachste Schritt zur Analyse der Gen-Expression im Verlauf der Osteoblasten-
Differenzierung war die Umwandlung der RNA in doppelstrangige cDNA (copy DNA)
durch reverse Transkription. Hierzu wurde der ,,Cloned AMV First-Strand cDNA
synthesis Kit* der Firma Invitrogen (12328-032) benutzt. Je 1 pg der isolierten RNA
(siehe 3.4) wurden mit 1 pl Oligo(dT)zo-Primer (50 puM) und 2 pl dNTP-Mix (je 10
mM) versetzt und mit DEPC-behandeltem H,O auf ein Volumen von 12 ul aufgeftillt.
Die RNA wurde in diesem Mix fir 5 Minuten bei 65°C denaturiert und anschliessend
auf Eis gestellt. Pro Reaktionsansatz wurden anschliessend 4 pl des 5-fach Synthese-
Puffers, 1 pl Dithiothreitol (0.1 M), 1 pl RNase OUT™ (40 U/ul), 1 pl DEPC-
behandeltes H,O und 1 pl Cloned AMV RT (15 U/ul) zugesetzt. Die reverse
Transkription erfolgte anschliessend fir 60 Minuten bei 50°C. Die Reaktion wurde
danach durch eine 5-mindtige Inkubation bei 85°C terminiert.

2.6  PCR-Expressionsanalyse

Die somit gewonnene cDNA wurde schliesslich als Matrize in einer PCR-Reaktion
eingesetzt, um durch genspezifische Primer die Expression der betreffenden Gene im
Verlauf der Osteoblasten-Differenzierung nachzuweisen. Hierzu wurden je 2 ul der
synthetisierten cDNA (siehe 3.5) mit 1 pl dNTPs (5 mM), 2 pl 10-fach Reaktionspuffer
(Roche, 1435094) und je 3 pl der genspezifischen Primer (2 uM) versetzt (Tabelle 1).
Die Ansatze wurden mit H,O auf 19 pl aufgefullt und nach Zugabe von je 1 ul Tag-
Polymerase (Roche, 1435094) in einem Thermocycler (BioRad, iCycler)

folgendermassen inkubiert:
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Inkubation: 4 Minuten bei 94°C
36 Zyklen: 1 Minute bei 94°C (Denaturierung)
1 Minute bei 55°C (Anlagerung der Primer)
1 Minute bei 72°C (Polymerisation)
10 Minuten bei 72°C

Die Uberpriifung der genspezifischen Amplifikation erfolgte im Anschluss durch DNA-
Agarose-Gelelektrophorese (siehe 3.7).

Tabelle 1: Verwendete Oligonukleotid-Primer fir die Expressionsanalyse. Alle PCR-Primer wurden
unter Zuhilfenahme des MacVector™ 7.2-Programms (Accelrys) ausgewahlt und von der Firma MWG
bezogen. Bgp, Bone GLA protein (Osteocalcin); Gapdh, Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase;
Ptprz, Protein-Tyrosin-Phosphatase-Rezeptor Typ Z (Harroch et al. 2002); Dkk-1, Dickkopf-1; ApoE,
Apolipoprotein E; Fzd-related, Frizzled-related; Osap, Ovary-specific acidic protein (Hennebold et al.
2000); EST, expressed sequence tag; PHEX, phosphate-regulating gene with homologies to
endopeptidases located on the X-chromosome (Dixon et al. 1998); OF45, osteoblast/osteocyte factor 45
(Petersen et al. 2000)

Gen Sequenz der Primer Fragmentgrosse

Bgp 5 -TCCAAGCAGGAGGGCAATAAG-3 162 bp

5-GCGTTTGTAGGCGGTCTTCAAG-3’

Gapdh 5 -GACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG-3 361 bp

5 -CTCCTGTTATTATGGGGGTCTGG-3

Ptprz 5 -TGGTGGTTATGATTCCAGATGGTC-3 349 bp

5-AAAGTTCCTGCTGTTACTCCCCCG-3’

Adipsin 5-GCTATCCCAGAATGCCTCGTTG-3 463 bp

5-CGTGTCTCTTGTTTCCCTGAGC-3"

Dkk-1 5"-CCACACCTGCCAGAGACACTAAAC-3 197 bp

5-GGGGAGTTCCATCAAGAAACAAAG-3’

ApoE 5-TTTTGGTGACCGCATCCGAG-3 299 bp

5-CAGGACAGGAGAAGGATACTCATTG-3
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Fzd-related 5-TGTATTTTGGGGGGTGGGTAG-3 171 bp

5-GTTGTTGTTGTCGTCTCTGCTGAC-3

Osap 5-GCCTGAGTCACAAGAAGAAGAAACC-3 226 bp

5 -CACAGCCTGATTTTAGAGGGTGG-3"

EST #1 5-CGAATAAAGCCACAAGGAAGAG-3 212 bp

5-CAGAACCCCATAACCTACCC-3

EST #2 5-GTGACACTTTCTATGCTATGCTGGTT-3 141 bp

5-GCCTCTCAAATCGTGGTTAGGG-3’

PHEX 5 -TGATGGAAGCAGAAACAGGGAG-3 631 bp

5-GGGGACACATACAAACGGATGAAC-3

OF45 5'- GCTTTCCTGAAGGTGAATGAC -3' 109 bp

5- GTCTTCATTCGGCATTGG -3

2.7 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Um die Amplifikationsprodukte der PCR-Reaktionen nach Grosse aufzutrennen, wurde
eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Hierzu wurde 1 g Agarose (Seakem,
Biozym, 840.004) mit 100 ml TAE-Puffer versetzt und durch 2-minitiges Kochen in
der Mikrowelle gel6st. Nach einer kurzen Abkulhlungsphase wurden 50 pl einer
Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) zur Visualisierung der DNA zugesetzt.
Anschliessend wurde dieses Gemisch in eine Gelform mit einem Kamm gegossen,
wodurch nach ca. 30 Minuten ein gehartetes Gel mit 20 Probentaschen entstand. Dieses
Gel wurde in eine mit TAE-Puffer gefillte Laufkammer (BioRad) gelegt. Zu den PCR-
Ansatzen (je 20 pl) wurden je 2 pl Probenpuffer gegeben, um dieses Gemisch
anschliessend in die Probentaschen zu laden. Zur Verifizierung der Fragmentgrdssen
wurde in eine Spur ein DNA-Langenmarker (Invitrogen, 10488-072) gegeben. Die
Auftrennung erfolgte schliesslich im elektrischen Feld bei 80 V fir 60 Minuten. Die
DNA wurde anschliessend im UV-Licht visualisiert und fotographisch dokumentiert.

50-fach TAE-Puffer: 242 g Tris
57 ml Essigsédure
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8.6 g EDTA
H,Oad 1l
Diese Losung wurde vor Benutzung 50-fach mit
destilliertem H,O verdunnt.
Probenpuffer: 20 %-iges Ficoll 400
1 %-iges SDS
0.25 %-ige Bromphenolblaulésung
0.25 %-iges Xylencyanol

2.8  RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Um die Expression des Differenzierungsmarkers Osteocalcin (Bone GLA Protein, Bgp)
am Tag 5 und 25 der Differenzierung zu vergleichen, wurde desweiteren eine Northern
Blot-Analyse durchgefiihrt. Hierzu wurde zundchst die gewonnene RNA in einem
Agarosegel nach Grosse aufgetrennt. Je 5 pg RNA wurden mit 20 pl RNA-
Probenpuffer versetzt, fur 5 Minuten bei 65°C denaturiert und anschliessend auf Eis
gestellt. Zwischenzeitlich wurde ein 1 %-iges Agarosegel vorbereitet. Hierzu wurde 1 g
Agarose in 90 ml MOPS-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle geldst. Nach einer
kurzen Abkuhlungsphase wurden 12 ml einer 37 %-igen Formaldehydldsung zugesetzt
und das Gel in eine zuvor gesduberte Gelkammer mit Kamm fir 15 Probentaschen
gegossen. Nach dem Aushérten des Gels wurde das Gel in eine Kammer mit MOPS-
Puffer gelegt, und die RNA-Proben wurden in die Probentaschen geladen. Die
Auftrennung der RNA erfolgte anschliessend im elektrischen Feld bei 60 V. Nach ca.
60 Minuten wurde das Gel in einer Schale mit Ethidumbromid-Lésung (5 pg/ml) fur 5
Minuten gefarbt. Die Entfarbung und gleichzeitige Entfernung des Formaldehyds
erfolgte anschliessend fir 3 Stunden in destilliertem H,O, das mindestens 10 mal
gewechselt wurde. Die aufgetrennte RNA wurde schliesslich im UV-Licht visualisiert

und fotografisch dokumentiert.
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RNA-Probenpuffer: 720 ul Formamid
160 pl 10-fach MOPS-Pufffer
260 ul 37 %-iges Formaldehyd
180 pl DEPC-behandeltes H,O
100 pl 80 %-iges Glycerol (in DEPC-behandeltem H,0)
20 % gesattigtes Bromphenolblau (in DEPC-behandeltem
H,0)
10-fach MOPS-Puffer: 0.4 M MOPS, pH 7
0.5 M Natriumacetat
10 mM EDTA
Diese Losung wurde vor Benutzung 10-fach mit

destilliertem H,O verdinnt.

2.9  Membrantransfer der aufgetrennten RNA (Northern Blot)

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der isolierten RNA wurde diese auf eine
Nylon-Membran (Hybond N+, Amersham, #RPN303B) transferiert. Hierzu wurde
zundchst das Gel fur 15 Minuten in 10-fach SSC-Puffer aquilibriert. Das Gel wurde
anschliessend auf drei Lagen eines speziellen Filterpapiers gelegt (Gel Blotting Paper,
Schleicher & Schuell, # 10426892), wobei die unterste Lage Verbindung zu einer mit
10-fach SSC gefiillten Schale hatte. Auf das Gel wurde die ebenfalls mit 10-fach SSC
befeuchtete Membran gelegt. Nach vollstandiger Entfernung der Luftblasen wurden
zwei weitere Lagen Filterpapier auf die Membran gelegt. Darauf wurde ein Stapel
trockenes saugfahiges Papier gelegt, wodurch der Puffer und die RNA durch
Kapillarkréfte nach oben gezogen wurde, die RNA somit auf die Membran transferiert
werden konnte. Am ndchsten Tag wurde die RNA durch UV-Behandlung (UVP
Hybrilinker HL-2000) mit der Membran quervernetzt und in einem geeigneten Puffer
(siehe 3.11) fur die Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde (siehe 3.10)
bei 60 °C aquilibriert.

10-fach SSC: 1.5 M NaCl
0.15 M Natriumcitrat
pH 7 (mit HCI eingestellt)
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2.10 Restriktion und DNA-Isolation aus Agarosegelen

Als Sonden fur die Northern-Blot-Expressionanalyse wurden die cDNAs von
Osteocalcin und Gapdh eingesetzt, die im Labor der Experimentellen Unfallchirurgie in
Plasmiden eingefugt, vorhanden waren. Als erster Schritt wurden 2 pg der betreffenden
Plasmide mit 16 pl H,O, 2 ul eines 10-fach konzentrierten Reaktionspuffers und 1 pl
des Restriktionsenzyms EcoRI (Roche) versetzt. Wéhrend einer 2-stiindigen Inkubation
bei 37°C fiihrte dies zum Herausschneiden der betreffenden cDNAs aus dem
Restplasmid. Durch die anschliessende DNA-Agarose-Gelelektrophorese (siehe 3.7)
wurden die cDNAs aufgrund ihrer geringeren Grdsse vom Restplasmid getrennt. Die
cDNA-Fragmenthaltigen Gelstlicke wurden schliesslich mit einem Skalpell aus dem

Agarosegel herausgeschnitten und in ein 1.5 ml-Reaktionsgefass Uberfihrt.

Zum Herauslésen der DNA aus den Gelstiicken wurde der ,,Quiaex Il Gel extraction
kit“ (Quiagen, # 20051) eingesetzt. Hierzu wurden 500 pl des Puffers QX1 sowie 10 pl
der DNA-bindenden Quaiex-Beads zu den Gelstiicken hinzugefigt und fiir 10 Minuten
bei 50°C inkubiert. Nach vollstandiger Auflésung der Agarose wurden die Beads mit
der gebundenen DNA fiir 1 Minute bei 13000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Beads wurden anschliessend 1 mal mit 500 pl Puffer QX1 und 2 mal
mit 500 pl Puffer PE gewaschen und danach getrocknet. Die Elution der DNA erfolgte
schliesslich durch Resuspension der Beads in 20 ul H,0. Nach einer Inkubationszeit von
5 Minuten wurde erneut fiir 2 Minuten zentrifugiert. Der DNA-haltige Uberstand wurde
in ein neues Reaktionsgefass wberfuhrt. Danach wurde durch eine Agarose-
Gelelektrophorese der Erfolg der Reinigung Uberpriift, und 4 pl der isolierten cDNA-
Fragmente wurden flr die radioaktive Markierung (siehe 3.10) eingesetzt.

2.11 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die aus den Gelstiicken isolierten cDNA-Fragmente wurden anschliessend durch den
Einbau von 5 -(a-*2P)-dCTP (Amersham, AA0075) radioaktiv markiert. Hierzu wurde
der ,,Random-Primed DNA-Labeling Kit“ (Roche, # 1004760) verwendet. Zundchst
wurden 4 pl DNA mit 6 pl H,0 versetzt, im Wasserbad fur 5 Minuten gekocht und
danach auf Eis gestellt. Zu der somit denaturierten DNA wurden 2 pl des primer-
haltigen Reaktionspuffers sowie 3 pl eines Nukleotidmixes aus ATP, TTP und GTP
gegeben. Anschliessend wurden 4 pl 5-(a-*P)-dCTP und 1 pl Klenow-Enzym
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zugesetzt, was durch eine 30-minitige Polymerisation bei 37°C zum Einbau der
Nukleotide fuhrte. Nach Abschluss dieser Reaktion wurden 80 pl STE-Puffer zugesetzt
und der Reaktionsmix auf eine mit STE-Puffer dquibrierte Sephadex-G50-Saule
(Roche, # 1273973) gegeben. Durch anschliessende Zentrifugation bei 4000 rpm fiir 2
Minuten wurden die nicht eingebauten Nukleotide von der radioaktiv markierten DNA
getrennt. 1 pl von 100 pl der im Durchfluss befindlichen DNA-Sonde wurden mit 4 ml
Szintillationsflissigkeit (Rotiszint, Roth, # 0016.2) versetzt, um die eingebaute
Radioaktivitat zu messen (Beckman Coulter, Multi-purpose Scintillation Counter, # LS
6500). Die restlichen 99 pl wurden im Wasserbad gekocht und anschliessend auf Eis
gestellt, um die DNA zu denaturieren. Diese radioaktiv markierte DNA-Sonde wurde
schliesslich in den Hybridisierungspuffer zu der darin inkubierten Nylon-Membran

gegeben (siehe 3.9).

STE-Puffer: 10 mM Tris, pH 7.4
10 mM NacCl
1 mMEDTA

2.12 Hybridisierung der aufgetrennten RNA mit der radioaktiven Sonde

Die Nylon-Membran mit der aufgetrennten RNA (siehe 3.9) wurde fir 2 Stunden bei
60°C im Hybridisierungspuffer &quilibriert. Anschliessend wurde die radioaktiv
markierte DNA-Sonde (siehe 3.11) zugesetzt und Uber Nacht bei 60°C inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgten zunédchst 2 Waschschritte fir 5 Minuten mit Waschpuffer 1 bei
60°C. Danach erfolgten zwei weitere Waschschritte mit Waschpuffer 2 fur je 30
Minuten bei der gleichen Temperatur. Die Membran wurde anschliessend zwischen 2
Frischhaltefolien gelegt, um darauf in geeigneten Kassetten (Dr. Goos-Suprema GmbH)
einen Autoradiographiefilm (Kodak X-omat-AR, # 8532665) aufzulegen. Nach ca. 3
Tagen Inkubationszeit wurde dieser Film entwickelt (Protec Optimax), wodurch die

Hybridisierungssginale auf dem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden konnten.

Hybridisierungspuffer: 330 mM Natriumphosphat pH 7
6.6 %-iges SDS

Waschpuffer 1: 2-fach SSC (siehe 3.9)
0.1 %-iges SDS

Waschpuffer 2: 0.5-fach SSC (siehe 3.9)

0.1 %-iges SDS
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2.13 mRNA-Isolation

Zur Durchfiihrung der Affymetrix-Expressionanalyse musste aus der an Tag 5 und Tag
25 der Osteoblastendifferenzierung gewonnenen Gesamt-RNA selektiv der mRNA-
Anteil isoliert werden, wofur der ,,Nucleo-Trap-Kit* der Firma Clontech (# 636023)
eingesetzt wurde. Hierzu wurden je 100 pg Gesamt-RNA ausgefallt und in RMO-Puffer
resuspendiert. Anschliefend wurden 15 pl Oligo(dT)-beads zugesetzt, fiir 5 Minuten bei
68°C erhitzt, und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 5-minitigen
Zentrifugation bei 13000 rpm wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 600 pl
RM2-Puffer resuspendiert. Diese Suspension wurde anschlie3end in einen Nucleo-Spin-
Mikrofilter Gberflihrt. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde der Durchlauf
verworfen. Die Oligo(dT)-beads, welche die Poren des Mikrofilters nicht passieren,
wurden in 500 pl RM3-Puffer resuspendiert. Diese Suspension wurde fiir 2 Minuten bei
13000 rpm zentrifugiert. Die letzten zwei Schritte wurden wiederholt. Anschlieend
wurde der Waschpuffer verworfen. Die somit isolierte mRNA wurde in 20 pl DEPC-
behandeltem H,O resuspendiert.

2.14 Affymetrix Gen-Chip-Hybridisierung

Dieser Teil der Arbeit wurde von Dr. Matthias Gebauer (Experimentelle
Unfallchirurgie) und Dr. Thomas Streichert aus der Abteilung fur Klinische Chemie
durchgefiihrt, weshalb hier nur kurz das Prinzip des Versuchs dargestellt werden soll.
Aus der zuvor isolierten mRNA aus Osteoblastenkulturen an Tag 5 und Tag 25 der
Differenzierung wurden biotinylierte Sonden hergestellt, mit denen jeweils 3
verschiedene Gen-Chips der Firma Affymetrix (U74v2) hybridisiert wurden. Die auf
diesen Gen-Chips durch den Prozess der Photolithographie aufgebrachten
Oligonukleotide entsprechen Teilsequenzen von 36000 Genen des Maus-Genoms. Die
Hybridisierung erfolgte in einer spezialisierten Apparatur (Affymetrix Fluidics Station)
fur 16 Stunden bei 45°C. Die Auswertung der Hybridisierungssignale erfolgte durch
einen Hewlett-Packard-Agilent Gene-Chip scanner. Durch diese Methode war es somit
mdoglich, das Expressionsmuster von 36000 Genen an Tag 5 und Tag 25 der
Osteoblastendifferenzierung quantitativ zu erfassen. Da durch diese Expressionsanalyse
eine sehr grosse Datenmenge generiert wurde, sollten im weiteren Verlauf dieser

Dissertationsarbeit zunachst ausschliesslich Gene untersucht werden, deren Expression
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durch die Mineralisierung der Osteoblasten, d.h. von Tag5 auf Tag 25, maximal

induziert wurde.

Da das Hauptziel dieser Arbeit in der Identifizierung osteozytenspezifischer Gene lag,
sollte dementsprechend im nachfolgenden Schritt zunéchst des gewebespezifische
Expressionsmuster einiger dieser Gene analysiert werden. Als Methode der Wahl wurde
hierzu die zuvor beschriebene RT-PCR-Expressionsanalyse (3.4 — 3.6) eingesetzt,
wobei cDNA aus Osteoblastenkulturen, aber auch aus verschiedenen Geweben zweli

Wochen alter Méuse als Matrize eingesetzt wurde.

2.15 Isolierung des OF45-Gens aus einer BAC-Bibliothek

Da sich durch die RT-PCR-Expressionsanalyse ein osteozytenspezifisches
Expressionsmuster fir das Gen OF45 ergeben hatte, sollte in einem ersten Schritt zur
Generierung  eines  osteozytenspezifischen  Cre-Rekombinase-exprimierenden
Mausmodells dieses Gen isoliert werden. Hierzu wurde die von der Firma Research
Genetics vertriebene  BAC-DNA-Bibliothek (# 6343 SI) als Ausgangsmaterial
verwendet. In dieser Bibliothek sind Fragmente des kompletten Maus-Genoms in
Plasmide eingebracht worden, die als BACs (bacterial artificial chromosomes)
bezeichnet werden. Diese Plasmide wurden hierarchisch in 576 sogenannten Subpools

und 72 sogenannten Superpools zusammengefiigt.

In der ersten Runde der spezifischen BAC-Isolierung wurden die 72 Superpools durch
eine MEPE/OF45-spezifische PCR analysiert. Hierzu wurde je 1 pl der Superpool-DNA
mit 1 ul dNTPs (5 mM), 2 ul 10-fach Reaktionspuffer (Roche, 1435094) und je 3 ul der
genspezifischen Primer (2 uM) versetzt. Die Ansdtze wurden mit H,O auf 19 pl
aufgefullt und nach Zugabe von je 1 ul Tag-Polymerase (Roche, 1435094) in einem
Thermocycler (BioRad, iCycler) wie folgt inkubiert:
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Inkubation: 4 Minuten bei 94°C
36 Zyklen: 1 Minute bei 94°C (Denaturierung)
1 Minute bei 60°C (Anlagerung der Primer)
1 Minute bei 72°C (Polymerisation)
10 Minuten bei 72°C
Eingesetzte Primer: 5- GAGAGAAAAGGTAAAGGGGGGC -3
5'- AGAGCAGGGGACTGGTTCAATC -3'

Erwartete Fragmentgrosse: 417 bp

Die Uberpriifung der genspezifischen Amplifikation erfolgte im Anschluss durch DNA-
Agarose-Gelelektrophorese (siehe 3.7). Pro positivem Superpool wurden anschliessend
8 Suppools in der gleichen Weise auf das Vorhandensein des OF45-Gens getestet. Diese
Suppools waren aus je 348 Einzelklonen zusammengesetzt, weshalb in der dritten
Runde der OF45-spezifischen BAC-Isolierung eine Membran von der Firma Research
Genetics bezogen wurde, auf der die DNA der 348 Einzelklone des positiven Suppools

nebeneinander in 24 Spalten und 16 Zeilen aufgetragen war.

Zur Hybridisierung dieser Membran wurde zunéchst das oben beschriebene PCR-
Fragment aus dem Agarosegel isoliert (siehe 3.10) und radioaktiv markiert (siehe 3.11).
Die Hybridisierung erfolgte tber Nacht bei 65°C im Hybridsierungspuffer. Am
nachsten Tag folgten zwei 5-minitige Waschschritte mit Waschpuffer 1 und zwei 30-
min(litige Waschschritte mit Waschpuffer 2. Daraufhin wurde wie in 3.12 beschrieben
ein Film aufgelegt und nach 3 Tagen entwickelt, wodurch der BAC-Klon mit einem

OF45-haltigen genomischen Fragment eindeutig identifiziert werden konnte.

Hybridisierungspuffer: 330 mM Natriumphosphat pH 7
6.6 %-iges SDS
100 pg/ml Heringssperma-DNA (Roche, 1467140)

Waschpuffer 1: 2-fach SSC (siehe 3.9)
0.1 %-iges SDS
Waschpuffer 2: 0.2-fach SSC (siehe 3.9)

0.1 %-iges SDS
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3 Ergebnisse

3.1 Differenzierung von Osteoblasten-Primarkulturen

Ziel dieser Dissertation war die ldentifizierung osteozytenspezifischer Gene. Da sich
Osteozyten gegeniiber Osteoblasten dadurch unterscheiden, dass sie komplett von einer
mineralisierten Matrix umgeben sind, stellten wir die Hypothese auf, dass durch die
Mineralisierung kultivierter Osteoblasten unter anderem die Expression Osteozyten-
spezifischer Gene induziert wird. Aus diesem Grund war ein priméres Ziel dieser
Arbeit, Gene zu identifizieren, die in mineralisierten Osteoblastenkulturen differentiell
exprimiert werden. Der erste Schritt hierzu war die Kultivierung und Differenzierung

primérer Osteoblasten.

Diese wurden aus Schédeldachern neugeborener Méuse des Stamms C57BI/6 isoliert.
Hierzu wurden die Schadeldacher sequentiell mit Collagenase und Dispase verdaut,
wodurch die Zellen freigesetzt wurden. Diese Zellen wurden anschliessend auf einer
Zellkulturschale ausplattiert und bei einer Konfluenz von 80-90% (etwa 3 Tage danach)
durch die Zugabe von Ascorbat und [-Glycerophosphat zur osteoblastéren
Differenzierung induziert. Um die Mineralisation dieser Kulturen zu tberpriifen, wurde
zunéchst eine Silbernitratfarbung nach von Kossa zu verschiedenen Zeitpunkten
durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich eine Schwarzfarbung mineralisierter Areale,
beginnend an Tag 15 der Differenzierung und mit vollstandiger Auspragung an Tag 25

nach Zugabe von Ascorbat und B-Glycerophosphat (Abbildung 4).

0 5 10 15 20 25 Tag
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Abbildung 4: Mineralisation primarer Maus-Osteoblasten. An Tag 0, 5, 10, 15, 20 und 25 nach

Zugabe von Ascorbat und B-Glycerophosphat wurde eine Silbernitratfarbung nach von Kossa
durchgefiihrt. Mineralisierte Areale wurden hierdurch schwarz angeférbt und sind ab Tag 15 der

Differenzierung deutlich sichtbar.
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Die osteoblastare Differenzierung dieser Primérkulturen sollte desweiteren durch das
Verfolgen der Osteocalcin-Expression uberprift werden. Osteocalcin, das genetisch als
Bgp (Bone GLA Protein) bezeichnet wird, ist der beste molekulare Marker der
Osteoblastendifferenzierung, da Bgp spezifisch in differenzierten Osteoblasten, nicht

aber in Pra-Osteoblasten und anderen Zelltypen exprimiert wird.

Um die Bgp-Expression zu untersuchen, wurde zundchst RNA aus den kultivierten
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung isoliert. Diese wurde durch
reverse Transkription in doppelstrangige DNA (cDNA) umgeschrieben. Diese cDNA
wurde als Matrize in einer PCR-Reaktion mit Bgp-spezifischen Primern eingesetzt. Zur
Kontrolle der cDNA-Qualititat fir alle Zeitpunkte der Differenzierung wurde parallel
eine PCR mit spezifischen Primern fir das Gen Gapdh durchgefiihrt. Dieses Gen
kodiert fur das Glykolyseenzym Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase, dessen
Expression in verschiedenen Zelltypen, bzw. zu verschiedenen Differenzierungstadien

vergleichbar sein sollte.

Durch die anschliessende Auftrennung der PCR-Produkte in einem Ethidiumbromid-
haltigen Agarosegel konnte nachgewiesen werden, dass die Bgp-Expression im Verlauf
der Osteoblasten-Differenzierung zunimmt, wéhrend die Gapdh-Expression unverandert
ist (Abb. 5). Zusammen mit der in Abb. 4 beschriebenen Silbernitratfarbung zeigen
diese Ergebnisse auf, dass die angelegten Primérkulturen erfolgreich zu knochen-
bildenden Osteoblasten differenziert werden konnten.

0 5 10 15 20 25 Tag
Bgp

Gapdh

Abbildung 5: Differenzierung primarer Maus-Osteoblasten. An Tag 0, 5, 10, 15, 20 und 25 nach
Zugabe von Ascorbat und 3-Glycerophosphat wurde RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben, und eine
PCR-Expressionsanalyse durchgefiihrt. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Ansétze zeigte
sich unter UV-Bestrahlung des Ethidiumbromid-haltigen Gels, dass die Expression von Bgp
(Osteocalcin) durch die Zugabe von Ascorbat und 3-Glycerophosphat induziert wurde, wéhrend die

Gapdh-Expression zu allen Zeitpunkten nachweisbar war.
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3.2  mRNA-Isolierung aus nicht-mineralisierten und mineralisierten Kulturen

Aufgrund dieser Vorergebnisse wurde das Ziel definiert, durch eine Affymetrix-
Expressionsanalyse das Expressionsmuster von 36000 Genen in nicht-mineralisierten
Kulturen an Tag 5 der Differenzierung mit dem von mineralisierten Kulturen an Tag 25
der Differenzierung zu vergleichen. Aus diesem Grund wurden zundchst grosse Mengen
an Gesamt-RNA aus primaren Osteoblastenkulturen zu beiden Zeitpunkten isoliert. Um
auch bei diesen Proben die Induktion des Differenzierungsmarkers Osteocalcin (Bgp)
zu Uberprifen, wurde die RNA gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran
transferiert und mit einer radioaktiv markierten Bgp-cDNA-Sonde hybridisiert. Parallel
hierzu wurde eine identisch vorbereitete Membran mit einer radioaktiv markierten
Gapdh-cDNA-Sonde hybridisiert. Nach Autoradiographie konnte durch diese Northern
Blot-Expressionsanalyse zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass Bgp ausschliesslich in
mineralisierten Osteoblastenkulturen exprimiert wird, wahrend die Gapdh-Expression
auch in nicht-mineralisierten Kulturen nachweisbar ist (Abb. 6).

5 25

EtBr

Bgp

Gapdh

Abbildung 6: RNA-Isolation an Tag 5 und Tag 25 der osteoblastéaren Differenzierung. In der
Ethidiumbromidfarbung (EtBr) des Agarosegels sind die Banden der 28S- und 18S-rRNA prominent, was
flr eine gute Qualitat der isolierten RNA spricht. Die Hybridisierung der Membran mit einer radioaktiven
Bgp-cDNA-Sonde zeigt, dass Bgp ausschliesslich in mineralisierten Kulturen exprimiert wird. Im

Gegensatz dazu ist die Expression von Gapdh unabhéngig vom Differenzierunsgrad der Zellen.
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Nach der Uberpriifung der isolierten Gesamt-RNA mittels Northern Blot sollte im
néchsten Schritt spezifisch der mRNA-Anteil durch Bindung an Oligo-dT-Cellulose
isoliert werden, da diese mRNA als Ausgangsmaterial fir die Affymetrix-
Expressionanalyse dienen sollte. Hierzu wurde die Gesamt-RNA mit Oligo-dT-
Cellulose inkubiert, um die poly(A)-haltige mMRNA von der rRNA, bzw. tRNA
abzutrennen. Letztere RNA-Anteile binden nicht an Oligo-dT-Cellulose und finden sich
nach einer Zentrifugation im Uberstand. Die gebundene mRNA wurde anschliessend
von der Oligo-dT-Cellulose freigesetzt. Der Erfolg dieser Aufreinigungsmethode wurde
exemplarisch fur die RNA-Fraktion an Tag 5 der Differenzierung uberpruft.

In der Ethidiumbromid-Farbung zeigte sich, dass die prominenten 28S- und 18S-rRNA-
Banden nur in der Gesamt-RNA, bzw. in der nicht an Oligo-dT-Cellulose gebundenen
Fraktion nachweisbar waren. Im Gegensatz dazu zeigte sich die diffus im Agarosegel
erscheinende mRNA-Fraktion im Eluat angereichert. Zur weiteren Uberpriifung dieses
Ergebnisses wurden die aufgetrennten RNA-Fraktionen auf eine Membran transferiert,
die anschliessend mit einer Gapdh-cDNA-Sonde hybridisiert wurde. Nach
Autoradiographie zeigte sich das Gapdh-mRNA-Signal ausschliesslich in der Gesamt-
RNA, bzw. der Eluat-Fraktion. Nicht jedoch in der Fraktion, die nicht an Oligo-dT-
Cellulose gebunden hatte. Dadurch konnte der Erfolg der mRNA-Isolation eindeutig
dokumentiert werden (Abb. 7).

1 2 3

EtBr

k ‘ Gapdh

Abbildung 7: Uberpriifung der mRNA-Isolierung. In der Ethidiumbromidfarbung (EtBr) des
Agarosegels sind die Banden der 28S- und 18S-rRNA in der Gesamt-RNA (1) und in der nicht an Oligo-
dT-Cellulose gebundenen Fraktion (2) nachweisbar, wéhrend nach Elution der gebundenen Anteile (3)

nur die diffus erscheinende mRNA nachweisbar ist. Die Hybridisierung der Membran mit einer
radioaktiven Gapdh-cDNA-Sonde zeigt, dass sich die fir Gapdh kodierende mRNA selektiv in der Oligo-

dT-Cellulose-gebundenen Fraktion (3) angereichert hat.
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3.3  Affymetrix-Expressionsanalyse

Im né&chsten Schritt wurden die mRNA-Fraktionen von Tag 5 und Tag 25 der
osteoblastdren Differenzierung in einer Affymetrix-Expressionsanalyse untersucht.
Dieser Teil der Arbeit wurde von Dr. Matthias Gebauer und Dr. Thomas Streichert in
der Abteilung fur Klinische Chemie durchgefiihrt, da dort die erforderlichen
Apparaturen, sowie die notwendige Expertise zur Auswertung der Daten vorhanden
waren. Dementsprechend sollen im Folgenden ausschliesslich die fir diese Dissertation
relevanten Ergebnisse besprochen werden, die als Grundlage fir die weiterfiihrende
Charakterisierung einiger Gene dienten, deren Expression im Verlauf der Mineralisation

stark induziert wurde.

Die Affymetrix-Analyse ermdglichte die quantitative Erfassung der Expression von
36000 Genen an Tag 5 und Tag 25 der Differenzierung. Bei einem Vergleich der
Affymetrix-Signal-Intensitdten zu beiden Zeitpunkten fiir eine gezielte Auswahl von
Genen zeigte sich, dass das durchgefiihrte Experiment zu verlasslichen Ergebnissen
gefiihrt haben sollte (Abb. 8). Zundchst wurden Gene, die fir bekannte Marker der
Osteoblasten-Differenzierung kodieren, z.B. Osteopontin (Opn), Bone Sialoprotein
(Bsp) und Osteocalcin (Bgp) an Tag 25 der Differenzierung in ihrer Expression deutlich
induziert, was sich in erhéhten Affymetrix-Signalintensitaten widerspiegelte. Im
Gegensatz dazu zeigte sich, dass Gapdh in nicht-mineralisierten und in mineralisierten
Kulturen in unverandert hoher Rate exprimiert wurde. Ebenfalls wichtig ist, dass zu
keinem Zeitpunkt der Differenzierung eine Expression von Typ lI-Kollagen (Col2al)
und Typ X-Collagen (Col10al) nachweisbar war, weshalb davon auszugehen ist, dass es
sich Dbei den Primarkulturen um reine Osteoblasten handelte, da keine

Chondrozytenmarker exprimiert wurden.
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Abbildung 8: Expression von Differenzierungsmarkern. Der Vergleich der Affymetrix-
Signalintensitdten an Tag 5 (weisse Balken) und Tag 25 (schwarze Balken) der osteoblastéren
Differenzieurng zeigt die spezifische Induktion der Osteoblasten-Differenzierungsmarker Osteopontin
(Opn), Bone Sialoprotein (Bsp) und Osteocalcin (Bgp), wahrend Gapdh in seiner Expression nicht
reguliert wird. Im Gegensatz dazu werden die Chondrozyten-Differenzierungsmarker Typ 11-Kollagen
(Col2al) und Typ X-Collagen (Col10al) zu keinem Zeitpunkt exprimiert.

3.4  Untersuchung der gewebespezifischen Expression von Genen, deren

Expression durch Mineralisation maximal induziert wurde

Da durch die Affymetrix-Expressionsanalyse eine grosse Menge an Daten generiert
wurde, sollte im Folgenden das Hauptaugenmerk auf die Gene gelegt werden, deren
Expression durch die Mineralisation der Kulturen maximal induziert wurde. Flr einige
dieser Gene sollte zunéchst das gewebespezifische Expressionsmuster durch eine RT-
PCR-Expressionsanalyse untersucht werden, um moglicherweise osteozytenspezifisch

exprimierte Gene identifizieren zu kdnnen.

Abb. 9 zeigt die Rangliste der 10 am starksten induzierten Gene auf einem der drei
Chips. Auf diesem sogenannten A-Chip sind hauptsachlich Oligonukleotid-Sequenzen
von Genen aufgebracht, die bereits gut charakterisiert sind. Hierbei zeigte sich zunéchst,
dass sich mit Osteocalcin (Bgp) und Bone sialoprotein (Bsp) zwei bekannte
Osteoblasten-Differenzierungsmarker unter den 10 am starksten induzierten Genen
befanden, wodurch die Aussagekraft dieses experimentellen Ansatzes unterstrichen
wird. Das am starksten induzierte Gen, Ptprz, wurde jedoch bislang noch nicht im
Hinblick auf die Osteoblasten-Differenzierung beschrieben. Ptprz kodiert fir eine
membranstandige Proteintyrosin-Phosphatase (Harroch et al. 2002) mit bislang wenig
charakterisierter Funktion, weshalb dieses Gen weiterfiihrend analysiert werden sollte.
Gleiches galt fur die Gene Adipsin, Dkk-1 und ApoE, deren gewebespezifisches
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Expressionsmuster ebenfalls im ndchsten Schritt Gberprift werden sollte. Da die
physiologischen Funktionen des Fc-Rezptors, des Proteoglykan-Core Proteins, der
hepatischen Lipase und CD83 in anderen Geweben hingegen bereits sehr gut
charakterisiert sind, wurde in diesen Féllen auf die RT-PCR-Expressionananalyse

verzichtet.

Tabelle 2: Rangliste der am starksten induzierten Gene auf dem A-Chip. Die Affymetrix-
Signalintensitéten an Tag 5 und Tag 25 der Differenzierung fiir die 10 am stérkten induzierten Gene sind
angegeben. Mit Osteocalcin (Bgp) und Bone Sialoprotein finden sich zwei bekannte Marker der

terminalen Osteoblasten-Differenzierung unter den am stéarksten induzierten Genen.

Name des Gens Tag5 Tag 25
1 Ptprz 2.6 262.1
2 FcRII 3.3 262.4
3 PG core protein 3.2 81.7
4 Adipsin 6.7 280
5 Bgp 409.6 11568
6 Dkk-1 34 89.3
7 ApoE 349.5 7704.4
8 Hepatic lipase 3.6 86.2
9 CD83 33 262.1
10 Bone sialoprotein 107.2 3127
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Um die gewebespezifische Expression der genannten Gene zu untersuchen, wurde
zundchst RNA aus Gehirn, Femur, Schadeldach, Fettgewebe, Herz, Niere, Leber, Lunge
und Milz 2 Wochen alter C57BI/6-Mé&use isoliert. Zusammen mit der RNA der
Osteoblastenkulturen an Tag 5 und Tag 25 der Differenzierung wurden diese RNA-
Proben durch reverse Transkription in doppelstrdngige cDNA umgeschrieben und
anschliessend eine PCR-Reaktion mit Gen-spezifischen Primern fur Ptprz, Adipsin,
Bgp, Dkk-1, ApoE, bzw. Gapdh durchgefihrt. Wie erwartet zeigte sich in diesem
Experiment die osteoblastenspezifische Expression von Bgp, sowie die ubiquitére
Expression von Gapdh. Wahrend Adipsin und ApoE ebenfalls in allen Geweben
exprimiert werden, zeigte sich fur die Gene Ptprz und Dkk-1 ein selektives
Expressionsmuster (Abb. 10). Die Ptprz-Expression war deutlich in mineralisierten
Osteoblasten, sowie in Gehirn, Femur, Schadeldach und Lunge nachweisbar, nicht
jedoch in nicht-mineralisierten Osteoblasten und in anderen Geweben. Die Expression
von DKkk-1 scheint in adulten Mé&usen sogar knochenspezifisch zu sein, da ein PCR-
Amplifikationsprodukt mit Dkk-1-spezifischen Primern nur mit cDNA aus
Osteoblasten, Femur und Schéadeldach nachweisbar war. Aus diesem Grund sollten in
weiterfihrenden Analysen hauptsachlich Ptprz und Dkk-1 untersucht werden, da ein
gewebespezifisches Expressionsmuster in der Regel eine physiologische Funktion des

betreffenden Gens in diesem Gewebe widerspiegelt.
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Abbildung 9: RT-PCR-Expressionsanalyse fiir einige der induzierten Gene des A-Chips. cDNA aus
nicht-mineralisierten Osteoblasten (Tag 5), mineralisierten Osteoblasten (Tag 25), Gehirn, Femur,
Schédeldach, Fettgewebe, Herz, Niere, Leber, Lunge oder Milz wurde als Matrize in einer PCR-Reaktion
mit genspezifischen Primern eingesetzt. Hierbei zeigte sich in knochenspezifisches Expressionsmuster fir
Osteocalcin (Bgp) und DKkk-1 und ein selektives Expressionsmuster fir Ptprz in Knochen, Gehirn und

Lunge. Im Gegensatz dazu werden Adipsin, ApoE und Gapdh in allen Geweben exprimiert.

Im néchsten Schritt wurden die im Verlauf der Mineralisation am stérksten induzierten
Gene analysiert, deren Sequenzen als Oligonukleotide auf dem sogenannten B- und C-
Chip aufgebracht waren (Abb. 11). Im Gegensatz zum A-Chip handelt es sich hierbei
fast ausschliesslich um Gene, die zum Zeitpunkt der Chip-Herstellung noch
weitestgehend uncharakterisiert waren. In der Rangliste der am starksten induzierten
Gene fand sich zum einen Ptprz, das auch schon bei der A-Chip-Analyse als maximal
induziertes Gen aufgefallen war. Zum anderen war mit dem Gen PHEX ein weiterer,
allerdings erst seit kurzem bekannter Marker der Osteoblasten-Differenzierung unter

den 10 am stdrksten induzierten Gene. PHEX kodiert fir eine membranstéandige
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Endopeptidase, die eine entscheidende Rolle bei der Knochenmineralisation spielt, da
inaktivierende Mutationen dieses Gens beim Menschen zu X-gekoppelter
Hypophosphatemie fuihren (The Hyp Consortium, 1995).

Desweiteren waren die kodierenden Gene fiur Comp (Cartilage oligomeric matrix
protein) und Transglutaminase unter den am starksten induzierten Gene, deren
Funktionen in anderen Geweben allerdings schon gut charakterisiert sind, weshalb diese
Gene nicht in die weiterfuhrende Analyse einbezogen wurden. Interessant erschienen
ein Gen mit Homologien zu Frizzled-Rezeptoren (Fzd-related), ein Gen, das kurz zuvor
als Ovary-specific acidic protein (OSAP) beschrieben worden war (Hennebold et al.
2000), sowie 4 komplett uncharakterisierte Gene, die in der Datenbank nur als
sogenannte Expressed Sequence Tags (ESTs) abgelegt waren. VVon letzteren wurden
allerdings nur 2 in die Expressionsanalyse einbezogen, da die Affymetrix-
Signalintensitaten flr EST #1 und EST #4 unterhalb des als signifikant angesehenen

Wertes von 50 lagen.

Tabelle 3: Rangliste der am starksten induzierten Gene auf dem B- und C-Chip. Die Affymetrix-
Signalintensitéten an Tag 5 und Tag 25 der Differenzierung fiir die 10 am stérkten induzierten Gene sind
angegeben. Mit PHEX befand sich erneut ein bekannter Marker der terminalen Osteoblasten-

Differenzierung unter den am starksten induzierten Genen.

Name des Gens Tag 5 Tag 25
1 Fzd-related 14.8 434.4
2 Osap 4.6 144.1
3 Ptprz 24.1 473.6
4 EST #1 1.8 45.6
5 EST #2 9 142.9
6 Comp 543 8548.9
7 EST #3 5.8 98.2
8 EST #4 1.3 28.4
9 PHEX 48.9 876.7
10 Transglutaminase 94.2 1193
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Wie bereits fir die interessant erscheinenden Gene des A-Chips wurde auch fur einige
maximal induzierte Gene des B- und C-Chips eine RT-PCR-Expressionsanalyse
durchgefuhrt, um das gewebespezifische Expressionsmuster zu untersuchen (Abb. 12).
Hierbei zeigte sich eine nahezu ubiquitare Expression fur das Fzd-ahnliche Gen sowie
fur die beiden EST-Sequenzen. Im Gegensatz dazu zeigte sich eine spezifische
Expression in mineralisierten Osteoblastenkulturen und Knochen fir die Gene PHEX
und OSAP. Wéhrend dieses Ergebnis fir PHEX, das zudem in der Lunge exprimiert
wird, aufgrund der publizierten Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen erwartet werden
konnte, so ist dieses Ergebnis flir OSAP, das geringfiigig auch in der Milz exprimiert
wird, von grosser Bedeutung, da dieses noch wenig charakterisierte Gen noch nie im
Zusammenhang mit Knochenbildung untersucht wurde. Dementsprechend konnte die

weiterflihrende Charakterisierung dieses Gens ein vielversprechender Ansatz fur die

Zukunft zu sein.

Fzd-related

OSAP

EST #2

EST #3
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Abbildung 10: RT-PCR-Expressionsanalyse fir einige der induzierten Gene des B- und C-Chips.
cDNA aus nicht-mineralisierten Osteoblasten (Tag 5), mineralisierten Osteoblasten (Tag 25), Gehirn,
Femur, Schadeldach, Fettgewebe, Herz, Niere, Leber, Lunge oder Milz wurde als Matrize in einer PCR-
Reaktion mit Gen-spezifischen Primern eingesetzt. Hierbei zeigte sich ein knochenspezifisches

Expressionsmuster flir PHEX und OSAP, nicht jedoch flr die anderen Gene.
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3.5 Isolierung des OF45-Gens

Trotz der vielversprechenden Daten, die durch die hier beschriebene Affymetrix-
Expressions-Analyse hervorgebracht werden konnten, muss jedoch angemerkt werden,
dass auch diese Methode ihre Limitationen hat. Dies liegt hauptsachlich daran, dass
nicht alle Gene des Maus-Genoms als Oligonukleotide auf den drei Gen-Chips
reprasentiert waren. Im Zusammenhang mit dem Ziel, osteozytenspezifische Gene zu
identifizieren, war am auffélligsten, dass das kodierende Gen fir OF45
(osteoblast/osteocyte factor 45) nicht auf den Chips annotiert war. Dieses Gen wurde
vor wenigen Jahren erstmals beschrieben und gilt als bislang spétester Marker der
Osteoblasten-Differenzierung mit vermeintlicher osteozytenspezifischer Expression
(Petersen et al. 2000). Aus diesem Grund wurde ohne Kenntnis von Affymetrix-
Expressionswerten eine RT-PCR-Expressionsanalyse fir dieses Gen durchgefihrt, um
gegebenenfalls osteozytenspezifische Expression nachzuweisen. Hierbei zeigte sich,
dass OF45, im Gegensatz zu Bgp wund PHEX, in nicht-mineralisierten
Osteoblastenkulturen auch bei hoherer PCR-Zyklenzahl nicht nachweisbar ist und in

keinem anderen Gewebe exprimiert wird (Abb. 13).
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Abbildung 11: RT-PCR-Expressionsanalyse fur das Gen OF-45. cDNA aus nicht-mineralisierten
Osteoblasten (Tag 5), mineralisierten Osteoblasten (Tag 25), Gehirn, Femur, Schédeldach, Fettgewebe,
Herz, Niere, Leber, Lunge oder Milz wurde als Matrize in einer PCR-Reaktion mit Gen-spezifischen
Primern eingesetzt. Hierbei zeigte sich ein strikt Knochen-spezifisches Expressionsmuster fiir OF45, da
ein Amplifiaktionsprodukt ausschliesslich mit cDNA aus mineralisierten Osteoblasten, Femora und

Schadeldachern entstanden war.

Dementsprechend hat dieses Gen, im Hinblick auf die Etablierung eines osteozyten-
spezifischen Promotors, von allen getesteten Genen das selektivste Expressionsmuster,

weshalb in einem weiteren Ziel dieser Arbeit dieses Gen isoliert werden sollte. Um ein
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maoglichst grosses genomisches Fragment mit dem OF45-Gen zu erhalten, wurde eine
BAC-Bibliothek der Firma Research Genetics als Ausgangsmaterial eingesetzt. Beli
diesen BACs (Bacterial artificial chromosomes) handelt es sich um bakterielle
Plasmide, die ein ca. 100 kb grosses Fragment des Maus-Genoms beinhalten. Die ca.
2 x 10° verschiedenen BAC-Klone, die alle ein anderes Fragment des Maus-Genoms
beinhalten, wurden von der Firma Research Genetics hierarchisch zusammengefiigt,
sodass man durch 2 Runden einer PCR-Analyse und 1 Runde einer DNA-
Hybridisierung innerhalb dieser sogenannten Pools den OF45-haltigen Einzelklon

identifizieren kann.

In der ersten Runde dieser Gen-lsolierung wurde die DNA aus den 72 sogenannten
Superpools durch eine PCR mit OF45-genspezifischen Primern analysiert. Hierbei
zeigte sich ein deutliches Signal im Superpool 3C, der dementsprechend, neben vielen
anderen Genomfragmenten, auch ein Fragment mit dem OF45-Gen beinhaltete (Abb.
14). Dieser Superpool 3 C setzt sich wiederum aus den sogenannten Subpools A-H
zusammen, die anschliessend in einer identisch durchgefiihrten PCR-Reaktion
analysiert wurden. Hierbei zeigte sich eine OF-45-spezifische Bande im Subpool 3C-F,
der dementsprechend, neben 347 anderen Genfragmenten, auch das OF45-Gen
beinhaltete.

A B C D E F G H

Superpool 3

A B C D E F G H

Subpool 3C

Abbildung 12: PCR-Identifizierung OF-45-haltiger BAC-Pools. Eine mit OF45-spezifischen Primern
durchgefiihrte PCR-Reaktion zeigte in der ersten Runde ein Signal im Superpool 3C. Dieser setzt sich aus
den Subpools A-H zusammen, die in der zweiten Runde durch eine identisch durchgefiihrte PCR-
Reaktion analysiert wurden. Hierbei zeigte sich, dass ein OF-45-haltiges Genom-Fragment im Subpool
3C-F enthalten ist.
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Der Subpool 3C-F setzt sich aus 348 Einzelklonen zusammen, die auf Anfrage bei der
Firma Research Genetics in 24 Spalten und 16 Zeilen auf eine Membran aufgetragen
wurden. Diese Membran wurde anschliessend mit einer radioaktiv markierten OF45-
DNA-Sonde hybridisiert, wodurch nach Autoradiographie der BAC-Klon mit dem
OF45-Gen eindeutig identifiziert werden konnte (Abb. 14). Dieser Einzelklon wurde
schliesslich von der Firma Research Genetics bezogen und steht nun fur weiterfihrende

Analysen zur Verfiigung.

Filter #147

Abbildung 13: Identifizierung des OF-45-haltigen BAC-Klons. Die 348 Einzelklone des Subpools 3C-
F wurden in 24 Spalten und 16 Zeilen auf eine Membran aufgebracht, die anschliessend mit einer
radioaktiv markierten OF-45-DNA-Sonde hybridisiert wurde. Nach Autoradiographie war auf dem Film
ein deutlicher schwarzer Punkt sichtbar, der auf die Hybridisierung mit dem in diesem BAC-Klon

beinhalteten OF-45-Gen zurtickzufiihren ist.
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4 Diskussion

4.1 ldentifizierung Mineralisierungs-induzierter Gene

Das finale Ziel dieser Dissertation war die Identifizierung osteozytenspezifischer Gene.
Als Methode der Wahl wurde die Affymetrix-Expressionsanalyse eingesetzt, da bei
dieser Methode durch den Vergleich zweier verschiedener Zellpopulationen differentiell
exprimierte Gene erfasst werden kénnen (Wan und Nordeen, 2003). Es wurde davon
abgesehen, Osteozytenkulturen mit Osteoblastenkulturen zu vergleichen, da durch die
Verwendung der osteozytenéhnlichen Zelllinie MLO-Y4 (Bonewald, 1999) oder durch
osteozytendhnliche Primérkulturen (Mikuni-Takagaki et al. 1995), die auf einer
spezialisierten Matrix (Matrigel) kultiviert werden, die Vergleichbarkeit zu den
primédren Osteoblasten sicherlich durch mehrere andere Aspekte Uberlagert worden
ware. Um ausschliesslich solche Gene zu identifizieren, deren Expression spezifisch
durch den Prozess der Mineralisierung induziert wird, haben wir uns dazu entschlossen,
gleichartig isolierte und kultivierte primare Osteoblasten zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten der Differenzieuung zu analysieren. Hierzu wurde zunéchst die
Mineralisation und Genexpression dieser Kulturen tberpriift, um die besten Zeitpunkte
fur die Affymetrix-Analyse festzulegen. Da an Tag 5 nach Zugabe von Ascorbat und R3-
Glycerophosphat weder Mineralisation noch Osteocalcin-Expression nachweisbar
waren, an Tag 25 der Differenzierung dies jedoch der Fall war, sollten diese beiden
Zeitpunkte miteinander verglichen werden. Hierdurch sollte ermdglicht werden, weitere
Gene zu identifizieren, die wie Osteocalcin in der terminalen Differenzierung von
Osteoblasten in ihrer Expression induziert werden und eine wichtige Rolle bei der

Regulation der Knochenformation spielen (Ducy et al. 1996).

Die initiale Auswertung der Affymetrix-Expressionsdaten im Hinblick auf bereits
bekannte Marker der terminalen Osteoblasten-Differenzierung zeigte auf, dass der
gewahlte Ansatz erfolgreich war, da sowohl Osteopontin, Osteocalcin, Bone
Sialoprotein und PHEX unter den am starksten durch die Mineralisation induzierten
Genen waren. Die unverdanderte Expression von Gapdh zu beiden Zeitpunkten, sowie
die fehlende Expression von Markern der Chondrozyten-Differenzierung unterstrich
weiterhin die Aussagekraft der Methode und zeigte zudem die Reinheit der
Osteoblastenkulturen auf. Desweiteren ist es wichtig zu erwéhnen, dass die Gen-

Induktion in allen Fallen unabhé&ngig durch die RT-PCR-Expressionsanalyse bestatigt
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werden konnte, in der sich immer eine starkere Bande an Tag 25 der Differenzierung
zeigte. Aus diesen Grunden kann davon ausgegangen werden, dass alle durch die
Affymetrix-Analyse identifizierten Gene, deren Expression in der Mineralisationsphase
stark induziert wird, eine potentielle Funktion in der Knochenformation spielen

konnten, was in weiterflihrenden Experimenten untersucht werden sollte.

4.2  Untersuchung der gewebespezifischen Expression einiger Gene

Da eine solche Studie sicherlich Gber den Rahmen einer medizinischen Dissertation
hinausgeht, sollte in der vorliegenden Arbeit zunédchst ein weiterer Schritt flr alle
interessant erscheinenden Gene durchgefiihrt werden, ndmlich die Bestimmung ihres
gewebespezifischen Expressionsmusters, wozu eine RT-PCR-Expressionsanalyse mit
cDNA aus verschiedenen Geweben 2 Wochen alter M&use durchgefuhrt wurde. Hierbei
zeigte sich die spezifischste Expression fiir das nicht auf den Gen-Chips représentierte
Gen OF-45, dass selektiv in mineralisierten Osteoblasten, sowie in Femora und
Schédeldachern exprimiert wird, nicht aber in allen anderen Geweben. Eine knochen-
spezifische Expression zeigte sich ebenfalls fir Osteocalcin, wenngleich in diesem Fall
auch eine geringfugige Expression in nicht-mineralisierten Osteoblastenkulturen
nachweisbar war. Ebenfalls ein sehr restriktives Expressionsmuster konnte fur PHEX
nachgewiesen werden, dass bekantermassen aber auch in der Lunge exprimiert wird
(Zoidis et al. 2002).

Neben diesen bereits aus der Knochenliteratur bekannten Genen war vor allen Dingen
interessant, dass mit Dkk-1 und OSAP zwei Gene identifiziert werden konnten, die
durch die Mineralisation der Osteoblasten sehr stark in ihrer Expression induziert
werden, und die in adulten Maé&usen ein nahezu Knochen-spezifisches
Expressionsmuster aufweisen. Da eine solche spezifische Expression auf eine
physiologische Funktion beider Genprodukte bei der Regulation der Knochenformation
hindeutet, sollte diese Maoglichkeit durch weiterfihrende Experimente Uberprift
werden. Ein relativ selektives Expressionsmuster konnte auch fir das Gen Ptprz
nachgewiesen werden, das neben mineralisierten Osteoblasten, Femora und
Schédeldachern auch im Gehirn und in der Lunge exprimiert wird, nicht jedoch in
anderen Geweben. Auch dieses Gen konnte demenstrpechend eine entscheidende Rolle
bei der Integration des Knochenstoffwechsels spielen, was derzeit in der Arbeitsgruppe
untersucht wird (siehe 5.2). Andere getestete Gene wurden hingegen in vielen Geweben
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exprimiert, was nicht zwangslaufig ausschliesst, dass sie eine wichtige Rolle in der
Regulation der Knochenformation spielen. Ein ubiquitdres Expressionsmuster wurde
beispielsweise auch fiir LRP5 beschrieben, ein Gen, das fir einen Wnt-Rezeptor kodiert
und dessen Inaktivierung im Menschen zu Osteoporose fiihrt (Gong et al. 2001).

4.3  Nachweis einer physiologischen Funktion von Ptprz und ApoE im

Knochenstoffwechsel

Der Erfolg des gewéhlten experimentellen Ansatzes wird zusétzlich durch
weiterflihrende Untersuchungen unterstutzt, die in der Arbeitsgruppe aufgrund der hier
beschriebenen Ergebnisse durchgefiihrt wurden. So konnte in einer Kollaboration mit
Dr. Sheila Harroch in Paris nachgewiesen werden, dass Ptprz-defiziente M&use im Alter
von 12 Monaten eine Osteopenie aufweisen (Abb. 15). Durch die histomorphometrische
Auswertung undekalzifizierter Schnitte von Wirbelkorper und Tibia Ptprz-defizienter
Maéuse zeigte sich ein signifikant erniedrigtes trabekuldres Knochenvolumen im
Vergleich zu Wildtyp-Kontrollméusen. Auch wenn die zelluldren Grundlagen dieser
Osteopenie noch weiterfuhrend untersucht werden mussen, zeigt dieses Ergebnis, dass
einige der hier beschriebenen Mineralisations-induzierten Gene in der Tat eine

physiologische Funktion im Knochenstoffwechsel tbernehmen.
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Abbildung 14: Osteopenie in Ptprz-defizienten M&usen. Dargestellt sind von Kossa-Férbungen
unentkalkter Schnitte von Wirbelkorper und Tibia 12 Monate alter Wildytp- (Ptprz*"*) und Ptprz-
defizienter (Ptprz’) Mause. Die mineralisierte Knochenmatrix ist schwarz angefarbt. Die
histomorphometrische Auswertung ergab ein signifikant erniedrigtes Knochenvolumen (BV/TV, bone
volume/total volume) in den Ptprz-defizienten M&usen. Der genetische Hintergund der Mduse ist 129, ein
Maus-Stamm der ein héheres trabekuldres Knochenvolumen aufweist als der Stamm C57BI/6.

Ein weiteres durch die Affymetrix-Expressionsanalyse identifiziertes Gen, das eine
physiologische Rolle im Knochenstoffwechsel spielt ist ApoE. Es ist zwar bekannt, dass
ApoE-defiziente Mause eine Atherosklerose aufweisen, allerdings wurde der
Knochenphanotyp dieser Mause noch nicht analysiert (Plump et al. 1992; Zhang et al.
1992). Dies wurde jedoch mittlerweile in der Experimentellen Unfallchirurgie getan,
wobei sich eine erhdhte Knochendichte in ApoE-defizienten Mdusen im Vergelich zu
Wildtyp-Kontrollméusen zeigte (Abb. 16). In weiterfihrenden Untersuchungen konnte
dies auf eine erhohte Knochenformationsrate zurtickgefuhrt werden, die ihrerseits tber
eine verminderte Vitamin K-Aufnahme in Osteoblasten erklart werden konnte
(unpublizierte Ergebnisse). Diese beiden Beispiele unterstreichen somit eindrucksvoll,
dass der hier beschriebene experimentelle Ansatz zur Identifizierung neuer Gene fiihren

konnte, die bei der Regulation der Knochendichte von Bedeutung sind.
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BV/TV
(%)

Abbildung 15: Erhdhte Knochendichte ApoE-defizienter Mause. Dargestellt sind von Kossa-
Féarbungen unentkalkter Schnitte von Wirbelkoérper und Tibia 9 Monate alter Wildytp- und ApoE-
defizienter M&use. Die mineralisierte Knochenmatrix ist schwarz angeféarbt. Die histomorphometrische
Auswertung ergab ein signifikant erhéhtes Knochenvolumen (BV/TV, bone volume/total volume) in den
ApoE-defizienten Méausen. Der genetische Hintergund der Mause ist C57BI/6.

4.4 Nachweis der knochenspezifischen Expression einiger Gene

Zahlreiche Beispiele haben gezeigt, dass die gewebespezifische Expression bestimmter
Gene oftmals mit einer physiologischen Funktion dieser Gene in dem betreffenden
Gewebe korreliert. Im Knochenstoffwechsel gibt es hierfir mehrere gute Beispiele. So
haben die osteoblastenspezifisch exrpimierten Transkriptionsfaktoren Runx2/Cbfal und
Osx eine entscheidende Rolle bei der Einleitung der Knochenformation, da in beiden
Fallen die gezielte Gendeletion in Mé&usen zu einer kompletten Abwesenheit von
Knochenmatrix fuhrte (Komori et al. 1997; Nakashima et al. 2002; Otto et al. 1997).
Desweiteren konnten auch fir die osteoblastenspezifisch exprimierten Gene
Osteocalcin, PHEX und OF45 wichtige Funktionen bei der Regulation der
Knochenformation und Biomineralisation durch die Analyse entsprechender defizienter
Mausmodelle nachgewiesen werden (Ducy et al. 1996; Strom et al. 1997; Gowen et al.
2003). Vor diesem Hintergrund ist der Befund, dass auch die Gene Dkk-1 und OSAP ein
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nahezu knochenspezifisches Expressionsmuster in der RT-PCR-Expressionsanalyse
aufweisen, ein vielversprechendes Ergebnis, das die weiterfiihrende Charakterisierung
dieser Gene zu sinnvollen Projekten fiir die Zukunft macht.

DKkk-1 ist in diesem Zusammenhang besonders interessant. Es gehdrt zur Familie der
Dickkopf-Proteine, die als extrazelludare Antagonisten der Wnt-Signaltransduktion
beschrieben wurden (Krupnik et al. 1999). Aufgrund der kirzlich beschriebenen
Funktion des Wnt-Rezeptors LRP5 in der Regulation der Knochenformation (Boyden et
al. 2002; Gong et al, 2001), erscheint es sinnvoll, dass im Verlauf der terminalen
Differenzierung von Osteoblasten ein Inhibitor der Wnt-Signaltransduktion im Sinne
eines negativen Rickkopplungskreises exprimiert wird. Die Tatsache, dass Dkk-1 in
adulten M&usen eine knochenspezifische Expression aufweist, ist ein Hinweis auf eine
physiologische Funktion von Dkk-1 als Regulator der Knochenformation und konnte
langfristig auch in therapeutischer Hinsicht, d.h. zur Behandlung von
Knochenmasseverlust-Syndromen von Bedeutung sein. Uber die vermeintliche
Funktion von OSAP l&sst sich hingegen weniger spekulieren, da dieses Gen noch nicht
weitergehend charakterisiert wurde. Dies sollte jedoch Ziel weiterfiihrender Arbeiten
sein, durch die die Rolle von OSAP im Rahmen der Osteoblastendifferenzierung
untersucht werden konnte, z.B. durch Transfektionsexperimente in vitro, oder durch die

Etablierung transgener Mausmodelle in vivo.

45  Untersuchung der Osteozyten-Funktion in vivo

Neben der Identifizierung neuer Gene, die im Rahmen des Knochenstoffwechsels eine
physiologische Rolle spielen kdnnten, war ein Ziel dieser Dissertation ein osteozyten-
spezifisches Gen zu finden, dessen regulatorischen Elemente zur Etablierung eines
Mausmodells genutzt werden konnten, in der z.B. die Cre-Rekombinase spezifisch in
Osteozyten exprimiert wird. Langfristig konnte ein solches Mausmodell dazu genutzt
werden, um durch Verpaarungen mit anderen Mausmodellen osteozytenspezifische
Gendeletionen in vivo zu erzeugen, oder um die Osteozyten-Population in vivo gezielt

zu deletieren.
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Dies konnte zum Beispiel durch Verpaarung einer osteozytenspezifisch Cre-
exprimierenden Maus mit einem Mausmodell erreicht werden, das von Brockschnieder
et al. am ZMNH in Hamburg etabliert wurde (Brockschnieder et al. 2004). Die
betreffenden Méause enthalten ein Transgen, dass durch Cre-vermittelte Exzision zur
Expression des Diptherie-Toxin A-Gens flhrt. Wiirde diese Exzision nur in Osteozyten
erfolgen (wie im Falle einer osteozytenspezifisch Cre-exprimierenden Maus), so wirde
diese Zellpopulation selektiv vernichtet, wodurch es erstmals moglich ware, eine

Funktion der Osteozyten in vivo zu definieren.

Der erste Schritt bei der Herstellung eines solchen Mausmodells war die Wahl eines
osteoyztenspezifischen Gens fur dieses Vorhabens. Aufgrund der durchgefuhrten RT-
Expressionanalysen wurde im Zusammanhang mit den Literaturdaten (Petersen et al.
2000) das OF45-Gen gewadhlt, das im Verlauf dieser Dissertation bereits als BAC-
Fragment isoliert wurde. Es gibt nun zwei Mdoglichkeiten, um in der Zukunft
osteozytenspezifische Cre-exprimierendene Mause zu erhalten. Die erste Moglichkeit
waére eine aufwendige Charakterisierung des OF45-Promotors, um die regulatorischen
Elemente zu definieren, die in vivo die ostozytenspezifische Expression gewahrleisten.
Die zweite Mdglichkeit ist die sogenannte ET-Rekombination (Zhang et al. 1998), die
in der Durchfiihrung zunéchst einfacher erscheint, da keine spezifischen Kenntnisse

uber die osteozytenspezifische Regulation des OF45-Gens generiert werden massten.

Bei der ET-Rekombination handelt es sich um einen durch die bakteriellen Enzyme
recE und recT vermittelten homologen Rekombinationsprozess. Dieser konnte dazu
dazu genutzt werden, in dem das OF45-Gen enthaltenden BAC die fir die Cre-
Rekombinase kodierende Sequenz unter Beibehaltung des Leserasters mit dem OF45-
Start-Kodon zu fusionieren (Abb. 17). Durch die Generierung transgener M&use mit
diesem modifizierten BAC-Fragment sollte dementsprechend die Cre-Rekombinase in

der gleichen Weise exprimiert werden wie das OF45-Gen, d.h. spezifisch in Osteozyten.
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OF45-Exon2

Abbildung 16: ,,Knock-In*“ der Cre-Rekombinase in das OF45-Gen durch ET-Rekombination. In
E.coli-Bakterien soll vermittelt durch die Enyzme recE und recT eine homologe Rekombination erzielt
werden, durch die die fiir die Cre-Rekombinase kodierende Sequenz unter Beibehaltung des Leserasters
mit dem OF45-Start-Kodon fusioniert wird. Hierzu werden Bakterien, die sowohl den OF45-haltigen
BAC als auch das recE/recT-Expressionsplasmid enthalten, mit einem Targeting-Konstrukt transformiert,
das 5°- und 3"-flankierende Sequenzen des OF45-Start-Kodons beinhaltet. Das Ampicillin-Resistenzgen
dient der Selektion rekombinierter Klone und kann anschlieBend durch die Aktivitat der Flp-

Rekombinase (nach Transformation eines betreffenden Expressionsplasmids) entfernt werden.
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5 Zusammenfassung

Der adulte Knochen ist zusammengesetzt aus Knochen-resorbierenden Osteoklasten,
Knochen-bildenden Osteoblasten und Osteozyten, d.h. terminal differenzierten
Osteoblasten mit unbekannter physiologischer Funktion. Wie bedeutend das
Gleichgewicht dieser zelluldren Aktivitaten ist, zeigt die gesundheitspolitische
Bedeutung der Osteoporose, einer Erkrankung, die im Alter zu Knochenmasseverlust
und erhohter Frakturneigung fuhrt. Da Osteoporose bislang nur unzureichend behandelt
werden kann, ist es wichtig, neue therapeutische Ansatzpunkte zu finden, was zum
Beispiel durch die Identifizierung von Genen erreicht werden kann, die bei der
Regulation der Knochenformation eine Rolle spielen.

Vor diesem Hintergrund sollte in der vorliegenden Dissertation die terminale
Differenzierung von Osteoblasten molekulargenetisch untersucht werden. Der erste
Schritt hierzu war die Kultivierung und Differenzierung priméarer Osteoblasten, die aus
Schédeldachern neugeborener Mause gewonnen wurden. An Tag 5 und Tag 25 der
durch Ascorbat und [-Glycerophosphat eingeleiteten Differenzierung wurde
anschlieBend mRNA isoliert, die in Zusammenarbeit mit Dr. Streichert in der Abteilung
fur Klinische Chemie fiir eine Affymetrix Gen-Chip-Hybridisierung eingesetzt wurde.
Durch diese Methode konnte simultan das Expressionsprofil von tber 30000 Genen
quantitativ erfasst werden, um somit Gene zu identifizieren, die in mineralisierten (Tag
25) im Gegensatz zu nicht-mineralisierten (Tag 5) Kulturen in ihrer Expresssion
induziert wurden. Im nédchsten Schritt sollte flr einige dieser Gene das Gewebe-
spezifische Expressionsmuster mittels RT-PCR analysiert werden.

Die Kombination beider Methoden fuhrte zur Etablierung einiger Kandidatengene (z.B.
Dkk1, Ptprz oder OF45), deren Expression einerseits in der terminalen Osteoblasten-
Differenzierung stark induziert wird und andererseits relativ spezifisch fir
Knochengewebe ist. Die funktionelle Analyse einiger dieser Gene ist Ziel
weiterfihrender Experimente. Zudem sollte es allerdings auch mdglich sein, durch
Generierung einer transgenen Mauslinie mit Osteozyten-spezifischer Expression der
Cre-Rekombinase Gene in vivo selektiv in Osteozyten zu deletieren. Um dieses Ziel
langfristig zu erreichen, wurde im letzten Teil der vorliegenden Dissertation ein
genomisches Fragment des OF45-Gens isoliert, das nun zur genetischen Manipulation

(d.h. Integration der Cre-Rekombinase) zur Verfligung steht.
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D Abkurzungsverzeichnis

ApoE
BAC

Bgp
BSP

Cbfal/Runx2

CLC7
Col2al
Col10al
Comp
CSF
Dkk-1
EDTA
EtBr
EST
Fzd-related
Gapdh
LRP5
MLO-Y4
MOPS
Mepe/OF45
OPG
Opn
OPPG
Osap
Osx

PBS
PHEX

Ptprz
RANK
RANKL
RT-PCR

D Abkurzungsverzeichnis

Apolipoprotein E

bacterial artificial chromosomes
osteocalcin

bone sialoprotein

osteoblast-specific transcriptor factor
chloride channel 7

Typll-Collagen

TypX-Collagen

cartilage oligomeric matrix protein
colony-stimulating factor
Dickkopf-1
Ethylendiamin-N,N,N",N"-Tetraessigsaure
Ethidiumbromid

expressed sequence tag
frizzled-related
glycerinaldehydphosphat-dehydrogenase
(LDL)-receptor-related protein5
osteocyte-like cell line
Morpholinpropansulfonsaure
osteoblast/osteocyte factor of 45 kDa
osteoprotegerin

Osteopontin
osteoporosis-pseudoglioma syndrom
ovary specific acidic protein

osterix

Phosphat-gepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)

phosphate-regulating gene with homologies to endopeptidases

located on X-chromosome
protein-tyrosin-phosphatase-receptor typ Z
receptor activator of NF-kB

RANK ligand

reverse transcriptase-polymerase chain reaction
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SDS
TAE
TRAF6

Tris

D Abkurzungsverzeichnis

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Tris-Acetate-EDTA

tumor necrosis factor receptor-associated factor 6
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
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