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II Zusammenfassung

Das Steroidhormon Vitamin Dj spielt sowohl in der Kalziumhomoostase als auch in der
Knochenmineralisierung eine wichtige Rolle. Neben dem klassischen nukledren Vitamin D-
Rezeptor (VDR) wurde ein Plasmamebran-Rezeptor fiir 1,25 Dihydroxy-Vitamin D
(1,25-(OH), Vit Ds) beschrieben, der die schnellen Antworten auf Vitamin D vermittelt, die
keine Gen-Regulationsinderungen erfordern. Dieses Protein, ERp57, wurde zunéchst mit
seiner Hauptfunktion als ER Chaperon beschrieben, konnte aber auch auf der Zelloberfldche
von Chondrozyten lokalisiert werden, wo es nach 1,25-(OH), Vit Ds;-Bindung die IGF-I
stimulierte Differenzierung der Zellen inhibiert. In dieser Arbeit wurde unter anderem die
Rolle von ERp57 in der Chondrozytendifferenzierung in vitro untersucht. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Matrixvesikel-asoziierte Form von ERp57 fiir die Entfernung des
Rezeptors von der Chondrozytenoberflache eine untergeordnete Rolle spielt. Zudem zeigte
sich in si-RNA Experimenten, dass das Fehlen von ERp57 in Chondrozyten zu einer
verminderten Differenzierung der Zellen unter Stimulation von IGF-I fiihrt.

In vivo wurde die Rolle von ERp57 mittels einer knorpel-spezifischen ERp57 knock-out Maus
(Erp57°**"-Maus) untersucht, die in dieser Arbeit durch Kreuzung einer Col2a cre Linie und
ERp57 flox/flox Miusen generiert wurden. Die Erp57“™"-Tiere waren lebensfihig, vital und
hatten eine normale Lebenserwartung. Sie zeigten jedoch gegeniiber den untersuchten
Kontrollméusen eine Verzdgerung in der Gewichtszunahme und dem Wachstum der langen
Knochen. Dieser Unterschied ist im Alter von 4 Wochen besonders ausgepridgt und bei
ménnlichen Tieren stdrker als bei weiblichen Tieren. Ursdchlich fiir diese Verzdgerung im
Langenwachstum der Knochen scheint der spéter einsetzende Umbau der spéten hypertrophen
Zone der Wachstumsfuge durch Osteoklasten insbesondere beim pubertiren Wachstumsschub
zu sein. Der Ursprung fiir die hier gefundenen verminderten Osteoklastenzahlen liegen
vermutlich im Fehlen des ERp57 auf der Oberfliche von Osteoblasten, welche die
Osteoklastogenese dann gar nicht oder nur vermindert aktivieren.

Viele Verinderungen der Erp57°™"-Maus treten auch in der VDR- oder der
25-OH-1a-Hydoxylase- knock-out Maus (CYP27B1-), die einen Vitamin D Synthese-Defekt
hat, auf. Deshalb ist davon auszugehen, dass ERp57 und VDR in einem Signalweg, entweder

synergistisch oder nacheinander geschaltet, agieren.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Knorpel

Der Knorpel ist ein wichtiger Bestandteil des Binde-und Stiitzgewebes. Er ermdglicht ein
nahezu reibungsfreies Gleiten der Gelenkfldchen, indem er als Gelenkknorpel die Enden von
Skelettknochen tiberzieht. Auch bietet er eine stabile, aber dennoch flexible Struktur in
verschiedenen Geweben, zum Beispiel im Ohr- und Nasenknorpel. Weitere wichtige
Funktionen des Knorpels sind das Auffangen von Scherkréften wie in den Bandscheiben und
Schambeinfugen. In der Skelettentwicklung spielt der Knorpel ebenfalls eine wichtige Rolle,
hier bildet der Knorpel das Grundgeriist bzw. die Vorlduferstufe vieler Knochen. In der
embryonalen Entwicklung geht der Knorpel aus dem Mesoderm hervor, wie auch andere
Bindegewebstypen, zum Beispiel Sehnen, Knochen, der Glaskérper des Auges und die
Cornea.

Der Knorpel besteht aus unterschiedlichen Typen von Chondrozyten. Diese sind in einer
extrazelluldiren Matrix (ECM, extracellular matrix) eingebettet, die von den Chrondrozyten
selbst produziert wird. Der Wasseranteil im Knorpel, ~70%, sorgt fiir den hohen
Kompressionswiderstand des Knorpels. Aufgrund der nicht-vaskularisierten Struktur muss
der Knorpel durch Diffusion mit den notwendigen Nahrstoffen versorgt werden, was durch
die in unmittelbarer Umgebung vorhandenen Gewebe mit ihren Blutgefidlen gewihrleistet
wird.

Man unterteilt den Knorpel in hyalinen, elastischen und Faserknorpel, wobei sowohl nach
morphologischen und histologischen Aspekten, als auch nach dem Ursprung des Knorpels

unterschieden wird:

1. Hyaliner Knorpel ist der Knorpeltyp im Menschen, der am hiufigsten vorkommt. Man
findet ihn an den Gelenkoberflichen (artikuldrer Knorpel), im Rippenknorpel,
Nasenknorpel und den Gelenkspangen der Luftrohre. An den Gelenkoberflachen dient
der hyaline Knorpel z.B. als Schutz des Knochens vor mechanischer Belastung. Zudem
spielt er in der Knochenentwicklung eine wichtige Rolle, dient er dort als Vorlduferstufe
fiir den Knochen. Nach der Geburt bis zur Pubertdt ist der hyaline Knorpel in den
Wachstumsfugen zu finden. In einigen Tieren, z.B. der Maus befindet sich der hyaline
Knorpel in kleinen Mengen auch in adulten Tieren im Knochen, da deren

Wachstumsfugen sich nicht vollstéindig schlieen.
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Die Matrix des hyalinen Knorpels besteht zu grofen Teilen aus Kollagenfibrillen
bestehend aus den Kollagenen II, IX und XI, sowie den den Proteoglykanen wie zum
Beispiel Aggrekan und Decorin, wobei Kollagen IX und Decorin nicht in allen Fibrillen

zu finden ist (Heinegard & Oldberg, 1989)

2. Elastischer Knorpel kommt im Menschen z.B. im Ohr, den Bronchien und dem
Kehldeckel vor. Der hohe Gehalt an Elastin zeichnet diesen Knorpel aus und lédsst ihn

sehr biegsam werden.

3. Faserknorpel ldsst sich in den Zwischenwirbelscheiben, den Menisken, der
Schambeinfuge und in Teilen des Kiefergelenks finden. Er wird hdufig als das
Zwischengewebe zwischen dem hyalinen und dem elastischen Knorpel bezeichnet. Die
hohe Festigkeit des Knorpels ldsst sich aufgrund des hohen Anteils an Kollagenfasern in
der Matrix des Knorpels und der Fibrillenarchitektur erklaren.

1.2 Die Wachstumsfuge

1.2.1 Enchondrale Ossifikation

Die chondrale Ossifikation ist neben der desmalen Ossifikation einer von zwei Mechanismen
zum Knochenwachstum in Vertebraten. Bei der desmalen Ossifikation, zum Beispiel im
Schiadelknochen, entsteht aus dem embryonalen Mesenchym direkt der Knochen. Die
mesenchymalen Zellen differenzieren zu Osteoblasten, welche das Osteoid aufbauen, das
anschliefend mineralisiert. Bei der chondralen Ossifikation hingegen kommt es zu einer
indirekten Bildung des Knochens iiber eine knorpelige Zwischenstufe. Hier entwickeln sich
aus dem Mesenchym zunéchst die Knorpelanlagen, welche der Form der spéteren Knochen
entsprechen (Chung, 2004) (Abb. 1.1).

Die chondrale Ossifikation spielt eine wichtige Rolle sowohl in der Entwicklung und dem
Wachstum von Knochen, als auch in deren Reparatur. Man unterscheidet bei der chondralen
Ossifikation zwischen der enchondralen und der perichondralen Ossifikation. Die enchondrale
Ossifikation ist eine Knochenentwicklung aus dem Inneren des Knochens heraus. Hierbei
kommt es zu einer Vaskularisierung des Knorpelgewebes, einem Umbau des Knorpels mittels
Osteoblasten und Osteoklasten und einer Mineralisierung des entstehenden Knochens

(Abb. 1.1).
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Im Gegensatz hierzu ist die perichondrale Ossifikation eine Verkndcherung von auflen. Hier
kommt es zu einer Osteoblasten-Einwanderung durch das Perichondrium und einer
Entstehung einer Knochenmanschette. Die enchondrale Ossifikation dient dem
Langenwachstum von Knochen wohingegen die perichondrale Ossifikation zum
Dickenwachstum der Knochen beitrdgt (Wolpert, 1981;Frost & Jee, 1994).

Der Beginn der enchondralen Ossifikation ist die Differenzierung von zusammengelagerten
multipotenten mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten. Diese mesenchymalen Zellen, bilden
zundchst ein knorpeliges Model des Knochens. Im Zentrum dieser Struktur beginnen einige
Chondrozyten sich zu verdndern, indem sie eine Reihe von verschiedenen Reifungsstufen bis
hin zum hypertrophen Chondrozyten durchlaufen (Abb. 1.1). Diese Reifung der
Chondrozyten ist begleitet von einer Verdnderung der Zellform und Zellproliferation und der
verdnderten Expression von Proteinen. An der Grenzregion zwischen Knorpel und Knochen
dringen Blutgefifle ein, begleitet von Osteoblasten und Osteoklasten, die den Knorpel durch
Knochen und Knochenmark ersetzen (Wong & Carter, 1990;Cancedda et al., 1995).

2.0Z

Wachstums-
fuge

Knoachen

Knochen-
mark

Abb. 1.1 Enchondrale Ossifikation. Die Kondensation der mesenchymalen Zellen hin zu den Knorpelanlagen
des Knochens erfolgt in den frithen Stadien der Embryogenese (A-D). Die Chondrozyten differenzieren und die
hypertrophen Chondrozyten befinden sich dann in der Diaphyse des knorpeligen Knochens (E) Blutgefafle
wandern in den spiteren Knochen ein (F) und die Knochenmarkhdhle und die epiphysire Wachstumsfuge bilden
sich (G). Das zweite Ossifikationszentrum (2. OZ) bildet sich im epiphysdren Knorpel (H). Abbildung aus
Cancedda et al., 1995.
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Ahnliche Prozesse wie in der Knochenentwicklung der langen Knochen, geschehen bei der
Degeneration von Gelenken und der Knochenheilung.

In der Osteoarthrose, einem Verschleil des artikuldren Knorpels, kommt es in dem
betroffenen Bereich zu charakteristischen Chondrozytendifferenzierungsprozessen wie zum
Beispiel der Proliferation der Chondrozyten, der Expression von Hypertrophie-Markern und
der Vaskularisierung des Knorpels (Dreier, 2010). Auch in der Heilung von Knochenbriichen
konnte  man  charakteristische = Chondrozytendifferenzierungsprozesse  beobachten

(Ferguson et al., 1998;Ferguson et al., 1999;Gerstenfeld et al., 2003).

1.2.2 Chondrozytendifferenzierung in der Wachstumsfuge

Die Wachstumsfuge, auch Epiphysenfuge genannt, ist der Bereich zwischen der Epiphyse und
der Metaphyse in R6hrenknochen (Abb.1.2). Sie besteht aus hyalinem Knorpel und ist der Ort
an dem der Knochen mittels enchondraler Ossifikation in die Lénge wichst

(Cancedda et al., 1995).

Histologisch ldsst sich die Wachstumsfuge in folgende Zonen einteilen (Abb.1.2):

1. In der Ruhezone haben die Chondrozyten kugelformige Gestalt, sind nur wenig
metabolisch aktiv und proliferieren kaum. Die Chondrozyten sind von einer flir den
hyalinen Knorpel typischen Matrix umgeben in der sie weit voneinander getrennt liegen
(Hunziker, 1994;Brochhausen et al., 2009). Neue proliferierende Chondrozyten konnen
hier durch die Stammzell-dhnlichen Zellen entstehen, welche in der Ruhezone zu finden
sind (Abad et al., 2002).

2. Die proliferative Zone ist der Bereich in der Wachstumsfuge, in welchem die
Chondrozyten sich teilen und beginnen, Kolonnen aus abgeflachten Chondrozyten zu
bilden. Hierbei ordnen sich die Mitosespindeln der Chondrozyten senkrecht zur
Langsachse des Knochens an (Stevenson et al., 1990). Die beiden Tochterzellen liegen
zundchst horizontal nebeneinander und schieben sich dann {iibereinander
(Hunziker, 1994). So entsteht die fiir die proliferierende Zone typische Saulenbildung,
welche nach allgemeiner Meinung fiir das Langenwachstum des Knochens
verantwortlich ist (Morales, 2007).

3. Die Chondrozyten der pri-hypertrophen Zone haben ihre Fahigkeit zur Proliferation
verloren und das Zellvolumen nimmt um ein Vielfaches zu, wohingegen das Volumen
der ECM um die Zellen herum abnimmt. Die Zusammensetzung der ECM beginnt sich

im Verlauf der pria-hypertrophe Zone zu verdndern (Goldring ef al., 2006).
12
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In der hypertrophen Zone beginnt die Kalzifizierung der extrazelluliren Matrix
(Holtrop, 1972), hierfiir werden Matrixvesikel von den Chondrozyten sezerniert. Dies
fiihrt zur Mineralisierung und im spéten Stadium zum Umbau der ECM der hypertrophen
Chondrozyten mittels Zellen wie z.B. Osteoklasten (Cancedda et al., 1995) und
Proteinen wie den Matrixmetalloproteinasen. Allgemein unterscheidet sich die ECM der
hypertrophen Chondrozyten sehr von der ECM der proliferativen Zone und der
Ruhezone. In der hypertrophen Zone werden als charakteristische Proteine Kollagen X
und alkalische Phosphatase exprimiert (Alvarez et al., 2000) wohingegen Kollagen II
kaum noch exprimiert wird. Im Ubergang von spit-hypertropher Zone zum Knochen
werden die hypertrophen Chondrozyten apoptotisch (Olsen et al., 2000), die
mineralisierte Matrix wird vaskularisiert und Osteoblasten wandern iiber die Blutgefialie
ein. Der trabekuldre Knochen entsteht indem die Osteoblasten die Knochenmatrix auf
den als Geriist verwendeten longitudinal verbliebenen Resten der Chonrozytenmatrix
produzieren (Salle et al., 2002). Einwandernde Osteoklasten bauen die restliche

verbliebene Matrix ab (Lewinson & Silbermann, 1992;Vu et al., 1998).

Epiphyse -*’ _— S  Ruhezone

Wachstumsfuge —t - Proliferative Zone

Metaphyse 1_ { l N,
- Pri-Hypertrophe Zone

Hypertrophe Zone

r  Trabekulirer Knochen

Abb. 1.2 Wachstumsfuge. Links: Schematische Darstellung eines wachsenden Knochens mit Epiphyse,

Metaphyse und Wachstumsfuge. Rechts: Genauere Darstellung der Wachstumsfuge mit den unterschiedlichen

Zonen. Rechts: Blau entspricht der Alcian Blau-Farbung und damit dem gesamten Knorpel, rot entspricht der

Siriu-Rot-Farbung, einer Kollagen I- und damit Knochen Férbung. Verdndert nach Vu et al., 1998.
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Um alle Stadien zu durchlaufen braucht ein Chondrozyt in der Ratte 3 Tage
(Hunziker et al., 1987). Reguliert wird die Chondrozytendifferenzierung iiber eine Anzahl
von humoralen Hormonen und Faktoren, und vor Ort produzierter Cytokine. Solange die
Zellen in der proliferativen Zone sich teilen wichst der Knochen. Wihrend der Pubertét
kommt es zu einer starken Verdnderung im endokrinen System und einer verdnderten
Ausschiittung an Geschlechtshormonen wie Ostrogen und Testosteron. Hohe Level dieser
Hormone beeinflussen das epiphyseale Wachstum sowohl direkt (Carrascosa et al., 1990) als
auch indirekt, tiber die Regulierung hypohysirer Wachstumsfaktoren (Mauras et al., 1996).
Diese Veridnderungen im Hormonhaushalt fithren zur Hypertrophie aller Chondrozyten, so
dass der gesamte Knorpel durch Knochen ersetzt wird (Keenan et al., 1993).

Diese verschiedenen regulierenden Faktoren der Chondrozytendifferenzierung in der
Wachstumsfuge beeinflussen diese teils aktivierend und teils inhibierend. Beispiele hierfiir
sind unter anderem das Parathormon (PTH) bzw. das Parathormon-verwandte Protein
(parathormone-related protein; PTHrP) und Indian-Hedgehog (Ihh).

PTH/PTHrP sind sowohl wichtige autokrine als auch parakrine Faktoren in der enchondralen
Ossifikation. Wird PTH/PTHrP in Maiusen ausgeschaltet oder iiberexprimiert, so ist die
Entwicklung der Knochen dieser Tiere drastisch verdndert (Schipani & Provot, 2003).
PTH/PTHrP inhibiert die Hypertrophie der Chondrozyten indem es die Aktivitit des
Transkriptionsfaktors Runx2 inhibiert und dadurch die Aktivitit der alkalischen Phosphatase
und die Kalzifizierung der Matrix blockiert (Iwamoto ef al., 2003). Zudem unterstiitzt
PTH/PTHrP die Proliferation der Chondrozyten via Aktiviertung der Protein Kinase A und
somit Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Sox9 (1.2.4.1) (Huang et al., 2001).
PTH/PTHrP reagieren zusammen mit Thh via einer negativen Riickkopplungsschleife
(Abb. 1.3). Die Expression von PTH/PTHrP in den Zellen des Perichondriums wird durch Thh
aktiviert, =~ welches  von  prd-hypertrophen = Chondrozyten = produziert  wird
(Lanske et al., 1996;Vortkamp et al, 1996;Kronenberg, 2003). Dadurch wird die
Hypertrophie inhibiert und die Chondrozyten verbleiben im proliferierenden Zustand, welcher

die Expression von Ihh inhibiert.
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-— Hypertrophie
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Abb. 1.3 Negative Riickkopplungsschleife der Interaktion von PTHrP und Ihh. Die Regulation der
Proliferation und Hypertrophie von Chondrozyten in der Wachstumsfuge wird sowohl negativ als auch positiv
via PTHrP und Ihh direkt als auch indirekt beeinflusst. FGFs: Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (fibroblast
growth factors), BMPs: knochenmorphogenetischen Proteine (bone morphogenetic proteins) .Verandert nach

(Loffler & Petrides, 2003)

Hedgehog-Proteine, zu welchen Thh gehort, binden an den Hedgehog-Rezeptor namens
patched-Rezeptor, worauthin das Transmembranprotein smoothened freigesetzt wird, welches
in den Chondrozyten aktiv ist. Die Thh-Knockout Méuse zeigen eine verstarkte Hypertrophie
der Chondrozyten, wohingegen die Osteoblastenentwicklung in den Tieren zerstort ist
(St-Jacques et al, 1999). Wird Ihh {iberexprimiert, kommt es zu einer verzogerten
Hypertrophie (Lanske et al., 1996;Vortkamp et al., 1996). Dies lasst den Schluss zu, dass Thh
die Hypertrophie negativ und die Proliferation positiv reguliert. Thh induziert die Proliferation
unabhingig von PTHrP, wohingegen die Inhibierung der Hypertrophie PTHrP abhéngig ist
(Karp et al., 2000;Kobayashi et al., 2002).

1.2.3 Matrixvesikel

Bei der Kalzifizierung des Knochens spielen Matrixvesikel, die von Zellen produziert werden,
wie in diesem von Fall Chondrozyten (Bonucci, 1970), eine wichtige Rolle (Abb. 1.4).
Matrixvesikel sind extrazellulire, mit einer Membran ausgestattete Strukturen
(Anderson, 1969;Bonucci, 1970), welche von der Oberfliche von verschiedenen Zelltypen
wie Chondrozyten, Osteoblasten und Osteoklasten freigesetzt werden konnen

(Borg et al., 1981;Akisaka & Gay, 1985).
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Sie haben einen Durchmesser von ~50-200 nm und sind unter anderem in der Mineralisierung
von Knochen (Anderson & Reynolds, 1973) in der Wachstumsfuge (Anderson, 1969) als auch

im Priadentin von Zdhnen zu finden (Bernard, 1972).

Abb. 1.4 Entstehung von Matrixvesikel. Diagramm der verschiedenen Chondrozytendifferenzierungsstadien
und dem Abschniirungsprozess von Matrixvesikeln. In der proliferativen Zone (PZ) und der hypertrophen Zone
(HZ) beginnt die Abschniirung von Matrixvesikeln (MV) an der lateralen Seite (LS) der Chondrozyten. In der
unteren HZ bilden sich die ersten Hydroxyapatitkrist alle in Form von Nadeln, welche sich in der kalzifizierten
Zone (CZ) zusammenlagern. Die Matrixvesikel platzen und die Kristalle fusionieren an der Nahtstelle zur
Metaphyse (M) (A). Gefrierbruchreplika mit deren Hilfe die Matrixvesikel, die sich von der Plasmamembran

abschniiren, sichtbar gemacht wurden (B). Verdndert nach (Anderson et al., 2005)

Die Matrixvesikel werden von den Chondrozyten an ihren lateralen Seiten abgeschniirt
(Cecil & Anderson, 1978;Ralphs & Ali, 1986) (Abb. 1.4).

Die Chondrozyten statten die Matrixvesikel mit einem speziellen Set an Lipiden, und
Proteinen aus, welche flir die Mineralisierung wichtig sind. Dieses Sortieren der Proteine in
die Matrixvesikel konnte zum Beispiel anhand der Anreicherung von sauren Phospholipiden,
welche in der Lage sind Kalzium zu binden, gezeigt werden (Peress ef al., 1974).

Diese Matrixvesikel enthalten hohe Konzentrationen an Kalzium und Phosphat sowie grofle
Mengen an alkalischer Phosphatase (Ali et al., 1970). Bei der Verknocherung kommt es zur

Ablagerung von Mineral im Gewebe.
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Hierfir wird zundchst die bendtigte alkalische Phosphatase von den hypertrophen
Chondrozyten synthetisiert (Osdoby & Caplan, 1981). Durch die Aktivitdt dieser Phosphatase
kommt es zur Phosphatfreisetzung und dadurch zu erhéhten Phosphatkonzentrationen. Sobald
eine kritische Kalzium-Phosphat-Konzentration erreicht ist, ein im Organismus zu
inhibierender Prozess, kann das Mineral als Hydroxyapatit ausfallen (Hunter, 1987). Da das
Loslichkeitsprodukt von Hydroxyapatit durch die physiologischen Konzentrationen von
[Ca®], [OH] und [PO,] um ein vielfaches iiberschritten wird, wird die Mineralisierung
negativ kontrolliert (Rutsch & Terkeltaub, 2003;Weissen-Plenz et al., 2008). Die alkalische
Phosphatase konnte an den Orten der Mineralisierung vermehrt gefunden werden
(Genge et al., 1988).

Dadurch initiieren Matrixvesikel die Ablagerung von Mineral im kalzifizierenden Knorpel
(Anderson, 1969) (Abb. 1.4). Weiterhin ist bekannt, dass Matrixvesikel an Proteinen der
extrazelluldren Matrix wie Kollagen II und X (Wu et al., 1989;Wu ef al., 1991) binden. Dies
lasst vermuten, dass die Verbindung der Matrixvesikel mit den Kollagenen fiir die

Mineralisierung notwendig ist.

1.2.4 Marker der Chondrozytendifferenzierung

Die Chondrozytendifferenzierung ist ein Prozess der von verschiedenen humoralen
Hormonen und Faktoren und von vor Ort produzierten Cytokinen reguliert wird. Wahrend der
Differenzierung der Chondrozyten kommt es zu stetigen Verdnderungen der Zellen und deren
umgebender Matrix. Aus diesem Grund ist es moglich fiir die einzelnen Zellstadien

verschiedene Marker zu definieren (Goldring ef al., 2006) (Abb. 1.5).

Fir diese Arbeit wurden aus den verschiedenen Markern der unterschiedlichen
Differenzierungsstadien einzelne ausgewdhlt, um die Differenzierungsstadien der

untersuchten Chondrozyten bestimmen zu kdnnen. Diese sind folgenden genauer beschrieben.
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Mesenchymale Zell- Chondroprogenitor Chondrogenese und Vaskularisierung
Proliferation und Proliferation und terminale und kalzifizierung Verknicherung
Kondensation Differenzierung Differenzierung der Knorpelmatrix
TGF-B,
Wnt-3A,7A FGF-18/FGFR3 VEGF
FGF-2.4.8,10 1GF-1 BMP-2.7 FGF-2/FRF-R1 #
Sonic Hh FGF-27FGFR2 PTHrP Wntl4/
BMP-2.4.7 BMP-2.4,7,14 Ihh/Ptc B-catenin )
*
HoxA, HoxD Sox9.5.6 Statl Runx2
Sox9 Gli3,2 Osterix
Gli3 Runx2 TCF/Lefl
Fra2/JunD [ ]
&—Fibronektin —> &———— Aggrekan ——>
<— N-cadherin—>>
&— Tenascin ——>
<— Hyaluronan —>
<—COMP
&— Kollagen]—>  €— Kollagenll B, IX , X| ———————> €— Kollagen X ————> €— Kollagen! —>
< Kollagen I A, > Osteocalcin
X

Abb. 1.5 Marker der unterschiedlichen Chondrozytendifferenzierungsstadien. Schematische Darstellung
der einzelnen Differenzierungsstadien. Oberhalb der Pfeile ist das Muster der Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren dargestellt, unterhalb der Pfeile die involvierten Transkriptionsfaktoren. Die Proteine
der ECM, welche in den einzelnen Stadien unterschiedlich sind, sind ganz unten in kursiv dargestellt. ()
Wachstumsfuge, (0) Priméres Ossifikationszentrum, (#) Sekundéres Ossifikationszentrum. Verdndert nach

Goldring et al., 2006.

1.2.4.1 Sox9 (sex determining region Y (SRY)-box 9, geschlechtsbestimmende Region Y-
Box 9)
Der Transkriptionsfaktor Sox9 kann friih in der Chondrogenese wihrend der mesenchymalen
Kondensation gefunden werden. In der Mausentwicklung wurde Sox9 im Embryo an Tag
E8.5 zum ersten Mal detektiert und erreicht seinen Expressionshohepunkt zwischen den
Tagen E11.5 und E14.5 (Wright et al., 1995;Ng et al., 1997). Sox9 induziert unter anderem
die Expression von Kollagen II (Bell et al., 1997;Lefebvre et al., 1997) und wie Kollagen II
wird Sox9 in Prichondrozyten und Chondrozyten exprimiert (Abb. 1.6). In der
Wachstumsfuge findet man grole Mengen an Kollagen II und Sox9 in Chondrozyten der
Ruhezone und der proliferativen Zone. Sox9 wird in hypertrophen Chondrozyten nicht mehr
exprimiert, wohingegen Kollagen II in einem sehr viel geringerem Anteil als zuvor zu finden

ist.
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1.2.4.2 Die Knorpel-Kollagene II und X

Kollagene sind neben Aggrekan die Hauptkomponenten der ECM des Knorpels. Es lassen
sich die Kollagene II, IX, X und XI finden (Bruckner & van der Rest, 1994).

Das Kollagen II wurden in knorpeligen Strukturen von Klaus von der Mark gefunden
(von der Mark et al., 1976). Es kommt in der humanen Wachstumsfuge hauptsichlich in der
proliferativen =~ Zone,  Reifungszone @ und  oberen  hypertrophen = Zone  vor
(Sandberg & Vuorio, 1987) (Abb. 1.6) und bildet mit den Kollagenen IX und XI zusammen
die Knorpelfibrillen (Mendler et al., 1989;Bruckner & van der Rest, 1994). Im Huhn kommt
Kollagen II in allen Knorpelbereichen vor, wird jedoch nur von den proliferierenden
Chondrozyten neu synthetisiert (Leboy et al., 1988). Kollagen X findet man sowohl im
Sduger als auch 1m  Huhn ausschlieflich in der hypertrophen Zone
(Schmid & Linsenmayer, 1985b;Schmid & Linsenmayer, 1985a;Kirsch & von der, 1991)
(Abb. 1.6).

1.2.43 VEGF (vascular endothelial growth factor, vaskulirer endothelialer
Wachstumsfaktor)

In der enchondralen Ossifikation spielt VEGF eine essentielle Rolle bei der Invasion der
Blutgefile in dem Knorpel (Ferrara & vis-Smyth, 1997). VEGF ist sowohl an der
Angiogenese wihrend der Organentwicklung im préd-natalen Stadium beteiligt, als auch an der
post-natalen physiologischen und pathologischen Angiogenese. Es ist ein starker Stimulator
der Endothelzellproliferation, -migration als auch der Rohrenbildung von Gefillen
(Crivellato, 2011). Nachdem VEGF von den hypertrophen Chondrozyten in grolen Mengen
exprimiert (Abb. 1.4) wird kommt es zur Vaskularisierung des hypertrophen Knorpels und
zum Abbau der ECM (Caplan, 1991;Gerber et al., 1999).

1.2.4.4 VDR (Vitamin D-Rezeptor)

Der nukledre Vitamin D-Rezeptor (VDR) (Abb. 1.6) wird von Osteoblasten und hypertrophen
Chondrozyten exprimiert (Narbaitz et al., 1983;Boivin et al., 1987;Johnson et al., 1996).
Zudem ist bekannt das VDR wiederum als ein Transkriptionsfaktor die Genexpression von
u.a. Osteoblasten und Chondrozyten reguliert (Demay et al., 1990;Haussler et al., 1998).
Detailliertere Beschreibung von VDR siehe 1.3.2.1
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Abb. 1.6 Fiir diese Arbeit ausgewihlte Marker der verschiedenen Chondrozytendifferenzierungsstadien.
Marker der einzelnen Stufen der Differenzierung stehen unter den Zellen, die sie exprimieren und iiber den

Differenzierungsstadien. Das Maf} der Genexpression ist in rot dargestellt. Veréndert nach (Zuscik et al., 2008).

1.2.4.5 MMP13 (Matrix-Metalloproteinase 13)

Die Degradation der Knorpelmatrix an der unteren Wachstumsfuge erfolgt unter anderem
durch MMP13. MMP13 gehort zur Familie der Matrix-Metalloproteinasen (MMP), einer
Familie von Endopeptidasen, welche als extrazellulire Regulatoren des Zellwachstums, der
Migration und des Umbaus der ECM gelten (Brinckerhoff & Matrisian, 2002). Andere
bekannte Kollagenasen neben MMP13 sind MMP1 und MMPS, die fiir den Abbau der
Kollagene in der ECM zustidndig sind (Brinckerhoff & Matrisian, 2002).

MMP13 wird von spét hypertrophen Chondrozyten (Abb. 1.6) und Osteoblasten exprimiert
und ermoglicht durch den Abbau der ECM die Mineralisierung durch Osteoblasten, die
Vaskularisierung des Gewebes und die Schaffung des Knochenmarkraumes

(Mattot et al., 1995).
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1.3 Vitamin D

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Rolle von ERp57, einem von zwei Vitamin D-
Rezeptoren, in der Chondrozytendifferenzierung. Aus diesem Grund werden das Vitamin D,
dessen Homdostase und die beiden Rezeptoren hier genauer beschrieben.

Fiir die chemische Identifikation und Synthese von Vitamin D bekam 1938 der deutsche
Chemiker und Biochemiker Adolf Windaus den Nobelpreis fiir Chemie. Im Gegensatz zur
allgemeinen Meinung ist Vitamin D kein Vitamin, sondern ein Steroidhormon. Vom
Menschen kann es entweder iiber die Nahrung aufgenommen oder in der Haut mit Hilfe von
UV-B-Licht hergestellt werden. Fiir diese reine Fotoreaktion wird als Substrat eine
ausreichende Menge an 7-Dehydrocholesterol und UV-B-Licht benétigt (St-Arnaud, 2008).
Um die aktivste Form des Vitamin D, das 1,25 Dihydroxy-Vitamin D3 (1,25-(OH), Vit D3) zu
bilden, sind die 25- als auch die la-Hydroxylierung des Vitamin D notwendig. Die erste
Hydroxylierung des Vitamin D, die 25-Hydroxylierung, geschieht in der Leber. Im Menschen
sind fiir die Hydroxylierung vier Enzyme bekannt, die diese katalysieren konnen: CYP2DII,
CYP2D25, CYP3A4 und CYP2RI1, wobei CYP2Rlvermutlich die Hauptrolle spielt
(Cheng et al., 2004). Fiir die zweite Hydroxylierung des Vitamin D, die 1a-Hydroxylierung
ist im Menschen nur die 25-OH-la-Hydoxylase (CYP27B1) zustindig. Diese ist
hauptséchlich in den Nieren aktiv und wird durch Phosphat und Kalzium sowie verschiedene
Hormonen reguliert (Fraser & Kodicek, 1970). Anders als in den Lehrbiichern beschrieben,
ist bekannt, dass das CYP27B1 konnte auch in verschiedenen anderen Geweben, wie der
Haut, der Plazenta und dem Knorpel nachgewiesen werden (Miller & Portale, 2000), wodurch
vermutet wird, dass es sich hierbei um die Aktivierung von Vitamin D zu autokrinen und
parakrinen Zwecken handelt (Bikle, 2007;Jones, 2007). Die Inaktivierung des CYP27B1-
Genes fiihrt zu einer Krankheit, die in Kindern als Vitamin D-resistente Rachitis Typ 1
beschrieben wurde (PRADER et al., 1961).

1,25-(OH), Vit D3 ist in der Erhaltung des Kalziumhaushaltes mittels Regulation der
Kalziumaufnahme im Darm und der Kalziumabgabe in den Nieren von groBer Bedeutung

(St-Arnaud, 2008) (Abb.1.7).
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Abb. 1.7 Regulation des Kalziumhaushalts. Schematische Darstellung des Kalziumkreislaufs im Menschen.
1,25-(OH), Vit D; reguliert die Aufnahme von Kalzium im Darm. Bei einer hohen Kalzium-
Plasmakonzentration kommt es zur Mineralisierung von Knochen und zur Abgabe von Kalzium iiber die Nieren.
Dieser Haushalt ist zur Verhinderung der Dekalzifizierung von Knochen und zum Schutz vor hypokalziamischen

Tetanie (Neuromuskuldr) notwendig. Verdndert nach DeLuca, 2004.

1.3.1 Rolle von Vitamin D im Knochenwachstum
1,25-(OH), Vit D3 spielt im Langenwachstum von Knochen eine wichtige, wenn auch
indirekte Rolle (Underwood & DeLuca, 1984). Kommt es zu einer Vitamin D Defizienz fiihrt
das bei Kindern zu Rachitis (Pettifor & Prentice, 2011) und bei Erwachsenen zu Osteomalazie
(Dawson-Hughes et al., 1997), einer abgeschwéchten Form der Rachitis. Die Rachitis tritt
meist schon im Zeitraum zwischen dem zweiten Lebensmonat und 2 Jahren auf. Klassische
Symptome der Rachitis sind verzogerter Verschluss der Schédelndhte und Erweichung der
Schiadelknochen. Im Skelett kommt es hdufig zur Kriimmung der Beine (O-Beine),
Verbiegungen der Wirbelsdule und Umformung des Beckens aufgrund der weichen Knochen.
Die Osteomalazie tritt bei Erwachsenen in Form von Knochenschmerzen auf
(Pettifor & Prentice, 2011;Dawson-Hughes et al., 1997).
Aufgrund der Erhaltung des Kalziumhaushaltes, reguliert 1,25-(OH), Vit D; unter anderem
die Mobilisierung von Kalzium aus dem Knochen. Somit ist 1,25-(OH), Vit D; fiir die
Homdostase des Skeletts essentiell. Reguliert wird der Kalziumhaushalt unter anderem von
dem PTH (DeLuca, 2004).
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PTH wird in der Nebenschilddriise produziert und reguliert hauptsdchlich die
Kalziumkonzentration des Blutplasmas (Abb 1.8). Kommt es zu einer Absenkung des
Kalziumlevels im Blut wird PTH freigesetzt und es kommt zur einer vermehrten Aktivitét der
la-Hydroxylase via Aktivierung von cAMP (cyklisches Adenosinmonophosphat) und zur
Freisetzung von Kalzium aus dem Knochen. Eine Erh6hung des Kalzium-Serumlevels iiber
den Normalwert fiihrt zu einer negativen Riickkopplung und somit zur Hemmung der PTH-

Sekretion (Stubbs & Wetmore, 2011) (Abb 1.8).
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Abb. 1.8 Regulation des Vitamin D- und Kalziumhaushalts. Das 25 Hydroxy-Vitamin D; wird gebunden an
das Vitamin-D-Bindungsprotein (DBP) aus dem Blut an der luminalen Seite der Epithelien der proximalen
Tubuli der Niere an den Megalin-Rezeptor gebunden. Nach der Internalisierung und Freisetzung des
25 Hydroxy-Vitamin D; kommt es zur zweiten Hydroxilierung. Positiv reguliert wird die la-Hydroxylase-
Expression iiber cAMP, wohingegen Phosphat, Kalzium und 1,25 Dihydroxy-Vitamin D; das Enzym hemmen.
Parathormonrezeptor (PTH-R). Abbildung aus Loffler und Petrides, 2003.

Generell wird die Blutplasmakonzentration von Kalzium sehr konstant zwischen 2,0 -
2,6 mmol/l gehalten und ist in Bezug auf den Mineralhaushalt im Knochen geséttigt. Kommt
es zu einer Reduktion des Kalzium- und Phosphatgehalts, kann dem iiber die Aufnahme von
Kalzium und Phosphat im Darm entgegengewirkt werden. Eine weitere Kalziumquelle ist das

Kalzium im Knochen, welches im Bedarfsfall freigesetzt werden kann (Abb. 1.7).
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Der Auf- und Abbau des Knochens ist ein stindiger Prozess. Jahrlich werden etwa 10% der
Knochenmasse umgebaut (Kular et al., 2012). Beim Menschen fiihrt ein zu starker Abbau des
Knochens zu Osteoporose, einer Abnahme der Knochendichte, welche hédufig zu
Knochenbriichen fiihrt. Bei Frauen im Alter ab 45 Jahren und Ménnern im Alter ab 55 tritt
diese Krankheit auf, wobei 80% aller betroffenen Frauen nach der Menopause sind
(Harvey et al., 2010;Baron & Hesse, 2012).

Die Gabe von Kalzium fiihrt zur Minimierung von Hypokalzimie und stellt die
Knochenmineralisierung wieder her. Dies konnte sowohl in Menschen als auch in Méusen
beobachtet werden (al-Aqeel et al., 1993).

1,25-(OH), Vit D3 wirkt auf den Knochenstoffwechsel indem es in Osteoblasten eine Reihe
von Proteinenexpressionen induziert, welche am Aufbau der Knochenmatrix und der
Kalzifizierung beteiligt sind. Es ist zum Beispiel bekannt, dass die Fahigkeit von Osteoblasten
die Osteoklastogenese zu unterstiitzen, durch Vitamin D reguliert wird, Vitamin D aber

hierfiir nicht essentiell ist (Takeda ez al., 1999).

1.3.2 Rezeptoren von Vitamin D

1.3.2.1 Vitamin D Rezeptor (VDR)

Der klassische Vitamin D Rezeptor (VDR) gehort zur Superfamilie der nukledren Hormon-
Rezeptoren. Bindung von 1,25-(OH), Vit D3 an VDR fiihrt zu einer Induktion der Expression
der 24-Hydroxylase, Calbindin und Osteocalcin, aber auch VDR und zu einer Repression der
Expression der la-Hydroxylase, PTH und Kollagen I. VDR wird in fast jedem humanen
Gewebe exprimiert (Stumpf et al., 1982;Clemens et al., 1988;Haussler et al., 1998), wobei
Zellen mit wenig oder keinem VDR rote Blutzellen, reifer quergestreifter Muskel und

teilweise die hoch differenzierten Gehirnzellen sind (Eyles et al., 2005).

Abb. 1.9 Bindung des Vitamin D Rezeptors (VDR)
via Retin-9-cis-Sdure-Rezeptor (RXR) an die
DNA. Nach Bindung des 1,25-(OH),Vit D; (V) an
den VDR, bindet dieser Komplex iiber RXR mit
Hilfe der zwei Zink-Finger (Zn) an die DNA.Retin-9-
cis-Sdure (RS). Verédndert nach
(Rassow J. et al., 2008)
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Wachstumsfugenchondrozyten exprimieren in vitro VDR nachdem sie aufgehort haben sich
zu teilen und hypertroph werden (Jikko ef al., 1993). Bekannt ist, dass die Chondrogenese in
Kultur von embyronalen mesenchymalen Zellen aus Hiihner-GliedmaBenknospe durch
1,25-(OH), Vit Ds stimuliert wird und dieser Effekt spezifisch ist, da 24,25-(OH), Vitamin D;
dies nicht ausldst (Tsonis, 1991).

1.3.2.2 VDR-knockout Miuse

Mutationen im VDR-Gen fiihren zu einer Storung des Mineralhaushaltes und der
Knochenmineralisierung. Die zwei Zink-Finger in der VDR-Struktur dienen als DNA-
bindende Domidnen (Abb. 1.9). Diese sind essentiell, Mutationen fithren zu einem
funktionslosen VDR (Yoshizawa et al., 1997;Li et al., 1997;Van Cromphaut et al., 2001).

Es gibt 4 verschiedene VDR-knockout Mauslinien (VDR™), bei denen VDR in allen
Geweben deletiert wurde: je eine in Tokyo (Yoshizawa et al., 1997), Boston (Li et al., 1997),
Leuven (Van Cromphaut et al., 2001) und Miinchen (Erben et al., 2002). Alle bisher
hergestellten VDR-knockout Méuse haben eine Mutation in einem der beiden Zink-Finger
und ihnen allen fehlt, bis auf eine Ausnahme, das VDR komplett. Diese Tiere entwickeln
denselben Phinotyp wie die Menschen mit diesen Mutationen. Eine VDR-knockout Maus
(Erben et al., 2002) hat ein mutiertes VDR das 1,25-(OH), Vit D3 jedoch nicht die DNA
binden kann. Auch diese Maus zeigt den selben Phénotyp wie die VDR -Miuse
(Erben et al., 2002).

Alle Miuse zeigen bei der Geburt keinen Phinotyp, sie sind vital und entwickeln sich,
solange sie gesdugt werden, normal. Die Knochenentwicklung der Tiere ist bis zur Phase des
Entwohnens normal (Kovacs et al, 2005). Wenn die Tiere jedoch entwohnt werden
entwickeln sie Hypokalzdmie, sowie (zum Teil) sekunddren Hyperparathyroidismus (erhohte
PTH-Level aufgrund geringer Vitamin D Level) und Hypophosphatdmie. Ab diesem Alter
werden die Méuse im Wachstum verzogert gegeniiber Wildtyp-Méusen (WT-Miusen) und
entwickeln schwere Rachitis bzw. Osteomalazie (Yoshizawa et al., 1997;Li et al., 1997,
Van Cromphaut et al., 2001;Erben et al., 2002). Nach dem Entwohnen ist das longitudinale
Wachstum der langen Knochen vermindert. Eine fortschreitende Rachitis und erweiterte
epiphyseale Wachstumsfuge, die verstirkt ungeordnet ist, konnten bei den VDR -Tieren
beobachtet werden. Die Wachstumsfugen dieser Tiere zeigen zundchst keine Verdnderung;
Ruhezone und proliferative Zone sind normal ausgebildet und auch die
Differenzierungsmarker Kollagen X und Osteopontin sind gegeniiber den Kontrolltieren nicht

verandert (Li et al., 1997;Yoshizawa et al., 1997;Erben et al., 2002).
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Eine stark beeintrdachtigte Apoptose der hypertrophen Chondrozyten fiithrt in den
VDR™- Tieren zu einer Ausdehnung der Wachstumsfuge, welche sich schon kurz nach dem
Entwohnen zeigt (Donohue & Demay, 2002). Dieser Phénotyp tritt aufgrund einer
verdnderten Mineralzusammensetzung des Serums auf, da die Kalziumaufnahme im Darm in
erwachsenen Méusen stark reduziert ist (Van Cromphaut et al, 2001). Zudem sind die
Serumlevel von 1,25-(OH);, Vit D3 erhoht aufgrund des sekundidren Hyperparathyroidismus.
Eine erhohte la-Hydroxylase Aktivitit und eine verminderte Aktivitidt der 24-Hydroxylase,
sowie reduzierte Serumlevel von 24,25-(OH), Vitamin D3 nach dem Entw6hnen konnten
nachgewiesen werden (Yoshizawa et al., 1997).

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Verhinderung der Fehlregulation des
Mineralhaushaltes mittels Nahrungszusatzen, der rachitische Phinotyp aufgehoben werden
konnte (Li et al., 1998a;Amling et al., 1999;Van Cromphaut et al., 2001). Aufgrund dieser
Beobachtung wurde auf einen indirekten Effekt von Vitamin D auf die Mineralisierung des
Skeletts geschlossen, indem das Fehlen von Vitamin D zu einer Fehlregulation des

Mineralhaushaltes fiihrt welche der eigentliche Ursprung des Phénotypen ist.

1.3.2.3 Knorpel-spezifische VDR-knockout Maus

Neben den vier verschiedenen VDR-knockout Méusen, bei denen in allen Geweben VDR
deletiert wurde, wurde von Masuyama et al, 2006 eine knorpel-spezifische VDR-knockout
Maus (VDR'/ ‘cre-Maus) generiert um zwischen direkten und indirekten Vitamin D Effekten
bzgl. der Chondrozytendifferenzierung unterscheiden zu konnen. Hierfiir wurden das
Cre/loxP-System verwendet (siehe 1.3.2.10), welches es ermoglicht, Gene unter einem
spezifischen Promoter zu deletieren.

Da Kollagen II in den friithen Stadien der Chondrozytendifferenzierung gefunden werden kann
(Sandberg & Vuorio, 1987) (Abb. 1.6), wird der Kollagen 2al Promotor mit Hilfe der Cre-
Rekombinase genutzt um spezifisch in Chondrozyten mit Hilfe des Cre/loxP-Systems Gene
auszuschalten. Mit Hilfe dieser Col2al-cre-Maus von Ovchinnikov et al. und der
Col2al-cre-Maus von Sakai ef al. konnte gezeigt werden, dass die Expression des fusionierten
Col2al-cre Gens ab Tag E9.5 in den Somiten von Méiusen statt findet. Am Tag 12.5 der
embryonalen Entwicklung konnten in den Rippen, den sich entwickelnden GliedmaB3en und
dem Meckel-Knorpel die Expression des fusionierten Col2al-cre Gens nachgewiesen werden

(Ovchinnikov et al., 2000;Sakai et al., 2001).
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Die so entstandenen VDR "cre-Miuse waren lebendig und zeigten keinen offensichtlichen
Phénotyp. Im Alter von E15.5, bei Neugeboren, bei 15 Tage und 8 Wochen alten Mausen
zeigten die Tiere normale Wachstumskurven. Weder bei den Femurldngen, noch in den
Gesamtwachstumsfugenldngen konnten zu den untersuchten Zeitpunkten Unterschiede
zwischen den VDR cre- und den WT-Tieren gefunden werden. Histologisch konnte keine
Verdnderung des hypertrophen Knorpels beobachtet werden, jedoch wurde eine reduzierte
Expression von Kollagen X bei 15 Tage alten VDR cre-Tieren entdeckt. Zu anderen
Zeitpunkten konnte diese Expressionsverdnderung nicht gefunden werden. Die Kollagen II
Expression war zu allen Zeitpunkten unveridndert. Die Hauptunterschiede zwischen den
VDR cre- und WT-Tieren wurden in der Mineralisierung der Knochen gefunden. In
Neugeborenen und 15 Tage alten Tieren war das Knochenvolumen pro Gesamtvolumen bei
VDRcre”-Tieren signifikant um 50% erhdht. Zudem reichen die Trabekel der
VDR "cre-Tiere zu diesen Zeitpunkten weiter in die Metaphyse als die der WT-Tiere. Im
Alter von 8 Wochen konnten diese Unterschiede nicht mehr gefunden werden. Diese
Verdnderung ging mit einer signifikanten Verminderung der Osteoklastenzahlen bei E15.5,
Neugeborenen und 15 Tage alten VDR cre-Tieren einher. Die Zahl der Osteoblasten war
unverdndert. Erklart wurde die Verminderung der Osteoklasten mit einer verringerten VEGF
und Receptor Activator of NF-kB Ligand- (RANKL-) Expression, welche zu einer
beeintrachtigten Gefd3 Invasion und einer verminderter Osteoklastenzahl in der Metaphyse

fithrt (Masuyama et al., 20006).

1.3.2.4 CYP27B1-knockout Maus

Sowohl Dardenne et al. als auch Panda ef al. haben 2001 eine Maus mit fehlender
25-OH-1a-Hydoxylase (CYP27B1) generiert. Diese Tiere entwickelten einen sehr dhnlichen
Phinotyp wie die konstitutiven VDR-knockout Miuse. Nach dem Entwohnen entwickeln die
Tiere eine verdanderte Wachstumsfuge mit vermindertem Knochenwachstum und eine breite
Wachstumsfuge, wie bei einer Rachitis (Dardenne et al., 2001;Panda et al., 2001). Dies ist
bedingt durch Hypokalzdmie und sekundédren Hyperparathyroidismus (Dardenne et al., 2001;
Panda et al., 2001). Der Phinotyp der Tiere kann ebenfalls durch Nahrungsumstellung
korrigiert ~ werden  (Hoenderop et al, 2002;Dardenne et al, 2003a;
Dardenne et al., 2003b;Rowling et al., 2007).
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Zudem kommt es nach dem Entwohnen wie bei den VDR™™ Miusen zu Osteomalazie: das
trabekuldre Knochenvolumen ist aufgrund einer vermehrten Menge an unmineralisiertem
Knochen erhoht, die Anzahl der Osteoblasten an der Knochenoberfliche ist erhoht, der
Serumlevel von alkalischer Phosphatase ist erhoht und die Mineralanlagerung ist stark
beeintrichtigt, jedoch wurde eine unverdnderte Anzahl der Osteoklasten gefunden

(Dardenne et al., 2001;Panda et al., 2001).

1.3.2.5 Knorpel-spezifische CYP27B1-knockout und CYP27B1 iiberexprimierende
Mause

Neben der konstitutiven CYP27Bl-knockout Maus (CYP27B17-Maus) wurde von
Naja et al., 2009 eine knorpel-spezifische CYP27B1-knockout Maus (CYP27Blcre”-Maus)
generiert, um zwischen direkten und indirekten Vitamin D Effekten bzgl. der
Chondrozytendifferenzierung unterscheiden zu koénnen. Die CYP27Blcre”-Tiere zeigten
gegeniiber den WT-Tieren im Alter von 2 Tagen normale Kalzium-Serumlevel. Die Tibien
der Tiere wurden histologisch und per pCT untersucht. Im Alter von E15.5 waren die
hypertrophe Zonen, der Tiere signifikant breiter als die der WT-Tiere. Der Grund hierfiir war
nicht eine verstirkte Proliferation, sondern eine verminderte Osteoklasten Rekrutierung. Die
Anzahl an Osteoklasten war in CYP27Blcre”-Miusen im Alter von E15.5 reduziert. Bei 2
Tage alten Tieren konnte dieser Unterschied nicht mehr gefunden werden. In diesem Alter
zeigten die CYP27Blcre”-Miuse im pCT signifikant mehr Knochenvolumen, dickere und
mehr Trabekel und eine Verminderung der Trennung einzelner Trabekel. Im Alter von 14 und
42 Tagen konnten keine Unterschiede zwischen den CYP27Blcre” - und den WT-Miusen bei
diesen Analysen gefunden werden.

Parallel zur CYP27Blcre”-Maus generierten Naja et al. 2009 eine knorpel-spezifische
transgene CYP27B1- iiberexprimierende Maus (CYP27B1'). Diese Tiere zeigten im Alter
von E14.5 den gegenldufigen Phidnotypen histologisch und im pCT im Vergleich zu den
E15.5 alten CYP27Blcre”-Miusen. Im Alter von 2 und 42 Tagen konnten keine
Unterschiede zwischen den CYP27B1%®- und den WT-Tieren gefunden werden
(Naja et al., 2009).
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1.3.2.6 ERp57

Neben dem klassischen Vitamin D Rezeptor (VDR) ist ERp57 als ein zweiter Rezeptor fiir
1,25-(OH), Vit D3 beschrieben worden (Boyan et al., 2003). Dieses ERp57 wird in der
Literatur auch als PDIA3, GRp58, ERp60, ERp61 und MARRS (7,25-(OH),Vit D;
membran-associated, rapid response steroid-binding protein) genannt.

Es sind verschiede Funktionen des ERp57 bekannt, wobei die beiden meist beschriebenen
zum einen die Chaperonfunktion des ERp57 im endoplasmatischen Retikulum (ER) ist und
zum anderen die Bindung von 1,25-(OH), Vit Ds.

ERp57 gehort neben ERp72, PS5, PDIR, PDIp, TMX, ERp44 und weiteren Proteinen zu den
Proteindisulfidisomerase- (PDI-) dhnlichen Proteinen (Ferrari & Soling, 1999). Im ER ist
ERp57 wie PDI und die anderen PDI-dhnlichen Proteine hauptsidchlich an der
Qualitdtskontrolle neu synthetisierter Glykoproteine beteiligt (Oliver et al, 1997,
Oliver et al., 1999;Molinari & Helenius, 1999). Zudem ist ERp57 an dem Zusammenbau des
MHC-I (major histocompatibility complex class I) beteiligt, indem es in den schweren Ketten
der Molekiile die Disulfid-Bildung katalysiert (Lindquist et al., 1998;Garbi et al., 2006).

Als 1,25-(OH), Vit D3-Rezeptor wurde ERp57 zunichst als basolateraler Vitamin D
Membranrezeptor (BLM-VDR) beschrieben, welcher fiir die schnelle nicht-genomische
Antwort auf 1,25-(OH),Vit D3 verantwortlich gemacht wurde (Abb.1.10). Diese schnellen
nicht-genomischen Effekte von 1,25-(OH), Vit D; wurden in verschiedenen Geweben und
Spezies beschrieben (Karsenty er al., 1985;Nemere & Szego, 1981;Nemere et al., 1994;
Nemere, 1996;Nemere, 1999).

Es war jedoch zunéchst nicht klar, ob BLM-VDR mit dem eigentlichen VDR verwandt ist.
Die Gruppe um Ilka Nemere konnte 2000 zeigen, dass BLM-VDR und VDR zwei
unterschiedliche 1,25-(OH);, Vit D;-Rezeptoren sind (Nemere et al., 2000). Mdoglich ist aber,
dass diese nicht unabhingig von einander agieren sondern in Kooperation miteinander. So
konnte es sein, dass ERp57 upstream vom VDR agiert und das an der Zelloberfliche
gebundene 1,25-(OH), Vit D3 an das zelluldre VDR {iibergibt.

1.3.2.7 Die Rolle von ERp57 in Chondrozyten

Stimulation von Wachstumsfugen-Chondrozyten Kulturen mit 1,25-(OH), Vit D3 fithren zu
einer  schnellen  Ausschiittung von  Kalziumionen in das  Kulturmedium
(Langston et al., 1990). Da dies innerhalb von einer Minute geschieht, ist davon auszugehen,

dass dies ohne die Expression von Genen passiert.
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Abb. 1.10 Schnelle nicht-genomische Antwort auf 1,25-(OH), Vit D;. Vermutete Mechanismen der Reaktion
von hypertrophen Chondrozyten der Wachstumsfuge auf die Bindung von 1,25-(OH), VitD; (1,25) an ERp57.
Bindung von 1,25-(OH), VitD; an ERp57 fiihrt via der Phospholipase C (PLC) zum schnellen Anstieg von
Diacylglycerol (DAG) welcher zur Translokation von Proteinkinase C (PKC) und dariiberhinaus zur Aktivierung
der Expression verschiedener Gene fiihrt. Zudem kommt es {iber PLC zur Hydrolyse von Phosohatidylinositol
(PIP,), welche zur Produktion von DAG und zur vermehrten Kalziumausschiittung fiihrt (A). Aulerdem kommt
es nach Bindung von 1,25-(OH),D; an ERp57 und Stimulation von Phospholipase A2 (PLA2) zur Aktivierung
der Biosynthese von Prostaglandin (PGE,) mit Hilfe von Arachidonsdure (AA). Dadurch kommt es zur erhdhten
Aktivitit von PLC, zur Transkription verschiedener Gene via AA und Proteinkinase A (PKA) (B).
Phosphoinositol-1,4,5-trisphosphat (IP;), Mitogen-aktivierte Protein Kinase (MAP Kinase), Prostaglandin
Rezeptor 1 (EP1), Guaninnucleotid-bindendes Protein (G-Protein), aktivierte Untereinheit des G-Proteins

(Gq Protein).Verdndert nach Boyan ef al., 2002.

Mehrere Gruppen konnten zeigen, dass die Stimulation von Chondrozyten mit
1,25-(OH), Vit D3 zu einer Verdnderung der Fettsdurezusammensetzung der Zellmembran
fiihrt, welche zu einer erhohten Membranfluiditit fiihrt (Matsumoto et al., 1981;
Rasmussen et al., 1982;Swain et al., 1993) (Abb. 1.10, B). Die Gruppe um Zvi Schwartz und
Barbara Boyan konnte zeigen, dass dies an dem direkten Einfluss von 1,25-(OH);, Vit D; auf
den Phospholipid-Metabolismus via Phospholipase A, (PLA;) und Arachidonsdure (AA) liegt
(Schwartz et al., 1988;Schwartz et al., 1990;Swain et al., 1992) (Abb. 1.10, B). Die Bindung
des 1,25-(OH), VitD; geschieht hierbei an der Zelloberfliche {iber ERp57
(Nemere et al., 2000;Nemere ef al., 2004;Nemere, 2005).
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Durch die Bindung von 1,25-(OH), Vit D3 an ERp57 kommt es zudem zu einer Aktivierung
des ERKI1/2-Signalweges durch Phospholipase C (PLC) und dadurch zur Expression
verschiedener Gene (Sylvia et al, 1993). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung von PLC zu einer Produktion von Phosphoinositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) fiihrt,
was den schnellen Kalziumstrom zur Folge hat (Sylvia et al., 1998).

Zudem konnten Schwartz und Boyan zeigen, dass diese Effekte zu denen in

Ruhechondrozyten und mit 24,25-(OH), Vit D3 unterschiedlich sind (Boyan et al., 2002)

Bei dem Vergleich der Arbeiten der Gruppe um Barbara D. Boyan und Zvi Schwartz sollte in
Betracht gezogen werden, dass die meisten Zellkulturexperimente mit Serum-haltigen Medien
durchgefithrt worden sind. Dieses Serum kann nachweifllich die Differenzierung der
Chondrozyten positiv beeinflussen (Bruckner er al., 1989). Zudem ist unklar welche
Vitamin D-Metaboliten und Vitamin D-Inhibitoren in den Seren enthalten sind, die
moglicherweise die Experimente in unterschiedliche Art und Weise beeinflussen kdnnen.
Zumal das eingesetzte Serum je nach Charge unterschiedliche Inhaltsstoffe haben kann und
somit eine gleichbleibende Kulturbedingung nicht garantiert werden kann. In unserer Gruppe
werden alle Zellkulturexperimente aufgrund dieser Tatsache serumfrei durchgefiihrt. Auch
die Kulturbedingungen welche die Gruppe um Barbara D. Boyan und Zvi Schwartz fiir
Chondrozyten verwendet sind kritisch zu betrachten. Sie lassen die Chondrozyten in
Monolayer wachsen und passagieren diese je nach Zellrasendichte. Diese Kulturbedingungen
konnen im Gegensatz zu den von uns verwendeten Suspensionskulturen auf bzw. in Agarose

zur Dedifferenzierung der Chondrozyten fiihren (1.3.2.8).

In unserer Gruppe konnte 2008 gezeigt werden, dass Chondrozyten dieses ERp57 an der
Zelloberfldache tragen. In vitro bindet 1,25-(OH), Vit D3 an ERp57auf der Zelloberfldche von
Chondrozyten. Nach Stimulation dieser Zellen mit IGF-I kam es zu einer Freisetzung bzw.
einem Abbau von ERp57 mittels Cysteinproteasen, wie zum Beispiel Cathepsin L, was zur
Differenzierung der Zellen fiihrte. Dies lies den SchluB3 zu, dass 1,25-(OH), Vit D3 in vitro die
Differenzierung von Hiithner-Chondrozyten via den Zelloberflichenrezeptor ERp57 inhibiert.
Diese, flir die Differenzierung der Chondrozyten essentielle Abspaltung, geschieht durch
Cysteinproteinasen, welche von den Chondrozyten nach IGF-I Stimulation selbst produziert

werden (Dreier et al., 2008) (Abb. 1.11).
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Abb. 1.11 Einfluss von 1,25-(OH),Vit D; auf die IGF-I vermittelte Differenzierung von Chondrozyten.
IGF-I Stimulation von Chondrozyten fiihrt zur Sekretion von Cysteinproteinasen, welche ERp57 (E) von der
Zelloberflache entfernen und so die Differenzierung der Chondrozyten einleiten. Die nicht differenzierten
Chondrozyten produzieren Kollagen II (Koll II), wohingegen die hypertrophen Chondrozyten Kollagen X
(Koll X) und alkalische Phosphatase (AP) produzieren. Das Volllinge ERp57 wird zu jedem Stadium ins
Medium abgegeben, die Fragmente von ERpS57 lassen sich erst nach Stimulation mit IGF-I finden. (V)
1,25-(OH), Vit D3 Verédndert nach Dreier et al., 2008.

1.3.2.8 Primire Chondrozyten in Kultur

Primérkulturen mit Chondrozyten werden héaufig verwendet, um in vitro Untersuchungen an
den Chondrozyten unterschiedlicher Reifungsstufen zu realisieren. Hierfiir eignen sich
Chondrozyten aus Hiihnersterna besonders, da die Entwicklung des embryonalen
Hithnersternums  der  Bildung  des  primdren  Ossifikationszentrums  dhnelt
(Cancedda et al., 1995). Innerhalb des Hiihnersternums entwickeln sich ab dem 17. Tag
in ovo zwei Populationen von Chondrozyten, die unterschiedlich differenziert sind. Der
kraniale Teil des Sternums, rechts und links von der Mittelachse, enthdlt hypertrophe
Chondrozyten, wohingegen im peripheren Bereich die Chondrozyten weiterhin proliferierend

sind (D'Angelo & Pacifici, 1997).
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Die kranialen Chondrozyten beginnen die Produktion von Kollagen X (Gibson & Flint, 1985;
Reginato ef al., 1986a;Reginato et al., 1986b) und ab Tag 18 in ovo beginnt in diesem Bereich
die Verknocherung und Vaskularisierung des Sternums. Im Gegensatz zum kranialen bleibt
der kaudale Bereich bis zu zwei Monate nach dem Schliipfen des Huhns knorpelig
(Iwamoto et al., 1993).

Ein hdufiges Problem hierbei ist allerdings, dass der Chondrozytenphdnotyp instabil ist
(Coon, 1966). Chondrozyten aus Primérkulturen (Hiithner Tibien und Sterna) dedifferenzieren
unter adhdsiven Kulturbedingungen und in Gegenwart von Seren in den Kulturmedien und
erlangen einen Fibroblastenphdnotypen, wohingegen Chondrozyten, die in Suspension in oder
auf Agarose gehalten werden, ihren Phénotypen erhalten und differenzieren konnen
(Castagnola et al., 1986;Gibson & Flint, 1985;Bruckner et al., 1989).

Um die suspendierten Zellen proliferieren und differenzieren zu lassen, bendtigen sie
Stimulanzien wie z.B. den Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor I (Insulin-like growth factor I,
IGF-I) (Bohme et al., 1992), hohe Insulinkonzentrationen (Quarto et al., 1992) oder Fotales
Kilber Serum (FKS) (Bruckner et al., 1989). Zudem bedarf es der Zugabe von Ascorbat,
einem Cofaktor der Prolyl- und Lysylhydroxylase, durch den Kollagenketten korrekt
hydroxyliert werden und stabile Triplehelices gebildet werden koénnen (Prockop et al., 1979),

welche fiir eine Differenzierung der Chondrozyten notwenig sind (Dozin et al., 1992).

1.3.2.9 ERpS57 knockout Miuse

Der konstitutive knockout von ERp57 in Miausen ist embryonal letal (Garbi et al., 2006). Aus
diesem Grund wurden von Wang et al. 2010 Mause, welche heterozygot fiir den ERp57
knockout waren untersucht. Die heterozygoten Tiere waren lebensfahig und fertil. Die Tiere
zeigten gegeniiber WT-Tieren im Alter von 15 Wochen eine signifikante Zunahme in der
Bildung des trabekuldren Knochens in der distalen femuralen Metaphyse jedoch keine
Unterschiede in der femuralen Epiphyse und eine geringe Abnahme des kortikalen Knochens

in der Mitte der femuralen Diaphyse (Wang et al., 2010).

1.3.2.10 Das Cre/loxP-System

Um Mause zu generieren in denen spezifische Gene an bestimmten Lokalisationen
ausgeschaltet sind, verwendet man das Cre/loxP-System. Hierbei wird das gewlinschte Gen
mit einer cre-Rekombinase, die unter Kontrolle eines spezifischen Promotors exprimiert ist,

nur an Lokalisationen, in denen der Promotor aktiv ist, ausgeschaltet.
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Das Enzym Cre-Rekombinase vermittelt die Rekombination zwischen zwei identischen
Erkennungssequenzen, den loxP-Elementen (loxP = locus of crossing over (x) aus Phagel).
Die Cre-Rekombinase funktioniert als Topoisomerase und schneidet innerhalb der loxP-
Sequenz doppelstrangige DNA heraus (Feil ef al., 1997;Feil et al., 2009).

Zur Generierung einer Maus mit einer Gewebe-spezifischen Deletion eines Gens (Gewebe-
spezifische KO) bedarf es somit zwei verschiedener Maus-Stamme, die miteinander verpaart
werden. Zum einen einer Maus mit einem von loxP-Elementen flankierten Ziel-Gen. Zum
anderen einer Maus, welche die Expression der Cre-Rekombinase mit Hilfe eines Gewebe-
spezifischen Promotors kontrolliert.

Im Falle dieser Arbeit soll eine Maus mit einer Chondrozyten-spezifischen Deletion des
ERp57-Gens generiert werden. Hierfiir wurde eine generierte gentechnisch verdnderte Maus
genutzt, bei welcher loxP-Sequenzen vor das Exon 2 und hinter Exon 3 des ERp57-Gens
gelegt wurden (Garbi et al., 2006). Diese Maus wurde mit einer Maus verpaart, in welcher die
Cre-Rekombinase knorpel-spezifisch unter dem Promotor des Col2al-Gens exprimiert wird

(Sakai et al., 2001).

1.4 Zellularer Stressabbau

Da ERp57 ein Protein des endoplasmatischen Retikulums ist und an der Proteinfaltung im ER
beteiligt ist (siche 1.3.2.6), spielt der zelluldre Stressabbau in dieser Arbeit womoglich eine
wichtige Rolle.

Das ER ist der Ort in der Zelle, der die idealen Bedingungen fiir die Reifung sekretorischer
und membrangebundener Proteine schafft. Hier kommt es zur Faltung und
Zusammenlagerung von Proteinen, welche hierbei von Chaperonen, wie zum Beispiel ERp57
unterstiitzt werden. Zudem werden neben der Proteinreifung auch die Qualititskontrolle und
der Transport der Proteine aus dem ER hinaus sichergestellt. Kommt es zu einer falschen
Faltung von Proteinen im ER, welche durch Mutationen oder Zellgifte zustande kommen
konnen, kann es zu einer Zusammenlagerung dieser Proteine kommen. Die Zelle bzw. das ER
reagieren auf diese Situation mit ER-Stress (Kozutsumi et al., 1988;Kohno et al., 1993).
Konnen die miB3gefalteten Proteine von der Zelle nicht abgebaut werden, wird die Zelle
aufgrund des ER-Stresses apoptotisch.

Als Maker fiir ER-Stress gelten die beiden Chaperone BIP (B-cell immunoglobulin heavy
chain binding protein) und Hsp90 (Hitzeschockprotein 90), deren Expression in der Situation

von ER-Stress hochreguliert werden.
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1.5 Ziel der Arbeit

Um Prozesse wie die Chondrodysplasien oder Osteoarthrose zu verstehen, ist es notwendig
das Wachstum der langen Knochen via enchondraler Ossifikation in Gédnze zu verstehen. Die
Aufkldrung molekularer Mechanismen der Differenzierung von Knorpelzellen in der
Wachstumsfuge ist hierfiir von besonderer Bedeutung. In dieser Arbeit soll die Rolle von
ERp57 in diesem Prozess untersucht werden.

Zum einen sollte mit Hilfe von kranialen Chondrozyten aus dem Sternum von
Hiihnerembryonen in vitro untersucht werden, welche Rolle ERp57 in differenzierenden
Chondrozyten und den von diesen Zellen freigesetzten Matrixvesikeln spielt.

Kraniale Chondrozyten befinden sich am 17. Tag in ovo in einem Differenzierungsstadium, in
welchem sie begonnen haben zu differenzieren. Dieser Prozess kann in vitro mit Hilfe von
Stimulanzien wie IGF-I fortgesetzt und untersucht werden. Diese differenzierenden
Chondrozyten setzen Matrixvesikel frei.

Mit Hilfe von Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass ERp57,
welches an der &uBleren Oberfliche von Chondrozyten 1,25-(OH), Vit D; bindet, eine
inhibierende Rolle in der Differenzierung von Chondrozyten in vitro spielt. Wird dieses
ERp57 von der an der dufleren Oberfliche von Chondrozyten entfernt, sind die Chondrozyten
in der Lage zu differenzieren (Dreier et al., 2008). Aufgrund dieser Ergebnisse kam die Frage
auf ob das ERp57 von Chondrozyten in loslicher oder Matrixvesikel-assoziierter Form
abgegeben werden.

Zum anderen sollte mit Hilfe des Cre/loxP-Systems Chondrozyten-spezifische ERp57
defiziente Mduse generiert werden. Hierfiir sollten die Maus, welche ein Lox-P-flankiertes
ERp57-Gen besitzt und welche in der Arbeitsgruppe von G.J. Himmerling (Heidelberg)
generiert wurde (Garbi et al., 2006) mit der Col2al-Cre-Maus, welche Cre-Rekombinase
unter der Kontrolle des Kollagen 2al-Promotors exprimiert (Sakai et al., 2001), verpaart
werden. Mittels dieser Tiere soll die knorpel-spezifische Rolle von ERp57 in vivo untersucht
werden.

Am Ende der Arbeit sollte die Funktion von ERp57 in der Chondrozytendifferenzierung mit

Hilfe der in vitro als auch in vivo Untersuchungen besser verstanden werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Liste der verwendeten Chemikalien& Materialien

Allgemein gebrauchliche Chemikalien und Materialien wurden von den Firmen Merck
(Darmstadt), Roche (Mannheim) Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.
Alle speziellen Chemikalien sind folgend aufgelistet:

Reagenz
Acid Phosphatase, Leukocyte-Kit (387A)

Agarose HT/NT

Alzian Blau 8 GS
AmershamHyperfilm™ MP
BCA-Protein-Assay Kits

BSA

Coomassie Blue R-250
DakoCytomation ARK Animal Research Kit
Dako-Pen

DMEM (4,5 mg/ml Glukose)
dNTPs

Dodecylsulfat Na-Salz (SDS)
Fluoromount G

FKS

GeneRuler™100bp DNA Ladder
Glycerol

Ham's F-12

Human ChondrocyteNucleofectorKit ™
Ladepuffer, 6x

Lumasafe Plus
MemCode " Reversible Protein Kit
Nonidet P40

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin, 100x

Pepsin
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Hersteller

Sigma Aldrich (USA)

FMC Bioproducts (USA)
Serva (Heidelberg)

GE Healthcare (USA)

Pierce (USA)

Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

Dako (Hamburg)

Dako (Hamburg)

Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
NEB (Frankfurt)

Serva (Heidelberg)
SouthernBiotech (USA)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
Fermentas (Litauen)

USB Corporation (USA)
PAA Laboratories (Osterreich)
Lonza (Koln)

Fermentas (Litauen)

Perkin Elmer (Niederlande)
Thermo Scientific (USA)
Biomol (Hamburg)

Serva (Heidelberg)

Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)



Polyethylenfolien

Prestained Broad Range Standards
Prolin, ¢

Protran®

Qiagen® One Step RT-PCR Kit
Red Taq Polymerase

SeakamAgarose

Material und Methoden

Heraeus Kulzer (Wehrheim/Ts.)
Bio-Rad (Miinchen)

MP Biomedicals (Eschwege)
Schleicher & Schuell (Dassel)
Qiagen (Hilden)

Omni Life Science (Bremen)

Biozym (Oldendorf)

Super Signal“WestFemto Maximum Sensitive Substrat Thermo Scientific (USA)

Technovit ©9100 Heraeus Kulzer (Wehrheim/Ts.)
TrizolReagenz Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
Triton X-100 Serva (Heidelberg)

Trypanblau Biochrom (Berlin)
Trypsin/EDTA PAA Laboratories (Colbe)
Ziegenserum Dako (Hamburg)

2.2 Zellbiologische Analysen

Wenn nicht anders erwéhnt, wurde als Zellkulturmedium Dulbecco’s modifiziertes Eagle
Medium (DMEM) mit 4,5g/1 Glukose verwendet. Die Arbeiten wurden unter einer Sterilbank
Mikroflow Biological Safety Cabinet (Nunc, Wiesbaden) durchgefiihrt. Alle nicht kduflich
erworbenen Losungen wurden vor ihrer Verwendung mit einfach deionisiertem Wasser

angesetzt und autoklaviert oder sterilfiltriert (Porengrofle 0,2pum).

2.2.1 Isolierung von Chondrozyten aus Hiihnersterna

Die zur Chondrozytenkultur bendtigten Sterna wurden aus Hiithnerembryonen gewonnen.
Hierflir wurden nach 17tégiger Bebriitung die Embryonen aus den Eiern entnommen und die
Sterna mittels sterilen Pinzetten prapariert. Das Perichondrium (Knochenhaut) wurde von den
Sterna entfernt und diese anschlieBend dreimal in Krebs-Ringer-Puffer gewaschen. Mit Hilfe
eines sterilen Skalpells wurden die Sterna jeweils in ein kaudales, kraniales und mittleres
Drittel geteilt. Der kraniale Bereich wurde mittels Kollagenase B (Img/ml) in DMEM mit
ImM Cystein, 100U/ml Penicillin und 100pg/ml Streptomycin iiber Nacht bei 37°C, 5% CO,
verdaut. AnschlieBend wurden die Zellen in DMEM resuspendiert und zur Entfernung
unverdauter Stiicke iiber einen Swinex-Filter mit 3 Lagen Nylonmembran (Porengrofie
100pum) gegeben.
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Nach dreimaligem Waschen mit Krebs-Ringer-Puffer wurden die Zellen durch Zentrifugation
(600g, 7 min, RT) sedimentiert, in 5-10ml DMEM resuspendiert und in Trypanblau die

Zellzahl mittels Neubauer-Kammer bestimmt.

Chondrozytenmedium Kollagenase-Losung
DMEM, 4,5¢g/1 Glucose DMEM
Penicillin 100U/ml Penicillin 100U/ml
Streptomycin 100pg/ml Streptomycin 100pg/ml
Kollagenase B Img/ml
Cystein ImM
steril filtrieren (Porengrofle 0,2pum)

Krebs-Ringer-Puffer:

Glukose 13,0mM
KCl 5,4mM
KH2P04 l,6mM
MgCl 1,3mM
NaCl 111,2mM
NaHCO:s 4,0mM
Na,HPO4 15,7mM
Penicillin 100U/ml
Streptomycin 100pg/ml
auf pH7,4 bringen

2.2.2 Isolierung von Chondrozyten aus murinen Brustkorben

Von neugeborenen Miusen wurden die Brustkdrbe zur Gewinnung von Chondrozyten aus
den Maéusen frei prapariert und von allen Geweberesten befreit. Die Brustkorbe wurden in
Krebs-Ringer-Puffer gewaschen und anschlieBend iiber Nacht bei 37°C, 5%CO, mittels
Kollagenase-Losung (2.2.1) verdaut. Die Zellen wurden im Anschluss wie Chondrozyten aus
Hihnersterna aufgereinigt und die Zellzahl mittels einer Neubauer-Kammer in Trypanblau

bestimmt.

2.2.3 Kaultivierung von Chondrozyten in Agarose

Die von Benya und Shaffer entwickelte Methode zur Einbettung von Chondrozyten (Benya &
Shaffer, 1982) wurde hier wie folgt modifiziert verwendet. Auf den Boden einer 35mm
Kulturschale ~ wurde  zundchst 0,7ml  1%iger (w/v)  Hochtemperatur-Agarose
(HT-Agarose) gleichmiflig gegossen. Nach dem Verfestigen dieser Agarose bei 4°C wurden
Chondrozyten zur optimalen Kultur in Niedrigtemperatur-Agarose (NT-Agarose) eingebettet.
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Dafiir wurden pro Schale 175ul einer 2%igen NT-Agarose (w/v) mit 175ul zweifach DMEM
und den Zusdtzen BCP (5ul/ml) vermischt. Zu diesem Ansatz wurden 350ul
Chondrozytensuspension (1,5x10° Zellen) gegeben. Zum Absinken der Zellen auf eine Ebene
wurde die Schale flir 15 min auf einen Wiarmetisch (37°C) gestellt und anschlieend zum
Verfestigen der Agarose weitere 15 min bei 4°C gelagert. Die Zellen wurden so iiber Nacht
im Brutschrank (37°C, 5% CO,) kultiviert und am folgenden Tag mit 1ml DMEM und den
Zusitzen ABCP (5pl/ml) versorgt. Alle 2—3 Tage wurde das Medium der Zellen gewechselt.
Zudem wurden je nach Versuch die Zellen IGF-I (100ng/ml) und/oder E-64 (5pug/ml)

stimuliert.

(A)BCP-Stammlosung:

Ascorbinsdure (A) Smg/ml
Aminopropionitril (B) 10mg/ml
Cystein (C) 35,1mg/ml
Pyruvat (P) 22mg/ml
in H2O

sterilfiltrieren, (PorengréBe 0,2pum)

2.2.4 Markierung mittels '*C-Prolin

Zur Bestimmung der Kollagene bzw. der Kollagen-Menge im Medium und in den
Agarosegelen der Chondrozytenkulturen, wurde diesen an Tag 14 in Kultur '*C-Prolin
(1uCi/ml) zu neuem Medium hinzugefiigt. Hierdurch wurden die neusynthetisierten Proteine
radioaktiv markiert. Die markierten Kollagene wurden isoliert, aufgereinigt, mittels SDS-Gel
aufgetrennt (2.3.8 und 2.3.9) und die Kollagen II und X wurden fluorographisch (2.3.11) und

densitometrisch quantifiziert.

2.2.5 Isolierung von Matrixvesikeln

Matrixvesikel konnen aus dem Medium von Chondrozyten isoliert werden. Hierflir wurde das
Medium von den Zellen abgenommen und mittels Zentrifugation (600g, 7 min, RT) von
samtlichen Agaroseresten befreit. AnschlieBend konnen durch Ultrazentrifugation (100.000g,
1 h, 4°C) die Matrixvesikel isoliert werden. Die so entstandenen Matrixvesikelpellets wurden
je nach Verwendung in PBS, Lysepuffer oder Probenpuffer aufgenommen und bei 4°C

gelagert.

39



Material und Methoden

PBS (10x) Lysepuffer

NaCl 137mM Trisbase 0,2M
KCl 2,7mM MgCl, 1,6mM
Na,HPO4x 7H,0 4,3mM pHS,1

KH,PO4 1,4mM Triton X-100 1% (v/v)
Reduzierender Probenpuffer (1x)

SDS 2% (W/v)

Glycerol 10% (v/v)

Tris-HCI, pH6,8 60mM

Bromphenolblau 0,001% (w/v)

Mercaptoethanol 5% (v/Vv)

2.2.6 Transfektion von Chondrozyten

Vor der Transfektion von Chondrozyten wurden diese fiir zwei Tage in Vorkultur unter
adhédsiven Kulturbedingungen gehalten, so dass sich die Zellen von der Isolierung
regenerieren konnen. Hierfiir wurden 7,5x10° Zellen in einer 100mm Kulturschale in 1:1
DMEM/Ham's F-12 Medium serumfrei ausgesit. Zum Ablosen der Chondrozyten wurde die
Schale zunichst vom Medium befreit, 1x Trypsin auf die Zellen gegeben und dieses nach
10—-15 min mit DMEM + 20% FKS inhibiert. Danach wurden die Zellen mit sterilem PBS
mehrmals gewaschen.

Fir die Transfektion wurde das Human Chondrocyte Nucleofector Kit'™ mit dem
Nucleofector™ unter Anwendung des Programms X-05 verwendet. Wie vom Hersteller
empfohlen wurden 1,1x10° Chondrozyten mit 0,5 pg (10ul) siRNA (Tabelle 2.1) transfiziert.
Hierfiir wurden die Zellen in 100ul Human Chondrocyte Nucleofector-Losung aufgenommen,
mit der siRNA versetzt und in den mitgelieferten Kiivetten transfiziert. Direkt nach der
Elektroporation wurde 500ul vorgewiarmtes DMEM + 10% FKS zu den Zellen gegeben und
diese fiir 1 h im Brutschrank (37°C, 5% CO,) inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium
durch DMEM + BCP ersetzt und die Zellen wurden in Agarose (2.2.3) mit und ohne Zugabe
von IGF-I kultiviert.

Zur Isolierung von RNA aus transfizierten Chondrozyten wurden diese in Suspensionskultur
gehalten. Hierfiir wurden 35mm Kulturschalen mit 0,7ml 1%iger (w/v) HT-Agarose (in
DMEM gelost) beschichtet und anschlieend die Chondrozyten in einer Dichte von 2,2x10°
Zellen in Iml DMEM und 5pl BCP iiber Nacht im Brutschrank (37°C, 5% CO,) kultiviert.
Am folgenden Tag wurde Ascorbinsdure (Smg/ml) zu den Zellen gegeben und diese fiir vier

Tage in Kultur gehalten, um anschlieBend die RNA dieser Zellen zu isolieren (2.4.1)
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Tabelle 2.1:Sequenzen fiir die siRNA (Gallus gallus)

Name Sequenz 5° — 3’ Funktion
stealth 346 (si) ugacaauuccaucugcuguccuggg | siRNA spezifisch gegen ERp57
stealth 1005 (si) caugcaggaagaauucucccgugau | siRNA spezifisch gegen ERp57
stealth control 1005 (scr) | caugaaggaaauuucccgcucggau Kontroll-siRNA

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Aktivititsmessung der alkalischen Phosphatase

Die Bestimmung der Aktivitdt der alkalischen Phosphatase wurde nach einer modifizierten
Methode von Bessey (BESSEY et al.,, 1946) durchgefiihrt. Hierfiir wurden 50ul des zu
untersuchenden Mediums bzw. der zu untersuchenden Matrixvesikel, die in Lysepuffer gelost
wurden, mit 450u1 Reaktionsldsung versetzt und bei 37°C fiir 30 min inkubiert. Die Reaktion
wurde mit 500ul Stopplosung beendet und anschlieBend wurde die Extinktion der Probe bei

405nm bestimmt.

Reaktionsldsung Stopplosung
p-Nitrophenylphosphat  0,2% (w/v) NaOH M

in Diethanolamin-HCl 1M EDTA 0,2mM
pH 9,8

2.3.2 Isolierung von Proteinen aus Zellkulturmedien

Zur Bestimmung verschiedener Proteine, die von Chondrozyten sezerniert werden, wurden
diese aus dem Medium der Zellen gewonnen. Hierfiir wurde das Medium zunéchst mittels
60%iger  Trichloressigsdure (225ul/ml  Medium) und 1% (v/v) Triton X-100
(139ul/ml Medium) fiir 20 min auf Eis geféllt. AnschlieBend wurde die Probe zentrifugiert
(14500g, 20 min, 4°C), der Uberstand verworfen und das Pellet mit zweimal 96%igem
eiskalten EtOH und einmal mit eiskaltem Aceton gewaschen. AbschlieBend wurde das Pellet
bei 37°C getrocknet und je nach Verwendung mit PBS oder reduzierendem Probenpuffer

(2.2.5) versetzt.
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2.3.3 Isolierung von Proteinen aus Zellen in Agarose

Fiir die Isolierung von Proteinen aus Zellen wurde die Agaroseschicht in Lysepuffer (2.2.5)
bei 4°C iiber Nacht rotiert und anschlieBend zentrifugiert (600g, 7 min, RT). Zur Gewinnung
der Proteine wurde der Uberstand anschlieBend gefillt (2.3.6) und mit reduzierendem

Probenpuffer versetzt (2.2.5).

2.3.4 Isolierung von Proteinen aus murinen Hiiftkopfen

Zur biochemischen Untersuchung der Proteine muriner Chondrozyen wurden Hiiftkopfe aus
neugeborenen Maiusen isoliert und der artikuldre Knorpel mit Hilfe eines Skalpells vom
Hiiftkopf abgetrennt. Dieser wurde gemorsert und anschlieBend mit reduzierendem

Probenpuffer versetzt (2.2.5).

2.3.5 Proteinmengenbestimmung mittels BCA-Test

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinen in Losung wurde mit Hilfe eines BCA-
Protein-Assays Kits nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Farbverédnderung
der Proteinlosung wurde gegen eine BSA-Standardreihe bei einer Extinktion von 560nm

gemessen.

2.3.6 Fillung von Protein mittel Trichloressigsiure (TCA-Fillung)

Um Proteine im Medium nachweisen zu konnen, mussten diese zunidchst mit 60%iger
Trichloressigsdure (225ul/ml Medium) und 1%igem Triton (139ul/ml Medium) fiir
mindestens 20 min auf Eis geféllt werden. AnschlieBend wurden die Proben abzentrifugiert
(14500g, 20 min 4°C) das Pellet zweimal mit 96%igem Ethanol und einmal mit Aceton
gewaschen. Zum Abschluss wurde das getrocknete Pellet in PBS oder Probenpuffer

aufgenommen.

2.3.7 Isolierung von Kollagenen aus Zellkulturmedien

Um Kollagene aus Zellkulturmedien nachzuweisen wurde zunidchst Iml Medium der Kultur
nach '*C —Prolin Markierung (2.2.4) abgenommen, zentrifugiert (14500g, 15 min 4°C), der
Uberstand mit 100l Pepsin (10mg/ml in 1N HCI) versetzt und fiir 2 h bei RT rotiert. Zur
Neutralisation der Probe wurden 70ul Tris (1M) hinzugefiigt und anschlieBend wurden die

Proben durch Zusetzen von 1M NaOH auf pH 7 gebracht.
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Mit 4,5M NaCl wurden die Proteine iiber Nacht bei 4°C gefdllt, am ndchsten Morgen
zentrifugiert (14500g, 30 min 4°C) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100ul
H,O dest aufgenommen, 300ul eiskaltes 96% EtOH wurden hinzugefiigt und bei -20°C fiir
mindestens 1 h inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (14500g, 30 min 4°C) wurde der
Uberstand verworfen, das Pellet bei 95°C getrocknet und in 70ul reduzierendem Probenpuffer
(2.2.5) aufgenommen. 2ul der Probe wurden in einem Szintillationsgefd3 mit 100l H,O dest
und 2ml Lumasafe Plus versetzt und die Zihlrate mittels Szintillation (B-Counter)
(Beckman, Krefeld) ermittelt, so dass anhand der Werte gleich viel radioaktivmarkierte

Kollagene von jeder Probe auf ein SDS-Gel (2.3.9) aufgetragen werden konnte.

2.3.8 Isolierung von Kollagenen aus Agarose

Zum Nachweis von Kollagenen aus Agarose wurden zunichst die '*C —Prolin markierten
(2.2.4) Zellen inklusive des Mediums iiber Nacht bei -20°C eingefroren. Anschlieend
wurden sie bei RT aufgetaut, und sowohl das Medium als auch die obere Agaroseschicht
wurden in JA20.1 Zentrifugenréhrchen iiberfithrt und mit Sml Pepsinlosung (1mg/ml Pepsin
in 0,2M NaCl, 0,5M CH3;COOH) bei 4°C fiir 72 h geriihrt. Die Proben wurden anschlieBend
mit 500pul 1M Tris und 10ul NaOH zur Inaktivierung des Pepsins auf pH 7 gebracht. Uber
Nacht wurden die Proben anschlieBend mit 17,5mg/ml NaCl bei 4°C geriihrt. Die Proben
wurden zentrifugiert (22500g, 30 min, 4°C), die Uberstinde in neue JA20.1 Rohrchen
iiberfithrt und die Kollagene iiber Nacht bei 4°C mit 200mg/ml NaCl-Losung geféllt. Am
nichsten Tag wurden die Proben zentrifugiert (34500g, 45 min, 4°C) und der Uberstand
anschliefend verworfen. Die verbliebenen Pellets wurden in 300ul 0,4M NaCl in 0,1M
Tris-HCIl aufgenommen, 900ul kaltes 96%iges EtOH hinzugegeben und fiir mindestens 2 h
bei -20°C gefillt. Nach einer weiteren Zentrifugation (14500g, 30 min, 4°C) wurde der
Uberstand verworfen und die Pellets in 300ul H,O dest aufgenommen, 900pl kaltes 96%iges
EtOH hinzugefiigt und die Kollagene iiber Nacht gefdllt. Nachdem die Proben zentrifugiert
(14500g, 30 min, 4°C) wurden, wurde der Uberstand verworfen und die Pellets in 70ul
Probenpuffer (2.2.5) aufgenommen. Wie bei der Isolierung von Kollagenen aus dem
Kulturmedium (2.3.7) wurde die Menge an radioaktivmarkierten Kollagenen durch

Fliissigszintillationszahlung bestimmt.
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2.3.9 SDS-Gelelektrophorese

Gemische von Proteinen wurden nach der von Laemmli entwickelten Methode
(Laemmli, 1970) unter denaturierden Bedingungen nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Hierfiir wurden diskontinuierliche Gradientengele (Acrylamidgehalt 4,5-15%) verwendet. Zur
Aufkonzentration der Proteine und Gewinnung einer einheitlichen Lauffront wurde das
Trenngel mit einem 4,5%igen Sammelgel iiberschichtet. Die in reduzierendem Probenpuffer
befindlichen Proteine wurden 5 min bei 95°C aufgekocht und anschlieBend auf das Gel
aufgetragen. Um die GroBen der Proteine bestimmen zu kénnen wurde zusétzlich zu den
Proben ein Molekulargewichtsstandard (Prestained Broad Range Standards) mit bekannten
GroBen auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine geschah bei einer Stromstérke

15-30mA bei Raumtemperatur.

Trenngelpuffer (4x) Sammelgelpuffer (4x)

Tris-HCI, pH 8,8 1,5M Tris-HCI, pH 6,8 0,5M

SDS 0,4% (wW/v) SDS 0,4% (w/v)
Laufpuffer

Tris-HCI, pH 8,8 25mM

SDS 0,1% (w/v)

Glycin 0,2M

SDS-Trenngel SDS-Sammelgel

Trenngelpufter Ix Trenngelpufter Ix
Acryl/Bisacrylamid (32:1) 4,5 bis 15% (w/v) Acryl/ Bisacrylamid (32:1) 4,5% (w/v)
TEMED 0,1% (v/v) TEMED 0,33% (v/v)
Ammoniumperoxodisulfat 100 pg/ml Ammoniumperoxodisulfat  75ug/ml

2.3.10 Farbung von SDS-Gelen mittels Coomassie-Blue

Fiir die Gesamtfarbung der aufgetrennten Proteine im SDS-Gel wurden diese zunichst mittels
Entfarbelosung 1 fiir 30 min fixiert. AnschlieBend wurde das Gel fiir 30 min in
Coomassiefarbeldsung gegeben, fiir 30 min in Entfarbelosung 1 und, bis das Gel entfarbt war,

in Entfarbelosung 2 gegeben. Diese wurde mehrfach gewechselt.

Entfarbelosung 1 Entfarbelosung 2

Methanol 50% (v/v) Methanol 10% (v/v)
Essigsédure 10% (v/v) Essigséure 10% (v/v)
Coomassiefirbeldsung

CoomassieBrilliantblau R-250 0,1% (v/v)

Essigsédure 25% (v/v)

Isopropanol 10% (v/v)
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2.3.11 Fluorografie

Zum Nachweis der radioaktivmarkierten, im SDS-Gel aufgetrennten Kollagene, wurde dieses
nach dem Férben des Gels mit Coomassie (2.3.10), getrocknet. Hierfiir wurde das Gel dreimal
fiir 20 min in DMSO entwissert und fiir mindestens 3 h in 20% (w/v) Diphenyloxazol in
DMSO inkubiert. Hiernach wurde das Gel fiir mindestens 45 min gewéssert und
abschlieBend im Geltrockner (Bio-Rad, Miinchen) getrocknet. Zur Detektion der
radioaktivmarkierten Kollagene wurden Réntgenfilme (Amersham Hyperfilm™ MP) bei

-80°C fiir 1-4 Wochen exponiert.

2.3.12 Immuno-Blot und Immunanalyse

Zur genauen Bestimmung von Proteinen wurden diese nach erfolgreichem Auftrennen durch
SDS-Gelelektrophorese (2.3.9) bei einer Stromstirke von 80mA bei 4°C auf eine
Nitrozellulosemembran (Protran®) 3 h mittels eines SDS-haltigen Transferpuffers
transferiert.

Zur Kontrolle des erfolgreichen Transfers der Proteine auf die Membran wurden die Proteine
mit MemCode " Reversible Protein Kit nach Angaben des Herstellers angefirbt.

Nachdem die Membran entfirbt wurde, wurde diese mit TBS-T kurz gewaschen und fiir
mindestens 30 min bei RT mit Hilfe des Blockpuffers blockiert. Uber Nacht wurde die
Membran mit dem Primédrantikorper (siehe Tabelle 2.2) in Blockpuffer und TBS-T 1:1, bei
4°C schiittelnd inkubiert, anschlieend mehrmals fiir insgesamt 45 min mit TBS-T gewaschen
und mit dem Sekundérantikorper (sieche Tabelle 2.3) in Blockpuffer und TBS-T 1:1, bei RT
fiir 1 h schiittelnd inkubiert. Erneut wurde die Membran mehrmals fiir mindestens 45 min mit
TBS-T gewaschen und abschlieBend mit Femto-ECL (Super Signal®WestFemto Maximum
Sensitive Substrat) 5 min inkubiert. Zur Dokumentation der Chemilumineszens wurden
sowohl ein Chemilumineszenzdetektor Fusion-SL 4.2 MP (Peqlab, Erlangen), als auch

Rontgenfilme verwendet, welche mit dem Entwickler Curix 60 (Agfa, Belgien) entwickelt

wurden.

TBS TBS-T

Tris-HCI, pH 7,4 50mM TBS

NaCl 150mM Tween-20 0,05% (v/v)
Transferpuffer Blockpuffer

Tris 50mM Milchpulver 5% (W/v)
Glycin 380mM BSA 1% (W/v)
SDS 0,1% (w/v)

Methanol 20% (v/v)
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Tabelle 2.2: ,,Primérantikérper Immuno-Blot*

Antikorper Hersteller Verdiinnung
AB099, rabbit polyclonal Ilka Nemere, Utah, USA 1:5000
Anti-ERp57 mouse monoclonal Stressgen, Kanada 1:2000
(Bestellnummer: SPA-725)

Tabelle 2.3: ,,Sekundérantikorper Immuno-Blot*

Antikorper Hersteller Verdiinnung
Anti MouselgG Peroxidase Sigma-Aldrich, USA 1:10000
conjugated(Bestellnummer: A-9917)
ECL™ Anti rabbit IgG Horseradish Peroxidase | Amersham Bioscience, 1:10000
conjugated (Bestellnummer: NA934) USA

2.4 Molekularbiologische Analysen

2.4.1 Isolierung von RNA

Zur Isolierung der RNA wurden 5 - 10x10° Zellen mit 1ml TRIzol versetzt und durch Auf-
und Abpipettieren mittels einer 20 Gauge Kaniile lysiert und anschlieBend wurden die Proben
Smin bei RT inkubiert. Hiernach wurde 0,2ml Chloroform zur Phasenseparation
hinzugegeben, flir 2-3 min inkubiert und zentrifugiert (12.000g, 15 min, 4°C). Die obere
wiéssrige Phase wurde abgenommen, mit 0,5ml Isopropanol vermischt und erneut zentrifugiert
(12.000g, 15 min, 4°C). Vom entstandenen RNA-Pellet wurde der Uberstand entfernt. Das
Pellet wurde mit 1ml 75%igem Ethanol gewaschen und anschlieBend zentrifugiert (7.500g,
5 min, 4°C). Zum Abschluss wurde das Pellet an der Luft getrocknet, in 50ul DEPC-H,O

aufgenommen und bei -80°C gelagert.

2.4.2 Isolierung von DNA aus Miuseschwinzen

Fir die Gewinnung von DNA aus Maiuseschwanzspitzen wurden diese zunéchst in 300ul
PBND-Puffer fiir mindestens 30 min bei RT gewaschen. AnschlieBend wurde der Puffer
abgesaugt, 300ul PBND-Puffer und 8ul Proteinase K (Stammlésung: 10 mg/ml in H,O;
Roche, Mannheim) hinzugefiigt und die Schwinze iiber Nacht bei 56°C schiittelnd lysiert.
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Zur Inaktivierung der Proteinase K wurde die Probe bei 95°C fiir 10 min geschiittelt,

anschlieBend zentrifugiert (13000rpm, 5 min, RT) und der Uberstand in ein neues

Reaktionsgefa3 iiberfithrt. Zur Genotypisierung wurden 2ul der so gewonnenen DNA

unverdiinnt in die PCR (2.4.4) eingesetzt.

PBND-Puffer

KClI 50mM
Tris-HCI, pH8,3 10mM
MgCl, x 6 H,O 2,5mM
Gelatin 0,1mg/ml
Nonidet p40 0,45% (v/v)
Tween 0,45% (v/v)

2.4.3 Oligonukleotide (Primer)

Die verwendeten Oligonukleotide sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt und wurden von

der Firma Eurofins MWG (Ebersberg) bzw. Biolegio B.V. (Nijmegen, NL) synthetisiert. Die

Sequenzen der Primer wurden mit Hilfe der Datenbank NCBI ausgewdéhlt.

Tabelle 2.4: Housekeeping-Primer (Gallus gallus)

Gen Bezeichnung Primersequenz 5’ — 3’ | Ty [°C] Amplikon (bp)
B-Aktin chaktin_for ggtatgtgcaaggecggttt 58 353 cDNA
chaktin rev atggctggggtgttgaaggt 1197 genom. DNA
Tabelle 2.5: Primer zur Expressionsanalyse (Gallus gallus)
Gen Bezeichnung Primersequenz 5° — 3” | Ty [°C] Amplikon (bp)
BIP BIP for gccatggtcctgacaaagat 57 245 cDNA
BIP rev ccaccacccaggtcaaatac 540 genom. DNA
Col I chicken Col2al mRNA for agaaaggaatccagcccaat 60 237 cDNA
chicken Col2al mRNArev acacctgccagattgattcc
Col X CollXmRNAchickenfor ccagttggaccacaaggagt 64 231 cDNA
CollXmRNAchickenrev gcctttaggtccaggaggtc
ERp57 marrs_for tgatccaagggaaggacttg 53 371 cDNA
marrs_rev agggccatcattgttttcag 1461 genom. DNA
ERp72 ERp72 for atatgccatggagccagaag 57 210 cDNA
ERp72 rev caccatggggcatagaactc 795 genom. DNA
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Fortsetzung Tabelle 2.5: Primer zur Expressionsanalyse (Gallus gallus)

Gen Bezeichnung Primersequenz 5° — 3’ | Ty [°C] Amplikon (bp)
Hsp90 Hsp90 for aaggcacaggctttgagaga 57 247 cDNA
Hsp90 rev ccaggccaagtttgatcatt
MMP13 | chicken MMP13 mRNAfor | cttcgtggagaaatgctggtatt 68 * 632 cDNA
chicken MMP13 mRNArev cgttcttcaccgacttccte 2743 genom. DNA
Sox9 chicken Sox9 mRNA for aggaagctggctgaccagta 62 * 193 cDNA
chicken Sox9 mRNArev cgttcttcaccgacttccte 1029 genom. DNA
VDR VDR chickenfor tgttttccaacctggaccte 59 245 cDNA
VDR chickenrev accagtccttcaccatggagt
VEGF chicken VEGF mRNAfor | caaccatgaactttctgetcacttgg 68 * 701 cDNA
chicken VEGF mRNArev | agaaatcaggctccagaaacagg 20906 genom. DNA

* Touchdown-PCR (2.4.5) verwendet

Tabelle 2.6: Genotypisierungsprimer (Mus musculus)

Gen Bezeichnung Primersequenz 5’ — 3’ Ty [°C] Amplikon [bp]
Col2 cre Crefor aacatgcttcatcgtcgg 57 400 cDNA
Crerev ttcggatcatcagctacacc
ERp57 ERp57 for cgccagcctctecatttag 58 wt 355, ko 543
ERp57 revwt 355 caggctgtgatcaccctttt
SRY' SRY for agagatcagcaagcagcetgg 60 * 249 cDNA
SRY rev tettgectgtatgtgatgg

* Touchdown-PCR (2.4.5) verwendet, ' Primer aus (Lavrovsky et al., 1998)

2.4.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (Saiki et al, 1988) konnen spezifische
Nukleinsduresequenzen mit Hilfe von Oligonukleotiden (Primer) und Polymerasen
exponentiell amplifiziert wurden. Diese klassische PCR-Methode wurde fiir die Bestimmung
der Genotypen von Méusen verwendet. Isolierte DNA (2.4.2) wurde als Matrize der PCR

genutzt. Folgendes PCR-Protokoll wurde verwendet:
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Pro Ansatz PCR-Puffer (10x)

DNA 2ul KCI 500mM
PCR Puffer (10x) 2,5ul Tris-HCI, pHS,3 100mM
MgCl, (25mM) 1,25ul MgCl, 15mM
dNTPs (je 10mM) Tul

forward Primer (for) (100nM) Tul
reverse Primer (rev) (100nM) lul
Red Taq Polymerase (2U) Il
H,O ad 25ul

Die Parameter der PCR wurden wie folgt festgelegt:

1. Primédre Denaturierung 94°C 45 sec
2. Denaturierung 94°C 30 sec
3. Hybridisierung Twm der Primer 30 sec 25-30 Zyklen
4. Elongation 72°C 1 min
5. Finale Elongation 72°C 7 min

2.4.5 Touchdown-PCR

Wie die klassische PCR wurde die Touchdown-PCR zur Amplifikation von spezifischen
Nukleinsduresequenzen genutzt. Bei der Touchdown-PCR wurde der Reaktionsansatz der
klassischen PCR verwendet (2.4.4). Fiir die Touchdown-PCR wurde jedoch die
Hybridisierungstemperatur in jedem PCR-Zyklus um 1°C verringert bis die optimale
Hybridisierungstemperatur  (Ty der Primer) erreicht wurde, wobei mit einer
Hybridisierungstemperatur von Ty der Primer + 12°C begonnen wurde. Wurde die optimale

Hybridisierungstemperatur erreicht, folgten 20 weitere Zyklen bei dieser Temperatur.

2.4.6 Reverse Transkription (RT)-PCR
Zur Analyse der mRNA Expression verschiedener Gene der Chondrozyten ist eine
semiquantitative-PCR notwendig. Diese wurde mit Hilfe des Qiagen®OneStep RT-PCR Kit
durchgefiihrt, so dass es mdglich war, in einer PCR sowohl das Umschreiben der RNA in
cDNA als auch die Amplifikation dieser cDNA durchzufiihren. Das Kit wurde nach Angaben
des Herstellers mit 2ul RNA durchgefiihrt.

2.4.7 Gelelektrophorese
Die Produkte der unterschiedlichen PCRs wurden alle mit Hilfe von 2%igen (w/v) Agarose-
Gelen analysiert. Hierflir wurden die Proben mit 6x Ladepuffer vermischt und auf die mit

Ethidiumbromid (1pg/ml) versetzten Agarose-Gele aufgetragen.
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Um die GroBen der DNA-Fragmente bestimmen zu kdnnen, wurde zusitzlich zu den Proben
ein Standard (Gene Ruler 100bp DNA Ladder) mit bekannten Grofen auf das Gel
aufgetragen. Bei einer Spannung von 80-120V fiir 30-60 min wurden die
Nukleinsduresequenzen der Grole nach aufgetrennt. Mit Hilfe von UV-Licht
(UV-Transilluminator-System 2UV; Eurofins MWG, Ebersberg) konnten anschlieBend die
DNA-Fragmente bei einer Wellenlinge von 302nm sichtbar gemacht und dokumentiert

werden.

2.5 Histologische Analysen

2.5.1 Paraffineinbettung von Hinterbeinen

Die einzubettenden Hinterbeine wurden zunéichst fiir 24 h bei 4°C mit 4% (w/v) PFA in PBS
fixiert und anschlieBend in Kassetten gegeben. Verknocherte Hinterbeine wurden in Entkalker
bis zu sechs Wochen inkubiert, so dass die Hinterbeine mit einem Mikrotom geschnitten
werden konnten. AnschlieBend wurden die Proben fiir 24 h in PBS gegeben. Die Hinterbeine
wurden entwissert in dem sie erst fiir 2—6 h bei 4°C in 50%igem EtOH, dann fiir 2—-6 h bei
4°C in 70%igem EtOH und anschliefend iiber Nacht bei 4°C in 96%igem EtOH gelagert
wurden. Nach weiteren 4 h bei 4°C in 96%igem EtOH wurden die Kassetten zweimal fiir
2-6 h bei 4°C in Isopropanol inkubiert. Nach dem Einkapseln der Priparate wurden diese bei
60°C fiir 24 h in ein Intermedium gegeben. AnschlieBend wurden die Préparate in hartes
Paraffin fiir 12h bei 60°C inkubiert und danach in Paraplast gegossen. Von den
Paraffinblocken wurden nach dem Aushirten mittels des Rotationsmikrotom HM 355
(MICROM LaborgeriteGmbH, Walldorf) Sum dicke Serienschnitte hergestellt, die nach dem

Glétten und Austrocknen bis zu ihrer Verwendung bei -20°C gelagert wurden.

Intermedium Entkalker

Isopropanol 50% (v/v) EDTA 10% (wW/v)

Paraffin 50% (w/v) Tris-HCl 3% (w/v)
auf pH 7,4 bringen

2.5.2 Entparaffinieren von Hinterbeinschnitten

Die zu farbenden Schnitte wurden zunéchst entparaffiniert indem sie bei 50 -60°C fiir 20 min
in einem Wirmeschrank gegeben wurden und anschlieBend jeweils fiir 5 min durch eine
Reihe von Bidern zweimal Roti“Histol, dreimal 96%iges EtOH, einmal 70%iges EtOH und

einmal H,O dest gezogen wurden.
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2.5.3 Alcian Sirius Fiarbung

Nach dem Entparaffinieren (2.5.2) der Schnitte wurden diese fiir 15 min in Weigerts
Hamatoxylin gefarbt, anschlieBend 10 min in H,O dest und 10 min in flieBendem
Leitungswasser gewaschen. Nach einer Inkubation von 3 min in 3%iger Essigsdure wurden
die Schnitte 30 min in einer Alcianblau Losung (1% Alzian-Blau in 3%iger Essigsdure
(pH 2,5)) gefdarbt. Die Schnitte wurden fiir 10 min mit Leitungswasser gewaschen und
anschlieend 1 h in einer Siriusrot Losung (0,1% (w/v) Siriusrot in Pikrinsdure (1,2% (w/v))
gefarbt. Zum Entfernen des ungebundenen Farbstoffes wurden die Schnitte fiir 2 min in
0,0IN HCl gegeben und danach jeweils 5 min in H,O dest, 70%igem EtOH, zweimal
96%igem EtOH, zweimal Isopropanol entwissert. AbschlieBend wurden die Schnitte zweimal

5 min in Roti“Histol gegeben und mit Entellan eingedeckt.

2.5.4 Kollagen X Fiarbung

Fiir die Farbung von Kollagen X wurden die Schnitte nach dem Entparaffinieren (2.5.2) in
PBS gegeben und mittels eines Dako-Pen umrandet. Anschlielend erfolgt eine enzymatische
Vorbehandlung: 10 min Protease XIV, dreimal waschen mit PBS fiir 5 min, 90 min
Hyaluronidase, erneut dreimal waschen mit PBS fiir 5 min. Fiir die eigentliche Kollagen X
Farbung wurde das Dako Cytomation ARK Animal Research Kit verwendet. AnschlieSend
wurden die Schnitte mit Weigerts Hamatoxylin fiir 2-5sec gefdarbt, 10 min mit
Leitungswasser gebldut und jeweils 5 min in H,O dest, 70%igem EtOH, zweimal 96%igem
EtOH, zweimal Isopropanol entwéssert. Im Anschluss wurden die Schnitte zweimal 5 min in
Roti®Histol gegeben und mit Entellan eingedeckt. Fiir diese Firbung wurde der Mouse-Anti-

Human Collagen Type X —Antikorper der Firma Quartett aus Berlin (1:25) verwendet.

2.5.5 Tartrat resistente saure Phosphatase-Firbung (TRAP-Firbung)

Zur Féarbung der Osteoklasten in der Wachstumsfuge von Méusetibien wurde die TRAP-
Farbung mit Hilfe des Acid Phosphatase, Leukocyte-Kits durchgefiihrt. Zunichst wurden die
Schnitte entparaffiniert (2.5.2) jedoch ohne die Hitzeentfernung des Paraffins, 5 min in H,O
dest gewaschen und mittels eines Dako-Pens umrandet. Anschliefend wurden 200ul/Schnitt
der zuvor fertiggestellten TRAP-Féarbelosung 1 auf die Schnitte gegeben und diese bei 37°C
fiir 1 h lichtgeschiitzt inkubiert.
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Sul/Schnitt der TRAP-Firbelosung 2 wurde zu der TRAP-Farbelosung 1 auf den Schnitten
hinzugegeben, vermischt und bis zur gewiinschten Férbeintensitit bei 37°C inkubiert. Nach

kurzem Waschen der Schnitte in H,O dest wurden die Proben mit KAISERS Glyceringelatine

eingedeckt.

TRAP-Farbelosung 1 TRAP-Farbelosung 2
Naphthol AS-BI Phosphorsdure  0,25ml Fast Garnet GBC 0,5ml
Azetat Iml Natriumnitrit 0,5ml
Tartrat 0,5ml

H,Odest, 37°C 22,5ml

2.5.6 Hartgewebeeinbettung mittels Technovit

Die einzubettenden Hinterbeine wurden zunidchst fiir 24 h bei 4°C mit Hilfe von 4% (w/v)
PFA in PBS fixiert und anschliefend mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert
(je 3 Tage 70%iger EtOH, 80%iger EtOH, zweimal 96%iger EtOH). Nach der Fixierung
wurden die Hinterbeine fiir 24 h in frisch angesetzten Sorensens Phosphatpuffer und tiber
Nacht in Xylol inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit dem Technovit®9100 Kit nach
Herstellerangaben wie folgt eingebettet: Fiir die Infiltration der Hinterbeine mit
Prédinfiltrationslosung 3 und Infiltrationslésung wurde zusétzlich mehrmals fiir 30 min ein
Vakuum angelegt. Abschlieend wurden die Hinterbeine in Einbettformen gelegt, mit einem
Polymerisationsgemisch tibergossen und im vorgekiihlten Exsikator im Vakuum belassen bis
keine Blasen mehr aufstiegen. Die Einbettformen wurden dann verschlossen und konnten bei
-2°C-0°C mindestens 2 Tage auspolymerisieren. Mit Hilfe des Mikrotoms RM 2165
(Leica, NuBloch) wurden von den Technovitblocken Sum dicke Serienschnitte hergestellt und

diese mit einer Polyethylenfolie iiberzogen.

Sorensens Phosphatpuffer Sorensens Stammldung A
SorensensStammloung A 20ml KH,PO4 0,1IM
SorensensStammloung B 80ml

Sorensens Stammldung B
Na,HPO, x 2H,O 0,1M
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2.5.7 Von Kossa Firbung

Mit Hilfe der von Kossa-Fiarbung werden kalzifizierte Bereiche sichtbar gemacht. Hierflir
wurden die Technovit-Schnitte zunédchst entplastet indem sie jeweils 20 min zweimal in
Xylol, einmal in 2-Methoxyethylacetat und anschliefend 10 min in Aceton inkubiert wurden.
Nach kurzem Spiilen der Schnitte in H,O dest und Leitungswasser, wurden die Schnitte
30 min im Tageslicht in 5% (w/v) Silbernitrat in H,O dest gefdarbt. Dreimal wurden die
Schnitte in Leitungswasser kurz gespiilt, 2 min in Na,COs-Formaldehydldsung gegeben,
erneut dreimal in Leitungswasser kurz gespiilt und zum Binden des iiberschiissigen Silbers in
10% (w/v) Natriumthiosulfat inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte zur Gegenfarbung
8 min mit 0,1% (w/v) Safranin O inkubiert. Nach erfolgtem Spiilen mit Leitungswasser
wurden die Schnitte jeweils 5 min 70%igem EtOH, 80%igem EtOH, zweimal 96%igem EtOH
und zweimal Xylol entwéssert und mit Entellan eingedeckelt. AnschlieBend wurden die Fotos
der Schnitte mittels des Computerprogrammes ImageProPlus5 der Firma Media Cybernetics

ausgewertet.

Na,CO;-Formaldehydldsung

Na2C03 5 g
Formaldehyd 25 ml
destH,O 75 ml

2.6 Eletronenmikroskopie (EM)

Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung der Matrixvesikel wurden diese nach der
Isolierung in PBS resuspendiert und 20ul dieser Losung auf ein Stiick Parafilm gegeben. Auf
diesen Tropfen wurden fiir 5 - 10 min ein zuvor befilmtes und mit Kohle bedampftes EM-
Grid gelegt, so dass das Probenmaterial an das Grid adhérieren konnte. Nach fiinfmaligem
waschen des Grids in HPLC-H20 wurden die Proben mit Hilfe von 20ul 2%ige (w/v)
Uranylacetatlosung 7 -10 min kontrastiert. AbschlieBend wurde das Grid kurz HPLC-H,0, an
Filterpapier abgetupft und bei RT bis zur Analyse gelagert.
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2.7 Mikroskopie

Fir die Analyse der unterschiedlichen Pridparate wurden folgende Mikroskope und

Programme verwendet:
Axiovert 100 (Zeiss, Oberkochen), Programm: Axio Vision Version 2.0.5 (Zeiss)

EM-410 (Philips, Niederlande)

2.8 Gesamtskelettfarbung von Méusen

Die Gesamtskelettfairbung von Méausen dient zur Unterscheidung von Knochen und Knorpel
im Skelett was durch die blaue Farbung des Knorpels mittels Alcianblau und rote Farbung des
Knochens mittels Alizarinrot moglich wurde.

Zur Firbung der Knochen und Knorpel des Gesamtskelettes von ERp57" "~ und WT-
Mausen, wurden diese zundchst von Haut und Innereien frei prapariert. Nach einwochiger
Fixation in 90%igem EtOH wurden die Skelette drei Tage in einer Alcianblau Fiarbelosung
gefdarbt und anschlieend fiir mind. 6 h in 96%igem EtOH fixiert. Die Skelette wurden iiber
Nacht in 2%iger KOH inkubiert, so dass das Gewebe um die Knochen und Knorpel
transparent wurde. Anschlieend erfolgte die Farbung mittels einer Alizarinrot Losung fiir
12-24 h. Die Skelette wurden zunichst in 1%iger KOH fiir 6 h inkubiert und dann bis zur
endgiiltigen Farbentwicklung in einer Lésung aus 1% (w/v) KOH und 20% (v/v) Glycerin
iiberfiihrt. AbschlieBend wurden die Skelette in einem Gemisch aus 50% (v/v) Glycerin und
50% (v/v) EtOH bei 4°C gelagert. Fiir die Analyse der Skelette wurden einzelne Knochen

freiprapariert, fotografiert und am Computer mittels ImagelJ 1.43u ausgemessen.

Alcianblau Féarbelosung Alizarinrot Losung

Alcianblau 0,01% (wW/v) Alizarinrot 0,003% (w/v)
EtOH 96% (v/v) KOH 1% (wW/v)
Essigséure 20% (v/v)

2.9 Periphere quantitative Computertomographie(pQCT)

Fir die Analyse der Femura mittels pQCT wurden diese zundchst aus den Maiusen
entnommen und von jeglichen Geweberesten befreit. Die Knochen wurden in ein in
physiologischer Kochsalzlosung getridnkten Stiick Gaze gebettet, anschlieBend mit Alufolie
umwickelt und dann bei —20°C bis zu Analyse gelagert.

54



Material und Methoden

Die Messungen wurden von Dr. Anja Niehoff am Institut fiir Biomechanik und Orthopédie an
der Deutschen Sporthochschule Ko&ln mit dem XCT Research M  scanner
(Stratec Medizintechnik GmbH, Pforzheim) und dem dazugehdrigen Programm 5.50
durchgefiihrt. Der linke Femur wurde an der distalen Metaphyse (15%, 17,5% und 20% der
Gesamtknochenlénge vom distalen Gelenk ausgehend) und am Mittelschaft (50% der

Gesamtknochenldnge) gescannt.

2.10 Versuchstierhaltung

Die Col2al-Cre-Miduse (Sakai et al., 2001) wurde von A. Aszodi (Miinchen) und die
LoxP-flanked ERp57-Miause (Garbi et al., 2006) von G.J. Himmerling (Heidelberg) zur
Verfiigung gestellt. Alle Mause wurden im Tierstall des Institutes fiir physiologische Chemie
und Pathobiochemie, Uniklinikum Miinster, nach den Richtlinien des Landes NRW
(Haltungsgenehmigung: 39.35.7.1) unter SPF-Bedingungen gehalten und geziichtet. Sowohl
der Genotyp der Tiere als auch die Abwesenheit bestimmter Pathogene wurde regelméfig an

Stichproben kontrolliert.

2.11 Grafikprogramme und statistische Auswertung

Alle Messungen innerhalb dieser Arbeit wurden mit Hilfe der Programme ImageQuant 5.0
oder Imagel 1.43u durchgefiihrt. Die statistische Analyse erfolgte mit Graph Pad Prism 4 und
zur Priifung der Signifikanz wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt. In allen Abbildungen
mit statistischen Analysen wurde der arithmetische Mittelwert mit entsprechender

Standardabweichung gezeigt.

2.12 Datenbanken

Alle Sequenzinformationen wurden aus der Datenbank NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

gewonnen.
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3  Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Funktion von ERp57 in der Chondrozytendifferenzierung
untersucht. Bei den in vitro Analysen lag der Fokus auf der Funktion von Matrixvesikel-
assoziiertem ERp57 und auf Zellkulturexperimente bei denen das ERp57-Gen mit Hilfe von
RNA Interferenz ausgeschaltet wurde, in denen der Einfluss von ERp57 Verlust bzw.
Reduktion auf die Differenzierung von cranialen Hiihnersternumchondrozyten analysiert
wurde. Hauptsdchlich wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit jedoch eine knorpel-spezifische

ERp57 knockout Maus hergestellt und phanotypisch charakterisiert.

3.1 Die Rolle von ERpS57 und Matrixvesikeln in der in vitro

Chondrozytendifferenzierung
In unserem Labor konnte gezeigt werden, dass bei der hypertrophen Differenzierung von
Chondrozyten die Bindung von 1,25-(OH), Vit D; an ERp57 an der Zelloberfliche von
Knorpelzellen eine inhibierende Rolle spielt (Dreier et al., 2008). Wird ERp57 von der
Zellmembran mittels Cystein-Proteasen entfernt oder aber mit Hilfe eines Antikorpers gegen
ERp57 blockiert, kann dieser Effekt aufgehoben werden und die Chondrozyten sind in der
Lage nach IGF-I Stimulation auch in Anwesenheit von 1,25-(OH), Vit D3 zu differenzieren.
Da ERp57 in Hiihnertibien mittels histologischen Farbungen auch in der ECM in
Zell-entfernten Bereichen gefunden werden konnte, kam die Frage auf, ob das ERp57 mittels
gerichteten Transports durch Matrixvesikel von den Chondrozyten entfernt wird, um eine

Differenzierung der Chondrozyten gewéhrleisten zu konnen.

3.1.1 Isolierung und Identifikation von Matrixvesikeln aus
Hiihnerchondrozytenkulturen
Zur Isolierung von Matrixvesikeln aus Chondrozytenkulturen wurden die Chondrozyten
zundchst aus Hiihnerembryonen gewonnen und in Suspensionskulturen in Agarose
genommen (2.2.2, 2.2.3). Nach 14tdgiger Kultur wurden die Matrixvesikel mittels
Ultrazentrifugation aus den Zellkulturmedien gewonnen und in PBS aufgenommen (2.2.5).
Matrixvesikel ~ enthalten  alkalische = Phosphatase = (AP), deshalb  gilt die
AP-Aktivitdtsbestimmung als Nachweis fiir das Vorhandensein von Matrixvesikeln. Die
AP-Aktivitdt wurde sowohl in den Matrixvesikeln als auch den Zentrifugationsiiberstinden

gemessen, um eine erfolgreiche Matrixvesikelisolation zu iiberpriifen (2.3.1).
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Abb. 3.1 Aktivitidtsbestimmung der alkalischen Phosphatase
nach Ultrazentrifugation von Zellkulturmedien. Hierfiir
wurden Hiihnerchondrozyten 14 Tage mit IGF-I als
Differenzierungsstimulanz kultiviert, die Medien
ultrazentrifugiert und die Aktivitédt der alkalischen Phosphatase
im Pellet und im Uberstand photometrisch bei 405nm
bestimmt. Exemplarisch ist ein reprdsentatives Experiment

dargestellt.

In den Zentrifugationsiiberstinden konnte keine aktive alkalische Phosphatase gemessen

werden, wohingegen diese in den Pellets detektiert werden konnte (Abb. 3.1). Somit konnte

gezeigt werden, dass die Matrixvesikel erfolgreich und quantitativ aus den Zellkulturmedien

isoliert werden konnten.

Zur zusitzlichen Kontrolle der erfolgreichen Isolierung der Matrixvesikel wurden diese nach

einer Kontrastierung mit Uranylacetat im EM sichtbar gemacht (2.6). Wie in der Literatur

beschrieben lassen sich Vesikel mit einer GroBBe bis zu ca. 200nm Durchmesser und einer

Doppelmembran finden (Anderson & Reynolds, 1973) (Abb. 3.2).

P AP e R

100nm

Abb. 3.2 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Matrixvesikeln. Isolierte Matrixvesikel wurden mit

Uranylacetat kontrastiert und im EM bei einer 38.000x Vergroflerung sichtbar gemacht. Es lassen sich

Strukturen mit den fiir Matrixvesikel beschriebenen Doppelmembranen (DM) erkennen, die einen Durchmesser

(d) von 100-200nm aufweisen.
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3.1.2  Nachweis von ERp57 in Matrixvesikeln und Uberstiinden

Um die Rolle von ERp57 in Matrixvesikeln zu untersuchen, muss dieses Protein zunéchst in
oder auf den Matrixvesikeln nachgewiesen werden. Dieser Nachweis erfolgte mittels
Immuno-Blot Analyse (2.3.9, 2.3.12). Hierfir wurden zundchst die Matrixvesikel aus
Kulturmedien von Chondrozytenkulturen isoliert (2.2.5), in Lysepuffer (2.2.5) aufgenommen
und der Proteingehalt mittels BCA-Test bestimmt (2.3.5). AnschlieBend wurden die Proben
mit reduzierendem Probenpuffer (5x) versetzt, auf ein SDS-Gel aufgetragen und mittels
Immuno-Blot analysiert. Zur Identifikation des ERp57 in bzw. auf den Matrixvesikeln

wurden sowohl der AB099- als auch der SPA-725-Antikorper verwendet (2.3.12).

Abb. 3.3 Analyse der Matrixvesikel auf ERp57 mittels

Immuno-Blot. Nach der Isolierung der Matrixvesikel

150 | <— 130kDa-Bande _ .

100 1 wurden deren Proteine mittels SDS-Gelelektrophorese
75 <— Vollliinge aufgetrennt und  mittels Immuno-Blot mit zwei
50 ERp57 unterschiedlichen Antikdrpern gegen ERp57 (SPA-725 und
37 AB099) analysiert. Zwei Banden wurden mit beiden
gg Antikorpern sichtbar, das Volllinge ERp57 (66kDa) und
}8 eine groBere ca. 130kDa grofle Bande. Als GroBenstandard

,\qf: @c, wurde der Prestained Broad Range Standard der Firma Bio-
%Q?" N Rad verwendet.

Sowohl mit dem N-terminal bindenden (AB099) als auch dem C-terminal bindenden ERp57
Antikorper (SPA-725) ldsst sich Matrixvesikel-assoziiertes ERp57 nachweisen (Abb.3.3).
ERp57 ist in der Spezies Huhn mit einem Molekulargewicht von 66kDa beschrieben
(Nemere et al., 1994). Dieses Volllingeprotein kann mit beiden Antikérpern gefunden
werden. Eine zusidtzliche Bande mit einer Grofle von ca. 130kDa tritt in ca. 70% der
Experimente auf. Dabei konnte es sich eventuell um ein ERp57-Dimer handeln.

Zur Kontrolle, ob nach dem Isolieren von Matrixvesikeln noch ERp57 in den verbliebenen
Uberstinden zu finden ist, wurde ein Aliquot des Kulturmediums, mittels TCA-Fillung
aufkonzentriert (2.3.6) und ebenfalls nach Zugabe von Probenpuffer, zunidchst mittels

SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. ERp57 wurde mittels Immuno-Blot mit Hilfe des SPA-
725-Antikérpers in diesen Uberstiinden identifiziert (Abb. 3.4).
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kDa
250
Abb. 3.4 Analyse der Uberstinde auf ERp57 mittels Immuno-
150 Blot. Die Kulturiibersténde wurden nach der
lgg Matrixvesikelisolierung  mittels TCA  gefdllt, durch SDS-
<— Vollléinge ) o
gg ERp57 Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Immuno-Blot mit Hilfe
des SPA-725Antikdrpers auf verbliebenes ERpS57analysiert. Als
gg GroBenstandard wurde der Prestained Broad Range Standard der

Firma Bio-Rad verwendet.

15

10

Auch in Uberstéinden, nach Matrixvesikelisolation, konnten erhebliche Mengen von ERp57
gefunden werden (Abb.3.4). Daraus folgt, dass groBe Mengen des ERp57 nicht in

Matrixvesikel assoziierter Form, sondern in l9slicher Form vorliegen.

3.1.3 Quantifizierung von ERpS7

Um festzustellen, wie viel ERp57 von Chondrozyten in ldslicher Form von der Zelle
freigesetzt wird, wie viel Matrixvesikel-gebunden und wie viel ERp57 sich in der Zelle bzw.
an der Zelle gebunden befindet, wurden Chondrozyten bis zu 14 Tage mit verschiedenen
Stimuli (ohne Stimulation, IGF-I und IGF-I + E-64) kultiviert (2.2.3). Aus den Medien der
Zellen wurden Matrixvesikel an verschiedenen Zeitpunkten (2, 5, 7, 9, 12 und 14 Tage
Kultur) isoliert (2.2.5) und in Probenpuffer aufgenommen. Aus bei dieser Isolation
verbliebenen Uberstinde wurden die Proteine mittels TCA-Fillung aufkonzentriert (2.3.6)
und in Probenpuffer aufgenommen. Die Zellen wurden mit der Agaroseschicht in Lysepuffer
iiber Nacht lysiert, anschlieBen gefillt (TCA-Féllung, 2.3.6), in PBS aufgenommen und auf
ein Gel aufgetragen. Die Proteine wurden mittels Coomassie-Blau gefarbt und die
Bandenintensititen mit Hilfe des Computerprogrammes ImageQuant 5.0 bestimmt. Auf
SDS-Gelen wurden die Matrixvesikel, die Uberstinde und die Zelllysate der
unterschiedlichen Zeitpunkte aufgetragen und nach der Auftrennung gegen ERp57 (Tab. 2.2)

geblottet und die Bandenintensitdten quantifiziert.
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Abb. 3.5 Quantifizierung des ERp57-Vorkommens in verschiedenen Lokalisationen der Zelle. An Tag 9
isolierte Matrixvesikel, Uberstand und Zelllysate wurden mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit
Hilfe des SPA-725 und der Immuno-Blot-Technik analysiert. Die Menge von ERp57 in den einzelnen
Lokalisationen wurde mittels ImageQuant 5.0 bestimmt und mit dem Verdiinnungsfaktor verrechnet. Dargestellt
sind die Ergebnisse eines reprdsentativen Experiments von insgesamt vier Experimenten. A und B zeigen
dieselben Daten, jedoch mit unterschiedlichen y-Achsen zur besseren Darstellung des Matrixvesikel-assoziierten

ERp57 in B.

In Abbildung 3.5 ist die Quantifizierung von ERp57 aus isolierten Matrixvesikeln, Uberstand
und Zelllysat an Tag 9 nach IGF-I Stimulation gezeigt. Es lassen sich durchschnittlich 75%
des ERp57 einer Kulturschale im Zelllysat finden, <1% in den Matrixvesikeln und ca. 25%
im restlichen Uberstand. In allen Experimenten und bei allen Stimuli lieB sich beobachten,
dass der groBte Anteil an ERp57 in bzw. auf den Zellen zu finden ist, wohingegen der Anteil

an ERp57 in Matrixvesikeln im Verhiltnis zu den anderen Lokalisationen sehr gering ist.

3.1.4 Qualifizierung von ERpS7

Da die Menge von ERp57 in bzw. auf Matrixvesikeln nur einen sehr geringen Anteil am
extrazelluldren bzw. zellulirem ERpS57 ausmacht, stellt sich die Frage ob sich das 16sliche
bzw. zellulire ERp57 in seiner Form (Struktur oder Grofle) vom Matrixvesikel-assoziiertem
ERp57 unterscheidet und das unterschiedlich lokalisierte ERp57 somit unterschiedliche
Funktionen ausiiben kann. Zur Beantwortung dieser Frage wurden Immuno-Blots gegen
ERp57 mit den Antikdrpern AB0999 und SPA-725 mit den Proteinlysaten der
unterschiedlichen Lokalisationen durchgefiihrt (Abb. 3.6).
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Die Proteinmengen der einzelnen Fraktionen (Matrixvesikel, Uberstand und Zelllysat)
unterscheiden sich zwischen den beiden Immuno-Blots nicht. Innerhalb eines Immuno-Blots

sind die Proteinmengen der drei Fraktionen jedoch unterschiedlich.
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Abb.3.6 Analyse von Matrixvesikeln, Uberstand und Zelllysat auf verschiedene ERp57-Formen. Nach der
Kultivierung von Chondrozyten mit IGF-I iiber 14 Tagen wurden Matrixvesikel (MV) isoliert, Zelllysate (ZL)
hergestellt und die Uberstinde (U) mittels TCA-gefillt. AnschlieBend wurden die einzelnen Fraktionen mittels

SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe von Immuno-Blot und zwei unterschiedlichen Antikérpern

gegen ERp57 (AB099 und SPA-725) analysiert. Es konnten sowohl das Vollldnge ERp57 («<—) als auch weitere

Banden («—) gefunden werden. Als Gréfenstandard wurde der Prestained Broad Range Standard der Firma

Bio-Rad verwendet.

In allen Fraktionen konnte sowohl mit dem AB099- als auch dem SPA-725-Antikorper das
Volllainge ERpS57, mit einer Grofle von 66kDa nachgewiesen werden (Abb. 3.6). Weitere
Formen von ERp57 in Zelllysat und Uberstand im Vergleich zu den Matrixvesikeln, sowohl
unter Verwendung des N-terminal bindenen AB099 als auch des C-terminal bindenen
SPA-725-Antikorpers gefunden werden. Somit konnten keine Formen von ERpS57
Matrixvesikel-assoziiert gefunden werden, die nicht auch in I6slicher und zelluldrer Form
vorkommen. Dies war auch bei unstimulierten und IGF-I + E-64 stimulierten Zellen der Fall
(Daten nicht gezeigt). Unter Verwendung des AB099-Antikorpers sind z.B. die Volllange-
Banden stérker als unter Verwendung des SPA-725-Antikorpers.
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Das Verhéltnis der Fraktionen zueinander dndert sich hierdurch allerdings nicht, so dass von
einer starkeren Reaktivitit des AB099-Antikorpers ausgegangen werden kann. Die Banden im
SPA-725-Antikorper-Blot mit einer Grée von ca. 30kDa lassen sich in anderen
Experimenten auch im AB099-Blot finden, so dass nicht davon ausgegangen werden kann,
dass kleinere Proteinfragmente nur mit C-Terminus zu finden sind. Somit ldsst sich
zusammenfassen, dass das ERp57, welches sich auf bzw. in den Matrixvesikeln befindet, sich

nicht von dem l6slichen ERp57 in seiner Form unterscheidet.

3.1.5 Inaktivierung von ERp57 in priméiiren Hithner-Chondrozytenkulturen

Zur weiteren Analyse der Rolle von ERp57 in der Chondrozytendifferenzierung wurde mittels
siRNA das ERp57-Gen in diesen Knorpelzellen abgeschaltet. Hierfiir wurden die
Chondrozyten nach ihrer Gewinnung zundchst mit Hilfe von Elektroporation mit zwei gegen
ERp57 gerichtete siRNAs (si) bzw. einer Kontroll-RNA mit nicht-bindender durchmischter
Nukleotidsequenz (scrambled RNA, scr) transfiziert (2.2.6). Die hierfiir zusammen in einem
Ansatz genutzten zwei siRNAs wurden mit Hilfe eines Programmes von Invitrogen
(https://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/) im Bereich des offenen Leserasters (open
reading frame, ORF) von ERp57 ausgewihlt. AuBBerdem wurde die von diesem Programm
bestimmte scr Kontrolle genutzt. Als weitere Kontrollen wurde den Zellen lediglich ein
StromstoB (st) zugefiigt und untransfizierte Zellen (@) genutzt. Nach der Transfektion wurden
alle Zellen 3 Tage kultiviert und anschlieBend die RNA der Zellen aufgereinigt (2.4.1) und
mit Hilfe von One-Step PCR (2.4.6) analysiert.

Abbildung 3.7, A zeigt das erfolgreiche Abschalten des ERp57-Gens in Chondrozyten. Eine
starke Expression von ERp57 in den drei Kontrollen (scr, st und @) war nachweisbar,
wohingegen in der si-Probe keine Expression von ERp57 zu detektieren war. Zum Abgleich
der auf das Gel aufgetragenen DNA-Konzentrationen der einzelnen Ansidtze wurde eine
B-Aktin One-Step PCR genutzt (Abb. 3.7, B). Die Banden entsprachen mit ~370bp von
ERp57 und ~350bp von B-Aktin den erwarteten Grof3en.
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Abb. 3.7 Genexpressionsanalyse mittels PCR zur Kontrolle der Transfektion. Die RNA aus si-transfizierten
(s1), Kontroll-transfizierten (scr), mit Stromstof3 behandelten (st) und unbehandelten (@) Chrondrozyten wurde
isoliert und die Expression von ERp57 (A) und B-Aktin (B) mittels One-Step PCR untersucht. Die PCR-Proben
wurden auf 2%igen Agarosegelen elektophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe von Ethidiumbromid unter UV-
Licht dokumentiert. Als GroBenstandard (M) wurde der Gene Ruler 100bp DNA Ladder der Firma Fermentas

verwendet.

3.1.6 Analyse der Differenzierung von Chondrozyten nach Inaktivierung von ERp57
Aufgrund des Vorkommens von Kollagen II und X in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien von Chondrozyten, ldsst sich mit Hilfe des Verhiltnisses von
Kollagen X zu Kollagen II etwas iiber den Grad der Differenzierung von Chondrozyten
aussagen. Ruhende und proliferierende Chondrozyten produzieren Kollagen II, wohingegen
hypertrophe Chondrozyten Kollagen X produzieren. Um den Einfluss von ERp57 auf die
Differenzierung von Chondrozyten zu untersuchen wurden in den Zellen zunidchst das
ERp57-Gens abgeschaltet (2.2.6), 14 Tage unter Zugabe von IGF-I in Kultur gehalten (2.2.3)
und mit radioaktivem '*C-Prolin (IuCi/ml Medium) iiber Nacht inkubiert (2.2.4).
Anschlieend wurden die Kollagene aus dem Medium und der Agaroseschicht gewonnen
(2.3.8) und mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese (2.3.9) und Fluorographie (2.3.11) sichtbar
gemacht (Abb. 3.8, A).
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Abb. 3.8 Kollagenpriparation von Chondrozyten nach Inaktivierung von ERp57. Mit si-RNA (si)- und
Kontroll-RNA (scr)-transfizierte Zellen wurden iber Nacht '“C-Prolin (1uCi/ml Medium) markiert, die
Kollagene aus Zellen und Medium aufgereinigt und mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt (A). Die
Bandenstdrke von Kollagen II [al(II)] und Kollagen X [al(X)] wurde mittels ImageQuant 5.0 bestimmt und

deren Verhéltnis zueinander in B dargestellt.

In Abbildung 3.8, A ist das Fluorogramm nach Transfektion der Zellen mit si-RNA und scr-
RNA zu sehen. Die Bandenintensitdit der al-Kette von Kollagen X und
al-Kette von Kollagen X wurde in dem Fluorogramm mittels ImageQuant 5.0 bestimmt und
anschlieBend das Verhéltnis der Kollagene zueinander berechnet (Abb. 3.8, B). Die
Kontrollzellen produzieren unter IGF-I Stimulation mehr Kollagen X als Kollagen II. Dies ist
bei den Zellen, in welchen das ERp57-Gen abgeschaltet wurde nicht der Fall, sie produzieren
mehr Kollagen II als Kollagen X. Somit differenzieren Chondrozyten, denen ERp57 fehlt,

unter IGF-I Stimulation weniger stark als die Kontrollzellen.

Neben den oben genannten Markern Kollagen II und Kollagen X, sind noch weitere Marker
fiir die unterschiedlichen Differenzierungsstadien von Chondrozyten beschrieben worden
(Zuscik et al., 2008). Zur genauen Analyse dieser verdnderten Differenzierung der si-Zellen
gegenliber Kontrollzellen wurden die Expressionslevel von Sox9 (sex determining
region Y (SRY)- box 9,  geschlechtsbestimmende Region Y- Box 9),  VEGF  (vascular
endothelial growth factor, vaskuliarer endothelialer Wachstumsfaktor), Kollagen II,
Kollagen X, VDR (Vitamin-D-Rezeptor) und MMP13 (Matrix-Metalloprotease 13) als

Differenzierungsmarker untersucht.
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Hierfiir wurden wie in vorherigen Experimenten die mRNA der Zellen nach Transfektion
(2.2.6) und drei tagiger Kultur mit IGF-I (2.2.3) aufgereinigt (2.4.1) und iiber Genexpression
per One-Step PCR analysiert (2.4.6).

Die Expression der einzelnen Proteine der si- und der scr-Proben wurden zunéchst auf die
Expression von B-Aktin und anschlieBend die si-Proben auf die scr-Proben bezogen. In

Abbildung 3.9 sind die so berechneten Werte fiir die einzelnen Gene aufgetragen.
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Abb.3.9 Analyse der Genexpression verschiedener Differenzierungsmarker. Chrondrozyten wurden
zundchst mit si-RNA (si) oder Kontroll-RNA (scr) transfiziert, die RNA isoliert und die Expression
verschiedener Gene mittels One-Step PCR und anschlieBender Gelelektrophorese analysiert. Die
Bandenintensititen wurden mittels ImageQuant 5.0 bestimmt und auf die Expression von -Aktin normiert. Die

Expression der Kontrolle (scr) wurde auf 100% gesetzt und so die Expression der si-Proben errechnet. n>3; ***:
p<0,0001 (2.10).

Die Expression von Sox9, einem Marker flir chondrogene Vorlduferzellen ist in si-Zellen
tendenziell stirker (129%) als in scr-Zellen (100%), wohingegen die Expression der
Hypertophie-Marker Kollagen X (78%), MMPI13 (83%) und VDR (73%) tendenziell
schwicher ist. Die Expression von VEGF scheint 3 Tage nach dem Inaktivieren von ERp57
unverdndert (95%) gegeniiber der Kontrolle. Auch die Expression von Kollagen II (98%)

scheint nach Abschalten des ERp57-Gens unverdndert gegeniiber der Kontrolle zu sein.
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Insgesamt ldsst sich aus den beiden Experimenten folgern, dass die Zellen in denen das
ERp57-Gen abgeschaltet wurde gegeniiber ihren Kontrollzellen unter Stimulation mit IGF-I,
weniger stark differenzieren. Die Aussagekraft dieser Experimente ist jedoch auf Grund der

schwachen Abweichungen eher gering einzustufen.

3.1.7 Expressionsanalyse von ER-Stress-Markern von si-Chondrozyten

ERp57 ist ein ER-Chaperon und an der Faltung verschiedener Proteine beteiligt. Kommt es
im ER zu einer Fehlfaltung oder einer Ansammlung von ungefalteten Proteinen, fiihrt dies zu
ER-Stress. Dieser ER-Stress 10st eine Kaskade von Signalwegen aus, die je nach Schweregrad
der Faltungsprobleme, zu einer Rettung der Zelle oder aber zu Apoptose fithren kénnen. Um
auszuschlieBen, dass die Verdnderung der Differenzierung der Chondrozyten auf Grund von
ER-Stress ausgelost wurde, wurde die Expression der ER-Stress-Marker BIP (Binding
immunoglobulin protein, Immunglobulin-bindendes Protein) und Hsp90 (Hitzeschockprotein

90) wie im vorherigen Experiment analysiert (Abb. 3.10).

1304 .scr

1201 . si
110
100
90
801
701
601
501
401
© 30
201
10

Abb. 3.10 Analyse der Genexpression von ER-Stress-
Markern. Chondrozyten wurden mit si-RNA (si) oder
Kontroll-RNA (scr) transfiziert, die RNA isoliert und
die Expression von BIP und Hsp90 mittels One-Step
PCR und anschlieBender Gelelektrophorese analysiert.

Expression si [%]

Die Bandenintensititen wurden mittels ImageQuant 5.0
bestimmt und auf die Expression von p-Aktin

abgeglichen. Die Expression der Kontrolle (scr) wurde

auf 100% gesetzt und so die Expression der si-Proben

BIP Hsp90

verrechnet. n>7 (2.10).

In Abbildung 3.10 ist gezeigt, dass die Expression beider Marker in si-Zellen (BIP: 89% und
Hsp90: 91%) unverdndert ist gegeniiber den Kontrollzellen (100%), so dass davon
auszugehen ist, dass die si-Zellen keinem ER-Stress unterliegen, der zur Verdnderung der

Differenzierung fiihrt.
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3.1.8 Kompensation des Verlustes von ERp57 durch eine Proteindisulfidisomerase

In Hefen ist bekannt, dass ERp72 einen Verlust von ERp57 kompensieren kann
(Gunther ef al., 1993). Da kein ER-Stress in den si-Zellen detektiert werden konnte, wurde
untersucht, ob eine solche Kompensation durch ERp72 auch in Chondrozyten stattfindet, bei

denen ERp57 ausgeschaltet wurde (Abb. 3.11).

<o, . Abb.3.11 Analyse der Genexpression von ERp72.
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Wi Chondrozyten wurden zundchst mit si-RNA (si) oder
Kontroll-RNA (scr) transfiziert, die RNA isoliert und die
Expression von ERp72 mittels One-Step PCR und
anschliefender  Gelelektrophorese  analysiert.  Die

Bandenintensititen wurden mittels ImageQuant 5.0

Expression si [%]

bestimmt und auf die Expression von [-Aktin

abgeglichen. Die Expression der Kontrolle (scr) wurde

auf 100% gesetzt und so die Expression der si-Probe

ERp72 verrechnet, n>7 (2.10).

Abbildung 3.11 zeigt die Expression von ERp72 in si-Zellen, abgeglichen auf scr-Zellen.
Tendenziell ist die Expression von ERp72 in si-Zellen erhoht (126%) gegeniiber den
Kontrollzellen (100%), so dass eine Kompensation von ERp57 durch ERp72 mdglich ist.

Zusammenfassend lésst sich iiber die in vitro-Ergebnisse folgendes sagen:

1. Fiir die Entfernung von ERp57 von der Chondrozytenoberfliche spielt die Matrixvesikel-
asoziierter Form von ERp57 nur eine untergeordnete Rolle, da sich hier nur ein kleiner Anteil
des Gesamt-ERp57 finden lésst, der sich in der Form und Struktur vom l6slichen und
zelluldaren ERp57 nicht unterscheidet. Somit ist davon auszugehen, dass Matrixvesikel-
assoziierter Transport von ERpS57 nicht dazu fiihrt, dass die Inhibition der
Chondrozytendifferenzierung durch ERp57 gebundenes Vitamin D an der Zelloberfliche

aufgehoben wird.

2. Chondrozyten, denen ERp57 fehlt, differenzieren unter Stimulation mit IGF-I weniger stark
als Kontrollzellen. Ein moglicher ER-Stress scheint somit als Grund fiir dieses Verhalten

nicht sehr wahrscheinlich zu sein.
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3.2 Herstellung eines Mausstammes mit Chondrozyten-spezifischer

Deletion des ERp57 und Analyse des Knochenwachstumsphinotyps

3.2.1 Mausstamm mit einer Chondrozyten-spezifischen funktionellen ERp57-Deletion
(ERp57“*""-Miuse)
Zur Beantwortung der Frage, welche Rolle ERp57 bei der Differenzierung von Chondrozyten
in vivo spielt, wurden mit Hilfe des Cre/loxP-Systems Chondrozyten-spezifische ERp57
defiziente Méuse generiert. Dies war notig, da die generelle Deletion des ERp57 embryonal
letal ist (Garbi et al., 2006). Das Cre/loxP-System ermdglicht es Gene unter einem
spezifischen Promotor zu deletieren, so dass nur an Lokalisationen, an denen der Promotor
aktiv ist, das gewiinschte Gen ausgeschaltet wird. Zur Generierung einer Chondrozyten-
spezifische ERp57 defizienten Maus (ERp57°""-Maus) wurde die in der Arbeitsgruppe von
G.J. Hammerling (Heidelberg) generierte gentechnisch verdnderte Maus (Garbi et al., 2006)
genutzt. Bei dieser Maus wurden loxP-Sequenzen vor das Exon 2 und hinter Exon 3 gelegt
(Abbildung 3.12). Eine Cre-Rekombinase-Aktivitét fiihrt deshalb zu einer Deletion der Exone
2 und 3 und somit zu einem Verlust der Funktion des Gens. Zur Rekombination des ERp57-

Gens in Chondrozyten wurden ERp57"™

-Miuse mit einem Mausstamm verpaart, in welchem
die Cre-Rekombinase knorpel-spezifisch unter dem Promotor des Col2al-Gens exprimiert
wird. In der Col2al-Cre-Maus (Sakai et al., 2001) konnte eine Cre-Rekombinase-Aktivitit in

den Knorpelanlagen der Méuse im Embryonalstadium ab Tag 12.5 gezeigt werden.

1 2 3 4 13

Wildtyp Allel -I—I—-I—I+I—

1 s 3 4 13 Exon 2 und zwischen Exon 3 und 4 wurden die
Allel mit loxP- beiden loxP-Sequenzen (graue Dreiecke) inseriert.
Sequenzen Nach einer Cre-Rekombinase Aktivitit wird das

Exon 2 und 3 aus der Sequenz deletiert. 1-4 & 13

Abb.3.12 Das ERp57-flox Konstrukt. Vor dem

Cre-Rekombinase stellen die Exone dar (Modifiziert nach Garbi et al
Aktivitét
2006).

1 4 13
Allel mit -I— HH_
Deletion
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3.2.2 Analyse des knorpel-spezifischen ERp57 knockouts auf DNA-Ebene

Zur Genotypisierung der Mause wurde DNA der Tiere aus den Schwanzspitzen isoliert (2.4.2)
und eine PCR fiir die beiden Genotypen (cre pos/neg und flox) durchgefiihrt. Die hierfiir
verwendeten Primersequenzen (Tabelle 2.6) wurden von den Kooperationspartnern zur

Verfligung gestellt.

flox/ flox/ WT/ pos neg pos
flox WT WT

Abb.3.13 Genotypisierungs-PCR der knorpel-spezifischen ERp57 knockout-Miuse. Mit Hilfe von
verschiedenen PCRs konnten Genotypen der Tiere bestimmt werden. A. Nachweis des ERp57-Allels mit einer
GroBe des Amplikons von 355bp im Falle eines Wildtyp-Allels (1) und 543bp eines gefloxten Allels (3). B.
Nachweis des Cre-Rekombinase-Transgen mit einer Groe von 400bp. Die Bandengréfle wurde mit Hilfe des

Gene Ruler 100bp DNA Ladder (M) analysiert. Positiv (pos), Negativ (neg).

In Abbildung 3.13 wird exemplarisch eine Genotypisierung dargestellt. Das Tier 1 (Spur 1)
besitzt die Bande fiir das gefloxte ERp57 (A) was auf einen homozygoten Genotyp fiir das
gefloxte ERp57 schlieBen ldsst. Zudem konnte im Tier 1 das Cre-Rekombinase-Transgen
nachgewiesen werden, woraus sich schlieen lédsst, dass diese Maus eine knorpel-spezifische
ERp57-deletierte Maus (ERp57°""-Maus) sein konnte. Das Tier 2 (Spur 2) hat sowohl ein
gefloxtes- als auch ein Wildtyp-ERp57 Allel. Es konnte kein Cre-Rekombinase-Transgen
nachgewiesen werden, so dass diese Maus mutmaBlich den Phénotyp einer Wildtyp-Maus
(WT) besitzt. In Maus 3 (Spur 3) wurde nur eine Bande fiir das Wildtyp-ERp57 Allel
gefunden. Trotz Expression des Cre-Rekombinase-Transgens ist in dieser Maus die
Expression von normalem ERp57 immer noch mdglich, weshalb sie wahrscheinlich den WT-

Phénotypen aufweist.
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Da die optische Bestimmung des Geschlechtes von Méusen in einem Alter von 1-21 Tagen
oft schwierig ist, wurde eine PCR (2.4.5) zum Nachweis des Y-Chromosoms (SRY) fiir
besagte  Altersstadien  durchgefiihrt. Die in  Abbildung 3.14  dargestellte
Geschlechtsbestimmung zeigt ein Amplikon mit einer Gro3e von 249bp bei den Tieren 2 und
3, die somit als Ménnchen identifiziert werden konnten. Maus 1 hingegen zeigt kein

Amplikon und ist somit ein Weibchen.

bp Abb.3.14 Geschlechtsbestimmung der Miuse. Das Geschlecht
233: der Miéuse wurde mittels einer PCR zum Nachweis des Y-
300— Chromosoms (SRY) bestimmt. Die Grofe des Amplikons dieser
200— PCR lag bei 249 bp. Die Bandengrof3e wurde mit Hilfe des Gene
100— Ruler 100bp DNA Ladder (M) analysiert.

3.2.3 Analyse der ERp57 Deletion in ERp57°*""-Tieren auf Proteinebene

Um auf Proteinebene nachzuweisen, dass das ERp57 in den Chondrozyten der
ERp57°art'/ -Tiere effizient deletiert wurde, wurden Immuno-Blot-Analysen durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die Hiiftkopfe von 12 Tage alten WT- und ERp57°""-Miusen aus einem
Wurf prépariert, aus dem artikuldren Knorpel des Hiiftkopfes Proteine gewonnen (2.3.4) und
analysiert.

Die gleichmiBige Auftragung der Proteinmengen wurde mittels einer Gesamtproteinfairbung
der Nitrozellulosemembran (2.3.12) kontrolliert (Abb. 3.15, A). AnschlieBend wurde ein
Immuno-Blot mit dem SPA-725-Antikorper durchgefiihrt. Eine Bande fiir das ERp57 auf
Hohe des Vollldangeproteins bei 58 kDa konnte nur in WT- und nicht im Knorpel der
ERp57°""-Maus gefunden werden (Abb. 3.15, B), womit nachgewiesen werden konnte, dass
diese Méuse im hyalinen Knorpel kein ERp57-Protein haben und somit eine knorpel-
spezifische ERp57 knockout-Maus erfolgreich generiert werden konnte.
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Abb. 3.15 Immuno-Blot Nachweis von ERp57 in ERp57°**-und WT-Tieren. A. Gesamtproteinfarbung der
Nitrocellulosemembran zeigt eine etwas grofere Proteinmenge in der ERp57ca“'/'—(KO) Bahn im Vergleich zur
WT-Bahn. B. Es konnte kein ERpS57 im Immuno-Blot mittels SPA-725-Antikérper in der KO-Bahn
nachgewiesen werden. Als Grofenstandard (M) wurde der Prestained Broad Range Standard der Firma Bio-Rad

verwendet.

3.2.4 Beschreibung der ERp57°*"""-M:iuse

cart--_Tjere waren, anders als die konstitutiven ERp57-KO-Tiere (Garbi

Die generierten ERp57
et al., 2006), lebensfihig und fertil. Einige der ERp57°*""-Tiere waren deutlich kleiner als
ihre WT-Geschwistertiere. In seltenen Fillen waren die ERp57°" -Tiere etwa 50% kleiner

als ihre WT-Geschwistertiere (Abb. 3.16).

Abb. 3.16 Vergleich WT- und ERp57°"" Tiere. A.
Ein Wurf méinnlicher Mduse im Alter von 4 Wochen.
B. Zwei minnliche Tiere eines Wurfes im Alter von 4

Wochen.
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3.2.5 Gewichtsvergleich zwischen WT- und ERp57*"*"-Miusen

Aufgrund von teilweise deutlichen GrdéBenunterschieden der Méiuse wurde zundchst eine
Erfassung des Gewichts der Tiere zu verschiedenen Altersstufen durchgefiihrt. Hierfiir
wurden die WT- als auch ERp57°a”'/'-Tiere an folgenden Altersstufen gewogen: 1 Tag, 7
Tage, 12 Tage, 3 Wochen, 4 Wochen, 2 Monate. Bis zu einem Alter von 3 Wochen
unterscheiden sich WT — und ERp57“""-Tiere weder bei den ménnlichen (Abb. 3.17) noch
bei den weiblichen Tieren (Abb. 3.17) signifikant von einander. Im Alter von 4 Wochen
zeigen sowohl die ERp57°""-Weibchen als auch die ERp57°*""-Minnchen ein signifikant
niedrigeres Gewicht als die dazu vergleichbaren WT-Tiere. Bei den weiblichen
ERp57""Tieren ist dieser Unterschied im Alter von 2 Monaten nicht mehr vorhanden,
wohingegen bei den Minnchen der Gewichtsunterschied auch im Alter von 2 Monaten

signifikant, jedoch riicklaufig ist (Abb. 3.17).

Miinnchen Weibchen
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Abb.3.17 Gewichtsvergleich WT- und ERp57“""-Tiere. Weibliche und minnliche ERp57""-(KO)- und
WT-Tiere wurden im Alter von 1 Tag, 7 Tagen, 12 Tagen, 3 Wochen, 4 Wochen und 2 Monaten gewogen. n>3;
*: p<0,05, **: p<0,005, ***: p<0,0001 (2.10).

3.2.6 Knochenlingenbestimmung von WT- und ERp57“*""-Miusen

Da Grofle, Gewicht und Knochenwachstum zusammenhingen und die ERp57°a”'/ “-Tiere
kleiner erscheinen, wurde die Léange unterschiedlicher Knochen von WT- und
ERp57“" -Tieren gemessen. Hierfiir wurden jene Knochen genutzt, deren Lingenwachstum
auf endochondraler Ossifikation beruht und somit Chondrozyten eine Rolle in der
Entwicklung der Knochen spielen. Die Skelette der Tiere wurden mittels

Gesamtskelettfarbung (2.8) angefarbt (Abb. 3.18).
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Ulna / Radius

Tibia / Fibula

Abb. 3.18 Ausschnitt aus der Gesamtskelettfirbung von minnlichen WT- und ERp57“""-Tieren. Das
Skelett von WT- und ERp57“""(KO)-Miusen wurde mittels Gesamtskelettfirbung in knorpeligen Bereichen
blau und in verkndcherten Bereichen rot gefarbt. Exemplarisch dargestellt sind Ulna/Radius und Tibia/Fibula

von jeweils einem reprisentativem WT- und ERp57%""-Tier. Bilder zeigen die gleiche VergroBerung.

Die Knochen der WT-Tiere sind linger als die der ERp57*"-Tiere (Abb. 3.18). Zudem

cart-/-

scheinen die knorpeligen Bereiche (Blaufarbung) in den ERp57™"""-Tieren grofler zu sein als
in den WT-Tieren. Nach der Gesamtskelettfarbung wurden Ulna, Humerus, Tibia und Femur
freiprapariert. Die einzelnen Knochen wurden fotografiert und mittels Image] 1.43u am
Computer ausgemessen und statistisch ausgewertet.

Im Alter von 4 Wochen konnten bei beiden Geschlechtern der ERp57°"-Tiere signifikant
kiirzere Knochen gefunden werden. Bei den ménnlichen Tieren (Abb. 3.19) waren alle
gemessenen Knochen signifikant kleiner, wohingegen bei den weiblichen ERp57°*""-Tieren
Ulna und Humerus signifikant kleiner waren, Tibia und Femur jedoch nicht (Abb. 3.20). Im
Alter von 7 Tagen, 12 Tagen und 2 Monaten konnten keine signifikanten Unterschiede in der

Knochenldnge der vier verschiedenen Knochen zwischen WT- und ERp57°m"/'—Tieren sowohl

bei den Méannchen (Abb. 3.19) als auch den Weibchen (Abb. 3.20) gefunden werden.
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Abb. 3.19 Vergleich der Knochenlinge von minnlichen WT- und ERp57“"“"-Tieren. Nach der

Gesamtskelettfirbung von ménnlichen WT- und ERp57°""

-(KO) Méusen unterschiedlichen Alters, wurden
Ulna, Hulmerus, Tibia und Femur frei prépariert, fotografiert und mittels ImageJ 1.43u vermessen. n>5;

*: p<0,05, **: p<0,005, ***: p<0,0001 (2.10).
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Abb. 320 Vergleich der Knochenlinge von weiblichen WT- und ERp57°"-Tieren. Nach der

cart-/-

Gesamtskelettfarbung von ménnlichen WT- und ERpS57*"""-(KO) Maéusen unterschiedlichen Alters, wurden

Ulna, Hulmerus, Tibia und Femur frei prdpariert, fotografiert und mittels ImageJ 1.43u vermessen. n>4;

*: p<0,05 (2.10).

3.2.7 Analyse der Wachstumsfugen von WT- und ERp57“*"""-M:iusen

rte/- -
“"_Tiere wurden die Wachstumsfugen

Aufgrund der verdnderten Knochenldnge der ERp57
der Tiere untersucht. Hierfir wurden die Hinterbeine von WT- und ERp57°""-Miusen
unterschiedlichen Alters gewonnen (7 Tage, 12 Tage, 4 Wochen und 2 Monate), in Paraffin
eingebettet, in Sum dicke Schnitte geschnitten und anschlieBend mit unterschiedlichen

Methoden gefirbt.
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Fiir einen Uberblick iiber die Wachstumsfuge wurde eine Alcian-Sirius Firbung durchgefiihrt
(2.5.3). Das Alzianblau farbt im Knie knorpelige Bereiche an, wohingegen das Siriusrot den

knochernen Bereich, Bindegewebe und Muskeln anfarbt.

Abb. 3.21 Histologische Analyse von Wachstumsfugen von minnlichen WT- und ERp57“""-Tibien.

7cart—/—

Paraffin-eingebettete Hinterbeine von WT- und ERpS -Tieren im Alter von 7 Tagen, 12 Tagen, 4 Wochen

und 2 Monaten wurden Alzianblau und Siriusrot gefarbt.
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Fortsetzung Abb. 3.21 Histologische Analyse von Wachstumsfugen von minnlichen WT- und ERp57°*""-

Tibien.
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7 Tage

12 Tage

Abb. 3.22 Histologische Analyse von Wachstumsfugen von weiblichen WT- und ERp57°*""-Tibien.
Paraffin-eingebettete Hinterbeine von WT- und ERp57°*"""-Tieren im Alter von 7 Tagen, 12 Tagen, 4 Wochen

und 2 Monaten wurden Alzianblau und Siriusrot geférbt.
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2 Monate [,

Fortsetzung Abb. 3.22 Histologische Analyse von Wachstumsfugen von weiblichen WT- und ERp57""-

Tibien.

Mikroskopisch lassen sich im Alter von 4 Wochen bei minnlichen ERp57"""-Tieren deutlich
breitere Wachstumsfugen als den WT-Tieren beobachten (Abb. 3.21). Dieser Unterschied ist
bei den weiblichen Tieren ebenfalls zu erkennen (Abb. 3.22). Im Alter von 7 und 12 Tagen
sowie 2 Monaten lassen sich keine Unterschiede zwischen den WT- und ERp57°a”'/ “-Tieren in
der Wachstumsfugenbreite, weder bei den Méinnchen (Abb. 3.21) noch den Weibchen

(Abb. 3.22) erkennen.
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Zur genaueren Analyse wurden die Langen der Wachstumsfugen, von den Chondrozyten der
Ruhezone ausgehend bis zu den am weitesten hypertrophen Chondrozyten, mittels Imagel
1.43u ausgemessen und statistisch ausgewertet.

Im Alter von 4 Wochen sind die Wachstumsfugen der minnlichen ERp57°""-Miuse
signifikant ldnger, als die der WT-Méuse. Auch die weiblichen ERp57“""-Tiere zeigen eine
tendenziell, jedoch nicht signifikant (p=0,06) lingere Wachstumsfuge als die weiblichen WT.
Im Alter von 7 und 12 Tagen, sowie im Alter von 2 Monaten konnte weder bei den
weiblichen noch ménnlichen Tieren ein Unterschied zwischen der Linge der Wachstumsfuge

von WT und ERp57“""-Tieren gefunden werden (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23 Linge der Wachstumsfuge von WT- und ERp57“""-Tibien. Die Wachstumsfugen der

Alzianblau/Siriusrot gefirbten Hinterbeine wurden mittels ImageJ 1.43u ausgemessen. n>3; *: p<0,05 (2.10).
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Neben den unterschiedlichen Wachstumsfugenbreiten konnte eine stirkere Blaufirbung in
den ERp57“"-Tieren im Alter von 4 Wochen und 2 Monaten im Vergleich zu den
WT-Tieren, sowohl bei den mannlichen als auch den weiblichen Tieren gefunden werden.
Sowohl die Zellverteilung innerhalb der einzelnen Zonen der Wachstumsfuge, als auch die
Siulenbildung und die Zellordnung innerhalb der Séulen scheinen in den ERp57°"-Tieren
nicht veréndert zu sein.

Es fiel bei der Analyse der Wachstumsfugen ein Unterschied in den WT- und
ERp57°" Tieren beziiglich des sekundiren Ossifikationszentrums auf. Alle untersuchten
WT-Tiere zeigten im Alter von 12 Tagen ein sekunddres Ossifikationszentrum wohingegen

cart-/-

die analysierten ERp57""""-Tiere dies nur teilweise schon ausgebildet hatten (Abb. 3.24). Im

Alter von vier Wochen hatten alle analysierten Tiere ein sekunddres Ossifikationszentrum.

Sekundiires
— Ossifikations-
zentrum

WT

ohne
Sekundiires
| Ossifikations-
zentrum

KO

Alzian/Sirius Firbung TRAP Fiirbung

Abb. 3.24 Analyse des sekundiren Ossifikationszentrums von WT- und ERp57°*"*"-Tibien. Reprisentative
exemplarische Darstellung von 12 Tage alten WT- und ERp57""-Tibien nach Alzian/Sirius-Firbung bzw. nach
TRAP (Tartratresistente Saure Phosphatase)-Féarbung.
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All diese Ergebnisse der Alzianblau/Siriusrot-gefarbten Paraffinschnitte der unterschiedlichen

- Tiere hin, das sich im

Altersstadien deuten auf ein verzogertes Wachstum der ERp57
Alter von 4 Wochen am deutlichsten zeigt, jedoch im Alter von 2 Monaten wieder aufgeholt

werden kann.

3.2.8 Analyse der hypertrophen Zone von WT- und ERp57“"""-M:usen

In der Literatur wurde beschrieben (Dreier et al., 2008), dass in vitro in primiren
Hihnerchondrozytenkulturen die Differenzierung dieser Zellen von ERp57 und
1,25-(OH), Vit D3 abhéngig ist. Die Induktion der Hypertrophie dieser Zellen kann mittels
1,25-(OH), Vit D3 verzogert werden. Blockierung des ERp57 mit Hilfe eines Antikorpers
fiihrt trotz Zugabe von 1,25-(OH), Vit D3 zu einer Induktion der Hypertrophie. Aufgrund
dieser Ergebnisse und der verdnderten Wachstumsfuge der ERp57°a“'/ -Tiere wurde die
hypertrophe Zone innerhalb der Wachstumsfugen von WT- und ERp57°"“"-Tieren
unterschiedlicher Altersstadien (7 Tage, 12 Tage, 4 Wochen und 2 Monate) mittels eines
Antikorpers gegen den Hypertrophie-Marker Kollagen X geférbt (2.5.4). Kollagen X kommt
im Knorpel nur in der hypertrophen Zone vor, so dass es sich als Hypertrophie-Marker eignet.

82



Ergebnisse

7 Tage

12 Tage

4 Wochen

2 Monate

Abb. 3.25 Immunhistologische Analyse der hypertrophen Zone der Wachstumsfugen von ménnlichen
WT- und ERp57°"*"-Tibien. Hinterbeinschnitte von WT- und ERp57°"*"-Tieren unterschiedlichen Alters
wurden mit einem Anti-Kollagen X- Antikérper und einem sekunddren Peroxidase-gekoppelten Antikorper

gefarbt.
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Abb. 3.26 Immunhistologische Analyse der hypertrophen Zone der Wachstumsfugen von weiblichen WT-
und ERp57“""-Tibien. Hinterbeinschnitte von WT- und ERp57°*"-Tieren unterschiedlichen Alters wurden

mit einem Anti-Kollagen X- Antikérper und einem sekundiren Peroxidase-gekoppelten Antikorper gefarbt.

Mikroskopisch lassen sich im Alter von 4 Wochen bei den Ménnchen (Abb. 3.25) grofere
hypertrophe Zonen in den ERp5 7%""_Tieren, im Vergleich zu den WT-Tieren erkennen.
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Dieser Unterschied ist bei den 4 Wochen alten Weibchen (Abb. 3.26) und den anderen
Altersstufen nur minimal. Zur genauen Bestimmung der Lidnge der hypertrophen Zone
wurden diese mittels ImageJ 1.43u ausgemessen und statistisch ausgewertet. Im Alter von 4
Wochen ist die hypertrophe Zone der Wachstumsfuge von ménnlichen ERp57°a“'/ -Tieren
signifikant ldnger als die der WT-Tiere. Dieser Unterschied ldsst sich bei den weiblichen
Tieren nicht finden. Im Alter von 7 und 12 Tagen, sowie 2 Monaten lassen sich in der Linge
der Wachstumsfuge sowohl bei den weiblichen als auch bei den minnlichen Tieren

(Abb. 3.27) zwischen WT- und ERp57°"m’/ “-Tieren keine Groenunterschiede feststellen.
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Abb. 3.27 Linge der hypertrophen Zone von WT- und ERp57“""-Tibien. Die Kollagen 10 gefirbten
hypertrophen Zonen von WT- und ERp57°“*"-Hinterbeinen wurden mittels ImageJ 1.43u ausgemessen. n>3;

*: p<0,05 (2.10).
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3.2.9 Analyse der Proliferation der Zellen in der Wachstumsfuge von WT- und
ERp57°*""-Miusen

Die unterschiedliche Lange der Wachstumsfuge und der nur tendenzielle Unterschied in der

hypertrophen Zone kann unter anderem mit einer vermehrten Proliferation der Zellen

oberhalb der hypertrophen Zone erklirt werden. Um dies zu untersuchen, wurden in einem

zuvor definierten Bereich alle auf den Schnitten sichtbaren Zellen der Wachstumsfuge

oberhalb der Kollagen X-Firbung (2.5.4.) von 4 Wochen alten WT- und ERp57°*""-Tieren

gezihlt.
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Abb. 3.28 Bestimmung der Zellen oberhalb der hypertrophen Zone von 4 Wochen alten WT- und
ERp57°"-Tibien. In den Kollagen X gefirbten Schnitten wurden alle Chondrozyten der Ruhe- und
proliferativen Zone gezihlt. n>3 (2.10).

Es konnten sowohl bei den 4 Wochen alten méannlichen als auch weiblichen Tieren keine
Unterschiede in der Anzahl der proliferativen Zellen oberhalb der Kollagen X-positiven

hypertrophen Zone in der Wachstumsfuge beobachtet werden (Abb. 3.28).

3.2.10 Analyse der Osteoklasten von WT- und ERp57*"""-Miiusen

Da die unterschiedliche Lange der Wachstumsfuge und der nur tendenzielle Unterschied in
der hypertrophen Zone nicht aufgrund einer vermehrten Proliferation der Zellen oberhalb der
hypertrophen Zone erkldart werden kann, kann diese auch auf Grund einer verzogerten

Umbaurate des Knorpels in Knochen zustanden kommen.
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Um dies zu untersuchen wurde eine Férbung der Osteoklasten innerhalb der Tibien von
WT- und ERp57°"“"-Tieren verschiedenen Alters mittels TRAP (Tartratresistente Saure
Phosphatase) — Farbung durchgefiihrt.

7 Tage

12 Tage

4 Wochen

2 Monate

Abb. 3.29 TRAP-Firbung von minnlichen WT- und ERp57“""-Tibien. Schnitte von WT- und
ERp57“"*"-Tibien wurden mit dem Acid Phosphatase, Leukocyte-Kits der Firma Sigma Aldrich geférbt. Pfeile
zeigen Beispiele fiir positiv-gefarbte Zellen («—).

87



Ergebnisse

7 Tage

12 Tage

4 Wochen

2 Monate

Abb. 330 TRAP-Firbung von weiblichen WT- und ERp57“""-Tibien. Schnitte von WT- und
ERp57“""-Tibien wurden mit dem Acid Phosphatase, Leukocyte-Kits der Firma Sigma Aldrich geférbt.

Im Alter von 4 Wochen lassen sich mehr TRAP-positive Zellen bei den WT- als bei den
ERp57°“""-Minnchen (Abb. 3.29) finden, wohingegen im Alter von 2 Monaten sich dieses

Ergebnis auszugleichen bzw. umzukehren scheint.

88



Ergebnisse

cart-/-

Wie bei den ménnlichen Tieren haben die 4 Wochen alten ERp57™"""-Weibchen weniger, und
im Alter von 2 Monaten mehr, positiv gefiarbte Zellen als die WT-Weibchen (Abb. 3.30).
Mikroskopisch lassen sich bei beiden Geschlechtern den WT- und ERp57°""-Tieren im Alter

von 7 und 12 Tagen keine Unterschiede in der TRAP-Féarbung erkennen.

Abb. 3.31 Bestimmung der TRAP-Positiven Zellen. Nach
der TRAP-Firbung wurden die positiven Zellen am Ubergang

zwischen Trabekel und hypertrophen Chondrozyten (Grenze)
des eingegrenzten Rechtecks gezdhlt.

Grenze

Zur Auswertung der gefirbten Schnitte wurden die positiven Zellen am Ubergang der
hypertrophen Chondrozyten zum Trabekel (Grenze) innerhalb eines zuvor eingegrenzten
Bereiches gezéhlt (Abb. 3.31).

Es konnten gleich viele Osteoklasten in WT- und ERp57°*-Miusen beider Geschlechter im
Alter von 7 und 12 Tagen an der Grenze gefunden werden (Abb.3.32). Im Alter von 4
Wochen war die Anzahl der Osteoklasten bei den ERp57°art'/'—Méinnchen gegeniiber den
WT-Minnchen im Grenzbereich signifikant reduziert (Abb.3.32). Bei den weiblichen Tieren
lieB sich ein tendenzieller Unterschied in den Osteoklasten an der Grenze finden (Abb. 3.32).
Im Alter von 2 Monaten scheint dieser Unterschied aufgehoben, sogar leicht umgekehrt zu
sein. Hier haben sowohl die weiblichen als auch die ménnlichen ERp57°a”'/ “-Tiere tendentiell
mehr Osteoklasten als die vergleichbaren WT-Tiere. Diese Ergebnisse sprechen fiir ein
verzogertes Knochenwachstum in den Mdusen und erkldren moglicherweise wieso die Maus

im Alter von 2 Monaten keinen Phénotypen mehr aufweist.
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Abb. 3.32 Bestimmung der TRAP-Positiven Zellen von WT- und ERp57""-Tibien. In den TRAP-
gefirbten Schnitten wurden alle positiven Zellen am Ubergang der hypertrophen Chondrozyten zum Trabekel
(Grenze) gezéhlt (s.Abb.3.29). n>4; *: p<0,05 (2.10).

3.2.11 Analyse der Mineralisierung der Tibien von WT- und ERp57*"""-M:usen

Sowohl Osteoblasten, als auch Osteoklasten spielen in der Knochensynthese eine wichtige
Rolle. Da die Verdanderung der Osteoklastenzahlen zu einer Verdnderung der Mineralisierung
der Knochen fiihren, wurde die Mineralisierung der Knochen von WT- und ERp57°a”'/ -Tieren
mittels von Kossa-Farbung ndher analysiert. Hierfiir wurden Hinterbeine von WT- und
ERp57“""-Tieren nach der Entnahme Paraformaldehyd fixiert und anschlieBend ohne zu

entkalken, mittels des Technovit®9100-Kits von Heraeus eingebettet.
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Diese eingebetteten Hartgewebe wurden in Spm Schnitte geschnitten und anschlieBend nach
von Kossa gefarbt (2.5.7). Hierbei werden Kalzium-haltige, und somit mineralisierte,
Strukturen mittels Silbernitrat schwarz gefarbt. Als Gegenfarbung wurde eine Safranin
O-Firbung genutzt, bei der die Zellkerne und Glykosaminoglykan-reiche Matrix rot geféarbt
wurden.

Die von Kossa-gefirbten Tibien der 4 Wochen alten WT- und ERp57°“""-Tiere lassen sich
bei den ménnlichen und weiblichen Tieren, mikroskopisch nicht unterscheiden. Sowohl die
Linge, als auch die Anzahl der Trabekel scheint zwischen WT- und ERp57°“*"-Tieren
unverdndert (Abb. 3.33).

Minnchen

Weibchen

Abb. 3.33 Von Kossa-Firbung von minnlichen und weiblichen WT- und ERp57°“"“"-Tibien. Die
Kalzifizierung von 4 Wochen alten WT- und ERp57“""-Hinterbeinen wurde mittels von Kossa-Firbung

schwarz gefarbt.
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Mittels des Computerprogrammes ImageProPlus5 der Firma Media Cybernetics wurden die
von Kossa-gefirbten Tibien der 4 Wochen alten WT- und ERp57“""-Tiere auf die
mineralisierte Trabekel-Flache hin untersucht. Hierfiir wurde der prozentuale Anteil der
Flache der kalzifizierten und somit schwarz gefarbten Trabekel an einem zuvor festgelegten

Ausschnitt bestimmt.

. Bwr

I Ko

Abb. 3.34 Bestimmung der mineralisierten
Trabekel-Fliche von 4 Wochen alten WT-
und  ERp57“"“"-Tibien.  Mittels  des
Computerprogrammes ImageProPlus5 wurden
von Kossa-gefarbten Schnitten die Fliche der
gefarbten Trabekel bestimmt und auf dem
zuvor festgelegten Ausschnitt abgeglichen.

n>3 (2.10).

Mineralisierte Fléiche |[%)]

Miinnchen Weibchen

Es konnten sowohl bei den 4 Wochen alten méannlichen als auch weiblichen Tieren keine

Unterschiede in der Mineralisierung der Trabekel in den Tibien beobachtet werden (Abb.
3.34).

3.2.12 pQCT-Analyse von WT- und ERp57*"*"-Miusen

Neben der von Kossa-Fiarbung kann auch die pQCT-Analyse Aufschluss iiber den Grad der
Mineralisierung von Knochen geben. Hierfiir wurde von 2 Monate alten Miusen der linke
Femur frei prapariert und mittels pQCT-Analyse betrachtet (Abb. 3.35). Diese Untersuchung
wurde von Frau Niehoff vom Institut fiir Biomechanik und Orthopéddie an der Deutschen

Sporthochschule Koln durchgefiihrt (2.9).
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Abb. 3.35 pQCT-Analyse der WT- und ERp57“""-Femura. Die entnommenen Femura wurden mit dem
XCT Research M scanner (Stratec Medizintechnik GmbH, Pforzheim) durchgefiihrt. Der linke Femur wurde an
der distalen Metaphyse (15%, 17,5% und 20% der Gesamtknochenlédnge vom distalen Gelenk ausgehend) und
am Mittelschaft (50% der Gesamtknochenldnge) gescannt. n>4 (2.10).
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Abbildung 3.35 zeigt die Ergebnisse der pQCT-Analyse. In der gesamten Fliche der Knochen
als auch in der Flidche der Trabekel lassen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
WT- und ERp57°a”'/ -Tieren, weder bei minnlichen noch bei weiblichen Tieren erkennen.
Auch der Mineralgehalt und die Mineraldichte des Gesamtknochens bzw. der Trabekel ist
zwischen WT und ERp57°"""-Tieren nicht signifikant unterschiedlich. Es fillt jedoch auf,
dass bei den maédnnlichen Tieren sowohl die Fliche, der Mineralgehalt als auch die
Mineraldichte der Knochen und der Trabekel der WT-Tiere tendenziell groBer ist als bei
ERp57“""-Tieren. Bei einer groBeren Anzahl an untersuchten Tieren konnten diese

Unterschiede evtl. signifikant werden.

Zusammenfassend lésst sich iiber die in vivo-Ergebnisse folgendes sagen:

1. Die Generierung einer knorpel-spezifischen ERp57 knockout-Maus war erfolgreich. Die
Tiere sind lebensfihig und fertil. Die ERp57°"""-Miuse scheinen in der Regel kleiner zu sein
als die WT-Miuse. Im Alter von 4 Wochen ist der Unterschied zwischen ERp57°""- und
WT-Tieren am meisten ausgeprdgt. Minnliche Tiere zeigen insgesamt einen stirkeren

Phénotyp als weibliche Tiere.

2. Das Gewicht sowie die Linge verschiedener Knochen der ERp57°"-Tiere sind signifikant
im Alter von 4 Wochen reduziert gegeniiber den WT-Tieren. Die Wachstumsfugen der 4
Wochen alten mannlichen ERp57°art'/ -Tiere sowie die hypertophen Zonen innerhalb dieser
Wachstumsfugen sind signifikant langer als die der WT-Tiere. Ein Grund hierfiir scheint ein
spater einsetzender Umbau der spédten hypertrophen Zone durch Osteoklasten zu sein. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass bei den ERp57°*""-Tieren der Beginn der Bildung des
sekunddren Ossifikationszentrums spéter einsetzt als bei den WT-Tieren. Diese Unterschiede

lassen sich, wenn auch weniger stark ausgepragt, bei den weiblichen Tieren ebenfalls finden.

Diese Ergebnisse deuten auf ein verzogertes Knochenwachstum in den knorpel-spezifischen
ERp57 knockout-Méusen gegeniiber den WT-Maiusen hin. Aufgrund des starken Phénotyps
im Alter von 4 Wochen ldsst sich vermuten, dass dies entweder an dem Ende des Sdugens

oder dem pubertiren Wachstumsschub liegen kdnnte.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die spezielle Rolle von ERp57 in der
Chondrozytendifferenzierung besser zu verstehen. Deshalb ist die Rolle von ERp57 sowohl
in vitro mittels Chondrozytenkulturen als auch in vivo mit Hilfe von knorpel-spezifischen
ERp57 knockout (ERp57°"") Miausen untersucht worden. Fiir die in vitro Untersuchungen
wurde das embryonale Hiihnersternum verwendet, da im Sternum Chondrozyten in
unterschiedlichen Differenzierungsstadien vorhanden sind. Es wurden die Zellen des
kranialen Sternum Bereiches verwendet, welche bereits im Ei hypertroph werden
(Lu et al, 1993). In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass ERpS57 in der
Hiihnerchondrozytendifferenzierung eine wichtige Rolle spielt (Dreier et al., 2008).
IGF-I-stimulierte kraniale Chondrozyten produzieren Cysteinproteasen, welche die
Chondrozytendifferenzierung positiv beeinflussen. Inhibierung der Cysteinproteasen mittels
des nicht membrangingigen Inhibitors E-64, fiihrt zur Inhibition der IGF-I-induzierten
Differenzierung der Chondrozyten. Es konnte gezeigt werden, dass ein Faktor, der von diesen
Cysteinproteasen beeinflusst wird, das sich auf der Zelloberfldche (aussen) befindende ERp57
ist, welches nach IGF-I-Stimulation durch Cysteinproteasen von der Zelloberfliche der
Chondrozyten entfernt wird. Auch Blockierung des ERp57 mittels eines blockierenden
Antikorpers fiihrt zur Differenzierung der Chondrozyten. Zudem konnte gezeigt werden, dass
die Gabe von 1,25-(OH); Vit D3, jedoch nicht von 24,25-(OH), Vit D3 bei IGF-I-Stimulation
der  Chondrozyten  zur  Inhibierung der  Chondrozytendifferenzierung  fiihrt
(Dreier et al., 2008). Aus diesen Ergebnissen folgt, dass Cysteinproteasen ERp57 von der
Zelloberflache entfernen, das dort, falls vorhanden, die Vitamin D vermittelte Inhibition der
Differenzierung bewirkt. Aufgrund dieser Ergebnisse kam die Frage auf, ob ERp57 auch in
l6slicher oder Matrixvesikel-assoziierter Form von der Zelle abgegeben wird, um die

Differenzierungsblockade zu entfernen.

In der Literatur ist beschrieben worden, dass sich nach gezielter Sortierung die molekulare
Zusammensetzung von Matrixvesikel von derjenigen der Mutterzellen unterscheiden kann
(Peress et al., 1974). So enthalten Matrixvesikel zum Beispiel hohe Konzentrationen an
Kalzium und Phosphat sowie alkalischer Phosphatase (Ali et al., 1970), welche fiir die
Mineralisierung wichtig sind. Deshalb konnte auch ERp57 gezielt iber Matrixvesikel von der

Chondrozytenoberfliche wegtransportiert werden.
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Damit konnte durch Sequenstrierung von 1,25-(OH), VitD; die Verzogerung der
Chondrozytendifferenzierung durch 1,25-(OH), Vit D; aufgehoben werden. Dieser
Fragestellung sollte zunidchst durch unterschiedliche Anndherungsweisen nachgegangen

werden.

4.1 In vitro Untersuchungen

4.1.1 Die untergeordnete Rolle von ERpS7 in Matrixvesikel-assoziierter Form

In dieser Arbeit konnte, wie fiir hypertrophe Chondrozyten des Rippenknorpels von Ratten
bereits beschrieben (Nemere et al., 1998), ERp57 zunidchst auf bzw. in Matrixvesikeln
identifiziert werden, so dass die Moglichkeit eines gezielten Abtransports des ERp57 von der
Zelloberfldche der Chondrozyten als moglicher Prozess in Frage kam (Abb. 3.3). Da jedoch
der Anteil des loslichen ERp57 im verbliebenen Zelliiberstand nach Matrixvesikelfdllung
groBBer erschien (Abb. 3.4), wurde daraufhin das ERp57-Vorkommen der einzelnen
Lokalisationen (Zelle, Zelliiberstand und Matrixvesikel) quantifiziert. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass sich nur ein sehr geringer Anteil des Gesamt-ERp57 in Matrixvesikeln finden
liasst (Abb. 3.5), welcher sich zudem weder von 18slichem ERp57 im Uberstand noch von
zelluldarem ERp57 bzgl. Struktur und Prozessierung unterscheidet (Abb. 3.6). Somit ist davon
auszugehen, dass ERp57, welches Matrixvesikel-assoziiert in die Umgebung abgegeben wird,
fiir die Authebung der Inhibition der Chondrozytendifferenzierung durch Vitamin D nur eine

unwesentliche Rolle spielen kann.

Dennoch scheint ERp57 kein Zufallsprodukt in den Matrixvesikeln zu sein, was man
aufgrund der geringen Menge in Matrixvesikeln annehmen konnte. Fir ERp57 auf
Matrixvesikeln wird in der Literatur eine wichtige Rolle beschrieben. Es soll fiir die nicht-
genomische Aktivierung von PLA; nach Bindung von 1,25-(OH), Vit D3 an ERp57 und die
anschlieBende Destabilisierung der Membran iiber Lysophospholipide verantwortlich sein,

woraus eine Freisetzung von MMPs resultiert (Schwartz et al., 2005;Boyan et al., 2006).
Diese Ergebnisse sind jedoch auf Grund der Kulturbedingungen von Boyan und Schwartz

(1.3.2.7) kritisch zu betrachten. Diese und andere Arbeitsgruppen bei ihren in vitro

Experimenten mit Serum-haltigen Medien.
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Wie schon in Abschnitt 1.3.2.7 erwéhnt, kann Serum nachweifllich viele Stoffwechselwege in
vitro beeinflussen, namentlich auch die Differenzierung der Chondrozyten, die hier
Gegenstand der Untersuchungen ist (Bruckner et al., 1989). Auch ist nicht klar, in welchen
Konzentrationen welche Vitamin D-Metaboliten und Vitamin D-Inhibitoren im Serum
enthalten sind und moglicherweise die Experimente in unterschiedlicher Art und Weise
beeinflussen.

Zudem ist die Vergleichbarkeit der einzelnen Experimente aufgrund der Nutzung von
unterschiedlichen Tierarten (Ratte, Maus und Huhn), Geweben (Rippenknorpel, Hiiftkopfe
und Sterna), Alter der Gewebe und Kulturbedingungen (Monolayer, Suspensionskultur in und

auf Agarose) bescheiden.

4.1.2 ERpS7 wird zur Differenzierung von Chondrozyten in vitro benotigt

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Chondrozyten aus Hiithnersterna in Kultur, denen
ERp57 aufgrund von Inaktivierung der mRNA von ERpS57 mittels siRNA fehlt, unter
Stimulation mit IGF-I weniger stark als Kontrollzellen ohne siRNA-Behandlung
differenzieren. Ein moglicher Grund fiir die Inhibition der Differenzierung bei fehlendem
ERp57 konnte ausgeldster ER-Stress sein. Da ERp57 als Chaperon eine wichtige Rolle in der
Proteinfaltung spielt (1.3.2.6), konnte ein Fehlen von ERp57 im ER der Chondrozyten zu
ungefalteten oder missgefalteten Proteinen fiihren, welche wiederum ER-Stress auslosen
konnen (Kozutsumi ef al., 1988;Kohno et al., 1993). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
die beiden wichtigen ER-Stress Marker BIP und Hsp90 in den Chondrozyten nach ERp57
Inaktivierung durch siRNA gleich stark wie in den Kontrollzellen exprimiert werden
(Abb. 3.10), so dass ER-Stress als Grund fiir die Inhibition der Differenzierung wenig
wahrscheinlich ist.

In unserem Labor wurde frither jedoch festgestellt, dass ERp57 die Differenzierung von
kranialen Chondrozyten inhibiert (Dreier et al., 2008). Dies steht nun im Widerspruch zu den
hier erhaltenen siRNA-Inaktivierungs-Daten. Eine mdgliche Erklarung dafiir 1asst sich unter
Umstidnden in den untersuchten Zeitpunkten finden. Die Differenzierung der Zellen nach
ERp57 Inaktivierung mittels siRNA wurde am 3. Tag in Kultur nach der Inaktivierung
durchgefiihrt, wohingegen Dreier ef al., ihre Zellen 14 Tage kultivierten, um anschlieBend die
Differenzierung zu untersuchen. Zudem koénnte ERpS57, wie es zum Beispiel fiir den
Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2  (fibroblast growth factor 2, FGF-2) der Fall ist,
unterschiedliche Rollen in der Differenzierung von Chondrozyten einnehmen, je nach

Ausgangs-Differenzierungsgrad der untersuchten Zellen.
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Fir FGF-2 konnte zum einen gezeigt werden, dass dieser Faktor die Hypertrophie von
Chondrozyten in Kultur unterbindet (Kato & Iwamoto, 1990) und die Bindung von FGF-2 an
hypertrophe Chondrozyten vermindert ist (Iwamoto ef al., 1991). Auf der anderen Seite agiert
FGF-2 indirekt als Aktivator der Hypertrophie von Chondrozyten (Klagsbrun, 1991;
Bi et al., 1999). Dieser Widerspruch konnte {iber den Differenzierungsgrad der Zellen geklart
werden. FGF-2 ist ein negativer Regulator der Chondrozytendifferenzierung zu frithen
Zeitpunkten, stimuliert diese aber, wenn die Chondrozyten einen gewissen
Differenzierungsgrad erreicht haben (Babarina ef al., 2001). Vergleichbar ist die Wirkung von
Hedgehog Proteinen, die in fritheren Stadien die Hypertrophie der Zellen unterbinden, in pré-
hypertrophen Zellen aber die Hypertrophie beschleunigen (Vortkamp et al, 1996;
Mak et al., 2008). Ahnliches kénnte bei ERp57 ebenfalls der Fall sein.

Zusammenfassend ldsst sich iiber die in vitro Daten sagen, dass bei der
Chondrozytendifferenzierung Matrixvesikel fiir die Entfernung von ERp57 von der
Zelloberflache kaum eine Rolle spielen. Zudem scheint sich ERp57 je nach bereits erreichtem
Differenzierungsgrad sowohl an der Spétdifferenzierung der Chondrozyten, als auch an deren
Inhibition zu beteiligen.

Da die Rolle von ERp57 in der enchondralen Differenzierung in vivo ohnehin weiteren,
komplexeren Einfliissen unterliegt, sollte der ERp57-Signalweg in vivo untersucht werden.

Hierfiir wurden Méuse mit einem knorpel-spezifischen ERp57-Knockout generiert.

4.2 In vivo Untersuchungen

4.2.1 Allgemein

Die Chondrozyten-spezifische Inaktivierung des ERp57Gens erfolgte mit Hilfe des
Cre/loxP-Systems. Dabei wurde ein Mausstamm, in welchem die Cre-Rekombinase unter der
Kontrolle des Kollagen 2al-Promotors exprimiert wird (Sakai et al, 2001) mit Méusen
verpaart, in welchem Exone des ERp57-Gens von loxP-Boxen flankiert werden. Somit sind
nur diejenigen Zellen ERp57-negativ, in welchen der Kollagen II-Promotor geeignet aktiv ist.
Fiir Knorpelzellen ist dies der Fall. Maduse mit einer Chondrozyten-spezifischen Inaktivierung
des ERp57Gens waren lebensfdhig und fertil, zudem zeigten sie phéanotypische
Verdanderungen. Sie wiesen ein vermindertes Gewicht (Abb. 3.17), eine verminderte

KorpergroBle (Abb. 3.16 & 3.18) und verkiirzte Knochen auf (Abb. 3.19 & 3.20).

98



Diskussion

Histologisch lieen sich Verdnderungen in der Lénge der Wachstumsfuge der Tibia
(Abb. 3.21 -3.23), dem zeitlichen Ablauf der Entwicklung des sekundéren
Ossifikationszentrums (Abb. 3.24), der Linge der hypertrophen Zone der Tibia
(Abb. 3.25 - 3.27), und in der Anzahl der Osteoklasten an der Grenze zwischen hypertropher
Zone und Trabekel finden (Abb. 3.29- 3.32). In der Mineralisierung der Knochen lieBen sich
jedoch weder histologisch (Abb. 3.33 & 3.34) noch mit Hilfe von pQCT-Analysen
(Abb. 3.35) Unterschiede zu den WT-Tieren finden, d.h. es entsteht kein rachitischer
Phénotyp.

4.2.2 Die knorpel-spezifische ERpS7 Inaktivierung fiithrt zu einem starken
Wachstumsfugen-Phianoptyp im Alter von 4 Wochen

Auffallend in den in vivo Analysen ist die Tatsache, dass der Phanotyp der ERp57°""-Tiere

erst im Alter von 4 Wochen am deutlichsten ausgeprigt ist. Zudem konnen im Alter von

2 Monaten diese Unterschiede zwischen ERp57°"“‘/‘

-und WT-Tieren kaum mehr gefunden
werden.

Zunichst ist zu betrachten, was sich im Alter von ca. 4 Wochen bei den Miusen verdndert
und so einen Grund fiir das Auftreten des Phianotyps darstellen konnte. Miuse werden bis zu
einem Alter von 3 Wochen von ihren Miittern gesdugt und dann entwohnt. Dies bedeutet eine
Umstellung von der reichhaltigen fliissigen Muttermilch auf feste Nahrung und somit eine
Verdnderung sowohl in der aufgenommenen Vitamin D Konzentration, als auch in der
Kalzium-Konzentration.

Vitamin D ist bei der Aufnahme von Kalzium im Darm ein regulierender Faktor. Der
intestinale Kalziumtransport besteht aus einem passiven, Konzentrationsgradienten-
abhéngigen parazelluliren und einem aktiven ATP-abhédngigen transzelluldren
Kalziumtransport (Hoenderop et al., 2005). Letzterer wird hauptsichlich durch
1,25-(OH), Vit D3 reguliert und somit fiihrt eine verminderte Vitamin D- und Kalzium-
Konzentration in der Nahrung zu einer verminderten Kalzium-Aufnahme im Darm.

Zudem verdndert sich der Hormonhaushalt der Tiere in diesem Alter. Sie durchlaufen die
Pubertit und werden geschlechtsreif. Diese beiden kritischen Phasen sind bekannt dafiir,

einen Einfluss auf das Wachstum der Méause auszuiiben und Stérungen in beiden Bereichen

konnen mogliche Ursachen fiir einen Wachstumsphénotypen sein.
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4.2.2.1 Die Rolle der Nahrungsumstellung in der Entwicklung der knorpel-spezifischen
ERpS57-Miuse

Zunichst soll die Nahrungsumstellung ndher beleuchtet werden und ein Vergleich mit
anderen Mauslinien gezogen werden, die eine Verdnderung der Vitamin D-Signalwege
aufweisen. Sowohl von den VDR-knockout Miusen, welchen der klassische Vitamin D
Rezeptor (VDR) fehlt, als auch den CYP27B1-knockout Méusen, die Vitamin D nicht in
Position 1 hydroxylieren konnen, ist bekannt, dass auch sie erst nach dem Ende des Sdugens
thren  Phidnotypen entwickeln (Yoshizawa et al, 1997;Li et al, 1997,
Van Cromphaut et al., 2001;Erben et al., 2002). Diese Tiere sind rachitisch, manifest durch
verkiirzte Knochen aufgrund von vergroBerten Wachstumsfugen und verminderte
Mineralisierung der Knochen. Eine hierfiir in der Literatur beschriebene Ursache ist bei den
VDR-Maiusen, dass VDR in neugeborenen Méiusen im Darm in nur sehr geringem Ausmall
vorkommt. In Ratten konnte gezeigt werden, dass wihrend des Séugens der Tiere, die
intestinale Kalziumaufnahme via eines 1,25-(OH), Vit D;-unabhingigen Mechanismus
geschieht (Dostal & Toverud, 1984). Zudem konnte bei Miusen gezeigt werden, dass erst
eine Woche nach dem Entwohnen die Mengen an VDR im Darm zunehmen
(Halloran & DeLuca, 1981;Bouillon et al., 2008). Dies konnte die Erkldrung dafiir sein, wieso
in den Tieren erst im Verlauf der Zeit die 1,25-(OH), Vit D;-abhidngige Kalziumaufnahme
immer starker von der 1,25-(OH), Vit Ds;-unabhingigen Kalziumaufnahme ersetzt wird.

Es konnte beschrieben werden, dass bei den VDR- und den CYP27B1-knockout Méusen der
Phanotyp mittels Nahrungsumstellung aufgehoben werden kann (Amling et al., 1999;
Van Cromphaut et al., 2001;Erben et al., 2002;Kovacs et al., 2005). Hierfir wird eine
Kalzium- und  Laktose-reiche = Nahrung  benétigt (Amling et al, 1999;
Van Cromphaut et al., 2001;Erben et al., 2002;Kovacs et al., 2005).

Die Kalziumaufnahme im Darm, wie zuvor in diesem Abschnitt beschrieben, ist Vitamin D
abhéngig. Diese ist in den VDR- und den CYP27B1-knockout Mausen reduziert, jedoch kann
mit Hilfe einer Kalziumreicheren Nahrung mehr Kalzium von den VDR- und den CYP27B1-
knockout Méusen aufgenommen werden (Li et al, 1998a;Amling et al, 1999;
Van Cromphaut et al., 2001;Hoenderop et al., 2002;Dardenne et al, 2003a;
Dardenne ef al., 2003b;Rowling et al., 2007).
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Grund hierfiir scheint zu sein, dass die Kalzium-Konzentrationsgradienten-abhéngige,
parazelluldre und 1,25-(OH), Vit D3-unabhingige Kalziumaufnahme im Darm im Falle einer
Kalzium-reicheren Erndhrung immer wichtiger wird. Im Gegenzug dazu werden Gene der
aktiven Kalziumtransporter, des ATP-abhingigen transzelluliren 1,25-(OH), Vit Ds-
abhingigen Kalziumtransports durch einen noch unbekannten Mechanismus herunter-
reguliert (Li et al, 1998b;Van Cromphaut et al, 2001;Bolt et al, 2005). Somit ist
anschliefend auch in den Knochen eine erhohte Menge an Kalzium zu finden, welche den
rachitischen Phéanotypen aufheben kann.

Die Beobachtung, dass Kalziumzufuhr die Vitamin-D abhingige Rachitis beeinflusst, stimmt
mit frilheren Beobachtungen in Menschen iiberein. Hier konnte gezeigt werden, dass
Kalziuminfusionen zu einer Heilung der Rachitis bei Patienten mit einer 1,25-(OH), Vit D;
Resistenz, einer sogenannten Vitamin-D unabhédngigen Typ 1I Rachitis, fiihrt

(Balsan et al., 1986;Hochberg ef al., 1992).

Somit scheint die VDR-abhingige Aktivitit von 1,25-(OH), Vit D3 fiir das normale
Wachstum der langen Knochen und deren Wachstumsfugen nur eine untergeordnete Rolle zu
spielen, sondern die beeintrdchtigten Mineralionen und speziell die gestorte Phosphat

Homeostase ist der primdre Grund fiir die Rachitis in den Tieren (Krohn et al., 2003;

Kovacs et al., 2005).

Im Gegensatz zu den VDR- und den CYP27BI1-knockout Miusen kommt es in den hier
untersuchten ERp57°art'/ -Maéusen nicht zur Authebung des Phadnotyps. Der Grund hierfiir
konnte sein, dass die ERp57°*""-Miuse im Gegensatz zu den VDR- und den
CYP27B1-knockout Maiusen keinen konstitutiven knockout haben und somit die
1,25-(OH), Vit Ds-abhiingige Kalziumaufnahme im Darm in den ERp57°*""-Miusen nicht
gestort ist.

Da in den ERp57°a“'/ -Méusen der Wachstums-Phinotyp der langen Knochen im Alter von
2 Monaten nahezu ausgeheilt ist, ist davon auszugehen, dass der Grund fiir die Auspragung
des Phinotyps wahrscheinlich nicht auf der Nahrungsumstellung der Tiere beruht.

Die Darm-spezifische ERp57 knockout Maus wurde von Nemere et al. generiert und
untersucht. Diese Gruppe konnte zeigen, dass die Kalziumaufnahme im Darm von Miusen

ERp57-abhéngig und VDR-unabhingig ist (Nemere et al., 2010;Nemere ef al., 2012).
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Dies steht allerdings im Widerspruch zu Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen
(Mizwicki & Norman, 2009) und den zuvor beschriebenen Daten der VDR-knockout Méuse.

Vermutlich ist wie in Ratten (Nemere, 2005) ein Mechanismus operativ, der sowohl
ERp57- als auch VDR-abhéngig ist. Beide Rezeptoren konnten in synergistischer Weise am

Kalzium-Transport beteiligt sein.

4.2.2.2 Die Rolle der Sexualhormone in der Entwicklung der knorpel-spezifischen
ERpS57-Miuse
Die Pubertdt wird als ein physiologischer und entwicklungsorientierter Prozess in Richtung
sexuelle Reife definiert. Sie wird unter anderem durch neuroendokrine Ereignisse initiiert,
welche die Freisetzung des Gonadotropin-Releasing Hormons (GnRH) aus dem
Hypothalamus aktiviert und somit Verdnderungen in der Funktion der Hypothalamus-
Hypophysen-Gonaden-Achse verursacht. Diese GnRH Neuronen, welche die Pubertit
initiieren und die Fertilitdt in allen Sdugetierarten erhalten (Colledge et al., 2010), entwickeln
sich in Maiusen ab E11.5 und erreichen ab E16.5 dieselbe rdaumliche Verteilung im
Hypothalamus wie in erwachsenen Tieren (Livne ef al., 1993). Aufgrund dieser Freisetzung
kommt es unter anderem zur Produktion von Gonadotropinen, dem luteinisierenden Hormon
und dem Follikel-stimulierendem Hormon in der Hypophyse und, dadurch bedingt, den
Sexualhormonen, welche von den Gonaden produziert werden (Colledge et al., 2010). Wie im
Menschen, produzieren auch ménnliche Méuse in den Gonaden vermehrt Testosteron und

weibliche Miuse vermehrt Ostrogen.

Die Sexualhormone beeinflussen das epiphysdre Wachstum sowohl iiber die Regulierung der
hypophysédren Wachstumshormonproduktion (Mauras et al., 1996), als auch durch direkten
Einfluss auf die Chondrozyten (Carrascosa et al., 1990) via deren Androgen-Rezeptoren
(Ben-Hur et al., 1997). Androgen-induziertes, Wachstumshormon-unabhéngiges pubertéres
Wachstum wurde sowohl in Kindern mit einer Wachstumshormon-Defizienz beschrieben
(Carrascosa et al., 1990) als auch in Wachstumshormonrezeptor-defizienten Laron-Syndrom
Patienten (Laron et al., 1980). Man vermutet, dass Androgene das Knorpelwachstum iiber die
lokale IGF-I Synthese regulieren (Keenan et al., 1993).

In vivo konnte gezeigt werden, dass 1,25-(OH), Vit D3 in hoher Dosis in urdmischen Ratten
zur Inhibition des Wachstumshormon-induzierten longitudialen Wachstums fiihrt

(Sanchez et al., 1998;Kuizon et al., 1998).
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Verbindungen zwischen 1,25-(OH), VitD; und Androgenen in der Regulation des
enchondralen Wachstums konnten auch in vitro gezeigt werden (Benya & Shaffer, 1982;
Somjen et al., 1991). In kultivierten Chondrozyten verstirkt die Vorbehandlung mit 1,25-
(OH), VitD; oder mit Dihydrotestosteron (DHT) die  Proliferationskapazitit
(Benya & Shaffer, 1982). Der Grund hierfiir scheint zu sein, dass sowohl 1,25-(OH), Vit Ds
als auch DHT einzeln das Chondrozytenwachstum via Stimulation der IGF-I Synthese
stimulieren. Dieser proliferative Effekt kann bei gleichzeitiger Zugabe von 1,25-(OH), Vit D;
und DHT in vitro nicht mehr gefunden werden (Krohn et al., 2003). Der Grund hierfiir ist
vermutlich, dass 1,25-(OH), Vit D; und DHT gegenldufig die Chondrozytenproliferation
beeinflussen, indem hohe IGF-I Konzentrationen ausgeschiittet werden (Krohn et al., 2003).
Da der proliferative Effekt von IGF-1 in Knorpel nicht linear konzentrationsabhingig ist,
wirkt eine hohe Konzentration von IGF-I, inhibierend auf die Proliferation (Maor et al., 1993;
Klaus et al., 1998). Um auszuschlieBen, dass der Grund fiir die gegenseitige Inhibition von
1,25-(OH), Vit D3 und DHT nicht in der Herrunter-Regulierung der gegenseitigen Rezeptoren
liegt, untersuchte die Gruppe um Krohn die mRNA-Level des VDR, des Androgen-Rezeptors
und des IGF-I Rezeptors. Diese waren jedoch nach gleichzeitiger Gabe von 1,25-(OH), Vit D3
und DHT hochreguliert. In friiheren Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl
1,25-(OH), Vit D; als auch DHT die Androgen-Rezeptor Expression in Osteoblasten
(Takeuchi et al., 1994;Kasperk et al., 1997) stimulieren, wohingegen nur 1,25-(OH), Vit D;
und nicht DHT die Expression von VDR hochregulieren (Klaus et al, 1998;
Krohn et al., 2003). Die Expression des IGF-I Rezeptors wird von 1,25-(OH), Vit D3 und
DHT ebenfalls hochreguliert. Das bedeutet, dass 1,25-(OH), Vit D; und DHT mittels IGF-I

die Proliferation beeinflussen.

Nicht nur die Proliferation von Chondrozyten in vitro, auch deren Differenzierung wird durch
1,25-(OH), Vit D; und DHT beeinflusst (Blanchard et al, 1991;Schwartz et al., 1994,
Klaus et al., 1998;Kuizon et al., 1998;Krohn et al., 2003). Wie 1,25-(OH), Vit D3, stimuliert
auch DTH die Expression von Kollagen X in kultivierten Chondrozyten, wohingegen die
Expression von Kollagen II kaum stimuliert wird. Inkubation von Chondrozyten mit beiden
Hormonen fiihrte zu noch stirkerer Kollagen X und gleichbleibender Kollagen II Expression
(Krohn et al., 2003). Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu denen von Dreier et al., 2008.
Hier konnte gezeigt werden, dass 1,25-(OH), Vit Ds bei einer Konzentration von 10°-10"M

die Differenzierung von kranialen Hithnersternumchondrozyten in Kultur hemmen.
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Erkldren lassen sich diese Unterschiede zum einen iiber die Unterschiede in den verwendeten
Chondrozyten: epiphysidre Chondrozyten aus adulten Ratten versus kraniale embryonale
Hiihnersternumchondrozyten und dem unterschiedlichen Readout: mRNA-Expression versus
Proteinlevel. Die Kulturbedingungen, Serum-freie Agarose-Kultur, waren ansonsten gleich.
Zudem unterstiitzt dieses Ergebnis auch die hier aufgestellte Hypothese, dass ERp57 und
1,25-(OH), Vit D3 zu unterschiedlichen Differenzierungsstadien und in unterschiedlichen

Konzentrationen, sowohl stimulierend als auch inhibierend wirken konnen. (4.1.2)

Sowohl die Kalzifizierung, als auch die Aktivitdt der alkalischen Phosphatase wurden durch
1,25-(OH), Vit D3 und DHT einzeln, und in Kombination synergistisch verstdrkt. Dies alles
deutet darauf hin, dass 1,25-(OH),VitD; und DHT einzeln die Proliferation und
Differenzierung von Chondrozyten stimulieren und die Kombination beider Hormone die
Stimulation der Differenzierung verstirken, wohingegen die Proliferation inhibiert wird

(Itagane ef al., 1991;Klaus et al., 1998).

Auch im Menschen ist bekannt, dass 1,25-(OH), Vit D3 im pubertdren Wachstumsschub
benotigt wird. In einer Studie wurden Patienten mit einer Pseudo-Vitamin D Rachitis, einer
seltenen Erkrankung, welche durch eine Mutation im CYP27B1-Gen hervorgerufen wird und
zu einer Unfahigkeit der Produktion von 1,25-(OH), Vit Ds fiihrt, 1,25-(OH), Vit D53 als
Therapie gegeben (Fu et al., 1997). Erhielten die Patienten die Therapie vor dem Einsetzen

der Pubertdt bzw. des Wachstumsschubes, so erreichten sie eine normale Korpergrofie.

Ostrogen ist wie Testosteron und 1,25-(OH); Vit D3 ein Hormon, dessen Einfluss auf den
Knochen bereits beschrieben wurde (Albright, 1940;Lindsay et al., 1976). Ostrogen-Mangel
wurde schon 1940 als Ursache fiir den Verlust von Knochenmasse bei Frauen beschrieben
(Albright, 1940). Es ist aber mittlerweile bekannt, dass Ostrogen nicht nur bei Frauen,
sondern auch bei Minnern einer der stirksten Regulatoren des Knochenmetabolismus ist
(Falahati-Nini et al., 2000;Khosla et al., 2008;Khosla et al., 2011). Ostrogen ist sowohl als
Aktivator des Knochenaufbaus, als auch als Inhibitor des Knochenabbaus beschrieben worden
(Lufkin et al., 1992;Garnero et al., 1996;Hannon et al., 1998). In der Literatur wurde ferner
beschrieben, dass die Proteindisulfidisomerase (PDI), ein Protein mit groBer Homologie zu
ERp57, als ein moglicher Rezeptor fiir Ostrogen und die Thyroidhormone dient
(Primm & Gilbert, 2001). Es bleibt zu untersuchen, ob ERp57 auch direkt in den Ostogen-

Signalweg eingreifen kann.
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4.2.2.3 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Ausprigung des Wachstumsfugen-
Phéinoptyp in den ERp57°*""-Tieren
Neben dem stark ausgepréigten Phénotyp im Alter von 4 Wochen bei den ERp57°a“'/ -Tieren,
konnte gezeigt werden, dass ménnliche Tiere insgesamt einen stirkeren Phénotyp aufweisen
als die weiblichen. Auch hierfiir spielen die Sexualhormone vermutlich eine wichtige Rolle.
Es ist bekannt, dass fliir den Wachstumsschub in der Pubertdt bei Madchen hauptséchlich
Ostrogene und bei Jungen  hauptsichlich  Androgene  verantwortlich  sind
(Karimian & Savendahl, 2011). Zudem tritt der pubertire Wachstumsschub bei Méadchen
frither ein als bei Jungen (Sovio et al., 2009;Busscher et al., 2011). Diese Tatsache konnte
dafiir sprechen, dass aufgrund des gewdhlten Untersuchungszeitpunktes ein stirkerer
Phiinotyp bei den minnlichen Tieren gefunden wurde. Fiir die weiblichen ERp57™""-Tiere
wire womoglich bei einem fritheren Untersuchungszeitpunkt ein ebenfalls stérkerer
Unterschied zwischen den ERp57%""- und den Kontroll-Tieren gefunden worden. Fiir diese
Theorie spricht, dass im Alter von 2 Monaten bei den weiblichen Tieren der
Gewichtsunterschied kaum mehr vorhanden ist, bei den minnlichen Tieren dieser noch
signifikant ist (Abb 3.17). Jedoch ist der Gewichtsunterschied bei den weiblichen
ERp57°""-Tieren im Vergleich zu den Kontrollweibchen geringer als bei den ménnlichen

rto/- s
" _Tieren und

Tieren, so dass der Unterschiede nach 2 Monaten zwischen weiblichen ERp57
den Kontrollweibchen allein auf Grund dessen entstehen konnte und keine Ursache im

zeitlichen Verlauf des pubertdre Wachstumsschub hat.

Die Moglichkeit dass die Pubertit und nicht das Ende des Sdugens ein Grund fiir die starke
Auspragung im Alter von mehr als 3 Wochen ist, wurde bei den VDR-Mdusen verworfen, da
die Serumspiegel von Testosteron und Ostrogen in VDR-knockout Miusen im Alter von
6 Monaten normal sind (Yoshizawa et al., 1997;Li et al., 1997;Van Cromphaut et al., 2001;
Erben et al, 2002). Es bleibt zu untersuchen, ob Testosteron bzw. Ostogen in
ERp57°a”'/ -Tieren in normalen Konzentrationen vorliegen. Sollte dies der Fall sein stellen wir
folgende Hypothese auf: die minnlichen ERp57°“"""-Tieren haben einen verstirkten Phinotyp
aufgrund des Fehlen von ERp57 und das der fehlenden Mdoglichkeit der schnellen Antwort
auf Ostrogen Die weiblichen ERp57°a“'/'-Méiuse konnen das Fehlen des ERp57 mit dem
schnellen Signalweg via 17B8-Ostradiol und dessen Rezeptor zumindest zum Teil

cart-/-

kompensieren. Dadurch haben die weiblichen ERpS57™ ""-Méuse einen schwicheren

Phinotyp.
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Zusammenfassend ldsst sich iiber die in vivo Daten sagen, dass alle Ergebnisse auf ein
verzogertes Knochenwachstum in den knorpel-spezifischen ERp57 knockout-Médusen

gegeniiber den WT-Mausen hin deuten.

Der Grund fiir das Auftreten des starken Phinotyps bei 4 Wochen alten Tieren, insbesondere
bei minnlichen Tieren, liegt wahrscheinlich in der unterschiedlichen Funktion von Ostrogen
und Testosteron in der Chondrozytendifferenzierung. Zudem konnen die weiblichen
ERp57“""-Méuse im Gegensatz zu den minnlichen ERp57°“"-Méusen vermutlich das
Fehlen des ERp57 mit dem schnellen Signalweg via 17B-Ostradiol und dessen Rezeptor
kompensieren. Das Ende des Sdugens der Miuse scheint als Grund fiir das Auftreten des
starken Phdnotyps bei 4 Wochen alten Tieren unwahrscheinlich, da der Phanotyp im Alter
von 2 Monaten nur noch abgeschwicht vorhanden ist und kein rachitischer Phinotyp

verbleibt.

4.2.3 Vergleich VDR-, CYP27B1- und ERp57“""-Miuse

Da das 1,25-(OH); Vit D3 sowohl an ERp57, als auch an VDR bindet, ist ein Vergleich der
ERp57“""-Méuse mit den verschiedenen VDR- Mauslinien angebracht. Auch bei einer
fehlenden 25-OH-1a-Hydoxylase kommt es zu einem dhnlichen Phénotypen wie in den
VDR- und ERp57“"“Miusen, da der aktivste Vitamin D Metabolit, das 1,25-(OH), Vit Ds
nicht gebildet werden kann. Aufgrund der vielen verschiedenen VDR- und CYP27B1-Méuse
und deren unterschiedlichen Phinotypen sollen diese in unterschiedlichen Abschnitten der

Diskussion miteinander verglichen werden.

4.2.3.1 Konstitutiver VDR- und CYP27B1-knockout in Miusen

Die unterschiedlichen VDR-knockout Mauslinien (Yoshizawa et al., 1997;Li et al., 1997,
Van Cromphaut et al., 2001;Erben et al., 2002), sowie die 25-OH-1a-Hydoxylase (CYP27B1)
knockout Maus (Dardenne et al., 2001;Panda et al., 2001), zeigen einen &hnlichen
Phéanotypen.

Zunéchst sind alle Tiere bei der Geburt vital und entwickeln sich normal, solange sie gesdugt

werden.
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Nach dem Entwohnen ist im Alter von 3 —4 Wochen sowohl bei den VDR-knockout
Mauslinien (Yoshizawa et al., 1997;Li et al, 1997;Van Cromphaut et al., 2001;
Erben et al, 2002;Kovacs et al, 2005), als auch bei der CYP27Bl1-knockout Maus
(Dardenne et al., 2001;Panda et al, 2001) wie auch bei den hier untersuchten
ERp57""-Méusen das longitudinale Wachstum der langen Knochen vermindert. Sowohl die
VDR- (Donohue & Demay, 2002) als auch die CYP27Bl1-knockout Tiere
(Dardenne et al., 2001;Panda et al., 2001) zeigen einen klassischen rachitischen Phinotypen
mit verbreiterter Wachstumsfuge.

Unterschiedlich zu den ERp57°""-Mausen ist, dass die untersuchten VDR- (Li et al., 1998a;
Amling et al, 1999;Van Cromphaut et al, 2001) und CYP27BI-knockout Maiuse
(Hoenderop et al., 2002;Dardenne et al., 2003a;Dardenne et al., 2003b;Rowling et al., 2007)
thren Phénotyp auch im Alter erhalten und dieser nur durch eine Umstellung auf Kalzium-

und Phosphatreiche Erndhrung aufgehoben werden kann.

4.2.3.2 Kbnorpel-spezifischer VDR- und CYP27B1-knockout, sowie knorpel-spezifische
Uberexpression von CYP27B1 in Miiusen
Neben den konstitutiven VDR- und CYP27B1-knockout Mausen wurden auch knorpel-
spezifische VDR- (VDR'/'cre-) und CYP27BI1-knockout Maiuse (CYP27Blcre'/'-M'eiuse)
sowie eine knorpel-spezifisch transgene CYP27BI-iiberexprimierende Maus (CYP27B1%)
generiert (Masuyama et al., 2006;Naja et al., 2009).
Sowohl die knorpel-spezifischen VDR cre-Tiere (Masuyama ef al., 2006) als auch die
knorpel-spezifischen ~CYP27Blcre”-Tiere und die knorpel-spezifisch CYP27BI-
iiberexprimierende Maus (Naja et al., 2009) zeigen dhnliche Phianotypen wie die in dieser
Arbeit  untersuchten ERp57°a“'/'-Méiuse dm  Alter von EI15.5 zeigen die
CYP27Blcre”-Miuse gegeniiber den Kontrolltieren eine signifikant groBere hypertrophe
Zone, wobei die Proliferation der Chondrozyten unverdndert war. Im Alter von 2 Tagen
waren die hypertrophe Zone der CYP27Blcre”-Miuse und der Kontrolltiere vergleichbar
grof. Bei den CYP27B1"%-Tieren zeigte sich der zu den CYP27Blcre”-Tieren
entgegengesetzte Phinotyp. Die CYP27B1%-Tiere haben im Alter von E14.5 eine kleinere
hypertrophe Zone als die Kontrolltiere (Dardenne et al., 2001). Im Gegensatz hierzu
entwickeln die VDR cre-Tiere keinen Wachstumsphénotyp (Masuyama et al., 2006) an den

untersuchten Zeitpunkten.
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Die knorpel-spezifischen VDR cre-Tiere zeigen wie die in dieser Arbeit untersuchten

cart-/-

knorpel-spezifischen ERp57™"""-Méuse einen Phénotypen in der Anzahl der Osteoklasten,
welcher in diesen Tieren zu bestimmten Zeitpunkten gegeniiber den untersuchten WT-Tieren
vermindert ist (Masuyama et al., 2006).

Auch die knorpel-spezifischenCYP27Blcre”-Tiere zeigen eine verminderte Anzahl an
Osteoklasten, welche auf eine verminderte RANKL-Expression auf den Chondrozyten zuriick
zu fiihren ist (Naja et al., 2009).

Im Gegensatz zu den konstitutiven knockout Tieren lieBen sich sowohl in den VDR cre-, den
CYP27Blcre”- und den CYP27B1"-Tieren die Phinotypen wie bei den ERp57°*""-Tieren zu
spiateren Zeitpunkten nicht mehr finden (Dardenne et al, 2001;Panda et al., 2001;

Naja et al., 2009).

Zusammenfassend ldsst sich {iiber die verglichenen Tiere folgendes sagen: Bei allen
konstitutiven knockout Tieren bleibt der rachitische Phanotyp im Alter erhalten. Dies ist bei
den knorpel-spezifischen Tieren nicht der Fall. Hier handelt es sich nur um einen
vorriibergehenden Phénotypen. Daraus folgt, dass der Phénotyp bei den konstitutiven Tieren
nicht auf die Chondrozytenbeteiligung zuriickzufiihren ist, sondern auf Anderungen in
anderen Geweben wie z.B. den Darm, wo die verminderte Kalzium-Aufnahme zum

Phénotypen im Skelettsystem fiihrt.

4.2.3.3 Osteoklastogenese

Ein Grund fiir den Wachstumsfugenphédnotyp, und somit den gesamten Phidnotyp der
ERp57°art'/ -Maus, scheint ein spéter einsetzender Umbau der spiten hypertrophen Zone durch
Osteoklasten zu sein.

Osteoklasten differenzieren aus hamatopoetischen Vorlduferzellen. Dieser Prozess geschieht
an der Stelle, an welcher der Knochen abgebaut wird, und wird sowohl von osteotrophen
Hormonen als auch lokal produzierten Faktoren reguliert (Takahashi et al, 1988S;
Udagawa et al., 1989;Suda et al., 1992;Suda et al., 1995). Diese Faktoren werden unterteilt in
VDR vermittelte Signale (via 1,25-(OH), Vit D3), Proteinkinase A vermittelte Signale (via
PTH und PGE,) und Glykoprotein 130 (gp130)-vermittelte Signale (via IL-6 und IL-11)
(Takahashi et al., 1988;Udagawa et al., 1989;Yamashita et al., 1990;Suda et al., 1992,
Suda et al., 1995;Yasuda et al., 1998b).
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Diese Signale werden jedoch nicht direkt an die Osteoklasten vermittelt, sondern iiber
Osteoblasten ~ an  Osteoklasten  weitergeleitet =~ (Nakashima et  al., 2011;
Xiong et al., 2011).

Dies geschieht mittels des auf der Membran der Osteoblasten, Osteocyten und hypertrophen
Chondrozyten  gebundenen = RANKL  (receptor activator of NF-xkB  ligand)
(Yoshida et al., 1990;Takahashi et al., 1991;Hattersley et al, 1991;Kodama et al.,
1991;Tanaka ef al., 1993).

Zudem 1ist aus der Literatur bekannt, dass der Monozytenkolonien-stimulierende Faktor
(macrophage colony-stimulating factor, M-CSF), welcher von den Osteoblasten produziert
wird, essentiell fiir die Proliferation und Differenzierung von Osteoklasten-Vorlduferzellen ist
(Yasuda et al., 1998a;Simonet et al., 1997) (Abb.4.1).

Von Yasuda et al. konnte 1998 zudem gezeigt werden, dass eine Inhibition von RANK-
Ligand (RANKL) zu einer verminderten Osteoklastogenese fiihrt. Zudem zeigten Méuse, die
den RANKL-Inhibitor Osteoprotegerin iiberexprimieren, einen unterdriickten Knochenabbau,
welcher mit einer abnormal gesteigerten Entwicklung von Osteoklasten in Zusammenhang
gebracht werden kann (Wolbach & Hegstedt , 1952;Howlett, 1980;Pechak et al., 1986).
Osteoblasten wiederum entstehen entweder wie Chondrozyten direkt aus mesenchymalen
Stammzellen (Crelin & Koch, 1967;Galotto ef al., 1994;Roach, 1997;Zerega et al., 1999) oder
aber durch Metaplasie aus hypertrophen Chondrozyten (Sakai ef al., 2001).

In der Arbeit von Sakai et al. konnte mittels Verpaarung der Col2al-Cre-Maus mit der
Rosa-26-Maus in den Osteoblasten der primdren Spongiosa die Produktion der Cre-
Rekombinase nachgewiesen werden (Poli et al., 1994;Grey et al., 1999). Somit haben auch
die Osteoblasten, neben den hypertophen Chondrozyten der ERp57“" -Miuse, kein ERp57
auf der Zelloberfliche, wodurch ihnen einer der moglichen Vitamin D-bindenden Faktoren
fehlt, welche die Expression des RANKL in Osteoblasten fordern. Dadurch ist es moglich,
dass die Aktivierung von Osteoklastenvorldufern zur Osteoklastogenese via RANKL und

RANK gestort ist.
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Abb. 4.1 Osteoblasten regulierte Differenzierung von Osteoklasten. Osteoblasten werden durch drei
verschiedene Signale, 1,25-(OH),Vit D;, PTH/PGE2 und IL-11 induziert die Expression von RANK-Ligand
(RANKL) auf ihrer Zelloberflache zu erhohen. RANKL vermittelt ein Signal zur Osteoklastogenese an RANK
auf der Zelloberflache der Osteoklasten-Vorlduferzelle. Zur Differenzierung der Osteoklasten-Vorlduferzelle
zum Osteoklasten bedarf es zusdtzlich der Stimulation der Osteoklasten-Vorlduferzelle via des
Monozytenkolonien-stimulierender Faktor (M-CSF), welches ebenfalls vom Osteoblasten produziert wird.

Verindert nach Yasuda et al., 1998.

In der Literatur sind verschiedene 1,25-(OH), Vit D3 abhidngige und unabhingige Signalwege,
welche die Expression von RANKL auf der Osteoblastenzelloberfliche erhdhen, bekannt.
Von diesen weill man, dass diese bei Inaktivierung ihrer Rezeptoren im Mausmodell die

Osteoklastogenese negativ beeinflussen konnen.

Die Cytokine Interleukin-6 (IL-6) und -11 (IL-11) binden auf der Zelloberfliche von
Osteoblasten an ihre Liganden-spezifischen Rezeptoren, die IL-6- und IL-11-Rezeptoren.
Maiusen, denen der IL-11 Rezeptor fehlt, haben verminderte Osteoklastenzahlen gegeniiber

den Kontrolltieren (Galea et al., 2011;Genetos et al., 2011).
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Adulte IL-6 knockout Miuse zeigen eine normale Anzahl von Osteoklasten, was darauf
hindeutet, dass dieses Cytokin zwar eine Rolle in der Osteoklastogenese spielen konnte,
jedoch andere Faktoren fiir IL-6 im Falle der Induktion der Osteoblasten kompensieren
konnen (Sims et al, 2005;Walker et al., 2010). Dies zeigt, dass die einzelnen
Glykoproteine 130 (gp130)-vermittelten Signalwege, via IL-6 und IL-11, unterschiedlich

ersetzbare Rollen in der Aktivierung der Osteoklastogenese einnehmen.

Prostaglandin E; (PGE,) signalisiert laut Literatur iiber die G-Protein gekoppelten
Membranrezeptoren EP2 und EP4 auf Osteoblasten (Li ef al., 2000;Miyaura et al., 2000;
Li et al., 2002a). Es konnten wie bei der IL-11R knockout Maus auch bei den EP4- und EP2-
knockout Midusen gezeigt werden, dass ein Fehler dieser Rezeptoren zur verminderten
Osteoklastogenese flihrt (Li ez al., 2000;Miyaura et al., 2000;Li ef al., 2002a).

Die EP4-knockout Méuse zeigten gegeniiber den Kontrolltieren eine signifikante Reduktion
der RANKL Expression und weniger Osteoklasten (Li et al., 2000;Li et al., 2002a;Li et al.,
2002b). Auch die EP2-knockout Méuse zeigten einen dhnlichen Phénotypen, welcher jedoch
weniger schwerwiegend war als der Phianotyp der EP4-knockout Miause (Amling et al., 1999).

Neben ERp57 konnte auch VDR fiir die Bindung von 1,25-(OH),Vit D; an der Oberflache der
Osteoblasten verantwortlich sein oder sie konnten zusammen funktionieren. Hierfiir spricht,
dass auch der Chondrozyten-spezifische knockout von VDR (VDR”cre) zu einem
Osteoklasten-Mangel fiihrt.

Fir die vier verschiedenen VDR-knockout Maéuse sind kaum Phéanotypen bzgl. der
Osteoklastogenese beschrieben worden. Bei den von Li et al. erzeugten Tieren von 1997
konnte eine vermehrte Anzahl von Osteoblasten, jedoch keine Verdnderung in der Anzahl der
Osteoklasten gefunden werden (Holtrop et al., 1986). Ratten jedoch, welchen VDR fehlte,
zeigten verminderte Osteoklastenzahlen und Osteoklastenaktivitit (Masuyama et al., 2006).
Die knorpel-spezifischen VDR "cre-Miuse zeigen gegenliber ihren Kontrolltieren
signifikanten Verminderung der Osteoklastenzahlen, wobei die Zahl und Funktion der
Osteoblasten unverdndert war. Masuyama et al. erklarten dies 2006 unter anderem mit einer
verringerten RANKL-Expression, welche zu verminderten Osteoklastenzahlen fiihrt.

Vitamin D-Signalwege sind fiir die Osteoklastogenese wichtig, da auch die konstitutive
CYP27Bl1-knockout Maus (Naja et al, 2009) und die knorpel-spezifischen
CYP27Blcre”-und CYP27B1'“-Miuse (Panda et al., 2001) Verinderungen in der Anzahl der

Osteoklasten zeigen.
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Die CYP27Blcre”-Tiere zeigten im Alter von E15.5 signifikant breitere hypertrophe Zonen
gegeniiber den WT-Tieren, auf Grund von verminderter Osteoklasten-Rekrutierung und nicht
auf Grund von verstérkter Proliferation. Im Alter von 2 Tagen konnte dieser Unterschied nicht
mehr gefunden werden. Die CYP27B1'%-Miuse zeigten im Alter von E15.5 den gegenldufigen
Phiinotypen zu den CYP27B1cre”-Tieren und auch bei diesen Tieren konnte im Alter von 2

Tagen kein Unterschied mehr gefunden werden(Panda et al., 2001).

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass eine Verdnderung der Aktivierung der Osteoblasten
via VDR vermittelter Signale (via 1,25-(OH),Vit D3), Proteinkinase A vermittelter Signale
(via PTH und PGE;) und gpl30-vermittelter Signale (via IL-6 und IL-11) zu einer
Verminderung der RANKL-Expression fiihren kann.

Diese Verdanderung geht mit einer verminderten Anzahl von Osteoklasten und somit einem
verminderten Knochenumbau einher. Zudem zeigen die Daten der VDR cre-Maus, dass eine
Verdnderung der Chondrozyten zu einer verdnderten Osteklastenzahl fiihren kann, wie es
auch die ERp57°""-Miuse aufweisen. Somit ist es moglich, dass die Osteoklasten der
ERp57""-M#use via Osteoblasten nur vermindert oder gar nicht aktiviert werden kénnen.
Dies fiihrt zu einer Verzogerung der Osteoklastogenese.

Da im Alter von 8 Wochen in den ERp57cart'/'—Tieren Osteoklasten zu finden sind, werden
diese wahrscheinlich verzogert produziert. Bei einer gédnzlich gestorten Osteoklastogenese
durch Osteoblasten aus hypertrophen Chondrozyten konnten die dann eingewanderten
Osteoblasten jedoch aus dem Knochenmark stammen. Da diese Knochenmarks-generierten
Osteoblasten wegen ihres Ursprung cre-Rekombinase negativ sind, tragen sie ERp57 auf ihrer
Zelloberfldche und kénnen somit auf Grund von Signalen via 1,25-(OH), Vit D; Osteoklasten
bilden.

Beide Losungsansitze konnten wiederum die Erkldrung dafiir sein warum der Umbau der

spaten hypertrophen Zone durch Osteoklasten mdglich, wenn auch verspitet ist.

Die Zusammenfassend ldsst sich iiber die in vivo Daten der unterschiedlichen Mause im
Vergleich zu den ERp57°a“'/ “-Tieren sagen, dass alle Ergebnisse auf ein verzogertes
Knochenwachstum in den knorpel-spezifischen ERp57 knockout-Méusen gegentiber den WT-
Mausen hin deuten. Dies scheint, aufgrund der verminderten Anzahl der Osteoklasten der Fall
zu sein. Der Ursprung dieser verminderten Anzahl liegt vermutlich im zumindest zeitweiligen
Fehlen des ERp57 auf der Oberfliche der Osteoblasten, welche gar nicht oder nur vermindert

die Osteoklastogenese aktivieren kdnnen.
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4.3 Ausblick

Zur genaueren Bestimmung der molekularen FEigenschaften von ERpS57 in der
Chondrozytendifferenzierung und zur Kldrung der noch offenen Fragen dieser Arbeit wéren

folgende Experimente mdglich:

Zur Kléarung der Hypothese, dass die verminderte Osteoklasten Anzahl vermutlich eine Folge
des Fehlens des ERpS57 auf der Oberfliche der Osteoblasten ist, konnten histologische

“"_Miusen im Alter von 4 Wochen und 2 Monaten hilfreich

Untersuchungen von ERp57
sein. In diesen Altersstufen konnten in den TRAP-Fiarbungen die Osteoklastenunterschiede
gefunden werden.

Mit Hilfe von RANKL-Farbungen konnte nachgewiesen werden, dass auf der Oberfldche der
ERp57°art'/'—Osteoblasten der RANKL im Gegensatz zu den WT-Osteoblasten fehlt. Dies wire
ein indirektes Indiz fiir einen Zusammenhang zwischen ERpS57-vermittelter Vitamin D-
Wirkung und der Osteoklastenreifung iiber RANK/RANKL und ein direktes Argument dafiir,
dass ERp57 etwas mit der Vitamin D induzierten RANKL-Expression zu tun hat.

R .
" _Tieren nicht

Um sicher zu gehen, dass der starke Phénotyp in 4 Wochen alten ERp57
aufgrund des Endes des Siugens auftritt, konnte ERp57°"""-Tiere direkt nach dem Ende des
Saugens kalziumreich erndhrt werden, wie dies bei VDR- und den CYP27B1-knockout Tieren
durchgefiihrt wurde (Krohn ef al., 2003). Fiihrt diese Nahrungsumstellung im Vergleich zur
Standardnahrung zu einem nicht Vorhandensein des Phinotyps, so konnte das Ende des

Sdugens der Tiere ein bzw. der Grund fiir den starken Phénotyp in 4 Wochen alten

ERp57""-Tieren sein.

Zur Klirung der Frage ob die Pubertdt bzw. eine Verdnderung in den Sexualhormonen als
Ursache fiir den starken Phinotyp in 4 Wochen alten ERp57“""-Tieren insbesondere bei
ménnlichen Tieren in Frage kommt, sollte die Rolle von Testosteron und ERp57 in vitro mit
Hilfe von Chondrozyten aus ERp57°*""- und WT-Tieren untersucht werden. Hierfiir konnten
die Chondrozyten, #hnlich wie von Krohn et al, 2003, mit DTH, Ostrogen und
1,25-(OH);, Vit D; sowie einer Kombination aus einem Sexualhormon und 1,25-(OH), Vit D3
zusammen mit IGF-I zur Differenzierung stimuliert werden. Die Differenzierung der Zellen
konnte anschlieBend mittels der Expression von Kollagen II und X auf mRNA-Ebene

untersucht werden.
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Eine weitere Moglichkeit, den FEinfluss der Sexualhormone auf den Phénotypen der
ERp57“""-Tiere zu bestimmen, wire die Untersuchung der ERp57°""- und WT-Tieren nach
einer Ovarektomie bzw. Orchiektomie. Diese miisste vor der Pubertdt durchgefiihrt werden
um zu bestimmen, wie sich der Phénotyp der ERp57°a”'/ -Tiere ohne den pubertiren

Wachstumsschub ausprigt.
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