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Einleitung 1

1 FEinleitung

1.1 Mechanismen der Knorpelzelldifferenzierung

Die Entwicklung von Geweben, Organen und Organsystemen wahrend der Embryogenese
ist ein sehr komplexer Prozef3, bei dem Zellen der drei Keimblitter ein spezifisches
Differenzierungsprogramm durchlaufen. Das Skelettsystem, das zur Stabilitdt und Struktur
des werdenden Organismus entscheidend beitrdgt, entwickelt sich groftenteils aus dem
Mesoderm. So leitet sich das Axialskelett mit seinen Wirbelkérpern und Rippen von dem
Sklerotom der Somiten ab, wahrend das Extremititenskelett seinen Ursprung im lateralen
Plattenmesoderm hat (Erlebacher et al., 1995). Neuroektodermalen Ursprungs sind
hingegen viele Schéddelknochen, die von auswandernden Neuralleistenzellen gebildet
werden.

Die meisten Knochen des Saugetierskeletts werden iiber eine Knorpelvorstufe gebildet.
Beispielsweise werden die langen Rohrenknochen der GliedmaBlen als Knorpel angelegt,
der schrittweise von Knochengewebe ersetzt wird, ein Vorgang, der als enchondrale
Ossifikation bezeichnet wird. Die Skelettentwicklung setzt demnach eine erfolgreiche
Bildung von Knorpelgewebe wihrend der Embryogenese voraus. Das Aufdecken von
Regulationsmechanismen, die die Knorpelzelldifferenzierung bzw. Chondrogenese
betreffen, ist daher in den Mittelpunkt vieler Forschungsbemiihungen geriickt.

Das erste Ereignis der Chondrogenese besteht darin, dal mesenchymale Zellen, also Zellen
des embryonalen Bindegewebes, ihre Multipotenz verlieren und einen ersten
Differenzierungsschritt in Richtung Knorpelvorlduferzelle durchlaufen (Abb.1). Haben die
mesenchymalen Zellen diesen, als 'Commitment' bezeichneten Vorgang vollzogen,
beginnen sie, sich zusammenzulagern und mesenchymale Knorpelvorlduferkondensationen
auszubilden (Thorogood und Hinchliffe, 1975; Poole, 1991). Dies ist das erste
morphologische Ereignis wiahrend der Knorpelzelldifferenzierung, welches seine
Bedeutung darin hat, daB hier Form, Position und Anzahl spéterer skelettaler Elemente
festgelegt werden. In dieser friihen Phase treten die Knorpelvorlduferzellen sowohl iiber
'gap junctions' als auch {iber Zelladhdsionsmolekiile in Verbindung (Kelley und Fallon,
1978; Coelho und Kosher, 1991). Im weiteren Verlauf differenzieren die mesenchymalen
Knorpelvorlduferzellen in proliferierende Chondroblasten, die sich in hypertrophe
Chondrozyten umwandeln. Diese terminal differenzierten Chondrozyten liegen eingebettet
in extrazelluldrer Matrix und werden schlielich apoptotisch. Diese spidte Phase der

Knorpelzelldifferenzierung findet man charakteristischerweise in den Wachstumsfugen
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langer Rohrenknochen, in denen die hypertrophen Chondrozyten schlieBlich von
einwandernden Osteoblasten ersetzt werden. Auch eine direkte Transdifferenzierung

hypertropher Chondrozyten in Osteoblasten wurde beschrieben (Cancedda et al., 1992).

Multipotente Mesenchymale Hypertrophe
Mesenchymzellen Knorpelvorlauferzellen Chondrozyten

M([a)set:ﬁ(r:m:mg:tlfen Chondroblasten K

S

X /(@

5
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der chondrogenen Zelldifferenzierung in vivo
Multipotente mesenchymale Zellen durchlaufen einen ersten Differenzierungsschritt in Richtung
chondrogen determinierte Mesenchymzellen. Diese Zellen runden sich ab, lagern sich als
mesenchymale Knorpelvorlduferzellen aneinander und differenzieren anschlieBend in
Chondroblasten, die Kollagenfibrillen synthetisieren. Das terminale Differenzierungsstadium
stellen hypertrophe Chondrozyten dar, die an GroBe zugenommen haben und von reichlich
extrazellularer Matrix umgeben sind.

Das Differenzierungsverhalten von Zellen ist abhidngig von ihrer Umgebung. So
beeinflussen sowohl Zell-Zell- als auch Zell-Matrix-Interaktionen das Schicksal einer Zelle
(Hynes und Lander, 1992; Adams und Watt, 1993; Fissler et al., 1996; Sastry und
Horwitz, 1996). Dementsprechend werden beteiligte Membranrezeptoren wie z.B. die
Integrine und ihre Untereinheiten wahrend der Zelldifferenzierung differentiell exprimiert.
Beispielsweise wird wihrend der frithen chondrogenen Differenzierungsphase das o-
Integrin herunter- und das oz-Integrin heraufreguliert (Shakibaei et al., 1995). Auch die
Adhisionsmolekiile N-Cadherin und N-CAM werden in mesenchymalen Knorpel-
vorlduferkondensationen exprimiert, wahrend sie in reifen Knorpelstrukturen nur noch im

Perichondrium gefunden werden (Widelitz et al., 1993; Oberlender und Tuan, 1994a;
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Oberlender und Tuan, 1994b). Knorpelvorlduferkondensationen zeichnen sich ferner durch
die Fahigkeit aus, das Lektin 'Peanut’-Agglutinin (PNA) zu binden. Diese Féhigkeit geht
den reifenden Knorpelzellen schlieBlich verloren (Aulthouse und Solursh, 1987; Gotz et
al., 1991; Hall und Miyake, 1992).

Die extrazelluldre Matrix spielt eine entscheidene Rolle sowohl bei der Zelladhdsion als
auch bei der Signaltransduktion, die iiber entsprechende Zellmatrixrezeptoren vermittelt
werden. Eine groBe Gruppe extrazellulirer Matrixproteine sind die Kollagene, deren
unterschiedliche Typen ein charakteristisches Expressionsmuster wéhrend der
Chondrogenese aufweisen. Zunichst produzieren mesenchymale Zellen eine Kollagen I-
haltige Matrix, die mit voranscheitender Differenzierung in Knorpelvorlaufer-
kondensationen von einer Kollagen II-, IX- und XI-haltigen Matrix ersetzt wird (Kosher et
al., 1986; Swiderski und Solursh, 1992; DeLise et al., 2000). Kollagen II stellt die
Hauptkomponente der chondrogenen Matrix dar. Das Kollagen II-Gen wird wahrend der
Knorpelzelldifferenzierung in zwei verschiedenen mRNA-'Splice'-Varianten exprimiert.
Kollagen Ila wird als juvenile Variante in mesenchymalen Knorpelvorlduferzellen,
Kollagen IIb als adulte Form hingegen in reiferen Chondroblasten exprimiert, wobei bei
dieser Variante das Exon 2 in der mRNA fehlt (Ryan und Sandell, 1990; Sandell et al.,
1991). SchlieBlich stellen hypertrophe Chondrozyten die Synthese von Kollagen II, IX und
XI ein und produzieren stattdessen Kollagen X (DeLise et al., 2000). Neben Kollagenen
sind Chondroitinsulfat-haltige Proteoglykane fiir die druckelastische Eigenschaft des
Knorpels von entscheidender Bedeutung, weil sie Wasser zu binden vermdgen. Aggrecan
ist ein wesentlicher Vertreter dieser Gruppe und wird von heranreifenden Chondroblasten
exprimiert (Muir, 1995). Weitere von diesen Zellen sezernierte Matrixkomponenten sind
'Cartilage oligomeric matrix protein' (COMP), 'Cartilage matrix protein' (CMP) und das
'Link-Protein' (Stirpe und Goetinck, 1989; Hedbom et al., 1992; Muratoglu et al., 1995;
Recklies et al., 1998).

Alle Anteile des Knorpelskeletts im sich entwickelnden Embryo miissen raumlich und
zeitlich koordiniert angelegt werden. Bei diesem als Musterbildung bezeichneten Prozef3
spielen Induktionsprozesse aus der Umgebung eine entscheidende Rolle, die eine
Aktivierung von Homeobox-Genen zur Folge haben (Krumlauf, 1993; Krumlauf, 1994;
Morgan und Tabin, 1994). Beispielsweise kontrolliert der Wachstumsfaktor FGF-8 aus der
Gruppe der 'Fibroblast Growth Factors' die proximodistale Achsenausrichtung der
GliedmaBlen. FGF-8 wird dabei von ektodermalen Zellen der 'Apical Ectodermal Ridge'
(AER) gebildet (Linda et al., 1999). Weitere Regulatoren der Chondrogenese in
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GliedmaBen stellen die Signalmolekiile WNT-7a und Sonic Hedgehog (Shh) dar, die auf
die Achsenbildung in ventrodorsaler bzw. anteroposteriorer Richtung einwirken (Linda et
al., 1999; Enomoto-Iwamoto et al., 2000). Die Bildung des Axialskeletts aus den
sklerotomalen Anteilen der Somiten steht unter dem Einflul von Chorda und Neuralrohr
(Brand-Saberi et al., 1993; Fan und Tessier-Lavigne, 1994). Eine entscheidene Rolle bei
diesen Induktionsvorgéngen wird Wachstumsfaktoren aus der Gruppe der 'Transforming
Growth Factors' (TGF) zugesprochen, zu denen beispielsweise TGF-{3;, TGF-33; und 'Bone
Morphogenetic Protein'-2 (BMP-2) gehoren (Kulyk et al., 1989; Leonard et al., 1991;
Wozney, 1992; Roark und Greer, 1994; Ganan et al., 1996).

Durch induzierende oder inhibierende Faktoren wird letztlich die Expression von
Transkriptionsfaktoren in der Zelle reguliert. Wahrend der Chondrogenese wird z.B. im
Sklerotom das 'Paired Box'-Gen Pax-1 in hohem Malle exprimiert (Deutsch et al., 1988;
Wallin et al., 1994). Ahnlich verhilt sich auch die Expression des 'basic Helix Loop Helix'
(bHLH) Transkriptionsfaktors Scleraxis, der in allen Knorpelvorlduferkondensationen von
Rumpf und GliedmalBen stark exprimiert wird (Cserjesi et al., 1995). Eine weitere Gruppe
von Transkriptionsfaktoren, die entwicklungsbiologische Prozesse regulieren, sind SOX-
(Sry-related High Mobility Group Box) Transkriptionsfaktoren (Wegner, 1999). Aus dieser
Gruppe werden Sox5 und Sox6 wihrend der Kondensation mesenchymaler
Knorpelvorlduferzellen und in reifen Chondrozyten exprimiert (Lefebvre et al., 1998). Von
zentraler Bedeutung flir die Entwicklung von Knorpelgewebe ist schlieBlich die
entwicklungsspezifische Expression des Transkriptionsfaktors Sox9, denn eine Mutation
im So0x9-Gen hat einen erheblichen Einflufl auf die Knorpelzelldifferenzierung (Bi et al.,

1999; de Crombrugghe et al., 2000; Bi et al., 2001; Kist et al., 2002).

1.2 Zur Bedeutung des Transkriptionsfaktors Sox9

Bereits vor etwa 20 Jahren wurde erstmals eine Fehlbildung des Skelettsystems bei
Neugeborenen beschrieben, die fortan als Kampomelie-Syndrom bzw. kurz Kampomelie
bezeichnet wurde (Houston et al., 1983; Foster et al., 1994; Wagner et al., 1994). Als
Ursache dieser Erkrankung wurde ein Defekt in dem Gen gefunden, das fiir den
Transkriptionsfaktor Sox9 kodiert (Kwok et al, 1995). Dabei wiesen fast alle
Skelettelemente, die im Rahmen der enchondralen Ossifikation aus Knorpelvorstufen
entstehen, erhebliche Deformationen auf (Abb.2). Ein Hauptmerkmal der Kampomelie
sind daher verkiirzte und gebogene Rohrenknochen von Unter- und Oberschenkel

(griechisch: xaumiAog = gebogen; usAoc¢ = Gliedmapfe).



Einleitunqg 5

Abbildung 2: Rontgenbild eines Neugeborenen mit Kampomelie
Typisches Merkmal sind die gebogenen und verkiirzten langen R6hrenknochen
(Pfeile). Quelle: www.medgen.genetics.utah.edu/photographs/ diseases/high/1.jpg

Weitere Charakteristika sind neben einem resultierenden Zwergwuchs kurze Phalangen
von Hinden und Fiilen, hypoplastische zervikale und thorakale Wirbel, ein Glockenthorax
mit einem fehlenden Rippenpaar, hypoplastische Scapulae und eine Deformierung des
Beckengiirtels. Auch im Gesichtsbereich treten Fehlbildungen in Form von Mikrognathie,
Gaumenspalten, kleinem Chondrokranium und im Vergleich hierzu {iiberproportional
groBem Neurokranium auf (Houston et al., 1983; Mansour et al., 1995). Weiterhin sind
auch permanente Knorpelstrukturen von Nase, Larynx, Trachea und Bronchien
fehlangelegt, so dal3 viele der Neugeborenen mit Kampomelie schon kurz nach der Geburt
am akuten respiratorischem Versagen versterben. SchlieBlich werden bei den
Neugeborenen unterschiedliche Fehlentwicklungen von Herz, Niere, zentralem
Nervensystem und Gonaden gefunden, wobei letztere sich bei 3/4 aller genetisch
maéannlichen Patienten im Sinne einer weiblichen Geschlechtsdifferenzierung manifestieren
(Mansour et al., 1995). Die Kampomelie tritt mit einer Haufigkeit von 0,5 bis 20 pro
100.000 Neugeborenen auf und kann einem autosomal-dominanten Erbgang folgen bzw.
durch de novo-Mutationen im Sox9-Gen verursacht sein (Kwok et al., 1995; Mansour et
al., 1995; Wright et al., 1995).

Sox9 gehort zur Familie der SOX-Transkriptionsfaktoren, die eine als HMG- (High
Mobility Group) Box bezeichnete DNA-bindende Doméne besitzen. Diese Doméne besteht
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aus 79 Aminosduren und weist eine hohe Homologie zur HMG-Box des vom Y-
Chromosom kodierten Transkriptionsfaktors SRY auf, woraus sich die Namensgebung
ergab (Wegner, 1999; Bowles et al., 2000).

Sox9 wird wihrend der Embryogenese in allen Strukturen exprimiert, die am Aufbau des
Skeletts beteiligt sind. So findet man Sox9-Transkripte in den Sklerotomen der Somiten,
im lateralen Plattenmesoderm, im Kopfmesenchym und in auswandernden Neural-
leistenzellen (Wright et al., 1995; Ng et al., 1997; Zhao et al., 1997). Dabei wird Sox9 vor
allem in mesenchymalen Knorpelvorlduferzellen wihrend der Kondensationsphase stark
exprimiert. Wahrend der weiteren Reifung der Chondroprogenitorzellen in Chondroblasten
bleibt die hohe Sox9-Expression bestehen, ebenso in proliferierenden Chondrozyten der
Wachstumsfugen und in Chondrozyten permanenter Knorpelstrukturen. Sox9 wird sowohl
in Knorpelanlagen von Femur, Tibia, Rippen, Wirbelkorpern, Scapula und pelvinen
Knochen als auch in Nasen-, Kehlkopf- und Bronchialknorpel exprimiert. In hypertrophen
Chondrozyten der Wachstumsfugen wird die Sox9-Expression schlieBlich eingestellt
(Wright et al., 1995; Ng et al., 1997; Zhao et al., 1997).

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, daBB Sox9 eine Reihe von knorpelassoziierten
Zielgenen aktiviert. Wéhrend der Embryogenese wird Sox9 in mesenchymalen
Knorpelvorlduferkondensationen und reifen Knorpelelementen mit Kollagen II, dem
Hauptprotein chondrogener Matrix, koexprimiert (Ng et al., 1997; Zhao et al., 1997). Sox9
bindet an ein 'Enhancer-Element im Intron 1 des Kollagen II-Gens, welches mehrere
Bindungsstellen fiir die HMG-Doméne von Sox9 enthilt (Zhou et al., 1995; Lefebvre et
al., 1996, Lefebvre et al., 1997; Zhou et al., 1998). Kollagen II-Reportergenkonstrukte, die
ausschlieBlich diese Sox9-Bindungsstellen des Kollagen II-Gens enthalten, wurden nach
transienter Transfektion spezifisch in Chondrozyten und Chondrosarkomazellen exprimiert
(Mukhopadhyay et al., 1995; Lefebvre et al., 1996; Lefebvre et al.,, 1997). Die direkte
Korrelation von Sox9 und Kollagen II-Expression konnte ebenso in vivo in transgenen
Maiusen dargestellt werden (Zhou et al., 1995; Lefebvre et al., 1996; Bell et al., 1997).
Sox9 reguliert in vitro bzw. in vivo iiber Aktivierung von Promotorelementen die
Expression weiterer Knorpelmatrixbestandteile wie Aggrecan (Sekiya et al., 2000) und
Kollagen XI (Bridgewater et al., 1998; Liu et al., 2000). Auch die Expression der knorpel-
assoziierten Gene 'Cartilage-derived retinoic acid-sensitive protein' (CD-RAD) und Noggin
unterliegen der direkten Regulation von Sox9 (Xie et al., 1999; Zehentner et al., 2002).

Der Vollstindigkeit halber sollte erwidhnt werden, dafl Patienten mit Kampomelie auch

Fehlbildungen aufweisen, die nicht das Skelettsystem betreffen. Dementsprechend wird
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Sox9 auch in nicht-skelettalen Elementen wihrend der Embryogenese exprimiert.
Transkripte finden sich in Zellen des zentralen Nervensystems, in Herz, Niere, Pankreas
und schlieBlich in Zellen der Genitalleisten, aus denen sich spéter die Gonaden entwickeln
werden (Wright et al., 1995; Ng et al., 1997; Zhao et al., 1997; Rahkonen et al., 2003). In
Hinblick auf die Regulation von Genen, die bei der Geschlechtsdifferenzierung eine Rolle
spielen, wurde ein Zusammenhang von Sox9 und dem Anti-Miiller-Hormon gefunden, die
gemeinsam in den Sertoli-Zellen der Testes exprimiert werden. So wird das Anti-Miiller-
Hormon unter anderem von einem Proteinkomplex reguliert, der aus Sox9 und dem

Steroid-Faktor-1 (SF-1) besteht (De Santa et al., 1998).

1.3 Analyse der Funktion von Sox9 in vivo — 'Knockout'-Strategien

Ein direkter methodischer Ansatz zur Aufklidrung der Funktion von Genen ist die
Untersuchung des veridnderten Phianotyps infolge einer Genmutation. Liegen wie bei der
Kampomelie Fehlbildungen bei Neugeborenen vor, so kann ein ursidchlicher Gendefekt
durch genetische Analysen aufgedeckt und somit auf die Funktion dieses Gens
riickgeschlossen werden (klassische Genetik). Der Ansatz der reversen Genetik bietet die
Moglichkeit der Untersuchung von phénotypischen Auswirkungen einer gezielten
Mutation eines Gens im Tiermodell. Die Methode, Miuse mit Genverlustmutationen zu
generieren, ist bereits seit vielen Jahren etabliert (Thomas und Capecchi, 1987). Zur
Generierung dieser sogenannten 'Knockout'-Méuse werden embryonale Stammzellen
verwendet. Embryonale Stammzellen entstammen der inneren Zellmasse von Blastozysten
(Evans und Kaufman, 1981; Martin, 1981), konnen aber auch aus 8-Zell-Stadien (Wobus
et al.,, 1991) oder Morulae (Eistetter, 1989) gewonnen werden. Embryonale Stammzellen
sind pluripotente Zellen, d.h., daBl sie in Zellen aller drei Keimblétter differenzieren
konnen. Zur Herstellung eines Knockouts werden embryonale Stammzellen aus der
inneren Zellmasse isoliert, in vitro genetisch verdndert (fiir Review siehe Fissler et al.,
1995) und anschlieBend in Blastozysten reinjiziert, die wiederum in den Uterus
scheinschwangerer Méuse transferiert werden. Da die genetisch verdnderten embryonalen
Stammzellen pluripotent sind, nehmen sie an der Bildung aller somatischen Gewebe und
der Keimzellen teil (Bradley et al., 1984). Es entstehen zunidchst Mosaiktiere, sogenannte
Chimére. Paart man Wildtypméuse mit chimdren Tieren, in denen die Mutation in die
Keimbahn gelangt ist, erhdlt man heterozygote Knockout-Méuse, die untereinander gepaart

schlieBlich homozygote Knockout-Nachkommen hervorbringen kdnnen.
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Das Standardprinzip zur Herstellung von genetisch verdnderten embryonalen Stammzellen
besteht darin, {iber einen Vektor ein defektes Gen in die Zelle einzubringen, welches dann
durch homologe Rekombination gegen das endogene Allel ausgetauscht wird (Thomas und
Capecchi, 1987). Die verwendeten, sogenannten 'Targeting'-Vektoren enthalten ein
Fragment genomischer Ziel-DNA, in deren Protein-kodierenden Bereich eine
Selektionkassette eingefiigt ist, so dal es zu einem Funktionsverlust kommt. Mittels der
Selektionskassette - in der Regel handelt es sich um ein Antibiotikaresistenzgen - konnen
durch Kultivierung auf Selektionsmedien embryonale Stammzellklone isoliert werden, die
das funktionsunfahige Genfragment in das Genom integriert haben.

Mit Hilfe der Knockout-Strategie wurde auch die Funktion des Transkriptionsfaktors Sox9
untersucht. Sox9"-Knockout-Méuse wiesen einen Phénotyp auf, der dem der Kampomelie
bei Neugeborenen sehr dhnelt (Bi et al., 2001; Kist et al., 2002). So zeichneten sich
Sox9""-Knockout-Miuse neben verkiirzten und gebogenen langen Réhrenknochen durch
hypoplastische Knorpel- und Skelettelemente aus und starben schon kurz nach ihrer
Geburt. Ferner zeigten die sklerotomalen Knorpelvorlduferzellen in Sox9""-Knockout-
Maiusen morphologische Verdnderungen im Vergleich zu entsprechenden Zellen in
Wildtypmausen. SchlieBlich erschien in Sox9”-Knockout-Miusen die Zone der
hypertrophen Chondrozyten in den Wachstumsfugen verbreitert. Diese Ergebnisse gaben
Hinweise darauf, daB Sox9 sowohl wihrend der Ausbildung mesenchymaler
Kondensationen als auch wihrend der Differenzierung reifer Knorpelzellen in hypertrophe
Chondrozyten eine wichtige Rolle spielt.

Es ist bisher noch nicht gelungen, homozygote Sox9-Knockout-Mause herzustellen. Der
Grund hierfiir ist, daB Sox9""-Knockout-Miuse das paarungsfahige Alter nicht erreichten
und somit keine Nachkommen zeugten. Zudem besteht ein allgemein bekanntes Problem
bei der Generierung homozygoter Knockout-Mduse darin, daBl viele homozygote
Knockout-Méuse schon frith wéhrend ihrer embryonalen Entwicklung sterben. So wiesen
beispielsweise homozygote Fibronektin- oder DNA-Methyltransferase-Knockout-Mause
einen letalen Phédnotyp auf (Li et al., 1992; George et al., 1993), und homozygote
Scleraxis-Knockout-Méuse starben im Stadium der Gastrulation, weil die Bildung des
Mesoderms in diesen Embryonen nicht stattfand (Brown et al., 1999).

Das Differenzierungsverhalten von homozygot Sox9-defizienten Zellen wurde in Maus-
Chiméren, die aus Wildtyp- und Sox9”-Zellen bestanden, analysiert. Die Sox9”-Zellen

nahmen weder am Aufbau von mesenchymalen Knorpelvorlauferkondensationen noch am
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Aufbau von reifen Knorpelstrukturen teil. Weiterhin exprimierten die Sox97”-Zellen weder
Kollagen II noch Kollagen IX oder Aggrecan (Bi et al., 1999).

Eine weitere Moglichkeit, das Differenzierungsverhalten gendefizienter Zellen in vivo zu
untersuchen, besteht darin, Keimzelltumore, sogenannte Teratome, zu induzieren. Werden
embryonale Stammzellen an extrauterine Orte verpflanzt, so kdnnen sie dort Teratome
ausbilden, in denen Gewebe aller drei Keimblatter vorliegen. Teratome aus Sox9™"-Zellen
enthielten normal entwickeltes Knorpelgewebe mit reifen Chondrozyten, die Kollagen II,
Kollagen IX und Aggrecan exprimierten (Bi et al., 1999). Im Gegensatz dazu wurde in
Sox9”-Teratomen kein Knorpelgewebe und auch keine Kollagen II-, Kollagen IX- oder
Aggrecan-Expression gefunden.

Eine Methode, die die Untersuchung eines embryonal letalen Genverlustes ermoglicht, ist
die Generierung von konditionellen Knockout-Maiusen mit einem Genfunktionsverlust in
spezifischen Organen oder Zelltypen mit Hilfe der 'Cre/loxP'-Knockoutstrategie (Kilby et
al., 1993). Dazu werden sogenannte 'loxP sites' in die DNA des zu verdndernden Gens
eingefiigt. Diese 'loxP sites' werden von dem Enzym Cre-Rekombinase erkannt, das die
DNA-Sequenz zwischen zwei 'loxP sites' und eine der beiden 'loxP sites' entfernt. Wird die
Expression der Cre-Rekombinase wunter die Kontrolle des Promotors eines
gewebsspezifischen Gens gebracht, so kann mittels 'loxP sites' ein genetisch verdndertes
Gen gewebsspezifisch ausgeschaltet werden (Orban et al., 1992; Gu et al., 1994).

Bei konditionellen Sox9”-Knockout-Midusen, in denen die Expression der Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle eines Promoters stand, der kurz vor Ausbildung
mesenchymaler Knorpelvorlduferkondensationen aktiviert wird, entwickelten sich weder
mesenchymale Knorpelvorlduferkondensationen noch Knorpel- oder Knochenelemente
(Akiyama et al., 2002). Konditionelle Sox9”-Knockout-Miuse, in denen die Expression
der Cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines Promoters stand, der erst nach der Phase
mesenchymaler Knorpelvorlduferkondensationen aktiviert wird, zeigten eine schwere
Chondrodysplasie, wobei alle Skelettelemente, die durch enchondrale Ossifikation
entstehen, hypoplastisch waren (Akiyama et al., 2002).

Beurteilt man das Differenzierungsverhalten von Sox9”-Zellen in Chiméren, Teratomen
und konditionellen Knockout-Méusen, so kann allerdings ein gewisser, modulierender
Einflul von Wildtypzellen auf das Differenzierungsverhalten von Sox9-defizienten Zellen
nicht ausgeschlossen werden. Eine Alternative, die Folgen eines Gendefekts auf die
embryonale Entwicklung in einer Wildtypzell-freien Umgebung zu bestimmen, bietet

daher die in vitro-Differenzierung gendefizienter embryonaler Stammzellen.
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1.4 Ein alternativer Weg — Die in vitro-Differenzierung embryonaler Stammzellen

Embryonale Stammzellen lassen sich unter optimalen Kultivierungsbedingungen nahezu
unbegrenzt vermehren und besitzen die Féhigkeit, auch in vitro in Zellen aller drei
Keimblitter zu differenzieren. Werden ES-Zellen als Zellaggregate, als sogenannte
,Embryoid Bodies*“ (EBs), in Kultur gehalten, so differenzieren sie spontan in
hamatopoetische (Schmitt et al., 1991), kardiogene (Wobus et al., 1991; Maltsev et al.,
1993; Maltsev et al., 1994), myogene (Rohwedel et al., 1994), epitheliale (Bagutti et al.,
1996), adipogene (Dani et al., 1997), neurogene (Fraichard et al., 1995; Striibing et al.,
1995), chondrogene (Kramer et al., 2000) und osteogene (Hegert et al., 2002) Zelltypen.
Dabei konnte gezeigt werden, dafl differenzierende ES-Zellen entwicklungsspezifisch
regulierte Gene, Proteine, Rezeptoren und Ionenkanédle in Abhéngigkeit von ihrem
Differenzierungszustand exprimieren (Rohwedel et al., 1994; Wobus et al, 1997;
Rohwedel et al., 1998b). Die Expressionsmuster weisen dabei groBe Ahnlichkeiten zu den
Expressionsprofilen auf, die wihrend der Embryogenese gefunden werden (Rohwedel et
al., 1994; Rohwedel et al., 1998a; Guan et al., 1999). Demnach spiegelt die in vitro-
Differenzierung embryonaler Stammzellen Zelldifferenzierungsvorgénge in vivo recht
genau wider. In Hinblick auf die chondrogene und osteogene Differenzierung wurden
bisher verschiedene Stadien, von der Knorpelvorlduferzelle bis hin zur terminal
differenzierten Knorpel- und Knochenzelle, beschrieben (Kramer et al., 2000; Hegert et
al., 2002).

Das in vitro-System eignet sich auch dazu, Induktionsprozesse zu untersuchen, die
wihrend der Embryonalentwicklung eine Rolle spielen. Beispielsweise induzierten
Wachstumsfaktoren der TGF-B-Familie in vivo sowohl die Bildung mesodermalen
Gewebes als auch die Differenzierung mesodermaler Zellen in Skelettmuskel, Knorpel-
und Knochenzellen (Gurdon et al., 1989; New et al., 1991). In vitro induzierte die Zugabe
von TGF-B; zum Kultivierungsmedium die Differenzierung von mesenchymalen
Vorlduferzellen in Chondrozyten (Johnstone et al., 1998) und fiihrte iiber Aktivierung von
intrazelluldren Signalkaskaden zu einer vermehrten Expression von knorpelassoziierten
Genen (Tuli et al.,, 2003). Weiterhin lieBen sich aus dem Knochenmark isolierte
mesenchymale Stammzellen durch Inkubation in TGF-(s-haltigem Differenzierungs-
medium verstdrkt in Knorpelzellen differenzieren (Barry et al., 2001). SchlieBlich
induzierten sowohl BMP-2 als auch BMP-4 die Differenzierung von murinen embryonalen
Stammzellen in Chondrozyten, die sich in Form von Kollagen II- und Alcianblau-

positiven Knorpelzellnodules in vitro darstellen lassen (Kramer et al., 2000).
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Es ist moglich, mit embryonalen Knockout-Stammzellen Differenzierungsvorginge in
vitro zu untersuchen, die sich aufgrund eines frithen letalen Phénotyps in vivo wie bei
Bl-Integrin'/ -, GATA-4""- oder Scleraxis”-Knockout-Mausen einer Beurteilung entziehen
(Soudais et al., 1995; Fassler et al., 1996; Brown et al., 1999). So fiihrte in vitro der Verlust
des Zelladhdsionsmolekiils 3;-Integrin zu einer verzogerten mesodermalen Differenzierung
in Muskel- und Herzmuskelzellen, wahrend die neuroektodermale Zelldifferenzierung
beschleunigt ablief (Fassler et al., 1996; Rohwedel et al., 1998a). GATA-4"-ES-Zellen
zeigten eine gestorte Differenzierung in das viszerale Endoderm, wohingegen sich
mesodermale und ektodermale Strukturen ungestort entwickelten (Soudais et al., 1995),
und Scleraxis”-ES-Zellen differenzierten nur in vitro, nicht aber in vivo in mesodermale

Zellen (Brown et al., 1999).
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2 Zielsetzung

Wihrend die Morphologie der Knorpelzelldifferenzierung gut untersucht ist, gibt es nur
sehr wenig Informationen iiber die molekulare Regulation der chondrogenen
Zelldifferenzierung. Transkriptionsfaktoren, die die Expression knorpelassoziierter Gene
kontrollieren, spielen in diesem Zusammenhang eine zentrale Rolle. Deshalb sollten in
dieser Arbeit die Rolle und Funktion des Transkriptionsfaktors Sox9 wéhrend der
Knorpelzelldifferenzierung naher charakterisiert werden.

Es ist bisher noch nicht gelungen, die Folgen eines Sox9-Verlustes auf die
Knorpelzelldifferenzierung in einer Wildtypzell-freien Umgebung zu untersuchen. Da sich
das in vitro-System zur Differenzierung embryonaler Stammzellen via ,,Embryoid Bodies*
(EBs) dazu eignet, die Entwicklung pluripotenter embryonaler Stammzellen in reife und
hypertrophe Chondrozyten zu beschreiben (Kramer et al., 2000; Hegert et al., 2002),
wurden in dieser Arbeit Wildtyp-, Sox9™"- und Sox97-ES-Zellen in vitro differenziert.
Dabei war es das Ziel, die chondrogene Differenzierungskapazitit von Sox9”-und  Sox9"
"_ES-Zellen zu analysieren. Hierzu war es zunichst notwendig, die bislang noch nicht
ndher charakterisierten frithen chondrogenen Differenzierungsstadien genauer zu
untersuchen und zu priifen, ob es zur Bildung von mesenchymalen Kondensationen
kommt. AuBlerdem sollte beurteilt werden, wie Wachstumsfaktoren der TGF-R-Familie wie
TGF-B;, TGF-B3 und BMP-2 die chondrogene Differenzierung Sox9-defizienter ES-Zellen
beeinflussen.

Zell- und molekularbiologische Arbeitsmethoden wurden angewandt, um das
Differenzierungsverhalten von Wildtyp-, Sox9""- und Sox9”-ES-Zellen zu beschreiben.
Die ES-Zellen wurden als Zellaggregate (EBs) differenziert. Mittels RT-PCR wurde die
Genexpression von knorpelassoziierten Markern bestimmt, und mit Hilfe von
histochemischen und immunhistochemischen Féarbungen sowie in situ-Hybridisierungen
wurden knorpelassoziierte Proteine und Gentranskripte in differenzierenden EBs
lokalisiert. Um die Expression von Kollagen II auf Proteinebene zu bestimmen, wurde

schlieBlich auch die Methode des Western-Blots verwendet.



Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Kultivierung und Differenzierung von ES-Zellen

3.1.1 Material, Medien und Losungen

3.1.1.1. Material

- Gewebekulturschalen mit 6 cm und 10 cm Durchmesser (Nunc, Wiesbaden)

- bakteriologische Petrischalen (Greiner, Frickenhausen)

- 24-'well'-Platten (Nunc)

- 96-'well'-Platte (Nunc)

- Objektrager mit zwei Kammern (‘chamber slides', Nunc)

- 15 und 50 ml Zentrifugenréhrchen (Nunc)

- Einfrierréhrchen (Nunc)

- 5 ml Einmalpipetten (Eppendorf, K6In)

-2, 5, 10 und 20 ml Glaspipetten (Eppendorf)

- Pasteurpipetten (Roth, Karlsruhe)

- Sterilfilter (Sartorius, Gottingen), 10ml-Einwegspritze (Braun, Melsungen)

- 10, 20 und 100 pl Pipettierhilfe (Eppendorf) und sterile Pipettenspitzen mit
Filtereinsatz (Fisher Scientific, Schwerte)

- Erlenmeyerkolben, Pinzette, Schere und Sieb mit PorengroBe 0,5 mm’

- THOMA-Zahlkammer

3.1.1.2 Medien und Losungen
3.1.1.2.1 PBS ('phosphate buffered saline')

Folgende Salze wurden in deionisiertem Wasser gelost.

171 mM  NaCl (Merck,Darmstadt)
10, mM Na,HPO4 x 2 HO (Fluka, Dreisenhofen)
3.3mM  KCl (Merck)

1,8 mM  KH,PO4 (Merck)

Die Losung wurde anschliefend autoklaviert.
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3.1.1.2.2 Trypsin / EDTA- L3sung

Trypsin (2,5%; Biochrom, Berlin) und Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA; 1%;
Biochrom) wurden in PBS zu folgender Endkonzentration verdiinnt:

0,05% Trypsin

0,02% EDTA

3.1.1.2.3 Gelatine-Losung

1g Gelatine (Fluka, Neu-Ulm) wurde in 100 ml PBS geldst. Die Losung wurde autoklaviert
und anschlieBend mit PBS verdiinnt, so da eine 0,1% Losung zum Beschichten der

Kulturschalen entstand.

3.1.1.2.4 Nédhrmedien und Additive
Zu dem Grundmedium DMEM (Dulbeccos Modified Eagles’-Medium mit 4500 mg/l D-

Glucose; Invitrogen, Karlsruhe) wurde fetales Kilberserum (FKS; Sigma Taufkirchen)
gegeben (Konzentrationen siehe unten), das zuvor bei 54°C fiir 30 Minuten inaktiviert
worden war. Um moglichst gute Differenzierungsbedingungen zu bieten, wurden speziell
fiir ES-Zellen getestete Chargen von FKS benutzt.

In allen Ndhrmedien waren folgende Additive enthalten:

Nicht-essentielle Aminosduren (1 ml/100 ml Medium) (Invitrogen)
L-Glutamin (1 ml/100 ml Medium)  (Invitrogen)
Penicillin / Streptomycin (1 ml/100 ml Medium)  (Invitrogen)
B-Mercaptoethanol (3-ME) (1 ml Stammlésung /100 ml Medium)

Die sterilfiltrierte Stammlosung bestand aus 7 pl

50 uM B-ME (Serva, Heidelberg) in 10 ml PBS

Folgende Ndahrmedien wurden gebraucht:

Kultivierungsmedium

Embryonale Fibroblasten wurden mit einem Medium, bestehend aus DMEM, Additiven
und 15% FKS, kultiviert.
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Mitomycin-C-Medium

In 10 ml PBS wurden 2 mg Mitomycin C (MMC, Serva) gelost. AnschlieBend wurde die

Losung sterilfiltriert. 300 ul dieser Losung wurden in 6 ml Kultivierungsmedium verdiinnt.

LIF-Medium
Zur Kultivierung von ES-Zellen wurde dem Kultivierungsmedium LIF ('leukemia
inhibitory factor'; TEBU, Frankfurt) hinzugefiigt (Endkonzentration 5 ng/ml), da LIF die

Differenzierung embryonaler Stammzellen inhibiert.

Differenzierungsmedium

Zur Differenzierung von ES-Zellen wurde DMEM mit Additiven und 20% FKS

verwendet.

Einfriermedium

LIF-Medium mit 8% Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma) wurde sterilfiltriert und

anschliefend zum Einfrieren der Zellen verwendet.

3.1.2 Allgemeine Techniken der Zellkultivierung.

Embryonale Fibroblasten und ES-Zellen wurden bei 37°C in einem Inkubator (Zapf
Nuaire, Fernwald) kultiviert, der mit 5% CO, begast wurde. Fiir die Zellkultur wurden
autoklavierte oder sterilisierte Materialien und Losungen gebraucht, und es wurde unter

einer Klasse II-Werkbank (Zapf Nuaire) gearbeitet.

3.1.2.1. Beschichten der Gewebekulturmaterialien mit Gelatine

Um eine bessere Adhésion der Zellen an die Oberfldche der Kulturschalen (Plastik), 24-

'well'-Platten (Plastik) und 'chamber slides' (Glas) zu erreichen, wurden diese mit 0,1%
Gelatine beschichtet und fiir mindestens 1 Stunde bei 4°C inkubiert. Vor dem Plattieren
der Zellen wurde die Gelatine abgesaugt und das jeweilige Medium auf die

Gewebekulturschalen, 24-'well'-Platten bzw. 'chamber slides' gegeben.

3.1.2.2 Ablosen der Zellen zum Passagieren oder Einfrieren

Nach Absaugen des Mediums wurden die Gewebekulturschalen mit PBS gespiilt und
anschlieBend 3 ml Trypsin / EDTA-Losung auf die Zellen gegeben. Nach sofortigem
Absaugen wurde die Trypsin / EDTA-Losung ein zweites Mal auf die Zellen pipettiert und
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das Ablosen der Zellen unter dem Mikroskop (Leitz) kontrolliert. Die abgeldsten Zellen
wurden mit 2 ml Kultivierungsmedium von den Schalen gespiilt, in 10 ml
Kultivierungsmedium aufgenommen und anschlieBend fiir 5 Minuten bei 1000 rpm
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgesaugt worden war, wurde das Pellet entweder in
Einfriermedium zum Einfrieren der Zellen oder in Kaultivierungsmedium zur
Weiterkultivierung der Zellen aufgenommen und resuspendiert. Fiir die Weiterkultivierung

wurden die Zellen auf Gelatine-beschichtete Gewebekulturschalen verteilt.

3.1.2.3 Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden, wie unter 3.1.2.2 beschrieben, von den Gewebekulturschalen abgeldst,
in 1,8 ml Einfriermedium aufgenommen und in Einfrierréhrchen iiberfithrt. Im
Styroporkarton verpackt, wurden die Zellen innerhalb von 24 Stunden auf —80°C

heruntergekiihlt und anschlieBend zur Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff gegeben.

3.1.2.4 Auftauen der Zellen

Im Stickstoff (-196°C) gelagerte embryonale Fibroblasten und ES-Zellen wurden im
Wasserbad (37°C) aufgetaut, resuspendiert und in 10 ml Kultivierungsmedium
aufgenommen. Nachdem die Zellen fiir 5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert worden
waren, wurden die embryonalen Fibroblasten in 2 ml Kultivierungsmedium resuspendiert
und auf eine 10 cm Gewebekulturschale gegeben, die zuvor mit 8 ml Kultivierungsmedium
beschickt worden war.

ES—Zellen wurden in 2 ml LIF-Medium resuspendiert und in eine mit inaktivierten
Fibroblasten (siche Abschnitt 3.1.3.2) beschichtete 6 cm Kulturschale iiberfiihrt, die 4 ml
LIF-Medium enthielt.

3.1.2.5 Ermittlung der Zellzahl

Pelletierte Zellen wurden in 1 ml Medium resuspendiert und einige Mikroliter der
Zellsuspension mit einer Pasteurpipette unter das Deckglas einer THOMA-Zahlkammer
gegeben. Nach Auszdhlen der Zellen unter dem Mikroskop wurde die Zellzahl mit
folgender Formel ermittelt:

Zellenge,sn/64 x 10°= Zellzahl pro ml Medium
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3.1.3 Priparation, Kultivierung und Mitomycin C-Behandlung embryonaler
Fibroblasten

3.1.3.1 Préiparation und Kultivierung embryonaler Fibroblasten

Zur Gewinnung embryonaler Fibroblasten wurden Embryonen aus dem Uterus einer
trichtigen Maus 14-16 Tage p.c. unter sterilen Bedingungen pripariert und in eine
Petrischale mit PBS {iberfiihrt. Die Plazenta und die Eihiillen, sowie Kopf und Leber
wurden entfernt, anschlieBend wurden die Embryonen in 0,1% Trypsin gegeben, mit einem
sterilen Skalpell zerkleinert und bei Raumtemperatur unter stindigem Riihren fiir 25-45
Minuten in 0,1% Trypsin dissoziiert. Um verbliebene Gewebestlicke zu entfernen, wurde
die Suspension auf ein Sieb gegeben und das Filtrat in 10 ml Kultivierungsmedium
aufgenommen. Nach Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 1000 rpm wurden die pelletierten
Zellen in 3 ml Medium resuspendiert und auf Gelatine-beschichtete 10 cm
Gewebekulturschalen mit 10 ml Kultivierungsmedium gegeben. Die embryonalen
Fibroblasten wurden fiir 1-2 Tage kultiviert, passagiert und nach weiteren 1-2 Tagen
entweder, wie unter 3.1.2.3 beschrieben, eingefroren oder fiir die Kultivierung der ES-

Zellen mit Mitomycin C-Medium inkubiert.

3.1.3.2 Mitomycin C-Behandlung embryonaler Fibroblasten

Mitomycin C (MMC) ist ein Zytostatikum, das die Zellteilung embryonaler Fibroblasten
inhibiert. Die inaktivierten Fibroblasten ('Feeder'-Zellen) besitzen jedoch weiterhin die
Féhigkeit, Faktoren wie LIF zu sezernieren, die die Differenzierung von ES-Zellen
unterdriicken.

Nachdem das Kultivierungsmedium von der 10 cm Gewebekulturschale, auf der die
embryonalen Fibroblasten konfluent gewachsen waren, abgesaugt worden war, wurden die
Zellen in 6 ml Mitomycin C-Medium fiir 2 /2 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieend
wurde das Mitomycin C-Medium abpipettiert und die Gewebekulturschale dreimal mit
PBS gespiilt. Dann wurden die Zellen abgelost, zentrifugiert und in 1,5 ml
Kultivierungsmedium resuspendiert. Die inaktivierten Fibroblasten wurden auf drei
Gelatine-beschichtete 6 cm Kulturschalen mit 5 ml Kultivierungsmedium verteilt und
bildeten nach Adhésion einen dichten 'Monolayer'. Nach ca. zwei Stunden konnten die ES-

Zellen zur Kultivierung auf die inaktivierten Fibroblasten gegeben werden.
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3.1.4 Kultivierung embryonaler Stammzellen

Um den EinfluB des Transkriptionsfaktors Sox9 auf die Knorpelzelldifferenzierung
beurteilen zu kénnen, wurde das Sox9-Gen in ES-Zellen der Linie E14.1 (Kuhn et al.,
1991) mittels 'Genetargeting' inaktiviert. Die entstandenen ES-Zell-Klone wurden
freundlicherweise von Dr. R. Kist und PD Dr. Gerd Scherer (Institut fiir Humangenetik
und Anthropologie der Universitidt Freiburg) zur Verfiigung gestellt. Folgende ES-Zell-

Klone wurden verwendet:

1.) E14.1 - Klon D4D6 heterozygot defizient fiir Sox9 (Sox9™")
2.) E14.1 - Klon D4D12 homozygot defizient fiir Sox9 (Sox9'/ D)

Die Differenzierungsleistung dieser Klone wurde mit der verwendeten Wildtyp-ES-Zell-
Linie E14.1 verglichen.

Um embryonale Stammzellen im undifferenzierten, pluripotenten Stadium kultivieren zu
konnen, wurden die ES—Zellen auf MMC-inaktivierten Fibroblasten in LIF-Medium
kultiviert. Zundchst wurde das Kultivierungsmedium von einer 6 cm Kulturschalen mit
MMC-inaktivierten Fibroblasten abgesaugt und durch 4 ml LIF-Medium ersetzt. Die ES-
Zellen wurden aufgetaut, auf die Fibroblasten gegeben und bildeten nach ein bis zwei
Tagen runde Kolonien (Abb.3). Um die Differenzierung der ES-Zellen wihrend der
Kultivierung zu vermeiden, muBite darauf geachtet werden, daBl die Kolonien eine
bestimmte Dichte und GroBe nicht iiberschritten. Daher wurden die ES-Zellen alle 24 bis
72 Stunden passagiert.

Abbildung 3: ES-Zellen, kultiviert auf embryonalen Fibroblasten (Pfeile),
bleiben im undifferenzierten Zustand. Dargestellt sind ES-Zellen der Linie
E14.1-Klon D4D6, die Kolonien (*) bilden. Balken = 100 um
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3.1.5 Differenzierung embryonaler Stammzellen

Zur in vitro-Differenzierung embryonaler Stammzellen wurden die ES-Zellen als
Zellaggregate, sogenannte ,,Embryoid Bodies* (EBs) kultiviert.

Der Differenzierungsbeginn umfafite die Kultivierung der ES-Zellen in ,hingenden
Tropfen fiir zwei Tage (0d-2d; Abb.4). AnschlieBend wurden die EBs fiir drei Tage in
Suspension gehalten (2d—5d), so dal} sie an Gréf8e zunahmen. SchlieBlich wurden die EBs
auf Gewebekulturschalen, 24-'well'-Platten und 'chamber slides' plattiert, auf denen sie bis

zu 33 Tage kultiviert wurden (5d—5+33d).

Kultivierung von ES-Zellen als Kultivierung der ES-Zellen
“hingende Tropfen” (0d - 2d) in Suspension (2d - 5d)

1
e o e o
e ® o ® o I

——— e T e

0d 1d 2d 5d 5+33d
] 5 o o
Es bilden sich Zellaggregate, Plattieren der ES-Zellen am 5.Tag (5d)
sogenannte 'Embryoid Bodies' aus und Kultivierung der ES-Zellen bis

zu weiteren 33 Tagen (5d - 5+33d)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der ES-Zell-Differenzierung als 'Embryoid Bodies'

Zur Herstellung von Zellaggregaten wurden ES-Zellen 2 Tage als ,,hdngende Tropfen" kultiviert
(0d-2d) und fiir weitere 3 Tage in Suspension gehalten (2d-5d), so dal3 sie eine zur Plattierung
geeignete Grofle besalen. Danach wurden sie auf Gewebekulturschalen bis zu 33 Tage
differenziert (5d-5+33d).

3.1.5.1 Kultivierung der ES-Zellen als ,.hdngende Tropfen" (0d-2d)

Die Anzahl der ES-Zellen pro EB war zum einen fiir das Differenzierungsvermogen der
Zellen und zum anderen fiir die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von entscheidender
Bedeutung. Zusammen mit den inaktivierten embryonalen Fibroblasten wurden die ES-
Zellen von den Gewebekulturschalen abgelost, =zentrifugiert und in 1 ml
Differenzierungsmedium aufgenommen. Die Anzahl der ES-Zellen wurde, wie unter

3.1.2.5 beschrieben, ermittelt, wobei die ES—Zellen mikroskopisch von den Fibroblasten
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anhand ihrer GréBe unterschieden werden konnten. Die ES-Zellen wurden anschlielend
mit Differenzierungsmedium verdiinnt, so dall die Zellen in einer Konzentration von 4 x
10* ES-Zellen/ml Differenzierungsmedium vorlagen. Mit einer sterilen Pipette wurden
20ul der Zellsuspension (entsprechen 800 Zellen) entnommen und auf die Innenseite eines
Deckels von bakteriologischen Petrischalen pipettiert. Ca. 50 Tropfen wurden auf je einen
Deckel gegeben, der anschlieBend auf eine mit PBS gefiillte Petrischale gesetzt wurde. Die
Kultivierung der ES-Zellen als ,,hdngende Tropfen" erfolgte fiir zwei Tage bei 37°C.

3.1.5.2 Kultivierung der EBs in Suspension (2d-5d)

Die EBs wurden von den Deckeln mit 2 ml Differenzierungsmedium heruntergepiilt und in
bakteriologische Petrischalen mit 8 ml Differenzierungsmedium gegeben, die zuvor nicht
mit Gelatine beschichtet worden waren, um ein Anheften der EBs zu vermeiden. Ca. 100

EBs lagen pro Petrischale vor und wurden fiir drei Tage bei 37°C in Suspension kultiviert.

3.1.5.3 Plattieren und weitere Kultivierung der EBs (5d-5+33d)

Zundchst wurden in den 6 cm Gewebekulturschalen 5 ml Differenzierungsmedium
vorgelegt, wihrend in die Vertiefungen der 24-'well'-Platte je 1,5 ml und in die beiden
Kammern der 'chamber slides' je 2 ml Differenzierungsmedium pipettiert wurden.
AnschlieBend wurden mit einer sterilen 100 pl Pipette jeweils 10 EBs in die 6 cm
Kulturschalen, je 1 EB in die Vertiefungen der 24-'well'-Platte und jeweils 5 EBs in jede
Kammer der 'chamber slides' gegeben und bis zu 33 Tage bei 37°C kultiviert (5d-5+33d).
In diesem Zeitraum wurde das Medium regelméBig gewechselt. Zu bestimmten
Zeitpunkten der ES—Zell-Differenzierung wurden Proben fiir RT-PCR (6 cm
Kulturschalen, siehe 3.2), histochemische Farbungen (6 cm Kulturschalen und 24-'well'-
Platten, siehe 3.4), immunhistochemische Farbungen ('chamber slides', siehe 3.5), in situ-
Hybridisierungen ('chamber slides', siehe 3.6) sowie filir Proteinbestimmungen (6 cm
Kulturschale, siehe 3.8) entnommen. Mikroskopisch konnten sich spontan kontrahierende
Bereiche als Ausdruck kardiogener Differenzierung beobachtet und ausgezdhlt werden

(24-'well'-Platten).

3.1.6 ES-Zell-Klonierung
Die Klonierung von embryonalen Stammzellen umfalite das Ausplattieren von
undifferenzierten ES-Zellen, die Isolierung von einzelnen ES-Zell-Kolonien, die jeweils

aus einer embryonalen Stammezelle hervorgegangen waren, und die Analyse der
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Genexpression mittels RT-PCR (siehe 3.2), anhand derer eine Auswahl eines geeigneten
ES-Zell-Klons fiir die Durchfiihrung von weiteren Differenzierungsversuchen getroffen

werden konnte.

Durchfiihrung

Embryonale Stammzellen wurden aufgetaut und auf vier 10 cm Gewebekulturschalen
plattiert, in denen 10 ml LIF-Medium vorgelegt worden waren. Die ES-Zellen wurden 6
Tage in LIF-Medium kultiviert und bildeten Kolonien. Zur Isolierung der Klone wurde das
LIF-Medium von den 10 cm Gewebekulturschalen abgesaugt, und die Schalen wurden
zweimal mit PBS gespiilt und anschlieBend mit 10 ml PBS {iberschichtet. Danach wurden
unter mikroskopischer Kontrolle ES-Zell-Kolonien mittels einer 100 ul Pipette in jeweils
50 pl Trypsin / EDTA-Ldsung iiberfiihrt, die in einer 96-'well'-Platte vorgelegt worden
waren. Die Zellen wurden vereinzelt und jeweils zur Hélfte auf eine 24-'well'-Platte mit
'Feeder'-Zellen (Masterplatte) und auf eine 24-'well'-Platte ohne 'Feeder'-Zellen
(Duplikatplatte) gegeben Nach einer Woche wurden die Zellen der Masterplatte

eingefroren und die Zellen der Duplikatplatte zur RN A-Isolierung verwendet.

3.1.7 Stimulierung der EBs mit Wachstumsfaktoren der TGF-{3-Familie

Um die Wirkung der Wachstumsfaktoren BMP-2, TGF-3; und TGF-B; auf Sox9-
defiziente ES-Zellen zu beurteilen, wurden Sox9"-EBs wihrend der Kultivierung in
Suspension (2d-5d) mit BMP-2, TGF-3; oder TGF-{; in einer Konzentration von 10 ng/ml
Differenzierungsmedium stimuliert.

BMP-2 wurde als rekombinantes, humanes Protein von der Firma ,,Genetics Institute®
(Cambridge, USA) zur Verfiigung gestellt, wihrend TGF-3; und TGF-33; kommerziell
erhéltlich waren (Perro Tech, Rocky Hill, USA).

3.2 Reverse Transkription (RT) und Polymerase-Ketten- Reaktion (PCR)

Die Expression entwicklungsabhédngig regulierter Gene wéhrend der in vitro-
Differenzierung von embryonalen Stammzellen wurde mit Hilfe der RT-PCR
nachgewiesen. Zundchst muflte die RNA aus den Zellen extrahiert und aufgereinigt
werden, bevor sie in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben werden konnte
(Reverse Transkription). Fragmente der cDNA wurden anschlieBend mit Sequenz-
spezifischen Primerpaaren mittels PCR amplifiziert (Mullis et al., 1986; Thiele, 1991) und

anschlieend gelelektrophoretisch aufgetrennt. Eine semiquantitative Bestimmung der
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differenziellen ~Genexpression wurde nach densitometrischer Auswertung von

Ethidiumbromid-markierten DNA-Banden durchgefiihrt.

3.2.1 RNA-Isolierung

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus kultivierten EBs wurde das ,,RNeasy Mini Kit"
(Qiagen) in Kombination mit dem ,,RNase-free DNase Set" (Qiagen) verwendet. Zunichst
wurden die Zellen unter reduzierenden Bedingungen lysiert, so dal die RNA anschlieBend

tiber eine Ionenaustauschersdule aufgereinigt werden konnte.

3.2.1.1 Gerite, Materialien und Losungen
Mikro-Zentrifuge (Eppendorf)
PBS

RNase-freies Wasser (Acros Organics, Schwerte)
100 % Ethanol (Merck)
70 % Ethanol
,»RNase-free DNase Set" (Qiagen): RDD-Puffer
DNase-Stammldsung (Lyophilisat gelost in 550 pl
RNase-freiem Wasser)
DNase-Losung zur Inkubation: 10 ul DNase-
Stammldsung in 70 pl RDD-Puffer
,»RNeasy Mini Kit" (Qiagen): RLT-Lysepuffer (Guanidinthiocyanat-haltig)
RW1-Waschpuffer
RPE-Waschpuffer
RNase-freies Wasser
1,5 ml und 2 ml Sammelgefaf3e
Ionenaustauschersdulen

1 % B-Mercaptoethanol (Serva) in RLT-Lysispuffer

3.2.1.2 Durchfiihrung
Die kultivierten EBs wurden mit PBS gespiilt und mit 500 pl RLT-Lysispuffer, der 1 % (-

ME enthielt, lysiert. AnschlieBend wurde das Lysat unter Verwendung steriler, RNase-
freier Pipettenspitzen in ein Eppendorfgefdll gegeben und entweder bei —80°C eingefroren
oder zur RNA-Isolierung sofort weiterverarbeitet. Daflir wurden 500 pl 70 % Ethanol zu

dem Lysat pipettiert, und das erhaltene Gemisch wurde auf eine lonenaustauschersiule
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gegeben. Nach Zentrifugation fiir 15 sec bei 10000 rpm wurde das Filtrat verworfen.
Danach wurden 350 pul RWI1-Puffer auf die Sdule gegeben und erneut zentrifugiert.
Anschlieend folgte bei Raumtemperatur eine Inkubation der Sdule mit 80 pl DNase-
Losung fiir 20 Minuten, um die genomische DNA zu verdauen. Nach Zufiigen von 350 pl
RW1-Puffer wurde bei 10000 rpm fiir 15 sec zentrifugiert und das Filtrat verworfen.
Danach wurde die Sdule zweimal mit 500 pul RPE-Puffer durch Zentrifugation gewaschen.
SchlieBlich wurde die RNA mit 50 ul RNase-freiem Wasser durch Zentrifugation fiir eine
Minute bei 10000 rpm eluiert und ihre Konzentration durch Messung der Absorption bei
260 nm photometrisch ermittelt (Photometer, Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech).

3.2.2 Reverse Transkription (RT)

'Messenger'-RNA (mRNA) wurde mittles reverser Transkription in komplementire DNA
umgeschrieben. Hierfiir wurden spezielle Primer verwendet, die an den Poly-A-Schwanz
der mRNA binden (Oligo(dT);.13-Primer). Unter Verwendung einer RNA-abhéingigen
DNA-Polymerase und Nukleotiden (ANTPs) wurde die ¢cDNA als Hybridmolekiil aus
einem RNA- und einem DNA-Strang synthetisiert.

3.2.2.1 Gerate, Losungen, Puffer, Nukleotide und Enzyme
'"Thermocycler' (MWG, Biotech, Ebersberg)

RNase-freies Wasser (Acros Organics)

Oligo(dT);,-1s-Primer (Invitrogen)

5 x ,,First Strand“-Puffer (Invitrogen)

0,1 M Dithiotreitol (DTT) (Invitrogen)

10 mM dNTPs (Desoxynucleosidtriphosphate: dCTP, dTTP, dATP, dGTP; Roth)

Superskript™II - Reverse Transkriptase (Invitrogen)

3.2.2.2 Durchfiihrung
500 ng RNA wurden mit 1 ul Oligo(dT)-Primer versetzt. AnschlieBend wurde RNase-

freies Wasser bis zu einem Gesamtvolumen von 12 pl hinzupipettiert. Dieser Ansatz wurde
fiir 10 Minuten bei 70°C inkubiert und danach sofort auf Eis gestellt. Danach wurden dem
Ansatz 4 ul ,,First Strand“-Puffer, 2 ul 0,1 M DTT und 1 pul 10 mM dNTPs hinzugegeben,
und die Losung wurde auf 42°C erhitzt. Nach zwei Minuten wurde die Superskript™II-
Polymerase, eine RNA-abhdngige DNA-Polymerase, hinzupipettiert und der Ansatz fiir 50

Minuten bei 42°C inkubiert. SchlieBlich wurde durch Erhitzen des Probenansatzes auf
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95°C fir 5 Minuten das Enzym inaktiviert und die Reaktion somit gestoppt. Die
entstandene cDNA wurde entweder zur PCR verwendet (siche Abschnitt 3.2.3) oder bei

—20°C eingefroren.

3.2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Das Prinzip der PCR beruht darauf, dal durch eine wiederkehrende Abfolge von DNA-
Denaturierung, Anlagerung von Sequenz-spezifischen Primern an die DNA (‘Annealing')
und Strangsynthese durch eine hitzestabilen DNA-Polymerase (Elongation) eine
exponentielle Vervielfaltigung eines durch die Sequenz-spezifischen Primer eingegrenzten
Genfragments stattfinden kann. Da die Sequenzen der Gene, deren Expression untersucht
werden sollte, bekannt waren, konnten mit Hilfe der Software ,PC/GENE®
(IntelliGenetics) geeignete Primer erstellt werden. Die Primer wurden von der Firma

Eurogentech (Seraing, Belgien) synthetisiert.

3.2.3.1 Ansitze und Enzyme
Die PCR-Reaktionen wurden im PCR-'Thermocycler' ,,PTC-200" (Biozym, Oldendorf)

durchgefiihrt. Es wurden Polymerasen von 2 verschiedenen Firmen entsprechend den

Herstellerangaben wie folgt verwendet:

1. RNase-freies Wasser (Acros Organics) 33 ul
Thermopol-Puffer (Invitrogen) Sul
4 mM dNTPs (Roth) Sul
10 uM Antisense-Primer (Eurogentech, Belgien) 2,5 ul
10 uM Sense-Primer  (Eurogentech) 2,5 ul
Vent-DNA-Polymerase (Invitrogen) 1 ul
2. RNase-freies Wasser (Acros Organics) 33 ul
PCR-Puffer (Roche) S5ul
4 mM dNTPs (Roth) Sul
10 uM Antisense-Primer (Eurogentech) 2,5 ul
10 uM Sense-Primer  (Eurogentech) 2,5 ul
Taq-DNA-Polymerase (Roche) 1 ul

Alle Ansidtze wurden auf Eis pipettiert.
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3.2.3.2 Durchfiithrung

Zunéchst wurde 1 pl cDNA in ein Eppendorfgefdall gegeben und der Ansatz, wie zuvor
beschrieben, vervollstindigt. Die Reaktionsgemische wurden in den PCR-Cycler iiberfiihrt,
und folgende PCR-Zyklen wurden nach einer zweiminiitigen Erhitzung der Proben auf
95°C durchlaufen: Denaturierung der Proben bei 95°C fiir 40 Sekunden — Anlagerung
('Annealing') der Primer fiir 40 Sekunden ('Annealingtemperatur' siche Tabelle 1) —
Elongation bei 72°C fiir 50 Sekunden. Dieser Zyklus wurde je nach Verwendung der
Primer 32-45 mal wiederholt (Tabelle 1). SchlieBlich wurden die Reaktionsgemische fiir 8
min auf 72°C erhitzt und danach entweder bei —20°C eingefroren oder fiir die

Durchfiihrung der Agarosegelelektrophorese (siche 3.2.4) weiterverarbeitet.

Tabelle 1: Nachweis der Genexpression mittels RT-PCR: Es ist angegeben, welche Primer zur
Amplifikation entsprechender Gene verwendet wurden. Jeweils dargestellt sind die Lange des
amplifizierten Genfragments, die 'Annealing'-Temperatur, die Zyklenanzahl sowie entsprechende
Literaturnachweise.

Gen Primer in 5'-3'-Orientierung Lénge des 'Annealing'- ZyKlus- Literatur-
amplifizierten Temperatur anzahl nachweis
Fragmentes (bp) O
Sox9 TGG GTG GCA AGT ATT GGT CAA ACT CA Wildtyp: 722 57 45 (Lefebvre et
TGA AGA AGG AGA GCG AGG AAG ATA A | Rekombinant: 469 al., 1998)
Scleraxis CGGTCT TTGCTC AACTTITCTC TGG T 322 63 36 (Cserjesi et
AAC AGG GTG AAC ACG GCC TTC al., 1995)
Kollagen 11 AGG GGT ACC AGG TTC TCC ATC Juvenil (Ila): 432 60 38 (Metsdranta et
CTG CTC ATC GCC GCG GTC CTA Adult (IIb): 225 al., 1991)
Aggrecan GCC ACC CTG GAG GTC ATAGTG A 361 60 38 (Walcz et al.,
ATT TCT CTG GGG ATG TCG CAT AA 1994)
Kollagen X ATG CCT TGT TCT CCT CTT ACT GGA 164 61 38 (Elima et al.,
CTT TCT GCT GCT AAT GTT CTT GAC C 1993)
B-Tubulin GGA ACA TAG CCG TAA ACT GC 317 60 32 (Wang et al.,
TCA CTG TGC CTG AAC TTA CC 1986)

3.2.4 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient dazu, Nukleinsduren ihrem Molekulargewicht
entsprechend im elektrischen Feld aufzutrennen. Zur Darstellung der aufgetrennten
Fragmente wurde dem Gel Ethidiumbromid hinzugefiigt, das sich in doppelstraingige DNA
einlagert und unter Anregung mit UV-Licht sichtbar wird.
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3.2.4.1 Gerite, Chemikalien und Puffer

Gelkammern und Kdmme (Biorad, Miinchen)
Spannungsgeber ,,Power Pac 300" (Biorad)
Mikrowelle (Toshiba)
TBE-Puffer: 50 mM Tris (Boehringer Mannheim)
50 mM Borsdure (Merck)
20 mM EDTA (pH 8; Merck)
Agarose ,,Ultra Pure® (Invitrogen)
Ethidiumbromid (1 %; Serva)
1 kb-DNA-Leiter (Invitrogen): Der Lingenstandard wurde im Verhéltnis 1:10 mit RNase-

und DNase-freiem Wasser (Acros Organics) verdiinnt.

Ladepuffer ,,.Blue Juice* (,,BJ*): 0,1 M LiCl (Merck), 20-50 mM EDTA (Merck),
15% Ficoll (Merck), 0,01 % Bromphenolblau (Merck)

3.2.4.2 Durchfiithrung

Fiir die Auftrennung der Proben wurde ein 2 %iges Gel hergestellt. Dazu wurden 2 g
Agarose in 100 ml TBE-Puffer suspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension zum
Kochen gebracht. Es wurden 3 pl Ethidiumbromid (1%) hinzugegeben und das Gel zum
Aushiérten in eine Gelkammer gegossen, in die zuvor ein Kamm fiir die Aussparung von
Probentaschen gesetzt worden war. Nach ca. 30 min wurde das Gel mit TBE-Puffer
iiberschichtet und der Kamm entfernt. Jeweils 10 ul amplifizierte DNA bzw. 7,5 ul 1 kb-
DNA-Leiter wurden mit 2,5 ul ,,BJ*-Ladepuffer versehen und in die Geltaschen pipettiert.

Anschlieend wurden die Proben fiir mindestens 30 min bei 80 V aufgetrennt.

3.2.5 Densitometrische Auswertung

Das Agarosegel wurde auf einem UV-Transilluminator (,,Bioblock"; Scientific, Aachen)
mit einer Videokamera (Olympus, Hamburg) fotographiert. Die Banden der aufgetrennten
DNA-Fragmente konnten unter Zuhilfenahme der ,,Gel-Pro Analyzer“-Software (Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA) ausgemessen und ihre Intensitit
densitometrisch bestimmt werden. Die erhaltenen Werte fiir die entwicklungsabhéngig
exprimierten Gene wurden mit den densitometrisch ermittelten Werten fiir das
Haushaltsgen B-Tubulin ins Verhiltnis gesetzt. Der hochste ermittelte Wert wurde gleich

100 % gesetzt, und die iibrigen Werte wurden auf diesen bezogen.
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3.3 Klonierung von RT-PCR-Produkten

Um die Nukleotidsequenz amplifizierter cDNA-Fragmente zu bestimmen, wurden die RT-

PCR-Produkte zundchst aufgereinigt und in einem Plasmid-Vektor kloniert. Die klonierte
Plasmid-DNA wurde aufgereinigt und durch einen Verdau mit einem Restriktionsenzym
und anschlieBender gelelektrophoretischer Auftrennung charakterisiert. Durch DNA-

Sequenzierung wurde schlieBlich die cDNA-Nukleotidsequenz bestimmt.

3.3.1 Aufreinigung der RT-PCR-Produkte
3.3.1.1 Material und Lésungen

100 % Ethanol

100 % Isopropanol

,»QIAquick Gel Extaction Kit" (Qiagen): QIAquick-Sdulen
QG-Puffer
PE-Puffer
EB-Puffer

3.3.1.2 Durchfiithrung

RT-PCR-Produkte wurden auf einem 2%-igem Agarosegel aufgetrennt und mit einem
Skalpel unter UV-Licht herausgeschnitten. Anschlieend wurde mit Hilfe des ,,QIAquick
Gel Extaction Kits" (Qiagen) die DNA aus dem Gel isoliert. Zur Aufreinigung wurde QG-
Puffer zu dem herausgeschnittenen Gelstiickchen gegeben und fiir 10 Minuten bei 50°C
inkubiert, so daf} sich das Gel auflosen konnte. Nach Zugabe von Isopropanol wurde die
Losung auf eine QIAquick-Séule pipettiert, fiir eine Minute bei 13000 rpm zentrifugiert
und das Filtrat verworfen. Der PE-Waschpuffer wurde auf die Sdule gegeben, und es
wurde zweimal flir eine Minute zentrifugiert. SchlieBlich wurde die cDNA mit 50 ul EB-
Puffer durch Zentrifugation fiir eine Minute bei 13000 rpm eluiert und ihre Konzentration

photometrisch bestimmt.

3.3.2 Klonierung der RT-PCR-Produkte in einem Plasmid-Vektor

Die Klonierung wurde unter Zuhilfenahme des ,,Zero Blunt™ PCR Cloning Kits" der
Firma Invitrogen durchgefiihrt. Die zu sequenzierenden RT-PCR-Produkte waren mit der
Vent-DNA-Polymerase amplifiziert worden. Da diese eine 3'-5'-Exonuklease-Aktivitit
besitzt, wiesen die Fragmentenden keinen Baseniiberhang auf ('blunt end'). Daher wurde

zur Durchfiihrung der Ligation ein linearisierter 'blunt end'-Klonierungsvektor verwendet
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(Abb.5). Die hitzevermittelte Transformation wurde mit den E.coli-Bakterien 'One Shot

Top 10 Cells' der Firma Invitrogen durchgefiihrt.

M13 Reverse priming site Al

201 LMF\LJ\CGM ACAGCTATGA CLATGATTAC GCCARGCTAT TTAGG‘N]ACG CGTTAGAATA

GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGATA AATCCACTGC GCAATCTTAT
Nn:l ml-nul I'(:.rll S-tll awml 1 splsl

CTCAAGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCGAG CTCGGATCCA CTAGTAACGG CCGOCAGTGT

GAGTTCGATA CGTAGTTCGA ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GATCATTGCC GGCGGTCACA

f‘i“l &;ﬂll Ps‘I'I Ez'lcﬂ\c'
GCTGGAATTC AGG CCTGAATTCT GCAGATA
CGACCTTAAG TCC Blunt PCR Product GGACTTAAGA CGTCTAT

Nor| Xnal .'-‘51: fbll &Tll 17 wmap’p[irr'\g' sita

I
TCCATCACAC TGGCGGCCGC TCGAGCATGC ATCTAGAGGE CCCAATTC CCTAT!

AGGTAGTGTG ACCGCCGGCG AGCTCGTACG TAGATCTCCC GGGTTAAGCE GGATATCACT

M13 Forward (-20) prrnlng site M13 Forward {40: priming site

GTCGTATIAC AATTCACTGG CCGTCGTTTT A CETCGT GACTGGGAAR ACCCTGGCGT 4
\CAGCATM G TTAAGTGACC GGCAGCAAAM TC ‘C*‘A(,CB CTGACCCTTT D{X‘v‘.’“Af‘(&( .ﬂ/
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Abbildung 5: Fiir die Sequenzierung verwendeter Klonierungsvektor
RT-PCR-Produkte wurden in dem linearisierten 'blunt pCR®-Cloning
Vector' kloniert, der Enden ohne Baseniiberhang aufwies und ein
Kanamycin-Resistenzgen enthielt.

3.3.2.1 Vektor, Losungen, Enzyme, Gerite, Material und Medien

RNase- und DNase-freies Wasser (Acros Organics)

»Zero Blunt™ PCR Cloning Kit": linearisierter 'blunt pPCR®-Cloning Vector'
10 x Ligationspuffer
T4-DNA-Ligase

Inkubationsschiittler (New Brunswick Scientific, New Jersey, USA)

bakteriologische Petrischalen (Sarstedt, Niimbrecht)

15 ml-Réhrchen (Nunc), Ose

0,5 M B-Mercaptoethanol (Serva)

SOC-Medium (Invitrogen)

LB-Medium (,,Luria Bertani*) mit Kanamycin:



Material und Methoden 29

In 200 ml destilliertem Wasser wurden folgende Substanzen geldst :

2 g Trypton (Difco; Heidelberg)

1 g Hefeextrakt (Difco)

2 g NaCl (Merck)
Nach Einstellen des pH auf 7,5 mit NaOH, Autoklavieren und Abkiihlen der
Losung auf 60°C wurden 100 ul Kanamycin (100 mg/ml; Boehringer
Mannheim) hinzugegeben. Zur Herstellung von Agar-Platten wurden dem

LB-Medium vor dem Autoklavieren 15 g/l Bacto™ Agar (Difco) hinzugesetzt.

3.3.2.2 Durchfithrung der Ligation

5 ul der aufgereinigten cDNA, 1 ul des Klonierungsvektors, 1 ul Ligationspuffer, 1 pl T4-
DNA-Ligase und 2 pl Wasser wurden vermischt. Der Ansatz wurde anschlieBend fiir eine

Stunde bei 16°C inkubiert und auf Eis aufbewahrt.

3.3.2.3 Durchfiithrung der Transformation und Selektion von E.coli-Bakterien

Die Bakterien wurden aufgetaut und mit 2 pl p-Mercaptoethanol und 2 pl des
Ligationsansatzes (siche Abschnitt 3.3.2.2) versehen. Nach einer 30-miniitigen Inkubation
auf Eis wurden die Bakterien zur Transformation fiir 45 sec auf 42°C erhitzt und im
AnschluB} fiir zwei Minuten auf Eis gegeben. Danach wurden 250 pl SOC-Medium, das auf
37°C vorgewdrmt war, zu den Bakterien pipettiert und die Suspension anschlieBend fiir
eine Stunde bei 37°C und 225 rpm im Inkubationsschiittler inkubiert.

Zur Selektion der transformierten Bakterien wurden bakteriologische Petrischalen mit 10
ml heiBem, Kanamycin-haltigem LB-Medium versetzt. Nach Erstarren des Mediums
wurden 150 pl der Bakteriensuspension auf eine Petrischale gegeben und mit einer sterilen
Ose ausgestrichen. AnschlieBend wurden die Petrischale samt Deckel umgedreht und UN
bei 37°C gelagert. Am nichsten Tag wurden erfolgreich transformierte Bakterienklone mit
einer sterilen Pipettenspitze entnommen und in jeweils ein 15 ml-Réhrchen gegeben, in
dem sich 3 ml LB-Medium befand. Die Bakteriensuspensionen wurden schlieBlich bei

37°C UN unter Schiitteln inkubiert.

3.3.3 Isolation und Restriktionsverdau der Plasmid-DNAs
In E.coli klonierte Plasmid-DNAs wurden unter Zuhilfenahme des ,,Plasmid Miniprep

Kit I der Firma Peqlab Biotechnologies isoliert.
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3.3.3.1 Material.Losungen, Puffer und Enzyme

RNase- und DNase-freies Wasser (Acros Organics)

,»Plasmid Miniprep Kit I* (Peglab Biotechnologies, Erlangen):
HiBind®-Miniprep-Séule
Losungen I, IT und III
HB-Puffer
DNA-Waschpuffer mit 100 % Ethanol
TE-Puffer

Restriktionsenzym Eco RI (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

10x Eco RI - Puffer (MBI Fermentas)

,BJ“-Puffer (siehe 3.2.4.1)

3.3.3.2 Durchfiithrung

Von den Bakterienkulturen wurden jeweils 1,5 ml entnommen und bei 13000 rpm fiir eine
Minute zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Sediment in
250 pl Losung I und 250 pl Losung II aufgenommen, um die transformierten Bakterien zu
lysieren und bakterielle RNA zu verdauen. Durch Zugabe von 350 pl Losung III wurde das
Lysat neutralisiert und im Anschluf3 fir 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der
Plasmid-DNA-enthaltende Uberstand wurde danach auf eine HiBind®-Miniprep-Siule
gegeben und fiir eine Minute zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Sdule mit 500 ul HB-
Puffer beladen und nach erneuter Zentrifugation mit 750 ul DNA-Waschpuffer versehen.
Durch zweimaliges Zentrifugieren der Sdule fiir jeweils eine Minute bei 13000 rpm wurde
die DNA getrocknet. Im Anschlul wurde die DNA mit 50 pul TE-Puffer durch erneute
Zentrifugation eluiert.

Die isolierte Plasmid-DNA wurde restringiert, indem zu 1 pl Plasmid-DNA 0,5 pl des
Restriktionsenzyms Eco RI, 2 pl 10x Eco RI-Puffer und 16,5 pl Wasser gegeben wurden.
AnschlieBend wurde der Ansatz fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert und die Reaktion mit 5
ul ,,BJ“-Puffer gestoppt. SchlieBlich wurden 10 pl entnommen und gelelektrophoretisch

aufgetrennt, um die zuvor klonierte cDNA nachzuweisen.

3.3.4 DNA-Sequenzierung
Die klonierten RT-PCR-Produkte wurden zur Bestimmung der Nukleotidsequenz an einen

kommerziell angebotenen Sequenzierservice (Firma MWG-Biotech) versandt.
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3.4 Histochemischer Nachweis von knorpelspezifischen

Proteoglykanen

Mit dem Farbstoff Alcianblau 8GX konnen knorpelassoziierte Proteoglykane in fixierten

Geweben nachgewiesen werden (Romeis, 1989).

3.4.1 Losungen und Puffer
PBS
3,7 % Formaldehydlosung (Merck)

Alcianblaulésung: Folgende Substanzen wurden in 500 ml 3 % Essigsdure (Fluka) gelost:

NaCl (Merck) 45¢
MgCl, (Merck) 6,4 ¢g
Alcianblau 8GX (Sigma) 0,25¢

Im AnschluB3 wurde die Losung mit 32 % HCI auf pH 1,5 eingestellt.

3.4.2. Durchfiihrung

Das Differenzierungsmedium wurde von den 6 cm Gewebekulturschalen abgenommen.
Danach wurden die EBs einmal mit PBS gewaschen und mit der Formaldehydlésung fiir
30 Minuten iiberschichtet, um die Zellen fiir die Farbung zu fixieren. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurde die Alcianblaulosung auf die EBs gegeben, und es erfolgte eine
Firbung der Zellen bei Raumtemperatur UN. AnschlieBend wurden die EBs dreimal mit

PBS gewaschen und schlieBlich lichtmikroskopisch beurteilt.

3.5 Nachweis der Protein-Verteilung in EBs mittels indirekter

Immunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz bietet die Moglichkeit, gewebespezifische Proteine in
Zellen und Geweben darzustellen. Ein primdrer Antikérper erkennt dabei eine bestimmte
Region (Epitop) eines Antigens und wird von einem sekundéren Antikorper gebunden, der
mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Durch Anregung des fluoreszierenden
Farbstoffes mit Licht bestimmter Wellenldnge kann somit das Protein durch Emission von

Licht einer anderen, chatakteristischen Wellenlédnge indirekt dargestellt werden.
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3.5.1 Losungen und Puffer
PBS
Methanol-Aceton-Lésung: Zu 7 ml Methanol (Merck) wurden 3 ml Aceton (Merck)

gegeben
10 % Ziegenserum (Dianova, Hamburg) in PBS
Vectashield-Einbettungsmedium (Vector, Burlingame, USA)

3.5.2 Durchfiihrung

Von den 'chamber slides' mit 10 differenzierten EBs wurde das Medium abgesaugt.
Anschlieend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, bevor die Methanol-Aceton-
Losung zum Fixieren der Zellen auf die Objekttrager fiir 5 min gegeben wurde. Danach
wurden die 'chamber slides' dreimal mit PBS gewachen, in eine feuchte Kammer tiberfiihrt
und mit Ziegenserum zum Blockieren freier, unspezifischer Bindungsstellen fiir 30
Minuten iiberschichtet. Nach Absaugen des Serums wurden dann 200 pl des priméren
Antikorpers (Tabelle 2) auf die EBs gegeben, und es folgte eine Inkubation bei 37°C fiir
eine Stunde. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden 200 pl des sekundéren
Antikorpers (Tabelle 3) fiir eine ebenfalls einstlindige Inkubation bei 37°C auf die Zellen
gegeben. SchlieBlich wurden die Objekttrager erneut dreimal mit PBS gespiilt und mit
Vectashield-Einbettungsmedium  liberschichtet. Die  Protein-Verteilung in  den
differenzierten EBs wurde anschlieend unter dem Fluoreszenzmikroskop (,,Axioplan 2";

Zeiss, Jena) beurteilt.

Tabelle 2: Fiir die Immunfluoreszenz verwendete primére Antikorper. Angegeben sind die
untersuchten Antigene, die Namen der Antikorper, ihre Verdiinnung und die Firmen, von denen die
Antikorper bezogen wurden.

Antigen Name Verdiinnung Firma
Kollagen 11 IT 11 6B3 1:20 Developmental Studies Hybridoma
Bank (Iowa, USA)
Neurofilament Anti-Neurofilament 1:20 Sigma
160 kDa 160 kDa

Klon NN18
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Tabelle 3: Fiir die Immunfluoreszenz verwendete Sekundérantikdrper. Aufgelistet sind die
Bezeichnung der Sekundirantikorper, die Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen die Antikorper markiert
waren, die Verdiinnung der Antikdrper sowie die Firma, bei der sie kommerziell erhaltlich waren.

Markierung Verdiinnung Firma

Ziege-anti-Maus-IgG DTAF 1:200 Dianova
(Dichlorotriazinylaminofluorescein) (Hamburg)

Ziege-anti-Maus-I1gG Cy3 1:200 Dianova
(Indocabocyanin) (Hamburg)

3.6 Darstellung der Verteilung von knorpelspezifischen Gentranskripten

und Proteinen in EBs mittels in situ-Hybridisierung in Kombination

mit indirekter Immunfluoreszenz

Mit Hilfe der in situ-Hybridisierung ist es moglich, Gentranskripte in Zellen mit einer
spezifischen RNA-Sonde nachzuweisen. Die RNA-Sonde hat eine zu der mRNA
komplementdre Nukleotidsequenz und wird daher auch als 'Antisense'-mRNA-Sonde
bezeichnet. Als negative Kontrolle wird eine RNA mit der Nukleotidsequenz der mRNA
verwendet, die auch als 'Sense'-Sonde bezeichnet wird. Nach Hybridisierung der mRNA
mit der 'Antisense’-mRNA-Sonde wird die mRNA mit einem gegen die Sonde gerichteten
Antikorper in situ indirekt nachgewiesen. Zusétzlich besteht die Moglichkeit, die in situ-
Hybridisierung mit einer indirekten Immunfluoreszenz zu kombinieren, so da} die

Lokalisation einer mRNA und eines Proteins gleichzeitig dargestellt werden kann.

3.6.1 Herstellung einer RNA-Sonde mittels in vitro-Transkription

Das Ausgangsmaterial fiir die Synthese einer RNA-Sonde umfafite ein geschnittenes
Plasmid, in das eine cDNA kloniert worden war. Zuséitzlich enthielt das Plasmid
Promotoren fiir DNA-abhédngige RNA-Polymerasen. Fiir die Durchfiihrung der Versuche
wurden Plasmide mit integrierter Scleraxis-, Aggrecan- oder Kollagen X-cDNA
verwendet, die mir freundlicherweise von Dr. Claudia Hegert und Caroline Oppelt
(Institut fiir Medizinische Molekularbiologie, Liibeck) zur Verfiigung gestellt wurden.
Zusitzlich wurden Plasmide mit integrierter Sox5- oder Sox6-cDNA verwendet, die von
Dr. Veronique Lefebvre (Lerner Research Institute, Cleveland, USA) hergestellt worden
waren und mir freundlicherweise zur Durchfiihrung der Experimente {iberlassen wurden.

Durch in vitro-Transkription wurde eine 'Antisense-mRNA-Sonde von der klonierten
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cDNA hergestellt. 'Sense-mRNA, die als Negativkontrolle diente, wurde vom
komplementdren cDNA-Strang durch Verwendung einer zweiten RNA-Polymerase
synthetisiert. Die RNA-Sonden wurden unter Verwendung des "DIG-RNA-Labeling-Kit"
(Boehringer Mannheim) mit Digoxigenin-11-dUTP markiert.

3.6.1.1 Losungen, Puffer und Enzyme

RNase- und DNase-freies Wasser (Acros Organics)

'DIG-RNA-Labeling-Mix' (Boehringer Mannheim)
10 x Transkriptionspuffer (Boehringer Mannheim)
200 mM EDTA (siche 3.6.2.1)

3.6.1.2 Durchfiihrung
1 pg Plasmid-DNA, 2 pl 'DIG-RNA-Labeling-Mix', 2ul 10 x Transkriptionspuffer und 2 pl

RNA-Polymerase wurden vermischt. AnschlieBend wurde das Gemisch mit RNase- und
DNase-freiem Wasser auf ein Endvolumen von 20 pl aufgefiillt. Danach wurde der Ansatz
fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert und die Reaktion anschlieBend durch Zugabe von 2 pl
200 mM EDTA gestoppt. SchlieBlich wurde die RNA-Konzentration durch Messung der
Absorption bei 260 nm photometrisch ermittelt (Photometer, Ultrospec 3000, Pharmacia
Biotech).

3.6.2 In situ-Hybridisierung

Die in situ-Hybridisierung wurde nach einem Protokoll von Yamada et al. (1994) in
abgewandelter Form durchgefiihrt. Die EBs wurden fixiert, die Nukleinsduren denaturiert
und die Zellen mit einer DNA-haltigen Prahybridisierungslosung inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach Hybridisierung von Gentranskripten
mit einer RNA-Sonde wurde das Prdparat zur Durchfiihrung einer indirekten
Immunfirbung mit einem primiren Antikorper inkubiert (Tabelle 5). Die RNA-Sonde und
der primére Antikorper wurden schlieBlich mit spezifischen fluoreszierenden Antikdrpern

dargestellt (Tabelle 5 und 6).
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Tabelle 5: Die bei der Kombination von in situ-Hybridisierung und Immunfluoreszenz
verwendeten priméren Antikorper. Aufgelistet sind die untersuchten Antigene, die Bezeichnung der
Antikorper, ihre Verdiinnung und die Firmen, von denen die Antikdrper bezogen wurden.

Antigen Name Verdiinnung Firma
Kollagen I IT 11 6B3 1:20 Developmental Studies Hybridoma
Bank (Iowa, USA)
N-Cadherin GC4 1:40 Sigma
N-CAM AG 1 1:20 Developmental Studies Hybridoma
Bank (Iowa, USA)
Digoxigenin Anti-Digoxigenin- 1:100 Boehringer Mannheim
Fluorescein

Tabelle 6: Bei der Kombination von in situ-Hybridisierung und Immunfluoreszenz verwendeter
Sekundédrantikérper. Neben der Bezeichnung des Antikérpers sind seine Markierung, die
Verdiinnung sowie die Firma angegeben, bei der er kommerziell erworben wurde.

Markierung Verdiinnung Firma

Ziege-anti-Maus-IgG Cy 3 (Indocabocyanin) 1:800 Dianova

3.6.2.1 Chemikalien und Losungen

Fixierungslosung

In 200 ml PBS wurden 8 g Paraformaldehyd (Fluka) und 8 g D(+)-Sucrose (Fluka)

gegeben und unter einem Abzug flir eine Stunde auf 60°C erhitzt, so dal sich das
Paraformaldehyd vollstindig l6sen konnte. AnschlieBend wurde die Losung auf 4°C

heruntergekiihlt, aliquotiert und bei —20°C eingefroren.

20x SSC-Stammldsung
175,3 g NaCl (Merck) und 88,2 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Merck) wurden in 800 ml
destilliertem Wasser gelost. Mit 10 N NaOH wurde der pH-Wert auf 7,0 eingestellt und

destilliertes Wasser bis zu einem Endvolumen von einem Liter hinzugegeben. Die Losung
wurde schlieBlich aliquotiert und autoklaviert.
Durch Verdiinnen der 20x SSC-Stammlosung mit destilliertem Wasser wurden sowohl

eine 2x SSC- als auch eine 0,2x SSC- und eine 0,1x SSC-Losung hergestellt.
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50x Denhardt's Reagenz

In 500 ml destilliertem Wasser wurden 5 g Ficoll (Fluka), 5g Polyvinylpyrrolidon (Fluka)
und 5 g Rinderserumalbumin (Sigma) gelost. Die Losung wurde anschlieBend filtriert und

nach Aliquotieren bei —20°C eingefroren.

200 mM EDTA
Es wurden 7,44 g EDTA (Merck) in 100 ml destilliertes Wasser gegeben und der pH mit
10 M NaOH auf 8,0 eingestellt.

Prahybridisierungslésung

Fir jeden Objektrager wurde 1 ml Préhybridisierungslosung mit folgender
Zusammensetzung verwendet.

250 ul - 20x SSC

100 ul  50x Denhardt's Reagenz

500 ul 100 % Formamid (Merck)

25 ul  Hefe-tRNA (250 pg/ml; Sigma)

15,5 ul  Herings-Sperma-DNA (250 pg/ml; Invitrogen)

20ul 200 mM EDTA
89,5 ul  RNase- und DNase-freies Wasser (Acros Organics)

Hybridisierungslosung

Die Hybridisierungslosung enthielt neben folgenden Substanzen 1 pg - 'Antisense’-mRNA-

Sonde bzw. fiir die Negativkontrolle 1 pg 'Sense'-mRNA.

250 ul - 20x SSC

100 uI 50 x Denhardt’s Reagenz

500 ul 100 % Formamid (Merck)

25ul  Hefe-tRNA (250 pg/ml; Sigma)

20ul 200 mM EDTA

105 ul  RNase- und DNase-freies Wasser (Acros Organics) mit 1 pg RNA-Sonde;
Zugabe der Sonde kurz vor Gebrauch (sieche 3.6.2.2)

3.6.2.2 Durchfiithrung

Die 'chamber slides' mit differenzierten EBs wurden in eine feuchte Kammer gegeben und

nach Absaugen des Mediums mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die EBs bei
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Raumtemperatur mit 1,5 ml Fixierungslosung fiir 20 min inkubiert, zweimal flir 5 min mit
PBS gewaschen und danach mit 1,5 ml 2x SSC iiberschichtet. Die Prdparate wurden
daraufhin in einem Inkubationsofen (MWG-Biotech) fiir 15 min auf 70°C erhitzt, um
Proteine und Nukleinsduren zu denaturieren. Dann wurden die EBs bei Raumtemperatur
mit PBS und danach mit 2x SSC gewaschen, bevor sie fiir jeweils 2 min mit 50 %, 70 %
und 95 % Ethanol und fiir zweimal 2 min mit 100 % Ethanol dehydriert wurden. Nach
Absaugen des Ethanols wurden die Pridparate an der Luft getrocknet. AnschlieBend
wurden 500 pl Priahybridisierungslosung in jede Kammer gegeben und es folgte eine
Inkubation fiir mindestens eine Stunde bei 45°C. Kurz vor dem Inkubationsende wurde die
RNA-Sonde fiir 2 min auf 80°C erhitzt. Nach Zugabe der denaturierten RNA-Sonde zu der
Hybridisierungslosung wurde die Prahybridisierungslosung von den EBs abgenommen und
500 pl Hybridisierungslosung in jede Kammer der 'chamber slides' pipettiert. Die
Hybridisierung fand bei 45°C UN statt. Am nichsten Tag wurde die
Hybridisierungslosung von den Zellen abgesaugt, und es folgten fiir jeweils 15 min bei
45°C zwei Waschvorgédnge mit 1,5 ml 2x SSC, ein Waschschritt mit 1,5 ml 0,2x SSC und
schlieBlich zwei Waschvorginge mit 1,5 ml 0,1x SSC. Zur Durchfiihrung der indirekten
Immunfluoreszenz wurden die EBs anschlieBend mit PBS gewaschen und mit 200 ul des
primdren Antikorpers (Tabelle 5) versehen. Nach einer Inkubation fiir eine Stunde bei
37°C wurden die EBs dreimal mit PBS gewaschen und mit 200 pl eines Gemisches,
bestehend aus sekundidrem Antikdrper und dem gegen das Digoxigenin der RNA-Sonde
gerichteten Antikorper, tiberschichtet (Tabelle 5 und 6). Es erfolgte eine Inkubation bei
37°C fiir eine Stunde. Schlielich wurden die Préparate dreimal mit PBS gewaschen, in

Vectashield-Medium (Vector) eingebettet und unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt.

3.7 Nachweis des Bindungsvermdogens von PNA in differenzierenden EBs

PNA gehort zu der Gruppe der Lektine und lagert sich an Glykostrukturen von

Zellmembranen an (Milaire, 1991).

3.7.1 Losungen und Medien
PBS
Formaldehydldsung (3,7%)

Vectashield-Einbettungsmedium (Vector)
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3.7.2 Durchfiithrung

'Chamber slides' mit differenzierten EBs wurden dreimal mit PBS gewachen. AnschlieBend
wurden die EBs fiir 30 Minuten mit der Formaldehydldsung fixiert und erneut dreimal mit
PBS gewaschen. Danach wurden in jede Kammer der 'chamber slides' 100ul FITC-
markiertes PNA (Biomeda, Foster City, USA) in einer Konzentration von 0,1 mg/ml
gegeben, und es erfolgte eine 45 mintitige Inkubation im Dunkeln. SchlieBlich wurden die

'chamber slides' dreimal mit PBS gewaschen und in Vectashield eingebettet.

3.8 Nachweis von Kollagen II-Protein mittels Westernblot

Wiéhrend der Differenzierung embryonaler Stammzellen in Chondrozyten werden
gewebespezifische Proteine wie beispielsweise Kollagen II synthetisiert. Diese konnen
isoliert, gelelektrophoretisch auftgetrennt und mittels Westernblot nachgewiesen werden.
Dazu  werden die  gelelektrophoretisch  aufgetrennten  Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert ('geblottet') und mit einem spezifischen primiren sowie
einem Enzym-gekoppelten sekundidren Antikorper dargestellt. Durch Zugabe eines
Substrates wird schlieBlich iiber eine Farbreaktion auf der Membran das Protein

nachgewiesen.

3.8.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Zundchst muBite die Konzentration des Proteins, das nachgewiesen werden sollte,
bestimmt werden. Dazu wurde die Methode nach Bradford angewandt. Diese Form der
Proteinbestimmung beruht darauf, daBl der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G250
Bindungen mit Proteinen eingeht, deren Molekulargewicht mehr als 3 kDa umfaft.
Aufgrund einer daraus resultierenden Verschiebung der Lichtabsorption ist es moglich, die

Proteinkonzentration bei 595 nm photometrisch zu bestimmen.

3.8.1.1 Losungen und Puffer

Lysispuffer: 137 mM NaCl (Merck)
8,5mM Na,HPO,4x 2 Hyo (Fluka)
3mM KCI (Merck)

1,5mM KH,PO4 (Merck)

2 % Nonylphenylpolyethylenglycol (NP 40; Fluka)
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Bradford-Reagenz: Folgende Substanzen wurden in 500 ml destilliertem Wasser
aufgenommen und anschlieBend filtriert:
50 mg Coomassie Brilliant Blue-G250 (Merck)
25 ml Methanol (Merck)
50 ml ortho-Phosphorséure (85%) (Merck)

3.8.1.2 Durchfiithrung

EBs, kultiviert auf 6 cm-Gewebekulturschalen, wurden mit PBS gewaschen. Anschlieend
wurden die EBs in 200 pl Lysispuffer aufgenommen und mit Hilfe eines Morsers
zerkleinert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen, 1 pl davon in 99 pl
destilliertem Wasser verdiinnt und 1 ml Bradford-Reagenz hinzugefiigt. Nach Erstellen
einer Eichkurve mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe von BSA (Sigma) wurde die

Proteinkonzentration photometrisch ermittelt.

3.8.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ermoglicht es, Proteine unabhingig von ihrer Eigenladung ihrem
Molekulargewicht entsprechend aufzutrennen. Dieser Effekt wird durch das in Gel und
Puffer enthaltene Natriumdodecylsulfat (SDS) vermittelt, das Proteine denaturieren und
sich mit seiner negativen Ladung an diese Proteine anlagern kann, so dafl deren

Eigenladung iiberlagert wird.

3.8.2.1 Gerite, Material, Losungen und Puffer

Spannungsgeber ,,Power Pac 1000" (Biorad)
Glasplatten, 'Spacer', Kamm
Elektrophoresekammer (Biorad)
10 % Agarose-Losung: 10 mg Agarose (Roth) in 100 ml TBE-Puffer (siehe 3.2.4.1)
Butanol (Merck)
Laufpuffer: In 1000 ml wurden aufgenommen:

14,1 g Glycin (Biomol)

3 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris; Biomol, Hamburg)
10 ml 10 % Natriumdodecylsulfat (SDS; Serva); 10 mg gel6st in 100 ml
Aqua dest.
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Auftragspuffer: 2,5ml 0,5 M Tris (pH 6,8) (Biomol)

49ml 10 % SDS (Serva)

2ml Glycerin (Merck)

0,1 ml  B-Mercaptoethanol (Serva)

0,05 % Bromphenolblau (w/v) (Merck)
Proteinmarker: ,,Prestained SDS-Molecular-Weight-Marker" (Sigma)
Positivkontrolle: Kollagen II aus Knorpelgewebe

(freundlicherweise tliberlassen von Prof. Dr. H.Notbohm, Institut fiir

Medizinische Molekularbiologie, Universitit Liibeck)

3.8.2.2 Durchfiithrung

Zundchst wurde ein Trenngel hergestellt, dessen Zusammensetzung aus Tabelle 7 zu
ersehen ist. Das fliissige Gel wurde in eine Vorrichtung gegeben, die aus zwei Glasplatten
bestand, zwischen die randstdndig Plastikstreifen, sogenannte 'Spacer', gelegt und deren
Rénder mit der 10%igen Agarose-Losung abgedichtet worden waren. Das Gel wurde
danach mit Butanol iiberschichtet, um ein Auspolymerisieren des Gels unter
Sauerstoffabschlufl fiir ca. 1 Stunde zu gewihrleisten. Nachdem das Butanol abgegossen
und zweimal mit destilliertem Wasser nachgespiilt worden war, wurde das Sammelgel
zwischen die Glasplatten auf das Trenngel gegeben und ein Kamm zur Aussparung der
Probentaschen hineingesetzt. Nach einer weiteren Stunde wurden die Glasplatten senkrecht
in eine Apparatur zur Durchfilhrung der Elektrophorese gesetzt und die Kammern mit
Laufpuffer aufgefiillt. Der Kamm wurde entfernt, so da3 die Proben aufgetragen werden
konnten. Hierzu wurden 30 pg Gesamtprotein bzw. 5 ul Proteinmarker mit gleichem
Volumen Auftragspuffer versehen, fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert und anschlieend
mit einer 100 pl Pipette in die Taschen des Sammelgels pipettiert. Als Positivkontrolle
wurde Kollagen II verwendet. Nach Durchlaufen des Sammelgels bei 15 mA wurden die
Proben bei 25 mA fiir ca. zwei Stunden im Trenngel ihrem Molekulargewicht

entsprechend aufgetrennt.



Material und Methoden

41

Tabelle 7: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel. Angegeben sind Volumina von
Substanzen, die zur Herstellung eines 10 %igen Trenngels bzw. eines 4 %igen Sammelgels

bendtigt wurden.

10 % Trenngel 4 % Sammelgel
30 % Acrylamid / 0,8 % 3,3ml 332 ul
N’N‘-Methylen-bisacrylamid
(Roth)
Destilliertes Wasser 4 ml 2,104 ml

1,5 M Tris (pH 8,8; Biomol) 2,5ml -

0,5 M Tris (pH 6,8; Biomol) - 831 ul
10 % SDS-Losung (Serva) 100 pl 33,22 ul
Tetramethylethylendiamin 8 ul 4,0 ul

(TEMED:; Biorad)
Ammoniumpersulfat 56 ul 20 pl
(APS; Biorad)

3.8.3 Western-Blot im Semi-Dry-Verfahren

Der Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran

wurde in Anlehnung an die Methode von Khyse-Andersen (1984) durchgefiihrt.

3.8.3.1 Gerite, Losungen und Puffer

Blotapparatur (Biorad)

Die Puffer wurden in folgender Zusammensetzung mit destilliertem Wasser angesetzt:

Anodenpuffer I 30mM Tris (Biomol)
20%  Methanol (Merck)
Anodenpuffer 11 300 mM Tris (Biomol)
20%  Methanol (Merck)
Kathodenpuffer 25mM Tris (Biomol)
20%  Methanol (Merck)
40 mM  6-Aminohexansiure (Roth)
0,01 % SDS (Serva)
TBST 150 mM NaCl (Merck)
10 mM Tris (pH 8§,8) (Biomol)
0,05 % Triton X-100 (Fluka)

TBST mit 0,1 % BSA (PAA; Linz, Osterreich)

Ponceau S (Serva)
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15 % Magermilchlosung (Topfer)

AP-Puffer 100 mM Tris (pH 9,5; Biomol)
100 mM NaCl (Merck)
ImM MgCl, (Merck)
Substratlosung 15 mg 4-Nitrotetrazoliumblauchlorid (NBT; Sigma) wurden in

400 pl Dimethylformamid (DMF, Fluka) und 100 pul AP-Puffer
gelost. Zusétzlich wurden 7,5 mg 5-Bromo-4-Chloro-
3-Indoylphosphat (BCIP; Sigma) in 500 ul DMF aufgenommen.
AnschlieBend wurden die NBT- und die BCIP-Losung vermischt mit
50 ml AP-Puffer verdiinnt.

3.8.3.2 Durchfiithrung

Mit Hilfe eines Spatels wurde das Sammelgel entfernt. Danach wurde eine in
Anodenpuffer I getrinkte Nitrozellulosemembran auf das Trenngel gelegt. AnschlieBend
wurden auf die Blotmembran drei mit Anodenpuffer I und dariiber drei mit Anodenpuffer
Il getrankte Filterpapiere gegeben. Nach Wenden des Stapels wurden drei mit
Kathodenpuffer durchtrinkte Filterpapierstiickchen auf die freie Gelseite gelegt. Um
Luftblasen zu entfernen, wurde der Stapel jeweils nach dem Aufbringen von drei
Filterpapierlagen mit Hilfe einer Rolle ausgewalzt. Der gesamte Stapel wurde nun in eine
Blotapparatur gesetzt, und es erfolgte der Proteintransfer von dem Gel auf die Membran
bei 50 mA fiir eine Stunde. Nach Beendigung des Blotvorgangs wurde die
Nitrozellulosemembran zur Kontrolle des Proteintransfers mit Ponceau S fiir 5 Minuten
getfarbt und anschlieBend mit Anodenpuffer II wieder entfarbt. Im Anschlu3 daran wurde
die Membran zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit der Magermilchlésung
fiir zwei Stunden inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen der Blotmembran in TBST fiir jeweils 5 Minuten wurde der
primire, gegen Kollagen II gerichtete Antikorper auf die Membran gegeben (siche Tabelle
2, Seite 32). Dieser lag in einer 1:20-Verdiinnung in TBST mit 0,1 % BSA vor. Die
Inkubation mit diesem Antikorper fand bei Raumtemperatur UN statt. Am niichsten Tag
wurde die Membran dreimal fiir jeweils 10 Minuten in TBST gewaschen und anschlie8end
mit einem sekundiren Antikorper fiir 1’2 Stunden inkubiert. Dieser war mit dem Enzym
Alkalische Phosphatase konjugiert und lag in einer 1:1000-Verdiinnung in TBST mit 0,1 %
BSA vor. Nach Beendigung der Inkubation wurde die Membran erneut dreimal fiir jeweils

10 Minuten in TBST gewaschen und anschliefend fiir 10 Minuten mit dem AP-Puffer
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gespiilt. Zur Darstellung des Kollagen II wurde die Substratlosung auf die Membran
gegeben, und es erfolgte unter Schiitteln eine Inkubation im Dunkeln fiir wenige Minuten.
SchlieBlich wurde die Farbreaktion mit destilliertem Wasser gestoppt und die Membran

getrocknet.

3.9 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden freundlicherweise von PD Dr. M.
Klinger (Institut fiir Anatomie, Universitit Liibeck) angefertigt. Die zu untersuchenden
Zellverbinde wurden mit einem Mikromanipulator der Firma Eppendorf (mit
Fluoreszenzeinrichtung) aus differenzierten EBs herausgeschnitten und anschlieBend zur
Fixierung in folgende Losung gegeben.
Fixierungslosung: 2% Glutaraldehydlosung (Merck)

2% Paraformaldehydldsung (Fluka)

0,05% CaCl,-Losung (Merck)

3.10 Statistische Auswertung

Die Daten fiir die statistische Auswertung wurden aus mindestens drei voneinander
unabhingigen  Differenzierungsversuchen (n=3-6) gewonnen und mit dem
Statistikprogramm ,,Sigma Plot 5.0“ der Firma Jandel ausgewertet (Student's t-Test).
Stimulationsversuche mit Wachstumsfaktoren der TGF-3-Familie wurden jeweils einmalig

durchgefiihrt (n=1).
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung von Sox9-defizienten ES-Zellen

Um den EinfluB des Transkriptionsfaktors Sox9 auf die Knorpelzelldifferenzierung
beurteilen zu kdnnen, wurden heterozygot und homozygot Sox9-defiziente embryonale
Stammzellen in vitro differenziert. Die Zellen wurden mir freundlicherweise von Dr. R.
Kist und PD Dr. G. Scherer (Universitit Freiburg) zur Verfligung gestellt. Die analysierten
Zellen tragen einen Defekt im Sox9-Gen, der mittels des 'Cre-lox-P'-Systems etabliert
worden war. ES-Zellen der Linie E14.1 waren mit einem Sox9-'Targeting'-Vektor
transfiziert worden, bei dem das Exon 2 von 'lox P sites' flankiert war (Abb.6A). Nach
Selektion und Charakterisierung des erfolgreichen 'Genetargetings' wurde das Exon 2
durch Expression von Cre-Rekombinase entfernt, so dafl das verdnderte Allel nur Exon 1
und Exon 3 enthielt (Abb.6A). Dies konnte mittels RT-PCR nachgewiesen werden
(Abb.6B). Dazu wurden Primer gewdhlt, die sequenzspezifisch in Exon 1 und Exon 3
binden. Wéhrend beim Wildtyp ein amplifiziertes Fragment mit einer Ladnge von 723 bp zu
detektieren war, ergab die Analyse des heterozygoten Sox9-Knockout-Klons D4D6
(Sox9"") sowohl ein Fragment von 723 bp als auch ein um die Linge des Exon 2
verkiirztes Fragment von 469 bp. Uberraschenderweise wurde beim homozygoten Sox9-
Knockout-Klon D4D12 (”Sox9'/ ™) neben dem 469 bp-Fragment auch das Wildtyp-
spezifische Fragment von 723 bp nachgewiesen. Da die entsprechende PCR-Bande nach
gelelektrophoretischer Auftrennung eine geringe Intensitét zeigte, lag der Schluf3 nahe, daf3
es bei der Isolierung des ES-Zell-Klons zu einer Kontamination mit Wildtyp- oder Sox9-
ES-Zellen gekommen war. Diese Moglichkeit muflite insbesondere deshalb in Betracht
gezogen werden, da nach der Cre-Rekombinase-Behandlung keine Antibiotika-Selektion
mehr moglich war, da auch die Antibiotika-Selektionskassette durch Cre-Rekombinase-
Verdau aus dem Vektorkonstrukt herausgeschnitten worden war. Deshalb wurden die
D4D12-ES-Zellen erneut in sehr geringer Dichte kultiviert und 9 Subklone isoliert, die bei
der Analyse der Sox9-Expression ein einziges amplifiziertes Fragment von 469 bp-Linge,
spezifisch fiir das mutierte Allel, aufwiesen (Abb.6C). Alle folgenden Versuche wurden
mit dem Subklon D4D12-C4 durchgefiihrt und mit einem weiteren Subklon (D4D12-D6)

verifiziert.
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Abbildung 6: Das Exon 2 des Sox9-Gens fehlt in Sox9-defizienten ES-Zellen.

(A) Sox9 wird von 3 Exons kodiert. Ein Sox9-'"Targeting'-Vektor mit 'lox P-sites' (Dreiecke), die das
Exon 2 und eine Selektionskassette flankierten, wurde durch homologe Rekombination in das Genom
von ES-Zellen der Linie E14.1 integriert. Nach Selektion Vektor-positiver Klone wurden durch
enzymatischen Verdau mit Cre-Rekombinase das Exon 2 und die Selektionskassete entfernt, wobei
eine 'lox P site' im Genom verblieb. neo = Neomycin-Selektionskassette

(B) Nach RNA-Isolation aus Wildtyp-, Sox9""(Klon D4D6)- und Sox9” (Klon D4D12)-EBs und deren
Umschreibung in cDNA mittels Reverser Transkriptase wurde eine PCR-Analyse mit
sequenzspezifischen Primern (kurze Pfeile) durchgefiihrt. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung
der amplifizierten Fragmente und deren Darstellung mit Ethidiumbromid wurde beim Wildtyp ein
Fragment von 723 bp und beim heterozygoten Knockout-Klon D4D6 jeweils ein Fragment von 723 bp
und 469 bp Léinge gefunden. Auch der Knockout-Klon D4D12 wies neben dem Fragment von 469 bp
des mutierten Allels ein sehr schwach amplifiziertes Fragment von 723bp des Wildtyp-Allels auf
(griiner Pfeil).

(C) Durch Reklonierung des Knockout-Klons D4D12 konnten 9 Subklone isoliert werden (C4-C6 und
D1-D6). Eine PCR-Analyse ergab, daB alle Subklone nur das 469 bp Fragment des mutierten Allels
aufwiesen. Fiir die weiteren Versuche wurde Subklon D4D12-C4 verwendet. M=Marker
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Der Transkriptionsfaktor Sox9 bindet mit einer 'High Mobility Group' (HMG)-Domine an
DNA und besitzt eine Transaktivierungsdoméne, die vom Exon 3 kodiert wird (Siidbeck et
al., 1996). Da die HMG-Doméne von Teilen des Exon 1 und des Exon 2 kodiert wird
(HMG-Box), wurde durch das Entfernen des Exon 2 die DNA-Bindung eliminiert (Abb.7).
Sequenzanalysen der amplifizierten Sox9 Genfragmente von 723 bp bzw. 469 bp zeigten,
daB das Exon 2 mit einer Lange von 254 bp im Sox9-Knockout komplett fehlte, so daB3 in
einem hypothetischen Protein die HMG-Box um circa die Hélfte deletiert wire. Die Fusion
der verbliebenen Exons 1 und 3 wiirde aullerdem zu einem Rasterschub fiihren, der im
Falle einer Translation der mRNA eine Anderung der carboxyterminalen
Aminosduresequenz des Sox9-Proteins mit einem vorgezogenen Stopcodon im Exon 3 zur
Folge hitte. Ein hypothetisches Protein wire dadurch von urspriinglich 507 auf 165
Aminoséuren verkiirzt.

Die isolierten ES-Zell-Klone und die Wildtyp-ES-Zellen der Linie E14.1 wurden als EBs
in vitro differenziert. Zur Differenzierung wurden die EBs fiir 2 Tage in "hdngenden
Tropfen" generiert (0d-2d), dann 3 Tage in Suspension gehalten (2d-5d), anschlieBend auf
Gewebekulturschalen plattiert (5d) und schlieBlich bis zu 33Tage (5d-5+33d) kultiviert
(siche Abb.4). Zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der Differenzierung wurde RNA
isoliert und mittels RT-PCR analysiert. Die Analyse der Expression des Sox9-Gens
wihrend des Differenzierungszeitraumes von 5+3d bis 5+31d ergab, da3 das intakte Sox9-
Allel bzw. das mutierte Allel in Wildtyp-, heterozygoten und homozygoten Sox9-
Knockout-EBs wihrend des gesamten Differenzierungszeitraumes exprimiert wurde
(Abb.8). Dies zeigt, daB Sox9 auch nach dem 'Genetargeting' wihrend der ES-Zell-

Differenzierung kontinuierlich exprimiert wurde.
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Wildtyp
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EXON 1 AACAAGCCACACGTCAAGCGACCCATGAACGCCTTCATGGTGTGGGCGCAGGCTGCGCGC

AHMG-box
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AGGAAGCTGGCAGACCAGTACCCGCATCTGCACAACGCGGAGCTCAGCAAGACTCTGGGC

K L W R
EXON 3 | AAGCTCTGGAG

165

Abbildung 7: Die Deletion des Exon 2 im Sox9-Gen fiihrte zu einer Verkiirzung der HMG-Box
und zu einer Rasterschubmutation.

Dargestellt ist die durch Sequenzierung ermittelte Nukleotidsequenz des Sox9-Wildtyp- und die
des Sox9-Knockout-Allels sowie die daraus abgeleitete Aminoséuresequenz. Sequenzanalysen der
amplifizierten Sox9-cDNA-Fragmente von 723 bp (Wildtyp) und 469 bp (Sox9™") Linge zeigten,
dal das Exon 2 mit einer Lénge von 254 bp im Knockoutfragment komplett fehlte. Dadurch wurde
die HMG-Box von 79 auf 44 Aminosduren verkiirzt (AHMG-Box). Zusitzlich fiihrte der Verlust
des Exon 2 zu einer Rasterschubmutation, die im Falle einer Translation eine veridnderte
Aminoséduresequenz im C-terminalen Bereich des Sox9-Proteins zur Folge hitte. AuBerdem wire
dieses von 507 auf 165 Aminosduren verkiirzt. Die Nukleotidsequenz des 3'-Bereichs des Exon 1
ist schwarz, die des Exon 2 rot und die des 5'-Bereichs des Exon 3 griin dargestellt. Die
entsprechenden Aminoséuresequenzen befinden sich iiber den Nukleotiden, wobei HMG- und
AHMG-Box violett und die verdnderte C-terminale Aminosduresequenz griin dargestellt sind.
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Abbildung 8: Sox9-Expression in differenzierenden Wildtyp-, Sox9"- und
Sox9"-EBs

Die RT-PCR-Analyse zeigte, dall Sox9-Gentranskripte mit einer Linge
von 723bp bzw. 469bp in Wildtyp-, Sox9""- und Sox9”-EBs wihrend
des gesamten Differenzierungszeitraumes von 3 (5+3d) bis 31 (5+31d)
Tage nach dem Plattieren der EBs exprimiert wurden. M = Marker

4.2 Auswirkungen des Verlustes von Sox9 auf die ES-Zell-Differenzierung

in Knorpelzellen

4.2.1 Expression knorpelspezifischer Marker in Wildtyp-, Sox9""- und Sox9”-EBs
wihrend der ES-Zell-Differenzierung

Mit Hilfe der RT-PCR wurde die Expression der chondrogenen Markergene Scleraxis,
Kollagen Ila, Kollagen IIb, Aggrecan und Kollagen X in differenzierenden Wildtyp-,
Sox9""- und Sox97-EBs semiquantitativ bestimmt (Abb.9). Dabei wurde deutlich, dal3
Wildtyp-, Sox9""- und Sox9"-EBs wihrend des gesamten Differenzierungszeitraumes von
3d bis 5+31d ein nur leicht unterschiedliches Expressionsmuster aufwiesen. Die
Unterschiede waren in der Regel statistisch nicht signifikant. Allerdings zeigten die
Sox9"-EBs bei den Genen, die fiir Matrixproteine kodieren, einen geringeren
Expressionslevel.

Der Transkriptionsfaktor Scleraxis ist ein Marker flir mesenchymale Knorpel-
vorlduferzellen (Cserjesi et al., 1995). In Wildtyp-EBs wurde Scleraxis wiahrend des

gesamten Differenzierungszeitraumes exprimiert. Nach einer relativ hohen Expression am
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Abbildung 9: Expressionsanalyse knorpelassoziierter Gene in Wildtyp-, Sox9"”- und Sox9"-EBs
wahrend des Differenzierungszeitraumes von 3d bis 5+31d.

Mittels RT-PCR wurde die Expression der Knorpelmarker Scleraxis, Kollagen Ila, Kollagen IIb,
Aggrecan und Kollagen X in differenzierenden EBs semiquantitativ bestimmt. Dabei zeigte sich, dal3
beziiglich der Expression dieser Marker kaum signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp-, Sox9""-
und Sox9”-EBs bestanden. Lediglich die Expression von Kollagen Ila war zu den Zeitpunkten 5+3d,
5+10d, 5+20d und 5+28d in Sox9"-EBs statistisch signifikant vermindert. Am Tag 5+31d bestand ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen Sox9™"- und Sox9”-EBs beziiglich ihrer Kollagen X-
Expression. Generell war der Expressionslevel der Kollagen-Gene in Sox9”-EBs geringer.

Dargestellt sind relative Genexpressionen, die durch Abgleich gegen die Expression des
Haushaltsgens B-Tubulin ermittelt werden konnten. Mittelwerte + Standardabweichung wurden aus
Daten von mindestens 3 voneinander unabhéngigen Versuchen errechnet. *:p < 0.05
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Tag 5+3d fiel sie bis zum Tag 5+6d leicht ab, stieg anschlieBend bis zum Tag 5+17d
wieder an und blieb bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes weitestgehend konstant.
Sox9""-EBs exprimierten Scleraxis in dhnlicher Weise, jedoch war die Expression in dem
Zeitraum von 5+6d bis 5+10d geringer. AuBlerdem wurde eine vergleichsweise hohe
Expression am Tag 5+28d gefunden. Differenzierende Sox9”-ES-Zellen zeigten ebenfalls
ein dhnliches Expressionsmuster wie der Wildtyp. Allerdings war in dem Zeitraum von
5+13d bis 5+24d die Scleraxis-Expression leicht erniedrigt.

Kollagen II ist ein Hauptbestandteil der Knorpelmatrix und wird wéahrend der
Embryogenese differentiell als juvenile Variante /la und als adulte 'Splice'-Form IIb
exprimiert (Ryan und Sandell, 1990; Sandell et al., 1991).

Kollagen Ila wurde wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes in differenzierenden
Wildtyp-ES-Zellen auf einem relativ konstanten Level transkribiert. Ein sehr dhnliches
Expressionsmuster wurde auch in Sox9"-EBs gefunden, wobei die Kollagen Ila-
Expression von 3d bis 5+3d etwas schwicher war. Sox9”-EBs exprimierten Kollagen Ila
von 3d bis 5+31d auf einem geringeren Level als Wildtyp-EBs. Die Unterschiede waren
jedoch nur zu den Zeitpunkten 5+3d, 5+10d, 5+20d und 5+28d statistisch signifikant.

Die Expression von Kollagen IIb stieg in Wildtyp-EBs von 3d bis 5+20d an, fiel bis zum
Tag 5+24d wieder ab und blieb bis zum Tag 5+31d annihernd konstant. Ahnlich verhielt
sich auch die Kollagen IIb-Expression in differenzierenden Sox9""-ES-Zellen, mit dem
Unterschied, daf das Expressionsmaximum erst am Tag 5+28d erreicht wurde. Sox9”-EBs
exprimierten Kollagen IIb von 3d bis 5+13d in dhnlicher Weise wie Wildtyp- und Sox9""-
EBs. Im Gegensatz zu diesen wurde Kollagen IIb aber ab 5+13d bis zum Ende des
Differenzierungszeitraumes deutlich herunterreguliert.

Aggrecan als Chondroitinsulfat-haltiges Proteoglycan ist ein weiterer Bestandteil
chondrogener Matrix. Die Expressionsanalyse ergab, da3 4ggrecan in Wildtyp-EBs schon
am Tag 5+3d exprimiert wurde, anschlieBend stark herunterreguliert wurde (5+6d bis
5+10d) und dall danach die Aggrecan-Expression bis 5+20d anstieg. Differenzierende
Sox9""-ES-Zellen zeigten ein dhnliches Expressionsmuster. Allerdings wurde eine stirkere
Aggrecan-Expression am Tag 5+6d gefunden und das Expressionsniveau war in dem
Zeitraum von 5+17d bis 5+31d etwas erniedrigt. Sox9"-EBs exprimierten Aggrecan
zunidchst stirker als im Wildtyp. Ab 5+20d fiel die Expression dann aber deutlich
gegeniiber dem Wildtyp ab.

Die Kollagen X-Expression stieg in differenzierenden Wildtyp-ES-Zellen von 3d bis

5+31d an, mit einem Expressionsmaximum am Tag 5+31d. Ein sehr &hnliches
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Expressionsprofil zeigten auch Sox9""-EBs, wobei die Expression von Kollagen X am Tag
5+31d noch hoher lag als in Wildtyp-EBs. Im Gegensatz dazu exprimierten
differenzierende Sox9”-ES-Zellen Kollagen X mit Ausnahme eines kleinen Anstiegs am
Tag 5+28d wihrend des gesamten Differenzierungszeitraumes auf einem sehr niedrigen
Level. Eine statistische Analyse ergab, daB ein signifikanter Unterschied zwischen Sox9"-
und Sox9”-EBs in Bezug auf ihre Kollagen X-Expression am Tag 5+31d bestand.
Zusammenfassend zeigte sich, dall insbesondere die Marker fiir reife und hypertrophe
Chondrozyten wie Kollagen 1Ib, Aggrecan und vor allem Kollagen X wéhrend der
Differenzierung der Sox97-ES-Zellen im Vergleich zu Wildtyp- und Sox9"-ES-Zellen
herunterreguliert wurden. Dies ist ein erster Hinweis darauf, da} die Differenzierung von
Sox9”"-ES-Zellen in ausgereifte hypertrophe Chondrozyten gestort ist.
4.2.2 Differenzierende Wildtyp-, S0x9™"- und Sox97-ES-Zellen bilden mesenchymale
Knorpelvorliuferkondensationen
Im Laufe der frilhen Knorpelzelldifferenzierung lagern sich mesenchymale Zellen
aneinander und bilden Knorpelvorlauferkondensationen. Diese Zellen exprimieren
charakteristische Marker wie die Transkriptionsfaktoren Scleraxis, Sox5 und Sox6, die
Zelladhdsionsmolekiile N-Cadherin und N-CAM und spiter die Matrixproteine Aggrecan
und Kollagen II (Sandell et al., 1991; Widelitz et al., 1993; Oberlender und Tuan, 1994a;
Oberlender und Tuan, 1994b; Cserjesi et al., 1995; Lefebvre et al., 1998). Mit Hilfe der in
situ-Hybridisierung und Immunfluoreszenz wurde Scleraxis-, Sox5-, Sox6- und Aggrecan-
mRNA bzw. N-Cadherin-, N-CAM- und Kollagen II-Protein in Wildtyp-, Sox9"- und
Sox9”-EBs wihrend des Beobachtungszeitraumes von 5+5d bis 5+31d lokalisiert.
Weiterhin wurde das Bindungsvermogen fiir das Lektin 'Peanut’-Agglutinin (PNA) in
differenzierenden EBs getestet, da mesenchymale Knorpelvorlduferkondensationen iiber
entsprechende Membranrezeptoren PNA zu binden vermdgen (Milaire, 1991).
Es zeigte sich, dal sowohl Wildtyp- als auch Sox9"- und Sox9”"-EBs Kondensationen von
Zellen enthielten, die Scleraxis exprimierten (Abb.10.I). Diese Zellen lagerten sich dicht
aneinander und waren von nur wenig extrazelluldrer Matrix umgeben. Um festzustellen, ob
ein Unterschied in der Anzahl dieser Kondensationen zwischen den drei ES-Zell-Klonen
bestand, wurden die Kondensationen pro EB ausgezihlt (Abb.10.1I). Schon am Tag 5+5d
wurden die ersten mesenchymalen Kondensationen gebildet und waren wéhrend des
gesamten Beobachtungszeitraumes vorhanden. Es ergab sich, dall von 5+5d bis 5+31d kein

statistisch signifikanter Unterschied beziiglich der Anzahl mesenchymaler Kondensationen
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Abbildung 10: Differenzierende Wildtyp-, Sox9"- und Sox9"-ES-Zellen bilden Scleraxis-
exprimierende Knorpelvorlduferkondensationen.

(1) In situ-Hybridisierungen von Wildtyp- (A, D), Sox9""- (B, E) und Sox9”-EBs (C, F) mit einer
'Antisense’-Sonde gegen Scleraxis-mRNA (A-C) zeigten, daBl Scleraxis in mesenchymalen
Kondensationen (D-F) aller 3 Zell-Linien exprimiert wurde. Die mesenchymalen Knorpel-
vorlduferkondensationen bestanden aus dicht aneinanderliegenden Zellen (D-F). Balken = 100pm
(IT) Eine quantitative Auswertung ergab, dal3 sich wihrend des Differenzierungszeitraumes die
Anzahl der Kondensationen in Wildtyp-, Sox9"- und Sox9”-EBs kaum unterschied. Angegeben
sind Mittelwerte + Standardabweichung.
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zwischen Wildtyp, Sox9™"- und Sox9”-Knockout vorlag. In Wildtyp-EBs stieg die Anzahl
mesenchymaler Kondensationen von 5+5d bis 5+17d an, fiel bis zum Tag 5+21d ab, stieg
anschlielend bis 5+24d erneut an und blieb schlieBlich bis 5+31d konstant. Ein dhnliches
Bild zeigten auch Sox9™- und Sox9”-EBs, wobei in Sox9"-EBs in dem Zeitraum von
5+24d bis 5+31d weniger Kondensationen gefunden wurden. Morphologisch
unterschieden sich die mesenchymalen Knorpelvorlduferkondensationen der Sox9™"- und
Sox9”"-EBs nicht von den Wildtyp-Kondensationen.

Die Kombination der in situ-Hybridisierung mit Immunférbungen zeigte, daB} die
Scleraxis-exprimierenden Knorpelvorlduferkondensationen in Wildtyp-, Sox9™- und
Sox9”-EBs sowohl N-Cadherin als auch N-CAM exprimierten (Abb.11 und 12). Die
Expression dieser Zelloberflichenmolekiile war abhidngig vom Zeitpunkt der
Differenzierung. Die ersten mesenchymalen Kondensationen, die positiv fiir N-Cadherin
und N-CAM waren, wurden in differenzierenden EBs aller drei ES-Zell-Klone erst am Tag
5+13d gefunden und waren wihrend des gesamten folgenden Beobachtungszeitraumes
vorhanden.

Auch Kollagen II wurde in Scleraxis-positiven  Knorpelvorlduferkondensationen
zeitabhingig exprimiert. Wihrend in den mesenchymalen Wildtyp-, Sox9"- und Sox9™-
Kondensationen von 5+5d bis 5+13d kaum Kollagen II detektiert wurde, enthielten in dem
Differenzierungszeitraum von 5+15d bis 5+31d nahezu alle dieser Kondensationen
Kollagen II-Fibrillen, die im Zentrum der Kondensationen lagen (Abb.13). Dabei konnten
keine auffilligen Unterschiede beziiglich der Kollagen II-Expression zwischen Wildtyp-,
Sox9""- und Sox9™”"-Kondensationen nachgewiesen werden.

Zusitzlich zu den Kollagen II-Fibrillen in den Knorpelvorlduferkondensationen wurden
sowohl in den Wildtyp- als auch in Sox9™"- und Sox9”-EBs Kollagen II-Fasern detektiert,
die keinen sichtbaren Bezug zu den Kondensationen aufwiesen (Abb.14). Eine
Quantifizierung der Kollagen II-Menge in Wildtyp- und Sox9”-EBs mit Hilfe eines
Westernblots war nicht moglich (Abb.15). Eine Ursache hierfiir konnte die insgesamt
relativ geringe Kollagen II-Menge in differenzierenden EBs sein.

Sox5 und Sox6 sind Transkriptionsfaktoren, die spezifisch in mesenchymalen
Knorpelvorlduferkondensationen exprimiert werden (Lefebvre et al.,, 1998). Um die
Expression dieser Marker in den Kollagen II-positiven Knorpelvorlduferkondensationen zu
prifen, wurden in situ-Hybridisierungen mit Sonden fiir Sox5 und Sox6 durchgefiihrt.
Dabei wurde deutlich, daB in Kondensationen von Wildtyp- und Sox9”-EBs Sox5 und
Kollagen II (Abb.16) bzw. Sox6 und Kollagen II (Abb.17) koexprimiert wurden.
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Abbildung 11: Knorpelvorliuferkondensationen in Wildtyp-, Sox9™"- und Sox9”-EBs enthalten
N-Cadherin-exprimierende Zellen.

Scleraxis-in situ-Hybridisierungen (A-C) wurden mit Immunfirbungen gegen N-Cadherin (D-F)
kombiniert. Es zeigte sich, daB sowohl Wildtyp- (A, D, G) als auch Sox9 "~ (B, E, H) und Sox9”-
(C, F, ) Knorpelvorlduferkondensationen Sc/eraxis und N-Cadherin koexprimierten.

Balken = 100um

Abbildung 12: Mesenchymale Knorpelvorliuferkondensationen in Wildtyp-, Sox9™- und Sox9™-
EBs enthalten Zellen, die das Adhdsionsmolekiil N-CAM exprimieren.

In situ-Hybridisierungen gegen Scleraxis-mRNA (A-C) in Kombination mit immun-
histochemischen Fiarbungen gegen N-CAM (D-F) machten deutlich, da Wildtyp- (A, D, G),
Sox9"- (B, E, H) und Sox9"-EBs (C, F, I) Knorpelvorlduferkondensationen enthielten, deren
Zellen Scleraxis und N-CAM koexprimierten. Balken = 100pum
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Abbildung 13: Mesenchymale Knorpelvorlduferkondensationen in Wildtyp-, Sox9™- und Sox9™-
EBs lagern im Verlauf der Differenzierung Kollagen II-Fibrillen ein.

Scleraxis-in situ-Hybridisierungen (A-C) wurden zusammen mit Kollagen [I-Immunfarbungen (D-
F) durchgefiihrt. Ab circa 2 Wochen nach dem Plattieren der ,,Embryoid Bodies" (5+15d — 5+31d)
wurden in Wildtyp- (A, D, G), Sox9™- (B, E, H) und Sox9”- (C, F, I) EBs Scleraxis-exprimierende
Knorpelvorlauferkondensationen gefunden, die vor allem im Zentrum Kollagen II-Fibrillen
enthielten. Balken = 100pum

Abbildung 14: Wildtyp-, Sox9”- und Sox9”-EBs enthalten Kollagen II-Fasern, die ohne
sichtbaren Bezug zu mesenchymalen Kondensationen in den EBs detektiert wurden.
Immunfirbungen gegen Kollagen II-Protein zeigten, daf differenzierende Wildtyp- (A), Sox9"-
(B) und Sox9"-EBs (C) eine annihernd gleiche Menge von in den EBs verteilten Kollagen II-
Fasern aufwiesen. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte aus 5+28d alten EBs.

Balken = 100pm
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Abbildung 15: Westernblot-Analyse zur semiquantitativen Bestimmung des Kollagen II-Gehalts
in differenzierenden Wildtyp- und Sox9”-EBs.

Vermutlich aufgrund des sehr geringen Kollagen II-Proteingehalts in Wildtyp- (wt) und Sox9™-
(-/-) EBs konnte weder am Tag 5+16d noch am Tag 5+25d das 139 kDa schwere Kollagen II
nachgewiesen werden. M = Marker; P = Positivkontrolle
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Abbildung 16: Mesenchymale Knorpelvorlduferkondensationen in Wildtyp- und Sox9”-EBs
exprimieren SoxJ.

Sox5-in situ-Hybridisierungen (A, B) wurden mit Immunfarbungen gegen Kollagen II (C, D)
kombiniert. Es zeigte sich, dal sowohl Wildtyp- (A, C, E) als auch Sox9™"- (B, D, F)
Knorpelvorldauferkondensationen Sox5 und Kollagen II koexprimierten. Balken = 100um
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Abbildung 17: Knorpelvorliuferkondensationen von Wildtyp- und Sox9”-EBs enthalten Sox6-
exprimierende Zellen.

In situ-Hybridisierungen gegen Sox6-mRNA (A, B) in Kombination mit immunhistochemischen
Firbungen gegen Kollagen II (C, D) machten deutlich, daB Wildtyp- (A, C, E) und Sox9”-
(B, D, F) EBs Knorpelvorlduferkondensationen enthielten, deren Zellen Sox6 und Kollagen II
koexprimierten. Balken = 100pum

Ein weiteres wichtiges Molekiil der Knorpelmatrix ist das Proteoglykan Aggrecan (Muir,
1995). Mittels in situ-Hybridisierung zur Darstellung von Aggrecan-mRNA kombiniert
mit einer Immunfarbung gegen Kollagen II-Protein wurde gepriift, ob die mesenchymalen
Knorpelvorlauferkondensationen in  Wildtyp-, Sox9”- und Sox9"-EBs Aggrecan
exprimierten (Abb.18). Es zeigte sich, da sowohl Wildtyp- als auch Sox9""- und Sox9”-
EBs Kondensationen enthielten, die Aggrecan und Kollagen II koexprimierten.
Charakteristisch fiir mesenchymale Kondensationen ist ferner die Bindung von PNA. PNA
lagert sich an Glykostrukturen von Zellmembranen an und wird in vivo von kondensierten
Chondroprogenitorzellen der Sklerotome und der Extremitidtenknospen gebunden (Bagnall
und Sanders, 1989; Gotz et al., 1991; Milaire, 1991; Hall und Miyake, 1992). Sowohl
Wildtyp- als auch Sox9™"- und Sox9"-EBs enthielten mesenchymale Knorpelvorliufer-
kondensationen, die PNA binden konnten (Abb.19).
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Abbildung 18: Die Kollagen II-positiven Kondensationen von Wildtyp-, Sox9""- und Sox9”-EBs
exprimieren Aggrecan.

In situ-Hybridisierungen mit einer 'Antisense'-Sonde gegen Aggrecan-mRNA (A-C) wurden
zusammen mit Kollagen II-Immunfarbungen (D-F) durchgefiihrt. Sowohl Wildtyp- (A, D, G) als
auch Sox9"- (B, E, H) und Sox9"-EBs (C, F, ) enthielten Kondensationen, die neben Kollagen 11
Aggrecan exprimierten. Balken = 100pum

Abbildung 19: Knorpelvorliuferzellen in Wildtyp- und Sox9”-EBs binden PNA.
Wildtyp- (A, C) und Sox9™- (B, D) EBs wurden mit fluoreszierendem PNA inkubiert. Beide ES-

Zell-Linien enthielten mesenchymale Zellkondensationen (C, D), die das Lektin PNA banden
(A, B). Balken = 100um
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Elektronenmikroskopische =~ Aufnahmen von frilhen mesenchymalen Knorpel-
vorlduferkondensationen zeigten schlielich, da3 sich die Zellen dicht aneinanderlagerten
und verhéltnismédBig wenig Zytoplasma enhielten (Abb.20). Auch das rauhe
endoplasmatische Retikulum, das einen Hinweis auf die Sekretionsleistung von Zellen

gibt, war in diesen mesenchymalen Zellen nur spirlich vorhanden.

Abbildung 20: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Zellen einer
frithen mesenchymalen Knorpelvorliuferkondensation aus Sox9”-EBs.
Die Zellen bildeten enge Zellkontakte aus und erhielten nur

wenig Zytoplasma und rauhes endoplasmatisches Retikulum.

ZK = Zellkern; ZM = Zellmembran; M = Mitochondrium;
VergroBerung = 6000fach
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4.2.3 Sox97-ES-Zellen durchlaufen im Gegensatz zu Wildtyp-und Sox9""-ES-Zellen
nicht das Stadium der spiten Knorpelzelldifferenzierung

In den Wachstumsfugen langer Rohrenknochen findet man eine charakteristische
Anordnung von Knorpelzellen, die zundchst proliferieren und sich spiter in blasige,
hypertrophe Chondrozyten umwandeln. Dieser ProzeB umfafit den Vorgang der spéten
Knorpelzelldifferenzierung. Untersuchungen zeigten, dall dieser ProzeB in vitro
rekapituliert wird (Kramer et al., 2000). Die in vitro-Differenzierung von Wildtyp-ES-
Zellen beginnt mit Knorpelvorldauferzellen, die Scleraxis exprimieren, und endet mit
terminal differenzierten Knorpelzellen, die in Nodules organisiert sind und sich mit
Alcianblau anfirben lassen.

Um den EinfluB des Sox9-Verlustes auf diesen Prozel zu priifen, wurden Wildtyp-,
Sox9™"- und Sox9”-EBs mittels Alcianblau-Firbung untersucht. Dabei zeigte sich, daB
sowohl in Wildtyp- als auch in Sox9”-EBs stark angefirbte und hochorganisierte Nodules
gefunden wurden (Abb.21). Diese Nodules bestanden aus blasigen Knorpelzellen, die von
einer Alcianblau-gefarbten Matrix umgeben waren (Abb.21.1). Zu spéteren Zeitpunkten der
Differenzierung waren diese Knorpelzellnodules auflerdem von einem prominenten
Randwall umgeben, der aus dichter extrazelluldrer Matrix bestand, wihrend im Zentrum
der Nodules die Anfarbbarkeit mit Alcianblau nachlieB (Abb.21.1I). In Wildtyp-EBs
erschienen die ersten Alcianblau-gefarbten Knorpelzellnodules am Tag 5+13d. Deren
Anzahl stieg anschlieend bis 5+28d an und nahm schlieBlich bis 5+33d wieder etwas ab.
Ein #hnlicher Verlauf der Nodulebildung wurde auch in differenzierenden Sox9"-EBs
gefunden, wobei die ersten Nodules etwas spéter, am Tag 5+17d, zu sehen waren. In
Sox9""-EBs war auBerdem die Anzahl der Alcianblau-gefarbten Nodules im Vergleich zu
Wildtyp-EBs in etwa halbiert. In Sox9”-EBs wurden schlieBlich im Gegensatz zu
Wildtyp- und Sox9"-EBs keine mit Alcianblau anfirbbaren Nodules wihrend des
gesamten Beobachtungszeitraumes von 5+3d bis 5+33d gefunden (Abb.21.1II). Offenbar
findet in Abwesenheit von Sox9 keine spidte Knorpelzelldifferenzierung statt, und die

Gendosis beeinflufit das Ausmal} der Nodulebildung.
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Abbildung 21: In Sox9”-EBs wurden keine Alcianblau-gefirbten Knorpelzellnodules gefunden.
Nodules in Wildtyp- und Sox9""-EBs bestanden aus blasigen Zellen, zwischen denen sich eine blau
angefirbte Matrix befand (I). Zu spéteren Zeitpunkten der Differenzierung nahm die Anfarbbarkeit
im Zentrum des Nodules ab, wéahrend sich um das Nodule herum ein tiefblau angefarbter Randsaum
ausbildete (II). Die ersten Nodules traten in Wildtyp-EBs am Tag 5+13d, in Sox9"-EBs am Tag
5+17d auf, und ihre Anzahl war in den heterozygot-Sox9-defizienten EBs halbiert (IIT). Sox9"-EBs
enthielten zu keinem Zeitpunkt der Differenzierung Alcianblau-gefarbte Nodules.

Balken = 100um; *:p < 0.05; **:p < 0.01
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Anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Knorpelzellnodules wurde
deutlich, daBl die blasig-hypertrophen Knorpelzellen viel Zytoplasma enthielten und von
reichlich extrazelluldrer Matrix mit Kollagenfasern umgeben waren (Abb.22). Aufnahmen
aus einem Randgebiet eines Knorpelzellnodules zeigten Kollagenfasern, die ein dhnliches

Verteilungsmuster wie Kollagen II-Fasern in vitalem Knorpelgewebe aufwiesen (Abb.23).

[

Abbildung 22: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer hypertrophen
Knorpelzelle aus einem Knorpelzellnodule

Die blasig-hypertrophe Knorpelzelle enthélt reichlich Zytoplasma

und wird von einer kollagenfaserigen extrazelluldren Matrix umgeben.
Eine Querstreifung der Kollagenfibrillen (Pfeile) ist andeutungsweise
erkennbar. ZK = Zellkern; VergréBerung: 4600fach
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Abbildung 23: Elektronenmikroskopische Aufnahme von einem Randgebiet
eines Knorpelzellnodules

(D) Chondrogene Zellen, zwischen denen sich ein kollagenfaseriges
Flechtwerk ausgebildet hat. ZK = Zellkern; VergroBerung: 6000fach

(IT) Ausschnitt aus (I); Die Kollagenfibrillen sind teilweise ldngs (Pfeile)
und teilweise quer (*) angeschnitten. VergroBBerung: 22000fach
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Um die Expression von knorpelassoziierten Markern in den Knorpelzellnodules bzw. den
mesenchymalen Kondensationen zu priifen, wurden in situ-Hybridisierungen mit
'Antisense'-Sonden gegen Scleraxis-, Aggrecan- und KollagenX- mRNA kombiniert mit
Immunfarbungen gegen Kollagen II-Protein durchgefiihrt.

Zellen in Nodules von Wildtyp- und Sox9""-EBs waren in einer Kollagen II-positiven
extrazelluliren Matrix eingebettet und exprimierten schwach Scleraxis (Abb.24).
Charakteristisch fiir die Nodules war aulerdem der Randwall, der die Nodules umgab und
in dem auch immunhistochemisch Kollagen II-Fasern identifiziert werden konnten. In
Sox9"-EBs wurden auch bei dieser Analyse keine Nodules, sondern ausschlieBlich
Kollagen II-positive Knorpelvorlduferkondensationen mit Scleraxis-exprimierenenden
Zellen detektiert.

Aggrecan-mRNA-in situ-Hybridisierungen ergaben, dall zusétzlich zu den Zellen
mesenchymaler Kondensationen (sieche Abschnitt 4.2.2) die Zellen in den Wildtyp- und
Sox9""-Nodules Aggrecan exprimierten (Abb.25). Demgegeniiber enthielten Sox9”"-EBs
nur mesenchymale Kondensationen von Aggrecan-exprimierenden Zellen.

Die in situ-Hybridisierung fiir Kollagen X zeigte, daB3 viele Zellen sowohl in Wildtyp- als
auch in Sox9""-Nodules Kollagen X exprimierten (Abb.26). Allerdings wurden in Sox9""
Nodules mehr Kollagen X-exprimierende Zellen gefunden als in Wildtyp-Nodules. Auch
exprimierten die Zellen in den Sox9""-Nodules KollagenX-mRNA stirker als Zellen in
Wildtyp-Nodules. Es gab dabei keinen wesentlichen Unterschied zwischen Wildtyp- und
Sox9""-Nodules beziiglich der Gesamtzahl ihrer Zellen und der GroBe der Nodules
(Abb.27). In einigen mesenchymalen Kondensationen der Sox9”-EBs wurden sehr wenige
Zellen detektiert, die ebenfalls Kollagen X exprimierten (Abb.26). Diese Zellen erschienen
jedoch nicht blasig-hypertroph und waren nicht in der extrazelluldren Matrix eingebettet.
Eine Analyse der Anzahl Kollagen II-positiver Nodules in Wildtyp-, Sox9""- und Sox9”-
EBs widhrend des Beobachtungszeitraumes von 5+5d bis 5+31d ergab, daB die ersten
Kollagen II-positiven Nodules am Tag 5+13d in Wildtyp-EBs bzw. am Tag 5+15d in
Sox9""-EBs auftraten (Abb.28). In Wildtyp-EBs stieg zunichst die Zahl der Nodules bis
5+17d an und fiel anschlieBend bis 5+31d wieder ab. Die Zahl der Kollagen II-positiven
Nodules in Sox9™"-EBs blieb von 5+15d bis 5+31d relativ konstant und war wie bei der
Auswertung der Alcianblau-Farbungen im Vergleich zum Wildtyp um etwa die Halfte
reduziert. In Sox9”-EBs fanden sich, wie bereits erwihnt, wihrend des gesamten

Differenzierungszeitraumes keine Kollagen II-positiven Nodules.
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Abbildung 24: Sox9”-EBs enthalten keine Scleraxis- und Kollagen Il-exprimierenden
Knorpelzellnodules.

In situ-Hybridisierungen mit einer Scleraxis-mRNA-'Antisense'-Sonde (A-C) in Kombination mit
immunhistochemischen Kollagen II-Farbungen (D-F) machten deutlich, daf3 die blasigen Zellen
in Wildtyp- (A, D, G, J) und Sox9""- Nodules (B, E, H, K) Scleraxis schwach exprimierten und
Kollagen II-Fasern bildeten, die sich zirkuldr um die Nodules formierten. Sox9”-EBs (C,F,ILL)
hingegen enthielten nur die zuvor beschriebenen Knorpelvorlduferkondensationen. J-L zeigt die
Kolokalisation. Balken = 100pum
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Abbildung 25: Sox9”-EBs bilden keine Aggrecan-positiven Nodules.

Aggrecan-mRNA-in situ-Hybridisierungen (A-C) wurden zusammen mit Immunférbungen gegen
Kollagen II (D-F) durchgefiihrt. Wihrend Wildtyp- (A, D, G, J) und Sox9”-EBs (B, E, H, K)
Aggrecan- und Kollagen II-exprimierende Knorpelzellnodules aufwiesen, konnten in Sox9”-EBs
(C, F, I, L) nur mesenchymale Zellkondensationen mit zentral lokalisiertem Kollagen II detektiert
werden. J-L zeigt die Kolokalisation. Balken = 100pm
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Abbildung 26: Sox9"-ES-Zellen differenzieren nicht in hypertrophe, Kollagen X-exprimierende
Knorpelzellen.

In situ-Hybridisierungen mit einer 'Antisense’-Sonde gegen Kollagen X-mRNA (A-C) in
Kombination mit immunhistochemischen Kollagen II-Farbungen (D-F) machten deutlich, daf3 die
blasig-hypertrophen Zellen in Wildtyp- (A, D, G, J) und Sox9”"-Nodules (B, E, H, K) Kollagen X
exprimierten. In Sox9”"-EBs (C, F, I, L) fanden sich Kondensationen von Zellen, die ebenfalls
Kollagen X exprimierten, jedoch nicht blasig-hypertroph erschienen und sich nicht in ihrer
extrazelluldren Matrix einbetteten. Die Sox9”-Kondensationen waren im Gegensatz zu den Nodules
der Wildtyp- und Sox9"-EBs (D, E) nicht von einem zirkuliren Kollagen II-Faserwall umgeben.
Balken = 100pm
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Abbildung 27: Die GroBe der Nodules von Wildtyp- und Sox9™-EBs unterscheidet sich statistisch
nicht signifikant.

Die Fliche von je 20 Nodules aus Wildtyp- und Sox9"-EBs wurde mit dem Programm ,,Scion
Image" (Scion Corporation, Frederick, Maryland) ausgemessen. Die Daten wurden mit dem
Statistik-Programm ,,Sigma Plot” ausgewertet. Es ergab sich kein statistisch signifikanter
GroBenunterschied zwischen Wildtyp- und Sox9"-Nodules. Dargestellt sind Mittelwerte
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Abbildung 28: Quantitative Auswertung der Differenzierung Kollagen II-positiver Nodules

in Wildtyp-, Sox9""- und Sox9”-EBs.

Immunhistochemisch dargestellte Kollagen II-exprimierende Nodules ('Inset') traten in Wildtyp-
EBs schon 13 Tage nach dem Plattieren auf (5+13d), Sox9"-Nodules hingegen erst 2 Tage spiter.
Wihrend die Anzahl an Wildtyp-Nodules zunéchst bis zum Tag 5+17d deutlich anstieg und
anschlieBend wieder abnahm, blieb die Menge an Sox9""-Nodules wihrend der gesamten
Differenzierung relativ konstant. Sox9”-EBs bildeten wihrend des gesamten Differenzierungs-
zeitraumes von 5+5d bis 5+31d keine Kollagen II-positiven Nodules. Dargestellt sind Mittelwerte
+ Standardabweichungen. *:p < 0.05; **:p < 0.01
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4.3 Einflufy von Wachstumsfaktoren der TGF-3-Familie auf die Knorpel-

zelldifferenzierung Sox9-defizienter ES-Zellen

BMP-2, TGF-B; und TGF-B3 sind Wachstumsfaktoren der TGF-R-Familie, die sowohl in
vitro als auch in vivo die Bildung chondrogenen Gewebes induzieren koénnen (Joyce et al.,
1990; Luyten et al., 1994; Qi und Scully, 1998; Kramer et al., 2000; Barry et al., 2001). Es
stellt sich die Frage, ob BMP-2, TGF-3; oder TGF-B; die defekte Knorpelzell-
differenzierung in Abwesenheit von Sox9 kompensieren konnen. Um dies zu priifen,
wurden Sox97-EBs in dem Zeitraum von 2d bis 5d, in dem die mesodermale
Differenzierung durch Wachstumsfaktoren beeinflufibar ist (Rohwedel et al., 1999; Kramer
et al., 2000), mit BMP-2, TGF-3; oder TGF-3 in einer Konzentration von 10 ng/ml
Differenzierungsmedium inkubiert. Eine Analyse mittels Alcianblau-Farbung ergab, daf3
wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes von 5+3d bis 5+31d keine Nodules in
Sox9”-EBs nach Stimulation mit den genannten Wachstumsfaktoren zu finden waren
(Abb.29). In differenzierten Kontroll-EBs aus Wildtyp-Zellen stimulierte BMP-2, wie zu

erwarten, die Nodulebildung gegen Ende des Differenzierungszeitraumes.
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Abbildung 29: Quantitative Auswertung von Alcianblau-gefirbten Nodules von Wildtyp- und
Sox97"-EBs nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren der TGF-B-Familie.

Sox97-EBs wurden mit BMP-2, TGF-B, oder TGF-B; in einer Konzentration von 10 ng/ml
Differenzierungsmedium in dem Zeitraum von 2d-5d inkubiert. Wahrend des gesamten
Differenzierungszeitraumes von 5+3d bis 5+31d waren keine Nodules in Sox9”-EBs nach
Stimulation mit BMP-2, TGF-B; oder TGF-B; zu finden. In differenzierenden Wildtyp-EBs
hingegen stimulierte BMP-2 die Nodulebildung gegen Ende des Differenzierungszeitraumes.
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4.4 Auswirkung des Sox9-Funktionsverlustes auf die kardiale und

neuronale Differenzierung in vitro

Sox9 wird wihrend der Embryogenese nicht nur im Knorpelgewebe, sondern auch in
anderen Zellen mesodermalen Ursprungs wie beispielsweise im kardialen Gewebe
exprimiert und spielt auch eine Rolle bei der neuroektodermalen Differenzierung (Stolt et
al., 2003; Rahkonen et al., 2003). Bei dieser Arbeit stand die Beurteilung der Auswirkung
des Sox9-Gendefekts auf die Differenzierung von Knorpelzellen im Mittelpunkt. Um
dariiberhinaus einen ersten Eindruck von den Folgen des Sox9-Funktionsverlustes auf
andere Differenzierungsprozesse zu erhalten, wurden die Zellen im Verlauf der
Differenzierungsversuche = mittels  einfach  durchzufiihrender  Tests auf die
Differenzierungseffizienz von Herzmuskelzellen und Nervenzellen als Verteter der
mesodermalen bzw. der neuroektodermalen Richtung untersucht.

Wihrend der Differenzierung embryonaler Stammzellen kénnen in den EBs rhythmisch
schlagende Bereiche beobachtet werden, die aus kontraktilen Zellen bestehen (Wobus et
al., 1991). Diese Bereiche bestehen aus spezialisierten Herzzelltypen (Maltsev et al., 1993)
und wurden in Wildtyp-, Sox9™"- und Sox9”-EBs wihrend des Beobachtungszeitraumes
von 5+3d bis 5+31d ausgezihlt (Abb.30). Es zeigte sich, daB3 in Wildtyp-EBs die Anzahl
schlagender Bereiche von 5+3d bis 5+19d zunichst anstieg und anschlieend bis 5+31d
wieder abnahm. Ahnliches zeigten auch Sox9""-EBs, die im Vergleich zum Wildtyp
allerdings eine verstirkte kardiale Differenzierung wéhrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes aufwiesen. Diese Unterschiede waren an den Tagen 5+6d, 5+12d,
5+17d, 5+24d und 5+26d statistisch signifikant. In Sox9”-EBs wurde eine deutlich
verfrithte kardiale Differenzierung gefunden, die schon am Tag 5+10d ihr Maximum
erreichte. Anschlieend fiel die Zahl der schlagenden Bereiche ab, um nocheinmal am Tag
5+19d kurzzeitig anzusteigen. Die Unterschiede waren in der frithen Phase von 5+6d bis
5+12d im Vergleich zum Wildtyp statistisch signifikant, wiahrend zu spéteren Zeitpunkten
kaum ein Unterschied zwischen Wildtyp- und Sox9”-EBs hinsichtlich ihrer kardialen
Differenzierungsfahigkeit zu beobachten war.

Um einen ersten Eindruck von der Auswirkung des Sox9-Verlustes auf die neuronale
Differenzierungsfahigkeit zu gewinnen, wurden Immunfarbungen von Wildtyp-, Sox9™-
und Sox97-EBs fiir das Neurofilament 160kDa durchgefiihrt (Abb.31). Dabei wurde
deutlich, da sowohl Wildtyp- als auch Sox9™"- und Sox9”-ES-Zellen in neuronale Zellen
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differenzierten, die sich bevorzugt im Zentrum der EBs befanden und die mit ihren

axonalen Fortsétzen bis in die Peripherie der EBs projizierten.
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Abbildung 30: Wildtyp-, Sox9™"- und Sox9"-ES-Zellen differenzieren in Herzmuskelzellen.
Wihrend Wildtyp- und Sox9”-ES-Zellen eine maximale kardiale Differenzierung am Tag 5+19d
aufwiesen, differenzierten Sox9"-ES-Zellen deutlich frither mit einem Maximum am Tag 5+10d in
Herzmuskelzellen. Es wurden EBs mit rhythmisch schlagenden Bereichen in Relation zur
Gesamtzahl der EBs ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen.

*p <0.05; **:p < 0.01

Abbildung 31: Wildtyp-, Sox9™"- und Sox9”-ES-Zellen differenzieren in neuronale Zellen.

Durch immunhistochemische Fiarbungen gegen das Neurofilament 160 kDa wurden sowohl in
Wildtyp- (A) als auch in Sox9™- (B) und Sox9”- (C) EBs neuronale Zellen gefunden, deren
Zellkorper sich bevorzugt im Zentrum der EBs befanden, wéhrend ihre Fortsétze bis in die
Peripherie ragten. Balken = 100um
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Folgen der Inaktivierung des Transkriptionsfaktors Sox9 auf
die Knorpelzelldifferenzierung in vitro untersucht. Heterozygot- und homozygot Sox9-
defiziente ES-Zellen sind in der Lage, in einer Wildtypzell-freien Umgebung
mesenchymale  Knorpelvorlduferkondensationen  als  Ausdruck  einer  frithen
Knorpelzelldifferenzierung auszubilden. Bei vdlligem Sox9-Genfunktionsverlust in
Sox9”"-ES-Zellen wird allerdings das Stadium der spédten Knorpelzelldifferenzierung nicht
mehr erreicht und die Bildung von Knorpelzellnodules bleibt aus, wie mittels
histochemischer und immunhistochemischer Analyse gezeigt werden konnte. Auch die
Analyse der Expression entwicklungsspezifisch regulierter, knorpelassoziierter Gene in
differenzierenden Sox9™"- und Sox97-EBs mittels RT-PCR gab Hinweise darauf, daf
Sox9 ein Regulator der spiten Knorpelzelldifferenzierung ist. Eine wichtige
Voraussetzung, das Differenzierungsverhalten einer genetisch verédnderten ES-Zell-Linie
zu interpretieren, ist der Vergleich mit dem Differenzierungsverhalten von Wildtyp-ES-
Zellen. Es war daher notwendig, zunéchst die chondrogene Differenzierung von ES-Zellen
der Wildtypzell-Linie E14.1, die zur Generierung der Sox9-defizienten ES-Zell-Klone
verwendet worden war, zu analysieren. Tatséchlich zeigen verschiedene ES-Zell-Linien
ein unterschiedliches chondrogenes Differenzierungspotential (Kramer et al., eingereicht).
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche ergaben, da3 E14.1-ES-Zellen die Fahigkeit
besitzen, tiber Knorpelvorlduferzellen in terminal differenzierte hypertrophe Chondrozyten
zu differenzieren, begleitet von einer differentiellen Expression knorpelassoziierter Gene.
Somit war ein geeignetes in vitro-System etabliert, mit dem die Sox9-Genfunktion

wihrend der Knorpelzelldifferenzierung bestimmt werden konnte.

5.1 Die verwendeten Sox9-defizienten ES-Zellen besitzen ein funktionsloses

Sox9-Gen
Zwischen den Sox9-Proteinen von Mensch und Maus, die aus 509 bzw. 507 Aminosduren
aufgebaut sind, besteht eine hohe Homologie von 96% (Foster et al., 1994; Wagner et al.,
1994; Wright et al., 1995). Dabei besitzen sowohl die HMG-Box als auch die C-terminal
lokalisierte Doméne fiir die Transkriptionsaktivierung (Transaktivierungsdomine) eine
stark konservierte Aminosduresequenz. Ein heterozygoter Sox9-Genverlust verursacht

beim Menschen das Krankheitsbild der Kampomelie (Foster et al., 1994; Wagner et al.,
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1994). Genanalysen von Patienten mit dieser Chondrodysplasie zeigten unterschiedliche
Mutationen im Sox9-Gen, die zum Austausch von Aminosduren oder zu einem
Rasterschub mit konsekutiver Verdnderung oder Verkiirzung der primiren
Aminoséduresequenz fiihrten (Kwok et al., 1995; Meyer et al.,, 1997; McDowall et al.,
1999). Dabei fanden sich Mutationen sowohl in der HMG-Box, die von Exon 1 und 2
kodiert wird, als auch in der C-terminal lokalisierten Transaktivierungsdoméne, die aus
zwei wichtigen Untereinheiten besteht (AS 339-379 und AS 402-509).

In dieser Arbeit wurden Sox9-defiziente ES-Zellen der Maus untersucht, bei denen das
Exon 2 deletiert war. Dadurch kdme es in einem hypothetisch gebildeten Protein zur
Deletion der HMG-Box um ca. 50% und aufgrund eines Rasterschubs zum Verlust der C-
terminalen Transaktivierungsdoméne.

Fir die Funktion eines Transkriptionsfaktors ist eine DNA-bindende und eine
transaktivierende Domine von entscheidender Bedeutung (Ptashne, 1988; Mitchell und
Tjian, 1989). Die HMG-Domine von Sox-Proteinen bindet sequenzspezifisch an DNA von
Zielgenen. (Connor et al., 1994; Lefebvre et al., 1997). Weiterhin wird der HMG-Doméne
eine wichtige Rolle bei der Einschleusung des Sox-Proteins in den Zellkern zugesprochen
(Stidbeck und Scherer, 1997; Harley et al., 2003). Aufgrund der Deletion in der HMG-
Box-kodierenden Region in Sox9-defizienten ES-Zellen kann ein hypothetisch gebildetes,
verdndertes Sox9-Protein diese Funktionen nicht mehr wahrnehmen. Transfektions-
versuche haben gezeigt, daB mit zunehmender Verkiirzung des Sox9-Proteins im C-
terminalen Bereich eine Abnahme der Transaktivierungsaktivitit verbunden war (Stidbeck
et al., 1996; Ng et al., 1997; McDowall et al., 1999). Beispielsweise besal} ein verkiirztes
Sox9-Protein mit einer Lidnge von 248 Aminosduren eine kaum noch nachweisbare
Transaktivierungsfahigkeit. Die in dieser Arbeit untersuchten Sox9-Knockout-
Stammzellen wiirden ein hypothetisches Sox9-Protein von nur 165 Aminosiduren Lénge
exprimieren. Es kann daher davon ausgegangen werden, dafl ein solches hypothetisches
Protein die Transkription von Sox9-Zielgenen nicht mehr aktivieren kann. Dariiberhinaus
ist ein solches Protein aufgrund seiner Lénge und seiner verdnderten sterischen
Konformation instabiler und somit anfdlliger fiir den intrazelluldren Proteaseverdau.
SchlieBlich wiirden auch Phosphorylierungsstellen in einem hypothetisch exprimierten
Sox9-Protein in den untersuchten Sox9-defizienten Zellen fehlen. Transkriptionsfaktoren
iiben viele ihrer Funktionen in einem phosphorylierten Zustand aus (fiir Review siehe
Boulikas, 1995). Beispielsweise wurde fiir das humane SRY-Protein gezeigt, dall dieses im

phosphorylierten Zustand eine verstirkte DNA-Bindungsaktivitit besitzt (Desclozeaux et
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al., 1998). Es wurden drei Phosphorylierungsstellen im Sox9-Protein beschrieben (Huang

et al., 2000; Huang et al., 2001). Zwei von diesen wiren in dem Sox9-Knockout deletiert.

5.2 Der Verlust von Sox9 hat keine Auswirkungen auf die Bildung

mesenchymaler Knorpelvorliduferkondensationen in vitro

Zur Beschreibung der Knorpelzelldifferenzierung wurden Versuche mit etablierten Zell-
Linien aus mesenchymalen Zellen, primdren Chondrozyten und Chondrosarkomazellen
durchgefiihrt (Ahrens et al., 1993; Erlebacher et al., 1995; Mukhopadhyay et al., 1995). Da
diese Zellen jedoch ein frithes Differenzierungsprogramm bereits durchlaufen haben,
beschrinkten sich Aussagen zur Chondrogenese auf fortgeschrittene, spite
Differenzierungsstadien. Demgegeniiber eignet sich die in vitro-Differenzierung
pluripotenter embryonaler Stammzellen dazu, sowohl sehr frithe als auch spéte
chondrogene Entwicklungsschritte zu beschreiben (Kramer et al., 2000; Hegert et al.,
2002; Hargus et al., eingereicht). In dieser Arbeit wurde gezeigt, da Wildtyp-, Sox9"
und Sox9”-ES-Zellen in mesenchymale Knorpelvorlauferzellen differenzierten, die sich zu
Kondensationen formierten. Dabei wurden in diesem Stadium Marker mesenchymaler
Kondensationen wie Scleraxis, N-Cadherin, N-CAM, Sox5 und Sox 6 exprimiert.

Scleraxis ist ein Transkriptionsfaktor der 'basic Helix-Loop-Helix'-Familie, der wéhrend
der Maus-Embryogenese mit Einsetzen der chondrogenen Zelldifferenzierung 9,5 Tage
p.c. in mesenchymalen Knorpelvorlduferzellen exprimiert wird (Cserjesi et al., 1995).
Scleraxistranskripte lassen sich zundchst im ventrolateralen Anteil der Sklerotome und in
mesenchymalen Zellen der Extremitdtenknospen nachweisen und werden mit
voranschreitender embryonaler Entwicklung in kondensierten Chondroprogenitorzellen des
gesamten Knorpelskeletts exprimiert. In Wildtyp-, Sox9""- und Sox9”-EBs nahmen
Anzahl und GroBle von Scleraxis-exprimierenden Knorpelvorlduferkondensationen
wihrend des gesamten Differenzierungszeitraumes zu. Dies weist darauf hin, daB sich die
Scleraxis-Expression nicht unter der Kontrolle von Sox9 befindet.

In vivo wird Scleraxis in spiateren Embryonalstadien (14,5 Tage p.c.) zusétzlich auch im
straffen Bindegewebe wie Bindern und Sehnen gefunden (Cserjesi et al., 1995; Schweitzer
et al., 2001; Brent et al., 2003). Ferner wurden Scleraxis-exprimierende Sehnenvorlaufer
beschrieben, die sich von einem erst kiirzlich identifizierten Subkompartiment der
Somiten, dem sogenannten Syndetom, herleiten (Brent et al., 2003). Demnach konnte die
Scleraxis-Expression in Wildtyp-, Sox9™"- und Sox9”-EBs sowohl von Knorpel- als auch

von Sehnenvorldufern verursacht sein. Allerdings sind in embryonalen Sehnen und deren
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Vorldufern mesenchymale Zellen enthalten, die die Fihigkeit besitzen, in Chondrozyten zu
differenzieren (Ralphs et al., 1991; Koob et al., 1992). Die Scleraxis-Expression in diesen
Sehnen ist moglicherweise auf die Anwesenheit dieser Knorpelvorlduferzellen
zuriickzuftihren. Weitere Hinweise dafiir, dal Scleraxis in erster Linie als chondrogener

Transkriptionsfaktor angesehen werden mul}, gaben histologische Untersuchungen von
/

Maus-Chiméren aus Wildtyp- und Scleraxis”-Zellen. In diesen Méusen waren Scleraxis” -
Zellen sowohl vom Sklerotom als auch von spiteren Chondroprogenitorzellen
beispielsweise der Rippen ausgeschlossen, wihrend Scleraxis”-Zellen an der Bildung von
Sehnen teilnahmen (Brown et al., 1999).

N-Cadherin und N-CAM sind Adhédsionsmolekiile, die wahrend der Entwicklung von
neuronalem Embryonalgewebe exprimiert werden (Rutishauser, 1984; Inuzuka et al.,
1991). Zusitzlich wurde aber auch eine starke Expression dieser Marker im mesodermalen
Gewebe wie beispielsweise in mesenchymalen Knorpelvorlaufern der Extremitéten-
knospen gefunden (Tavella et al., 1994; Oberlender und Tuan, 1994a; Oberlender und
Tuan, 1994b). Dall N-Cadherin und N-CAM auch eine entscheidende Rolle wiahrend der
frithen Phase der Knorpelzelldifferenzierung spielen, zeigten Versuche, bei denen N-
Cadherin bzw. N-CAM mittels monoklonaler Antikdrper blockiert wurden. Dies hatte zur
Folge, daB3 die Kondensation mesenchymaler Zellen und somit die weitere chondrogene
Zelldifferenzierung stark eingeschrinkt war (Widelitz et al., 1993; Oberlender und Tuan,
1994b). Mit voranschreitender Knorpelzelldifferenzierung wird die Expression von N-
Cadherin und N-CAM eingestellt und schlieBlich nur noch im Perichondrium
nachgewiesen (Chuong et al., 1993; Tavella et al., 1994; Oberlender und Tuan, 1994b). In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dal N-Cadherin und N-CAM sowohl in Wildtyp- als auch in
Sox9""- und Sox97- Knorpelvorlduferkondensationen exprimiert wird. Diese Ergebnisse
stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen einer Studie, die gezeigt hat, daB Sox9 die
Expression von N-Cadherin direkt kontrolliert (Panda et al., 2001). Andererseits wurden
N-Cadherin und N-CAM auch von Sox9”-Zellen in konditionellen Knockout-Miusen
exprimiert (Akiyama et al., 2002). Es kann daher angenommen werden, dall neben Sox9
andere Transkriptionsfaktoren die Genaktivitét dieser Adhidsionsmolekiile regulieren.

In differenzierenden Wildtyp- und Sox9-defizienten EBs waren mesenchymale
Knorpelvorlduferkondensationen enthalten, die Sox5 und Sox6 gemeinsam mit Kollagen II
exprimierten. Sox5 und Sox6 sind zwei weitere Transkriptionsfaktoren der SOX-Familie,
die wihrend der Embryogenese 10,5 Tage p.c. im Sklerotom, lateralen Plattenmesoderm

und im Kopfmesenchym von kondensierten Chondroprogenitorzellen exprimiert werden
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(Lefebvre et al., 1998). Spéter werden diese Marker auch in reifen Chondrozyten des
Knorpelskeletts gefunden. Dabei werden Sox5 und Sox6 gemeinsam mit Kollagen II und
Sox9 in diesen Strukturen koexprimiert. Studien mit Sox5”"- und mit Sox6”- Knockout-
Maiusen machten deutlich, daB3 der Verlust von Sox5 bzw. Sox6 nur geringe skelettale
Fehlbildungen in diesen Maiusen zur Folge hatte (Smits et al., 2001). Demgegeniiber
zeigten Nachkommen von Kreuzungen von Sox5”- und Sox6”-Knockout-Mausen, die
Defekte in beiden Genen hatten (SoxS'/'/Sox6'/'-Doppelknockout-Méiuse), eine schwere
generalisierte Chondrodysplasie (Smits et al., 2001). Dies deutet darauf hin, dal}
moglicherweise der Verlust von Sox5 durch Sox6 bzw. der Verlust von Sox6 durch Sox5
kompensiert wird. Tatsdchlich wurden fiir SOX-Transkriptionsfaktoren iiberlappende
Funktionen wihrend embryonaler Differenzierungsvorgidnge beschrieben  (flir
Review siehe Wegner, 1999). Demnach wire es denkbar, daBl wihrend der frithen
Knorpelzelldifferenzierung der Verlust von Sox9 durch Sox5 und Sox6 kompensiert wird,
so dal mesenchymale Zellkondensationen in Sox9-defizienten EBs gebildet werden.

Es wurden weitere Transkriptionsfaktoren wie Cart-1, ck-erg und ets-2 beschrieben, die in
vivo in mesenchymalen Knorpelvorlduferkondensationen exprimiert werden (Zhao et al.,
1994; Maroulakou et al., 1994; Dhordain et al., 1995). Auch diese Transkriptionsfaktoren
konnten moglicherweise den Verlust von Sox9 in differenzierenden EBs kompensieren.

Es wurde bisher angenommen, daf3 differenzierende Sox9”"-Zellen nicht in der Lage seien,
mesenchymale Knorpelvorlduferkondensationen auszubilden. So entwickelten sich in
konditionellen Sox9-Knockout-Médusen, in denen beide Sox9-Allele kurz vor Ausbildung
mesenchymaler Knorpelvorlduferkondensationen inaktiviert worden waren, keine
Knorpelvorlduferkondensationen (Akiyama et al., 2002). Auch die Bindung von PNA,
welches charakteristischerweise von mesenchymalen Kondensationen gebunden wird, war
in diesen Miusen geringer. AuBerdem nahmen Sox9”-Zellen in Maus-Chiméren nicht an
der Bildung von Knorpelvorlduferkondensationen teil, sondern wurden in 11,5 und 12,5
Tage alten Embryonen nur auerhalb der Knorpelanlagen nachgewiesen (Bi et al., 1999).
Bei der Analyse von Maus-Chimidren kann aber ein modulierender EinfluB von
Wildtypzellen auf benachbarte Knockout-Zellen nicht ausgeschlossen werden.
Beispielsweise differenzierten in B1-Integrin'/'-Maus-Chiméiren Bi-defiziente Zellen in
morphologisch unauffillige Neuronen, wéhrend die Neurone in Bl-Integrin'/ -EBs verkiirzt
waren (Féssler und Meyer, 1995; Rohwedel et al., 1998a). Dieser Unterschied konnte
durch einen kompensierenden Effekt durch Wildtypzellen in vivo erklart werden. Es wurde

auch beschrieben, da Wildtypzellen in Maus-Chimidren einen Wachstumsvorteil
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gegeniiber Knockout-Zellen haben. Beispielsweise nahm die Anzahl von DNA-Polymerase
R”-Zellen in entsprechenden Chimédren mit voranschreitender Embryonalentwicklung
stindig ab (Betz et al., 1996). Es ist deshalb denkbar, daB3 die Wildtypzellen in Sox9™-
Chimiren einen inhibierenden Einfluf auf Sox9-defiziente Zellen bei der Ausbildung
mesenchymaler Kondensationen ausiiben.

Die Abwesenheit von mesenchymalen Knorpelvorlduferkondensationen in konditionellen
Sox9”"-Knockout-Miusen kénnte dadurch erklirt werden, daf} durch den Verlust von Sox9
das Gleichgewicht zwischen induzierenden und inhibierenden chondrogenen Faktoren
zugunsten der Inhibition gestért wird, so da die Bildung mesenchymaler
Zellkondensationen unterbleibt. Das Ektoderm bildet z.B. Faktoren wie FGF-2 und FGF-8,
die das Wachstum von Knorpelvorlduferkondensationen in den Extremitidtenknospen von
Maiuseembryonen inhibieren und somit deren Form und GroBe regulieren (Zanetti und
Solursh, 1986; Moftah et al., 2002). Es wurde gezeigt, da} das ektodermale Gewebe von
konditionellen Sox9”-Knockout-Miusen ebenfalls FGF-8 bildete, welches auf Sox9™"-
Zellen einwirkte (Akiyama et al., 2002). Es ist denkbar, dal Sox9 ein Antagonist von
inhibierenden ektodermalen Faktoren wie FGF-8 darstellt. In dieser Arbeit wurden Sox9™ -
ES-Zellen in einer Wildtypzell-freien Umgebung differenziert. Aulerdem befanden sich
differenzierende Sox9”- ES-Zellen nicht unter dem direkten EinfluB von inhibierenden
ektodermalen Faktoren wie FGF-8, weil in differenzierenden EBs keine Morphogenese
stattfindet. Dies konnte die Ursache dafiir sein, dal in vitro die Bildung mesenchymaler
Knorpelvorlduferkondensationen nicht unterbunden wurde. Die Funktion von Sox9 bei der
Bildung mesenchymaler Knorpelvorlduferkondensationen wére dann von der zelluldren
Umgebung abhingig und somit keine zellautonome Funktion.

Publizierte Beispiele zeigen, dal das Modellsystem der in vitro-Differenzierung
embryonaler Stammzellen als EBs prinzipiell geeignet ist, um nicht-zellautonome
Vorginge zu untersuchen. Wihrend beispielsweise Scleraxis”-Knockout-Mause kein
Mesoderm bilden konnten, exprimierten Scleraxis”- EBs mesodermale Marker auf einem
Niveau, das dem von Wildtyp-EBs glich (Brown et al., 1999). Dies deutete darauf hin, dal3
die Fihigkeit zur Mesodermbildung von Scleraxis™- Zellen nicht zellautonom, sondern
vielmehr abhéngig von duBeren Faktoren war. Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir Srf’-
Zellen gefunden. SRF ('Serum Response Factor') ist ein Transkriptionsfaktor, der ebenfalls
eine entscheidende Rolle wihrend der Mesoderminduktion spielt. Srf "_Knockout-Miuse
starben im Stadium der Gastrulation, weil die Bildung des Mesoderms nicht stattfand

(Arsenian et al., 1998). Demgegeniiber waren Srf’-ES-Zellen in der Lage, in vitro in
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mesodermale Zellen zu differenzieren (Weinhold et al., 2000), was auf eine nicht-

zellautonome Funktion von Srf bei der Bildung mesodermaler Strukturen hinwies.

5.3 Die Knorpelmarker Kollagen II und Aggrecan werden in

Sox9-defizienten EBs exprimiert

Kollagen II und Aggrecan stellen zwei Hauptkomponenten der chondrogenen Matrix dar,
die in vivo in vielen Skelettelementen koexprimiert werden (Glumoff et al., 1994).
Wihrend der Embryonalentwicklung werden Transkripte fiir Kollagen II und Aggrecan
gemeinsam mit Sox9-Gentranskripten in mesenchymalen Knorpelvorldauferkonden-
sationen und reiferen Knorpelelementen gefunden (Ng et al., 1997; Zhao et al., 1997; Bi et
al., 1999), so dal} angenommen wurde, dal Sox9 an der Regulation dieser Knorpelmarker
beteiligt ist.

Mehrere Studien haben gezeigt, dal Sox9 an ein 'Enhancer'-Element im Intron 1 des
Kollagen II-Gens binden kann, welches mehrere Bindungsstellen fiir die HMG-Box von
Sox9 enthélt (Zhou et al., 1995; Lefebvre et al., 1996; Lefebvre et al., 1997; Zhou et al.,
1998). Wurden Chondrozyten und Chondrosarkomazellen mit Kollagen II-
Reportergenkonstrukten transfiziert, die ausschlieBlich diese Sox9-Bindungsstellen des
Kollagen II-Gens enthielten, so wurden diese Konstrukte spezifisch in diesen Zellen
exprimiert (Mukhopadhyay et al., 1995; Lefebvre et al., 1996; Lefebvre et al., 1997). Auch
in vivo in transgenen Midusen konnte die direkte Korrelation zwischen der Expression von
Sox9 und Kollagen II dargestellt werden (Zhou et al., 1995; Lefebvre et al., 1996; Bell et
al., 1997). Ferner wurde auch in nichtchondrogenen Zellen bei Sox9-Uberexpression ein
Kollagen II-Reportergenkonstrukt sowohl in vitro als auch in vivo aktiviert (Bell et al.,
1997, Lefebvre et al., 1997).

Auch die Expression von Aggrecan wird durch Sox9 reguliert. In vitro wurde gezeigt, dal3
Sox9 an ein 'Enhancer'-Element im Intron 1 des Aggrecan-Gens bindet und die Expression
eines Aggrecan-Reportergenkonstrukts in transfizierten TC6-Zellen aktiviert (Sekiya et al.,
2000).

SchlieBlich exprimierten Sox9”-Zellen in Maus-Chimiren weder Kollagen II noch
Aggrecan (Bi et al., 1999). Auch waren Sox9”"-Zellen in Teratomen aus Sox9”-ES-Zellen
nicht in der Lage, Kollagen II- oder Aggrecan-Protein zu bilden (Bi et al., 1999).

Im Gegensatz dazu wurde in dieser Arbeit gezeigt, daB differenzierende Wildtyp-, Sox9""-
und Sox9”-EBs die 'Splice'-Varianten a und b von Kollagen II sowie Aggrecan

differentiell exprimierten. Kollagen Ila wird von mesenchymalen Chondroprogenitorzellen
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und Kollagen IIb von reiferen Chondroblasten gebildet (Ryan und Sandell, 1990; Sandell
et al.,, 1991). Wéhrend sich differenzierende Wildtyp- und Sox9""-EBs beziiglich der
Kollagen Ila und IIb—Expression kaum unterschieden, war die Expression in Sox9”"-EBs
deutlich niedriger. Allerdings wurden auch in differenzierenden Sox9"-EBs Kollagen II-
Fibrillen detektiert. Weiterhin unterschieden sich differenzierende Wildtyp-, Sox9""- und
Sox9”"-EBs beziiglich der Aggrecan-Expression zu frithen Zeitpunkten der Differenzierung
nur wenig, so dafl angenommen werden kann, da3 der Verlust von Sox9 in vitro durch
andere Faktoren kompensiert wird.

Die unterschiedlichen Ergebnisse zur Expression von Kollagen II und Aggrecan in den
Sox9”-Maus-Chimiren und Sox9”-EBs lassen sich moglicherweise durch die zuvor
diskutierte Fahigkeit von Sox9”"-Zellen zur Bildung mesenchymaler Knorpelvorldufer-
kondensationen in vitro in EBs erkldren. Kollagen II und Aggrecan wurden nach
Ausbildung der Knorpelvorlduferkondensationen von Wildtyp- und Sox9-defizienten EBs
exprimiert. Auch in vivo geht der Prozel der Zellkondensation der Expression
knorpelassoziierter Gene voraus (Zhao et al., 1997; DeLise et al., 2000). Moglicherweise
ist die Ausbildung mesenchymaler Zellkondensationen eine Voraussetzung fiir die
Expression knorpelassoziierter Gene wie Kollagen II und Aggrecan. Fiir diese Annahme
spricht auch, dafl in konditionellen Sox9-Knockout-Mausen Kollagen II nur dann in
mesenchymalen Zellkondensationen exprimiert wurde, wenn Sox9 nach deren Ausbildung
inaktiviert wurde (Akiyama et al., 2002). In Méusen hingegen, in denen das Sox9-Gen
kurz vor Ausbildung mesenchymaler Zellkondensationen inaktiviert worden war, wurden
keine Knorpelvorlduferkondensationen mehr gebildet, und folglich wurde auch kein
Kollagen II exprimiert (Akiyama et al., 2002).

Es ist nicht bekannt, ob Sox9'/'-Terat0me, in denen ebenfalls kein Kollagen II und
Aggrecan nachgewiesen werden konnte, mesenchymale Zellkondensationen bilden (Bi et
al., 1999). Es ist aber denkbar, daB3 in diesen Teratomen die Wildtypzellen der Wirte einen
inhibierenden Einfluf} auf die Knorpelzelldifferenzierung Sox9-defizienter Zellen haben.
Es gibt viele Hinweise dafiir, dal neben Sox9 weitere Faktoren bei der Regulation des
Kollagen II-Gens beteiligt sind. /n vivo konnte gezeigt werden, daB Kollagen II
unabhingig von Sox9 exprimiert wurde (Ng et al, 1997). Ferner wurden in
Mausembryonen Sox9-exprimierende Zellen gefunden, die kein Kollagen II bildeten (Ng
et al., 1997). AuBBerdem wurde vor Kurzem beschrieben, da3 die Expressionsdnderung des
Kollagen II-Gens in humanen Chondrozyten nicht direkt mit der Expression von Sox9

korrelierte (Aigner et al., 2003).
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Transkriptionsfaktoren, die neben Sox9 an der Regulation des Kollagen II-Gens beteiligt
sein konnten, sind die sogenannten 'Chondrocyte-Specific Enhancer-Binding Proteins'
(CSEPs), zu denen Sox5 und Sox6 gehoren (Zhou et al., 1998; Lefebvre et al., 1998). In
vitro-Studien machten deutlich, daB Sox5 und Sox6 die endogene Aggrecan-Expression
und Kollagen II-Reportergenkonstrukte in transfizierten Fibroblasten aktivieren konnten
(Lefebvre et al., 1998). Ferner wurde in Sox5"/Sox6” -Doppelknockout-Mausen die
Expression knorpelassoziierter Gene stark herunterreguliert, obwohl Sox9 auf normalem
Niveau exprimiert wurde (Akiyama et al., 2002). Weitere Transkriptionsfaktoren, die
Regulatoren des Kollagen [I-Gens sein konnten, sind Sp-1 und C-Krox, die wéahrend der
Embryonalentwicklung der Maus ein dhnliches Expressionsmuster wie Sox9 und Kollagen
1 zeigen (Galera et al., 1996; Marin et al., 1997). Auch POU-Transkriptionsfaktoren wie
z.B. Brain-1 sind mdglicherweise an der Steuerung des Kollagen II-Gens beteiligt, denn
der Kollagen II-'Enhancer' besitzt Bindungsstellen fiir diesen Transkriptionsfaktor
(Lefebvre et al., 1996). Schlieflich konnte auch Scleraxis bei der Regulation des Kollagen
II-Gens eine Rolle spielen, denn es wurde gezeigt, dal die Uberexpression von Scleraxis
die Expression von endogenem Kollagen II in Osteosarkomazellen verstirkt (Liu et al.,
1997). In dieser Arbeit wurde gezeigt, daB in Wildtyp-, Sox9"- und Sox9”-EBs Sox5,
Sox6 und Scleraxis in mesenchymalen Kondensationen exprimiert wurden. Die
Aktivierung der Kollagen II- und Aggrecan-Expression konnte in Abwesenheit von Sox9
durch die genannten Transkriptionsfaktoren kompensiert worden sein.

Kiirzlich wurde fiir Sox9 sogar ein inhibierender Effekt auf die Expression des Kollagen
II-Gens beschrieben. In primdren Chondrozyten wurde die Kollagen II-Expression nach
Transfektion mit einem Sox9-Expressionsvektor in hoher Konzentration herunterreguliert
(Kypriotou et al., 2003). Interessant ist in diesem Zusammenhang, dal im Kollagen II-
Promotor auch spezifische Sequenzen gefunden wurden, {iiber die Sox9 eine

Transkriptionsinhibition vermittelt (Kypriotou et al., 2003).

5.4 Der Verlust von Sox9 bewirkt eine gestirte spiite

Knorpelzelldifferenzierung in vitro und in vivo

Die Knorpelzelldifferenzierung von Sox9”-ES-Zellen war in einem spaten Stadium
blockiert, das durch die Ausbildung Alcianblau- und Kollagen II-positiver Knorpel-
zellnodules charakterisiert war. In Ubereinstimmung damit waren Sox9-defiziente Zellen
in Sox9”-Maus-Chimiren und Sox9”-Teratomen ebenfalls nicht in der Lage, in reife

Chondrozyten zu differenzieren (Bi et al., 1999). Aullerdem waren auch Sox9”"-Zellen in
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konditionellen Knockout-Mausen, in denen das Sox9-Gen vor Ausbildung mesenchymaler
Kondensationen inaktiviert worden war, nicht in der Lage, Knorpel- und Knochengewebe
zu bilden (Akiyama et al., 2002).

In Sox9""-EBs war die Anzahl der Knorpelzellnodules im Vergleich zum Wildtyp um ca.
die Hélfte reduziert. Dies bestdtigt die Annahme, da3 die Gendosis von Sox9 fiir die
spiate Knorpelzelldifferenzierung von entscheidender Bedeutung ist (Bi et al., 2001).
Ubereinstimmend damit wiesen auch Kampomelie-Patienten und Sox9""-Knockout-Miuse
hypoplastische Knorpelelemente auf (Houston et al., 1983; Bi et al., 2001; Kist et al.,
2002).

In den Wachstumsfugen langer Rohrenknochen wird Sox9 in proliferierenden,
prahypertrophen, jedoch nicht in hypertrophen Chondrozyten exprimiert (Zhao et al., 1997,
Bi et al.,, 2001). Deshalb wurde angenommen, dal Sox9 die Differenzierung von
prahypertrophen in hypertrophe Chondrozyten inhibiert. Tatsdchlich fand in den
Wachstumsfugen transgener Mause, in denen Sox9 iiberexprimiert wurde, eine verzdgerte
Differenzierung in hypertrophe Knorpelzellen statt (Akiyama et al, 2002). In
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurde in dieser Arbeit gezeigt, daB die
Halbierung der Sox9-Gendosis die Bildung hypertropher Zellen in vitro fordert. So
exprimierten differenzierende Sox9""-EBs Kollagen X als Marker hypertropher
Chondrozyten etwa gleich stark wie entspechende Wildtyp-EBs, obwohl die Anzahl an
Knorpelzellnodules in Sox9”-EBs um ca. die Hilfte reduziert war, wobei Sox9™-Nodules
eine dhnliche Grofe wie Wildtypnodules aufwiesen. Allerdings enthielten Sox9 ™ -Nodules
mehr Kollagen X-exprimierende Zellen, und diese Zellen exprimierten Kollagen X stérker
als entsprechende hypertrophe Chondrozyten in Wildtypnodules. Auch in vivo wurde
dieser Gendosis-Effekt von Sox9 beschrieben. In heterozygoten Sox9-Knockout-Mausen
differenzierten Sox9"-Zellen vermehrt und beschleunigt in hypertrophe Knorpelzellen, so
dal} die Zone der hypertrophen Chondrozyten in den langen Réhrenknochen dieser Méause
verbreitert war (Bi et al., 2001).

In Sox9”-EBs wurde Kollagen X dagegen kaum noch exprimiert. Aullerdem zeigten die
Kollagen X-exprimierenden Zellen nicht die Morphologie typischer hypertropher
Chondrozyten. Da in Sox9”-EBs bereits die Differenzierung in prihypertrophe
Chondrozyten blockiert war, konnte es nicht zur Bildung hypertropher Knorpelzellen
kommen. In konditionellen Sox9-Knockout-Midusen dagegen, in denen das Sox9-Gen nach
Ausbildung mesenchymaler Knorpelvorlduferkondensationen inaktiviert worden war,

konnten Kollagen X-exprimierende, hypertrophe Knorpelzellen in hoher Anzahl in
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skelettalen Elementen nachgewiesen werden (Akiyama et al., 2002). Dies konnte darauf
zuriickzufiihren sein, dal die Inaktivierung des Sox9-Gens in einigen Féllen erst in
prahypertrophen Chondrozyten erfolgte und dann zu einer beschleunigten Differenzierung

in hypertrophe Knorpelzellen fiihrte (Akiyama et al., 2002).

3.5 Die Blockade der Knorpelzelldifferenzierung in Sox9-defizienten EBs

kann durch Wachstumsfaktoren der TGF-3-Familie nicht aufgehoben

werden

Ein Ziel dieser Arbeit war, zu priifen, ob der Block der Knorpelzelldifferenzierung in
Sox9”"-EBs durch Zugabe von Wachstumsfaktoren der TGF-p-Familie kompensiert
werden kann. Deshalb wurden Sox9”-EBs mit BMP-2, TGF-B3; und TGF-B3 stimuliert,
wobei die Stimulation in einem Kultivierungszeitraum stattfand (2d-5d), in dem die
mesodermale, insbesondere die chondrogene Differenzierung embryonaler Stammzellen
beeinflult werden kann (Rohwedel et al., 1994; Rohwedel et al., 1999; Kramer et al.,
2000).

Wachstumsfaktoren der TGF-R-Familie konnen sowohl in vivo als auch in vitro die
Knorpelzelldifferenzierung  induzieren.  Beispielsweise  stimulierte BMP-2  die
Differenzierung embryonaler Stammzellen in Knorpelzellnodules (Kramer et al., 2000)
und induzierte in vivo ektopisch die Bildung von Knorpelgewebe (Kubler et al., 1998).
Auch die Kollagen II-Expression konnte sowohl in vitro in differenzierenden
mesenchymalen Zellen der Linie C3H10T1/2 als auch in vivo in Extremititen der Maus
durch BMP-2 stimuliert werden (Zehentner et al., 2002). In Stimulationsversuchen mit
Ratten zeigte sich, dal nach Unterspritzung von TGF-p-Faktoren unter das Periost die
Bildung von Knorpel- und Knochengewebe induziert werden konnte (Joyce et al., 1990).
Weiterhin stimulierte TGF-3; die Differenzierung mesenchymaler Vorlduferzellen in
Chondrozyten und fiihrte zu einer vermehrten Expression knorpelassoziierter Gene in
chondrogenen Zellen (Luyten et al., 1994; Qi und Scully, 1998; Tuli et al., 2003).
SchlieBlich wurde gezeigt, da3 mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark nach
Inkubation mit TGF-33 verstirkt in Knorpelzellen differenzierten (Barry et al., 2001).

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, konnte weder BMP-2 noch TGF-$3; oder TGF-{5 die
Bildung von Knorpelzellnodules in Sox9”-EBs induzieren, wihrend in Kontrollversuchen
mit Wildtyp-EBs zu spéteren Zeitpunkten der Differenzierung eine erhdhte Anzahl an
Nodules nach BMP-2—Stimulation gefunden wurde. Dies deutet darauf hin, dal BMP-2,
TGF-B; und TGF-33 nicht der Regulation von Sox9 unterliegen. Es ist im Gegenteil
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denkbar, dal BMP-2, TGF-B; und TGF-33 an der Regulation von Sox9 beteiligt sind.
Tatséchlich wurde in vivo und in vitro beschrieben, da3 die Applikation von BMP-2 eine
erhohte Expression von Sox9 zur Folge hatte (Healy et al., 1999; Zehentner et al., 1999;
Zehentner et al., 2002). Weiterhin reguliert Sox9 in direkter Abhéngigkeit von BMP-
Signalen die Expression des Transkriptionsfaktors Nkx3.2, der an der Steuerung der
Knorpelzelldifferenzierung in den Somiten beteiligt ist (Murtaugh et al., 2001; Zeng et al.,
2002).

5.6 Erste Hinweise auf eine Rolle von Sox9 wiihrend der kardiogenen und

neuronalen Differenzierung

Das Krankheitsbild der Kampomelie umfasst nicht nur Fehlbildungen, die das
Skelettsystem betreffen, sondern auch solche, die sich in anderen Organsystemen
manifestieren (Houston et al., 1983; Wagner et al., 1994; Mansour et al., 1995).
Beispielsweise weisen ca. 1/3 aller Neugeborenen mit Kampomelie Herzfehlbildungen wie
Ventrikelseptumdefekt, Vorhofseptumdefekt oder eine Fallot’sche Tetralogie auf. Um erste
Hinweise zu erhalten, ob der Sox9-Gendefekt einen EinfluB auf die kardiogene
Differenzierung zeigt, wurde in Wildtyp-, Sox9™- und Sox9"-EBs die Anzahl
kontrahierender Bereiche von Herzmuskelzellen bestimmt. Es ergaben sich Hinweise, daf3
Sox9”-ES-Zellen im Vergleich zum Wildtyp frither in Kardiomyozyten differenzierten
und daB sowohl in Sox9""- als auch in Sox9”-EBs mehr Herzmuskelzellen differenzierten.
Demnach konnte Sox9 einen inhibierenden Effekt auf die Herzmuskelzelldifferenzierung
haben.

Neben  Herzfehlbildungen wurden bei vielen Kampomelie-Patienten  auch
Fehlentwicklungen des zentralen Nervensystems gefunden, die mit mentaler Retardierung
einhergehen (Houston et al., 1983; Wagner et al., 1994; Mansour et al., 1995). Da Sox9 in
Mausembryonen in neuronalen Stammzellen von Gehirn und Riickenmark exprimiert wird
(Wright et al., 1995; Stolt et al., 2003), wurde in dieser Arbeit ein erster Test fiir den
Einflul des Sox9-Defektes auf die neuronale Differenzierung durchgefiihrt. Dabei zeigte
sich, dall sowohl in Wildtyp- als auch in Sox9™"- und Sox9”-EBs Zellen mit typischer
neuronaler Morphologie vorhanden waren, die zuvor auch in differenzierten EBs der ES-
Zell-Linie D3 beschrieben wurden (Rohwedel et al., 1998a). Auch in Studien mit
konditionellen Sox9-Knockout-Médusen, in denen beide Sox9-Allele in frithen
neuroepithelialen Zellen ausgeschaltet worden waren, wurde beschrieben, daf3 die

Differenzierung von Sox9-defizienten Zellen in Inter- und Motorneurone nicht gestort war
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(Stolt et al., 2003). Diese Ergebnisse lassen sich dadurch erkldren, dal auch hierbei der
Verlust von Sox9 durch andere SOX-Proteine wie Sox1-4, Sox11 und Sox22 kompensiert
werden kann, da fiir diese Faktoren eine {iberlappende Funktion im Rahmen der

Nervenzelldifferenzierung beschrieben wurde (fiir Review sieche Wegner, 1999).

5.7 Stammzellen in der Medizin — ein Ausblick

Ein groes Problem fiir die Transplantationsmedizin stellt der permanente Mangel an
transplantierbaren Geweben und Organen dar, so dal3 seit Langerem nach Alternativen fiir
den Gewebeersatz gesucht wird. Moglicherweise bieten embryonale Stammzellen in
diesem Zusammenhang eine geeignete Quelle. Denn ES-Zellen zeichnen sich durch die
Moglichkeit zur Selbsterneuerung aus und besitzen die Fahigkeit, in verschiedene
Zelltypen zu differenzieren. So wurde beispielsweise fiir murine und humane ES-Zellen
beschrieben, daf sie in Kardiomyozyten, Endothelzellen und Nervenzellen differenzieren
konnen (Itskovitz-Eldor et al., 2000; Reubinoff et al., 2000; Carpenter et al., 2003).
Allerdings liegen bei der in vitro-Differenzierung von embryonalen Stammzellen
verschiedene Zelltypen nebeneinander vor, so dall keineswegs eine reine Population eines
Zelltyps zur Transplantation zur Verfiigung steht. Weiterhin befinden sich in EBs auch
noch undifferenzierte Stammzellen, die nach Transfer in Empfangerorganismen Teratome
ausbilden konnen. Dies zeigt deutlich, daB3 die Verwendung von embryonalen Stammzellen
zu Transplantationszwecken mit Problemen behaftet ist.

Verschiedene Techniken wurden angewandt, um reine Populationen von Zelltypen
herzustellen, die aus ES-Zellen differenziert worden sind. So differenzierten beispielsweise
murine ES-Zellen durch in vitro-Stimulierung mit Retinsdure und Sonic Hedgehog
bevorzugt in Motorneurone, die nach Transplantation im adulten Riickenmark integrierten
und dort funktionelle Aufgaben iibernahmen (Wichterle et al., 2002). Auch durch die
genetische Manipulation von ES-Zellen kann erreicht werden, daf3 diese Zellen bevorzugt
in einen bestimmten Zelltyp differenzieren. So wurden beispielsweise Kardiomyozyten mit
Hilfe dieses Ansatzes aus differenzierenden EBs isoliert (Klug et al., 1996).

Eine weitere Alternative zur Herstellung eines Gewebeersatzes konnte die Verwendung
adulter Stammzellen bieten. Adulte Stammzellen finden sich in differenzierten Geweben
und Organen wie Gehirn, Leber, Haut oder Knochenmark und sorgen fiir die Bereitstellung
von gewebs- bzw. organspezifischen Zellen. Ein grof8er Vorteil bei der Verwendung dieser
Zellen zu Transplantationszwecken besteht darin, dal diese Zellen nach Isolation aus

einem Organismus ebenfalls in verschiedene Zelltypen wie beispielsweise in Knorpel- und
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Fettzellen (Pittenger et al., 1999), Nervenzellen (Woodbury et al., 2000) und Herzzellen
(Orlic et al., 2001) differenzieren konnen und nach Riickfiihrung in denselben Organismus
keine Immunreaktionen hervorrufen.

Eine Moglichkeit, auch mit embryonalen Stammzellen autolog zu arbeiten, stellt das
sogenannte therapeutische Klonieren dar (Colman und Kind, 2000). Dabei werden Zellen
aus einem Organismus isoliert und deren Zellkerne in entkernte Eizellen injiziert. Diese
Eizellen entwickeln sich in Blastozysten, aus denen ES-Zellen mit pluripotenter
Differenzierungsfahigkeit gewonnen werden kénnen (Wakayama et al., 2001). Es konnte
gezeigt werden, dal im Mausmodell durch die Kombination von therapeutischem
Klonieren, Gen- und Zelltherapie eine genetische Erkrankung mit embryonalen
Stammzellen behandelt werden konnte (Rideout, et al., 2002). Dazu wurden RagZ'/ -
Knockout-Mausen, die an einer schweren kombinierten Immundefizienz litten, Rag2”-
Fibroblasten entnommen. Deren Zellkerne wurden anschlieBend in enukleierte Eizellen
injiziert. Aus den sich entwickelnden Rag2'/ -Blastozysten wurden anschlieBend autologe
ES-Zellen isoliert, in die dann iiber homologe Rekombination ein Wildtyp-Rag2-Gen
eingeschleust wurde. Nach Kultivierung via EBs wurden diese Zellen mit einem Retrovirus
transfiziert, iiber das ein HoxB4-Gen eingeschleust wurde, um die Stammzellen bevorzugt
in hdmatopoetische Zellen zu differenzieren. Die hdmatopoetischen Zellen nahmen nach
Transplantation in bestrahlte RagZ'/ -Knockout-Mause schlieBlich an der Bildung von B-
und T-Lymphozyten teil, so daf3 diese Tiere tiberlebten.

Moglicherweise lassen sich auch in Zukunft genetische Erkrankungen mit Hilfe von
adulten Stammzellen behandeln. Erste Hinweise darauf gaben Versuche mit alpha-
Sarcoglycan (O(-SG)'/ -Knockout-Maiusen, die an einer Form der Muskeldystrophie leiden
(Sampaolesi et al., 2003). Dazu wurden Mesangioblasten, also adulte hdmatopoetische
Stammzellen, aus a-SG”"-Knockout-Miusen isoliert und in vifro mit lentiviralen Vektoren
transfiziert, die das Wildtyp-a-SG-Gen enthielten. Nach Riicktransfer in die o-SG”-
Knockout-Méuse integrierten diese genetisch verdnderten Mesangioblasten im
Muskelgewebe und filihrten in diesen Madusen zum Aufbau von gesundem Muskelgewebe.
Es bleibt offen, ob in Zukunft mdglicherweise auch chondrodysplastische Erkrankungen
unter Verwendung genetisch verdnderter adulter oder embryonaler Stammzellen behandelt
werden konnen. Zumindest 1483t aber das Potential dieser Zellen auf einen zukiinftigen

Platz in der Medizin hoffen.
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6. Zusammenfassung

Wihrend die Morphologie der Entwicklung von Knorpelgewebe recht gut untersucht ist,
gibt es bisher nur wenig Informationen zur molekularen Regulation der
Knorpelzelldifferenzierung durch entsprechende Transkriptionsfaktoren. Deshalb sollte in
dieser Arbeit die Rolle des Transkriptionsfaktors Sox9 wihrend der chondrogenen
Zelldifferenzierung ndher charakterisiert werden. Dazu wurden sowohl embryonale
Wildtypstammzellen als auch heterozygot bzw. homozygot Sox9-defiziente embryonale
Stammzellen via "Embryoid Bodies" differenziert.

Es wurde gezeigt, daB sowohl Wildtyp- als auch Sox9™- und Sox9”-ES-Zellen in
mesenchymale Chondroprogenitorzellen differenzierten, die Kondensationen bildeten und
fir dieses Stadium charakteristische Marker wie Scleraxis, Sox5, Sox6, N-Cadherin,
N-CAM, Rezeptoren fiir PNA und spéter auch Kollagen II und Aggrecan exprimierten.
Der Vergleich mit Sox9-Knockout-Studien in vivo zeigt, dal die Fihigkeit von Sox9”
Zellen zur Bildung mesenchymaler Knorpelvorlduferkondensationen nicht zelleigen bzw.
nicht zellautonom, sondern vielmehr abhéngig von ihrer zelluliren Umgebung ist. Ferner
konnte mittels RT-PCR dargestellt werden, daB3 sich groftenteils die Expression der
Knorpelgene Scleraxis, Kollagen Ila, Kollagen IIb und Aggrecan in Wildtyp und Sox9-
defizienten EBs nicht signifikant unterschied, obwohl die Kollagen Ila-Expression in
Sox9”"-EBs zu einigen Zeitpunkten vermindert war. Diese Ergebnisse zeigten, dall Sox9
im Gegensatz zu bisherigen Annahmen nicht als alleiniger Hauptregulator des Kollagen II-
und Aggrecan-Gens angesehen werden kann, sondern dafl andere Transkriptionsfaktoren
neben Sox9 an der Regulation dieser Gene beteiligt sein miissen.

Wihrend die friihe Knorpelzelldifferenzierung in Sox9""- und Sox9”-EBs nicht gestort
war, hatte der Sox9-Verlust einen Block der spdten Knorpelzelldifferenzierung zur Folge.
Wie in dieser Arbeit dargestellt wurde, differenzierten sowohl Wildtyp- als auch Sox9""-
ES-Zellen in priahypertrophe und hypertrophe, KollagenX-exprimierende Chondrozyten,
die sich zu Alcianblau- und Kollagen II-positiven Knorpelzellnodules formierten.
Demgegentiber wurden in Sox9""-EBs keine derartigen Knorpelzellnodules nachgewiesen,
so da in diesen EBs auf einen Differenzierungsblock noch vor Ausbildung
priahypertropher und hypertropher Chondrozyten geschlossen werden konnte. Auch nach
Applikation von Wachstumsfaktoren der TGF-3-Familie wie BMP-2, TGF-3; und TGF-(3;3
konnte die Nodulebildung in Sox9”-EBs nicht induziert werden. Da in Sox9"-EBs die

Anzahl an Knorpelzellnodules auf ca. die Hélfte reduziert war, obwohl die Kollagen X-
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Expression dem Wildtyplevel entsprach, wurde einerseits deutlich, dal die Ausbildung
reifer Knorpelstrukturen von der Gendosis von Sox9 abhdngig ist. Andererseits bestitigten
diese Ergebnisse, dal Sox9 die Differenzierung prahypertropher in hypertrophe
Chondrozyten inhibiert.

SchlieBlich gab es erste Hinweise darauf, da die neuronale Differenzierung durch
Funktionsverlust von Sox9 nicht beeintrachtigt war. Demgegentiber setzte die kardiogene
Zelldifferenzierung nach Sox9-Funktionsverlust verfriiht ein, weshalb auf einen
inhibierenden Effekt von Sox9 auf die Herzmuskelzelldifferenzierung geschlossen werden

konnte.



Zusammenfassung

ES-Zelle Mesenchymale Knorpelzellnodule
Knorpelvorlauferkondensation

Wildtyp @ —

Sox9+" @ -
Sox9" @
B —

+ BMP-2, TGF-B1
oder TGF-B3

I I ES-Zelle Herzzellen

witdtyp (o) ~ (TSNS

sox9 (o) ~ (TSI

Sox9”" -
© MEINTEIINTE

I I I ES-Zelle Nervenzellen

Wildtyp » %&
Sox9*" @ D{Af
Sox9" @ » %

Abbildung 32: Zusammenfassende, schematische Darstellung der Differenzierungsfahigkeit
von Wildtyp-, Sox9™"- und Sox9"-ES-Zellen in chondrogene (I), kardiogene (II) und neuronale
(I11) Zellen
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