Aus dem Institut fir Integrative und Experimentéienomik
der Universitat zu Lubeck

Direktorin: Prof. Dr. rer. nat. Jeanette Erdmann

Funktionelle Untersuchung des Gengbcc6und seines
Einflusses auf Verkalkungsprozesse

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Universitat zu Lubeck

-Aus der Medizinischen Fakultat-

vorgelegt von
Ann-Kathrin Sowa

aus Schleswig

Lubeck 2013



1. Berichterstatterin: Prof. Dr. rer. nat. JeanEitémann
2. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. med. Franz Haim

Tag der mundlichen Prufung:  02.06.2014
Zum Druck genehmigt: Lubeck, der0822014
- Promotionskommission der Sektion Medizin -



Inhaltsverzeichnis

l. Inhaltsverzeichnis

R 11 1= (0o T 1
1.1 Physiologische Verkalkungsmechanismen..............coocoiiiiiiiccnn s 1
1.2 Pathologische Verkalkungsmechanismen...............coco i, 1
1.2.1 Grundlagen der heterotopen (extéaes3 Verkalkung....................... 1
1.2.2 Dystrophe Verkalkung...........ccoviie i e e e e 2
1.2.2.1 ArterioskIeroSe. ... ..oooov i e 2
1.2.2.2 Koronare Herzkrankheit .............cooooii i 3
1.2.2.3 Dystrophe kardiale Verkalkung imddmodell........................ 4
1.3 VerkalkungsmechanisSm@nvitro. ... ..o e 4
13.1 Induktion von Verkalkung Vitro..............coooooi i, 5
1.3.1.1 Anorganisches Phosphat.............cccooiiiiiiin i s e e 5
1.3.1.2 B P . e e e 6
1.3.1.3 Interleukin-4. .. ... e 6
1314 Wasserstoffperoxid............coeee i e 6
1.3.15 Physikalische Stimuli................cooooi e 7
1.3.2 Inhibition von Verkalkung.............coooi i 7
1.3.2.1 (@153 (=] o 0] o1 1] 1 7.
1.3.2.2 Matrix GLA Protein.........oooviiie i e e s e 8
1.3.2.3 FOtUIN-A . e e e 8
1.4 Identifikation einedyscalc1tocus fur Verkalkung.............cooooiiiiiii i nis 9
15 Ultrafine mapping d@&yscalClloCUS.......c.cviiiiii i 10
1.6 Identifikation des GEREICCE..........oviuiie i e e 11
1.7 Das GEADCCH.........ooi i 12
1.8 Pseudoxanthoma elasticum und dasABen6beim Menschen..................... 13
1.9 Zielsetzung und Fragestellung der Dalttweit................coooiii i, 14

2. Material und Methoden..........ovvviiiiii 1B

2.1 MALEIIALL .. 15
211 Chemikalien und ReageNZIEN..........co.vieiie it e e e e 15
2.1.2 Labormaterialien..........ie e e e 16
2.1.3 (1] - | (< 17
214 GroRenStandardS. .. ....oove et 19
2141 DNA-LAngenstandards..........c.ccouvii i i e e 19
2142 ProteingrofZenstandards...........ocoooi i e 19
2.15 Biologisches Material......... ..o 19
2.151 BaKierienStamIMe. ... ... 19
2.15.2 ZellINIBN . .. e e e e e 19
2.1521 C3HI0TL/2 ZelleN... ..o e e e 19
2.15.22 HEK-ZEIIEN ... e e e 20
2.153 KURUIMEIEN. ... e 20
2.153.1 Medien zur Anzucht v@&scherichiacoli........................... 20
2.153.2 Medien zur Anzucht eukaryotischer #eéh....................... 21
2154 ENZY M. 21
2.155 INNIDITOIEN. .. e e e e 22
2156 Y 1] (o = 22
2.15.7 OligonUKIEOtidPIIMEr. .. ... e e 22
2.1.5.8 RV (0 =7 o 22
2.1.6 Zusammensetzungen der Puffer und LOsungen... .. oeevveeneeeniennn..23
2.16.1 Puffer und Gele flr Western BIot ...........ccoo i 24




Inhaltsverzeichnis

217 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme............c.oovviiiiiiciic e 25
2.1.8 Sterilisation/AutoKlavieren. ... ..o e 26
2.1.9 Programmeund Datenbanken ...............cocoii i 26
2.1.9.1 P OO A, . i 26
2.19.2 Datenbanken. ... ..o 26
2.1.10 StatiStiISCNE AUSWEITUNG ... ... ettt e e e e e e e e e means 27
2.2 MENOAEN. ... e 27
2.2.1 Mikrobiologische Methoden.............oooi i e 27
2211 Anzucht volescherichia Coli.. ... 27
2.2.1.2 Lagerung voBscherichia Coli........ ... 27
2.2.1.3 Transformation vdascherichia coli...............ooooiii i, 27
2.2.2 Molekularbiologische Methoden.......... ... e, 28
2221 Methoden der Polymerase-Kettenreaktion JPCR................ccccovviiiinnnn, 28
22211 PCR-VarianteNn. .. ... e e e e 28
22212 Einfigen von Punktmutationen in eine éBBéquenz...................... 29
2.2.2.1.3 Amplifikation von cDNA-Fragmenten..............c.coecewveie i vinnennn. 29
22214 Reverse Transkription..........c.cooviiiii i e eae 30
22215 Semiquantitative-real-time PCR ... 31
222151 Optimierung der Oligonukleotidprimer.......................... 34
2.2.2.15.2 AA CrMENOE. ... s 36
222153 Einsatz von Sonden zur Signaldetektio......................... 37
2222 Elektrophoresetechniken......... ... e 38
2.2.2.3 Isolation von cDNA-Fragmenten aus AgaroBEge ........ccovevvvenernneeneannnn, 39
2224 Spektrometrische Bestimmung der Nukleirs&anzentration..................... 39
2.2.25 DNA-SEQUENZIEIUNG. .. o en ettt et et et et e e e e e e e e e eae e aaeees 40
2.2.2.6 Spaltung von Nukleinsauren durch Restmilggmzyme.................coeeeevvennne. 40
2.2.2.6.1 Verdau mit ECOR lund Bgl Il ...ooovveeeeee e, 40
2.2.2.6.2 3 41
2227 Isolation von Plasmid-DNA @BS COli..........c..oueiiii i, 41
22271 Isolation im analytischen MaRstab..................ccoooei i, 41
22272 Isolation im praparativen Mal3stab...................coc 42
2.2.2.8 Invitro Transkription/Translation .............c.ooiii i e 43
2.2.29 RNA-Isolation aus Zellen oder Gewebret Trizol® Reagent........................ 44
2.2.3 Proteinbiochemische Methoden....... ... e -
2231 Isolation von Proteinen aus Zellen.............oooiiii i 45
2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration................oe e eesveiiene e e 46
2.2.3.3 IMMUNNISIOIOQIE. .. . e e e e e e 64
2.2.34 WESTEIMN BIOT. ..ot e e e 47
2.2.4 Zellbiologische Methoden..........c..cooo it e 49
2241 ANZUChE VON ZelleN....co s 49
2.2.4.2 Subkultivierung von Monolayern...........o.cve oo vii i e e e 49
2.2.4.3 Bestimmung der Zellzahl.............coooiiii 49
2244 Transfektion von Zellen........ ... e 50
2.2.45 Kryokonservierung von Zellen............oooooiiiiie i e v 50
2.2.4.6 Quantitative Bestimmung der Verkalkung efstRandox Ca Kit................... 50




Inhaltsverzeichnis

2247 FarDUNGEN. .. 51
22471 Alizarin Red S Farbung..........coieiiiii e e 51
224711 Quantifizierung der Verkalkung.............cc.ocumeeeveeennnnn. 51
2.2.4.7.2 Calcein-Farbung...... ..ot 52
2.2.4.7.3 Farbung mit DAPL. .. ... 25
2.2.4.8 Etablierung eines Zellkulturmodells zur éstichung von
VerkalkungsSprozesSaN VItr0...........ovviie e e e e e e 52
2.248.1 VOrDEreitUNGEN. .. ..o e 52
2.248.2 TOXIZILAISIESTUNGEN ... ..o e e e e e s 53
2.248.2.1 Toxizitat der Transfektionldsungen.....cccc.....cooveiiinennen 53
224822 Toxizitat der Vektoren in verschiegleiKonzentrationen......... 53
2.2.4.8.3 Auswahl des VerkalkungsinduKtors.............ccooviiioniieiii e 53
2.2.48.3.1 B-Glycerophosphat..........coii i 53
2.2.4.8.3.2 Natriumdihydrogenphosphat...............ccoooi e, 53
2.2.4.8.4 Ablauf des Zellkulturversuches.............ccooiiiiii i e 54
2.2.5 Tierexperimentelle Methoden............ccoiiii i s 54
2.25.1 TIErNAIUNG . ... 54
2.25.2 Kryopexie des MYOKardS....... ..ot iie it e e e e e e 55
2.2.6  Experimenteller Ablauf der Doktorarbeit...............cccooiiiiiiiiii 56

3. ErgebNiSSe. ... e e e e DT

3.1 Expression des GeABccobei der Maus..........c.vvviriieiiiiie i e e 57
311 Gewebespezifitat...........ove e 57
3.2 Sequenzanalyse des Gagc6in den Mausstammed3H/HeundC57BL/G....57
3.3 Herstellung eines pSG5-Konstruktes auf ei@@H/HeHintergrund............... 59
331 Einflgen von sieben Punktmutationen.................. coeemeevvve et 59
3.3.2 Sequenzierung der hergestellten cDNA..........c.oieeieeiiii e, 59
3.3.3 Transfektion von C3H10T1/2 Zellen mit desrienten vorAbcce....... 60
3.3.31 Bestimmung der Transfektionseffizienk seim GFP-Vektor....60
3.3.3.2 Molekularer Nachweis der Transfektion.........................61
3.34 Bestatigung der Insertion vAbcc6auf dem pSG5-Vektor................. 62
3.34.1 Verdau mit ECOR lund Bgl 1. e 62
3.35 Bestatigung der Funktionsfahigkeit der bstgllten Konstrukte........... 63
3.35.1 In vitro Transkription/Translation ..................ccooveiie e, 63
3.35.2 In vitro Bestatigung der Konstrukte mittels Immunhistologie
UNd BN BIOL. ... 65
3.35.21 Immunhistologie. ... 65
3.3.5.2.2 Western BIOt..........oo o 67
3.4 Etablierung einds vitro Zellkulturmodells fur Verkalkungsprozesse............... 68
34.1 Induktion von Verkalkung...........cccoooveiii i e 68
3411 B-Glycerophosphat...........c.coooiiiii i, 68
3.4.1.2 Natriumdihydrogenphosphat ......................cooe o0
3.5 Einfluss der Varianten des GeXlscc6auf die Entwicklung von Verkalkurig
L7 P 72
351 Verlauf der Verkalkungsentwicklung..............cccooviviiiciiii s 73
3.5.1.1 Zeitlicher UberblicK.............cooiuieiiiiiii e 73
3.5.1.2 C3H/Hebedingte Zunahme der Verkalkung nach 7 Tagen .. 4....7
3.6 Analyse der Expression von Transkriptionsfaktader Osteogenesevitro undin
VIV 0. - ettt et e e e e e e e e e e e 75
3.6.1 Analyse der Transkriptionsfaktorexpressiowitro undin vivo mittels
konventioneller PCR ... e 77




Inhaltsverzeichnis

3.6.2 Analyse der Transkriptionsfaktorexpressiotiais

semiquantitativer real-time PCR............coooiiii 81
3.6.2.1 Transkriptionsfaktorexpressionvitro..................ccceeevnnn. 81
3.6.2.2 Transkriptionsfaktorexpressionvivo.................c.coeevvennee. 84
B I 11 U 171 (] o 86
4.1 In vitroZellkulturmodell fir Verkalkung............ccoooiiiiii i, 86
4.2 Hypothesen zur Funktionsstérung von MRP6............ oo, 89
4.3 Transkriptionsfaktoren der OStE0gENESE........vvvitiiieeiceeii e i, 93
4.4 Runx2— Schltsselgen fur Verkalkungsprozess@ivo?.............ueevvvevvvvvveeeeeeveennnn. 95
4.5 SChlUuSSTOIgeIUNGEN. .. ... e e e 97
4.6 AUSDIICKE. .. e e e e e 98
5. ZusammenfasSUNG.......ccoeeueiiniiiieieieieeeene e eie e eennennenieneneneenee. 101
6. LiteratUrverzZeiChNIS. .. .. .o.u it e e e e 103
T AN NG . .o e 108
7.1 Sequenz des GEABCCEH............vu it e 108
7.2 (@] 1ToToT 0181 (T=To] 1o | o] ] 4= C P j\4)
ST I =T 1 ST = T [ 1] o PP It 24
9. Lebenslauf..... ..ol 1
10. Veroffentlichungen.............ooooiiiiiiii e 114
10.1 Publikationen... ... 114
10.2 Abstract-Publikationen................oii e 114
10.3 Y05 1= T 1> 114
104 PO e .. 115
Il. Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1.1:  Hochauflosend@-silico-Kartierung de®yscalcllocus................... 11
Abbildung 1.2: MRPGB-PrOteIN. ... .ottt e e e e e 12
Abbildung 2.1: Aufbau des pSG5 VeKLOrs.......oooovviiiiie e 23
Abbildung 2.2: StandardKUIVe. ... ..o e 35
Abbildung 2.3: DiSSOZIAtiONSKUIVE... ... it e e e e 36
Abbildung 3.1:  Gewebespezifische Expression den GBInsc6............................. 57
Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des BBO6G............ccvvvvvviviiiiiniiininns 58
Abbildung 3.3: Sequenzausschnitt im Programm Chsoma. .............ccoeevievennennnn. 60
Abbildung 3.4: Transfektion mit dem GFP-Vektor..........ccoceei i i 61
Abbildung 3.5:  Molekularer Nachweis der Transfektion...................c.coiiiienn .. 62.
Abbildung 3.6: Verdau des Vektors mit ECOR lund Bg...................cecieeenen.. .63
Abbildung 3.7: IVTT-Produkte auf einer Membran..........cccceoiiiiiiiiiiiin i 64
Abbildung 3.8: MRP6-Expression in HEK-Zellen.............ccceeeeee i, 66
Abbildung 3.9 Western Blot Membran mit dem MRP6-Protein......................... 67
Abbildung 3.10:  Durcl-Glycerophosphat induzierte Verkalkung............................. 68

Abbildung 3.11:
Abbildung 3.12:

Molekularer Nachweis d&Glycerophosphat induzierten Verkalkung...69
Histologischer Nachweis eGlycerophosphat
induzierten Verkaitig




Inhaltsverzeichnis

Abbildung 3.13:  Molekularer Nachweis der N#&le-induzierten Verkalkung............... 71
Abbildung 3.14:  Histologischer Nachweis der NBH-induzierten Verkalkung............72
Abbildung 3.15:  Zeitlicher Verlauf der NaPlg, induzierten Verkalkung.....................73
Abbildung 3.16: NakPq, induzierte Verkalkung nach 7d..................cooiiii e, 74
Abbildung 3.17:  Molekularer Verkalkungsnachweis @teopontin........................ 76
Abbildung 3.18:  Expression osteogener Transkrigiaktoren..................ccceevvennnn. 78
Abbildung 3.19:  Expression osteogener Transkrifgiaktorenn vitro....................... 83
Abbildung 3.20:  Expression osteogener Transkrigfi@ktorenn vivo........................ 85
Abbildung 4.1: Homologiemodell von MRPG......... ..o e e 92
[l Tabellenverzeichnis
Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien/Reagenzien......cocueurvvveiiiiiiiinnnnnn.n. 15
Tabelle 2.2: Verwendete Labormaterialien.............c.oooi i 16
Tabelle 2.3: Verwendete Gerate.........oo.uieiii i e e e 17
Tabelle 2.4: Verwendete Medien. ... ..o e e 20
Tabelle 2.5: Verwendete Medien zur Anzucht eukésgber Zellen..................... 21
Tabelle 2.6: Verwendete ENZYMe. ... ..o e e 21
Tabelle 2.7: Verwendete INhibitoren. ... e e 22
Tabelle 2.8: Verwendete ANtIKOIPEL.......cooi i e e 22
Tabelle 2.9: Verwendete Puffer und LOSUNGEN.........oiiitmae e, 23
Tabelle 2.10: Verwendete Wester-Blot-Puffer undeGe..................cooe 24
Tabelle 2.11: Verwendete gebrauchsfertige Reagsigsteme................cooeeeeeinn . 25
Tabelle 2.12: Verwendete Programme..........cooviiiieie e e reeeae e, 26
Tabelle 2.13: PCR-Programm zum Einfligen von Puntdtronen......................... 29
Tabelle 2.14: PCR-Programm zur Amplifikation vonN®-Fragmenten................. 30
Tabelle 2.15: PCR-Programm der real-time PCR............cccceiieeiii e 32
Tabelle 2.16: In vitro verwendete Proben in der real-time PCR........................ 33...
Tabelle 2.17: In vivoverwendete Proben in der real-time PCR.....................oo. 34
Tabelle 2.18: In der real-time PCR verwendete FBMden..............cccoeviveinnnne. 38
Tabelle 2.19: Programm der real-time PCR mit FAMh&en...............ooiiii s 38
Tabelle 2.20: Reaktionsansétze fur Einzel- undd@bgerdau.............cocoovieeenn s 41
Tabelle 2.21: Puffer des QIAprep® Spin MiniprepsKi

sowie deren ZUSamMSBBEZUNG ... ... .evueireenereeene e eenenene e easaennns 42
Tabelle 2.22: Puffer des QIAGEN® Plasmid Maxi Kits

sowie deren ZUSamMSBBEZUNG ... ... .evueireeneneeene e eenenene e annaennns 43
Tabelle 2.23: Ubersicht tib&r vivo gewonnene Gewebeproben............................ 55
Tabelle 3.1: Aminosaureunterschiede zwisci8i/HeundC57BL/G................. 58
Tabelle 3.2: Untersuchte Transkriptionsfaktoren@steogenese........................ 75
Tabelle 3.3: Ubersicht tiber die Expression osteeg&ranskriptionsfaktorein vitro

8T ] IR L o 81

Tabelle 7.1: Primer zum Einfiigen von Punktmutagiom das GeAbccb...........109
Tabelle 7.2: Primer fur die Sequenzierung vonadlsithnitten vobecb............ 109
Tabelle 7.3: Primer fir Knochenmarker......... ..o i e 109
Tabelle 7.4: Primer fur Interne Standards.............coooiii i 109
Tabelle 7.5: Primer fur Transkriptionsfaktoren @=steogenese..............c...c...... 110
Tabelle 7.6: Primer fur das natidédccéund dasAbccbauf pSG5...................... 110

V. Abklrzungsverzeichnis

ABC-Transporter
APS

Engl.: ATP-binding cassette

Amonium Persulfat




Inhaltsverzeichnis

BAC
BMP2
bp
bzw.
cDNA
C-Wert
d

DAB
DAPI
dATP
DCC
dCTP
DEPC
dGTP
d. h.
dH,O
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
dsDNA
DTT
dTTP
dUuTP
E.coli
EDTA
Et al.
FAM
FKS
GFP
H,O
HASMC
HCASMC
HCL
HEK
HRP
IE

Engl.: bacterial artificial chromosome
Engl.: bone morphogenic protein 2
Engl.: base pair

beziehungsweise

Copy DNA

Engl.: cycle threshold

Engl.: day

3,3'-Diaminobenzidine
4°6-Diamino-2-phenylindoldihydrochlorid
Desoxyadenosintriphosphat

Dystrophic cardiac calcification
Desoxycytidintriphosphat

Diethyl Pyrocarbonat
Desoxyguanosintriphosphat

das heil3t

Demineralisiertes Wasser

Engl.: Dulbeccos modified Eagles Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
2’-Desoxynucleotid-5'-Triphosphat
Doppelstrangige DNA

Dithiothreitol

Desoxytymidintriphosphat
Desoxyuridintriphosphat

Escherichia Coli
Ethylendiamin-Tetraazetat-Saure

Et alterg und andere
6-FAM-phosphoramidit

Fetales Kalber Serum

Engl.: green fluorescent protein

Wasser

Engl.: human aortic smooth muscle cell
Engl.: human coronary artery smooth muselé ¢
Salzsaure

Engl.: human embryonal kidney

Engl.: Horseradish peroxidase, Meerrettichpdese

Internationale Einheit

Vi



Inhaltsverzeichnis

IL-4

IVTT

KHK
LB-Medium
LDL
LOD-Score
MGP
MOPS
MRNA
MRP6
NaCl
NaH,Paq,
NaOH

oD

PAGE
PBS

PCR
Pen/Strep
PMSF
PXE
QTL-Analyse
RNA

rpm
shRNA
S.0.B. Medium
S.0.C. Medium
SDS

SNP

TBE
TBS-T
TEMED
TGF$
Tris

u. a.

uv

V. a.

viv

Interleukin-4
In vitro Transkription Translation
Koronare Herzkrankheit
Laura-Bertani-Medium
Engl.: low density lipoprotein

Engl.: likelihood of odds

Matrix Gla Protein
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
Messenger-RNA

Engl.: Multidrug-Resistence-Protein 6
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natronlauge

Engl.: optic density, Optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
Engl.: phosphat buffered saline
Engl.: polymerase chain reaction

Penicillin/Streptomycin

Engl.: phenylmethansulfonyl fluorid solution
Pseudoxanthoma elasticum

Engl.: Quantitative trait locus
Ribonukleinsdure

Engl.: rounds per minute

Engl.: short hairpin RNA

Engl.: super optimal broth

Entspricht S.0.B. Medium mit 10 mMikdse
Natriumdodecylsulfat

Engl.: single nucleotide polymorphism
TRIS-Borat-EDTA-Puffer

Engl.: tris buffered saline tween
Tetramethylethylendiamin

Engl.: transforming-growth-factdr
Tris(hydroxymethyle)-aminomethan
unter anderem
Ultra Violett

vor allem

Engl.: volume/volume

Vil



Inhaltsverzeichnis

VEGF
VSMC

wiv

z. B.

V. Einheitenverzeichnis
°C
V

g

gll
kb

kBa
mg
min
ml
mm
mM
ng
nm
pH
S

n
ng
i

Engl.: vascular endothelial growth factor
Engl.: vascular smooth muscle cell
Engl.: weight/volume

mal

zum Beispiel

Grad Celsius

Volt
Erdanziehungskraft
Gramm/Liter
Kilobase

Kilodalton
Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Milli Mol
Nanogramm
Nanometer
Potentium hydrogenii
Sekunde

mikro

Mikrogramm
Mikroliter

Vil



1. Einleitung

1. Einleitung

Erkenntnisse  uUber die Mechanismen und Ablaufe vorardigvaskularen
Verkalkungsprozessen haben in den letzten Jahrereirmehr an Bedeutung gewonnen,
da in den westlichen Industrielandern Erkrankungks Herz-/Kreislaufsystems die
Statistik der Todesursachen anfihren. Verkalkurugssse spielen hierbei eine
entscheidene Rolle, da 90 % der Patienten mit éoemaren Herzkrankheit (KHK) eine
Atherosklerose der Herzkranzgefal3e aufweisen (Bdakal, Kapitel 19: Herz). Laut des
Statistischen Bundesamtes starb im Jahr 2006 itsPfeand jeder Zweite an einer solchen
Erkrankung (Pressemitteilung Nr. 385). Ziel dies@rbeit ist es deshalb, den
Pathomechanismus von Verkalkungsprozessen naherntersuchen.

1.1 Physiologische Verkalkungsmechanismen

Im menschlichen Koérper finden physiologische Vekkalgsprozesse nur im Knochen-
und Zahngewebe statt, welche aus verschiedenentyggil und mineralisierter
Extrazellularmatrix bestehen (Schinkeal, 1999; Murshecet al, 2004). Zu den Zellen
des Knochengewebes zahlen Osteoblasten, die Knaalfbauen, Osteozyten, bei denen
es sich um ruhende, in die Knochensubstanz “eingertel Osteoblasten handelt, und
Osteoklasten, die Knochengewebe abbauen koénnen. Zd@ammenwirken dieser
Zelltypen ermdoglicht, dass sich das Knochengewelitekens im Umbau befindet und im
gesunden Knochen ein Gleichgewicht zwischen Knoatienund -abbau besteht
(Muruganandaret al, 2008). Wahrend der Keimentwicklung entstehen Keocaus zwei
verschiedenen Vorlaufergeweben. Bei der desmaléeo@snese entsteht Knochengewebe
durch die direkte Differenzierung von Mesenchymereltu Knochenzellen, wohingegen es
bei der chondralen Osteogenese zum Umbau eines r zuaagelegten
Knorpelvorlaufermodells in den spéateren Knochen karfLullmann-Rauch, 2003; Heng
et al, 2004).

1.2 Pathologische Verkalkungsmechanismen

1.2.1 Grundlagen der heterotopen (extraossaren) Verkalkug
Im Gegensatz zur Mineralisation im Knochengewelie, &ln orthotoper Prozess ist,
handelt es sich bei der extraossaren Verkalkungeiman heterotopen pathologischen

Vorgang. Die Entstehung dieser pathologischen Meukagen wird in drei atiologische
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Mechanismen eingeteilt: die metastatische, dierdghe und die genetisch-hereditare
Verkalkung (Seifert G, 1997).

Bei der metastatischen Verkalkung fuhrt eine Hypkaikmie (3,0 - 4,0 mmol/l; Norm:
2,0-2,6 mmol/l) im Blutserum zu Ablagerungen vdfalziumverbindungen in
verschiedenen Organen des menschlichen Korpers.7086 der Falle ist diese
Hyperkalziamie tumorassoziiert, da maligne Tumotdser osteolytische Infiltrate zu
einem verstarkten Knochenabbau und so zu einerhdrigddes Kalziumspiegels im Blut
fuhren konnen. Dies geschieht insbesondere bei dnnng Mamma- und
Prostatakarzinomen sowie bei neoplastischen haaggehen Erkrankungen. Auch
Adenome, Hyperplasien oder Karzinome der Neberddtiise kénnen durch eine
Uberproduktion von Parathormon eine Hyperkalziamislosen, da dieses die Aktivitat
der Osteoklasten férdert und dadurch Kalzium aus H@ochengewebe freigesetzt wird
(Seifert G, 1997).

Bei der dystrophen Verkalkung ist der Kalziumphagptoffwechsel nicht gestort und der
Kalziumspiegel im Blut liegt im Normbereich. Durclschamien, Traumata oder
Entzindungen werden Gewebeschadigungen ausgelosidurelh diese Areale
nekrotisieren oder degenerativ verdndert werden wesddort zu einer amorphen
Ablagerung von Kalzium und in Folge zu einer dyshen Verkalkung kommt (Seifert G,
1997).

Eine weitere Gruppe von Verkalkungsformen stelleie dyenetisch-hereditaren
Verkalkungen dar. Erkrankungen, bei der diese eteftr, sind die Chondrokalzinose, bei
der Kalziumpyrophosphatdihydrate in Menisken undisétvenwirbelscheiben ausfallen,
und die familiare hyperphosphatamisch-tumorale iKake, bei der ein Defekt im
proximalen Tubulus die Ruckresorption von Phospihaten Nieren pathologisch erhéht
(Seifert G, 1997).

1.2.2 Dystrophe Verkalkung

In dieser Arbeit wurde ein besonderes Augenmerk d@deri Prozess der dystrophen
Verkalkung gelegt. Diese Art der Verkalkung kommeirb Menschen bei der
Arteriosklerose und der koronaren Herzkrankheit KXHowie im Herzgewebe von fir

dystrophe Verkalkung pradisponierten Mausstammen vo

1.2.2.1 Arteriosklerose
Arteriosklerose ist ein Oberbegriff fur drei verstene Erkrankungsformen von Arterien:
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der Atherosklerose, der Monckeberg-Mediaverkalkuagd der Arteriolosklerose/-
hyalinose. Von diesen dreien hat die Atherosklertheeyrof3te Bedeutung, da die durch sie
hervorgerufenen Folgeerkrankungen (z. B. Myokasatkif Schlaganfall) in den
westlichen Industrienationen zu den héaufigsten $odwmchen zéhlen (Gebbers J.-O.,
2007). Es sind verschiedene Risikofaktoren wie . uHgpertonie, Hyperlipidamie,
Nikotinabusus und Diabetes mellitus bekannt, die daftreten einer Atherosklerose
begiinstigen. Heute wird vermutet, dass die oberalamen Risikofaktoren zu einer
Schadigung des GefalRendothels und so zu einer haliddén Dysfunktion mit
nachfolgender “Response-to-injury* Reaktion fuhrBuirch die Funktionsstérung kommt
es zu einem Einstrom von Lipoproteinen, vor alleom v .DL, in die Endothelzellen der
GefalRintima, welche dort akkumulieren und eine Ghl@énausschittung ausldsen.
Monozyten aus dem Blut wandern daraufhin ein ufigérdinzieren sich zu Makrophagen,
die das LDL phagozytieren und dadurch zu unbeweghcSchaumzellen werden. Beim
nachfolgenden Absterben dieser Schaumzellen wesgielerte Lipide frei, die ihrerseits
wiederum einen lokalen Entziindungsprozess fordesnkommt zu einer Einwanderung
glatter Muskelzellen in die Region und zur Entstehufibroser Plaques mit
Lipideinlagerungen. Als Folge davon mineralisierasd geschadigte Gewebe durch
dystrophe Verkalkung. Die Kalziumphosphatablageemigewirken eine Wandverdickung
des Gefalles mit Elastizitatsverlust und Einenguesyldimens. In der Altersgruppe der
30 - 65jahrigen fuhrt die Atherosklerose mit ihféolgeerkrankungen in den westlichen
Industrienationen mit 30 % die Mortalitatsstatisitk Bei Menschen tber 65 Jahren lassen
sich sogar 50 % der Todesfalle durch Atherosklerosd deren Folgen erklaren. Somit
weist dieser Erkrankungskomplex aktuell eine hoéh&terbiditat als alle anderen

Krankheitsgruppen auf (Bocket al, Kapitel 20: Gefalie).

1.2.2.2 Koronare Herzkrankheit

Bei der koronaren Herzkrankheit (KHK) handelt ehgim einen Sammelbegriff, der alle
morphologisch oder funktionell fassbaren stenosmea Erkrankungen der
Koronararterien zusammenfasst, die zu einer unzueeden Blutversorgung des
Myokards fuhren (Bockeet al, Kapitel 19: Herz). In mehr als 90 % der Félle agte
Atherosklerose der extramuralen KoronargefalR3e hhsicfur diese Erkrankung. Die
Risikofaktoren einer KHK entsprechen denen dereatiginen Atherosklerose, wobei ein
besonders starker Zusammenhang zwischen Nikotinabusd KHK besteht. Das

klinische Erscheinungsbild einer KHK kann sehr abel sein und zeigt sich z. B. als
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Angina pectoris, als Myokardinfakt, als Herzrhythsstdrung oder als Herzinsuffizienz
(Bockeret al, Kapitel 19: Herz).

1.2.2.3 Dystrophe kardiale Verkalkung im Mausmodell

Um Verkalkungsprozess@ vivo zu untersuchen, werden Mause als Modellorganismen
verwendet. Es sind verschiedene Mausinzuchtstanekenit, die sich zur Untersuchung
von Verkalkungsprozessen eignen. Hierzu zaBAahB/¢ C3H/He und DBA/2 (Brunnert
und Altman, 1990; Korfet al, 2006). Unter diesen wurden @BH/He Mausen haufiger
als bei anderen Stammen Verkalkungen des Myokafisden (Qiat al, 1994). Dieser
Phanotyp wurde als dystrophe kardiale Verkalkumg(E dystrophic cardiac calcification,
DCC) beschrieben. Der Stam@b7BL/6wird als resistent fur die Entwicklung von DCC
betrachtet (Eatort al., 1978). Unter DCC versteht man die durch Gewebstzrhgen
ausgeloste Ablagerung von Kalzium und Phosphat raalke des Knochengewebes
unabhangig von der Kalzium- und Phosphatkonzentraiin Blut (Wadaet al, 1999;
Aherrahrouet al, 2008). Neben dem genetischen Hintergrund, denerAlind dem
Geschlecht der Tiere konnen auch noch weitere Faktalas Auftreten und den
Schweregrad der DCC beeinflussen (Eatinal, 1978). Hierzu zadhlen Infektionen,
hormoneller Status und die Art der Ernahrung, waesgielsweise eine “high-fat* Diat.
Auch eine direkte Schadigung des Myokards durcle &alteapplikation in Form einer
Kryopexie kann eine dystrophe Verkalkung bewirkbraridic et al, 1996; Korffet al,
2006. Der Phanotyp der DCC scheint dabei unabhangig Aosioser bei allen Mausen
identisch ausgepragt zu sein. Deswegen kann davegegangen werden, dass es einen
gemeinsamen Entstehungsmechanismus gibt, bei dengleichen Gene durch externe
Ausloser (z. B. Kryopexie, “high-fat“ Diat, Infekin) beeinflusst werden und es dadurch
zur Entstehung der DCC kommt. Der genaue Mecharsseher hierzu fuhrt, ist jedoch

noch nicht aufgeklart.

1.3Verkalkungsmechanismenin vitro

Die pathologischen Verkalkungsprozesse der athknatlschen Lasionenin vivo
scheinen ein aktiv regulierter Prozess zu sein, di#r physiologischen Prozessen im
Knochengewebe und wahrend der Knochenentwicklurgie@@enese) éhnelt (Proudfoot
et al, 1998; Shanaharet al, 1999). Um diese Prozesse, die die Entstehung von
Verkalkungen beeinflussen, nachzubilden und zutelees, wurden verschiedemevitro

Zellkulturmodelle etabliert. Hierbei war zumeisthi die physiologische Verkalkung in
4
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Zahn- oder Knochengewebe von besonderem Intersgsadern vor allem pathologische
Verkalkungsprozesse in Muskel- oder Bindegewebe.

Zu den in der Zellkultur verwendeten Zelllinien f&ih u. a. glatte GefaRmuskelzellen
tierischen und menschlichen Ursprungs, wie VSM@jlenvascular smooth muscle cells)
aus Rindern, HASMC (engl.: human aortic smooth neusells) und HCASMC (human
coronary artery smooth muscle cells) (Hofbaeteal, 2006; Soret al, 2008). AuRerdem
finden auch mesenchymale Stammzellen wie die L&3H10T1/2 sowie primére aus
Ratten oder Mausen gewonnene mesenchymale Staramaédrwendung (Atkinsort
al., 1997; Mieet al, 2000; Zhacet al, 2009). Die meisten dieser Zelllinien besitzen ein
Differenzierungspotenzial und lassen sich durctereet Stimulation in unterschiedliche
Differenzierungsrichtungen dréangen (Hengt al, 2004). Die Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen wird dabei durch das rdmgswirken zahlreicher
extrazellularer Mediatoren, wie Wachstumsfaktoredprmonen, Nahrstoffen und
Transkriptionsfaktoren beeinflusst. Hierbei handatsich um einen komplex regulierten
Prozess, bei dem konstante Bedingungen und einenapt Zusammensetzung der
mitwirkenden Mediatoren erforderlich sind, um eunegestorte Differenzierung in eine
definierte Richtung zu erméglichen (Heeigal, 2004; Muruganandaet al, 2008).

1.3.1 Induktion von Verkalkung in vitro

1.3.1.1 Anorganisches Phosphat

Eine sehr haufig verwendete Substanzgruppe zurktimfuvon Verkalkungprozessen in
der Zellkultur sind anorganische Phosphate. Diedwggjsten Substanzen fur die
Untersuchung phosphatinduzierter Verkalkung vitro sind hierbei die beiden
anorganischen Phosphdteslycerophosphat und Natriumdihydrogenphosphat (Rak)
(Steitzet al.,2001). Der Mechanismus der phosphatinduzierten alleukg ist bis heute
noch nicht vollstandig aufgeklart. Eine Hypothessdpt, dass es durch das Phosphat zu
einer Anderung des Phanotyps der Zellen kommt uied Ekpression linientypischer
Marker zu Gunsten osteogener Marker, wie zOBteocalcin Osteopontin Alkalinische
Phosphataseund Runx2 verloren geht (Giachelli CM, 2004; Giache#it at, 2005;
Giachelliet al, 2005a). Jonet al. (2000) und CM Giachelli (2003) bezeichnefeanx2
als hauptverantwortliches Gen (Engl.: “master ggragr Osteoblastendifferenzierung.
Erhohtes extrazellulares Phosphat fuhrte in eineftk@dturmodell mit Glattmuskelzellen
zu Verkalkungen, die denen in verkalkten Herzklapped atherosklerotischen Plagues
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morphologisch ahnelten. Es konntarvitro Mechanismen beobachtet werden, die aoch
vivo in Knochengewebe oder in pathologisch verkalkteefaGen vorkommen und zu
denen verkalkende Kollagenfibrillen, Matrixvesikelsnd Bioapatitbildung gehéren
(Giachelli CM, 2001).

1.3.1.2 BMP2

BMP2 (Engl.: bone morphogenic protein 2) ist eindhstumsfaktor der TGB-Familie
(Engl.: transforming-growth-factoff) und spielt eine wichtige Rolle bei Wachstum,
Proliferation, Differenzierung, Migration und Apase von Zellen. BMP2 sowie auch
BMP4 sind dabei besonders wichtig fur die Diffeienang von Osteoblasten
(Muruganandart al, 2008). Dies konnten auch Mt al. (2000) zeigen, die C3H10T1/2
Zellen mit dem fir BMP2 kodierenden Gen transfiger und so eine osteogene

Differenzierung induzieren konnten.

1.3.1.3 Interleukin-4

Ein weiterer Faktor, der zur Mineralisation von I2el fuhren kann, ist das von
T-Lymphozyten produzierte Zytokin Interleukin-4 (#). Hofbaueret al. (2006) konnten
zeigen, dass IL-4 Uber den Transkriptionsfakitumnx2 die Transformation arterieller
Glattmuskelzellen in die osteoblastische Richtudgddrt und so zu einer verstarkten
Bildung von Kalziumablagerungen fiuhrt. Aul3erdemikengezeigt werden, dass IL-4 die
Mineralisation menschlicher Osteoblasten forderl @me hemmende Wirkung auf die

Funktion von Osteoklasten besitzt.

1.3.1.4 Wasserstoffperoxid

Oxidativer Stress induziert durch Signalmolekiule differenzierung mesenchymaler
Stammzellen zu Zellen mit einem osteogenen Phanatygpkann so die Entwicklung von
Verkalkung bewirken (Hengt al, 2004). Byonet al. (2008) identifizierten in einenm
vitro Modell mit glatten GefalBmuskelzellen Wasserstatigel als ein Molekuil, das
oxidativen Stress auslost und eine Anderung desid¥ydes dieser Zellen hin zu einem
osteogenen Phanotyp bewirkt. Nachfolgend konntenV@rkalkungsprozess der Zellen
sowie eine erhohte Expression des fir die Ostewldsferenzierung typischen

Transkriptionsfaktor®Runx2beobachtet werden.
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1.3.1.5 Physikalische Stimuli

Stammzellen kénnen auch durch physikalische Stimvidi elektrische oder magnetische
Felder, Hitze, Ultraschallwellen oder Laserirritati dazu angeregt werden, in die
osteogene Richtung zu differenzieren (Heh@l, 2004). Der Einfluss elektrischer Felder
auf die Osteogenese ist vitro undin vivo gut untersucht. Der stimulierende Effekt auf
Verkalkung hangt dabei von der pulsatilen Frequerd:der Starke des elektrischen Feldes
sowie der Entwicklungsphase der Zelle ab. Aul3erdeheinen Hitze-Schock-Proteine
einen stimulierenden Effekt auf die osteogene Deffieierung von Zellen nach transienter
Temperaturerhbhung zu haben. Der zugrunde liegéfeshanismus des stimulierenden
Effektes von Ultraschallwellen ist noch nicht ghacakterisiert, eine erhéhte Zytokin- und
Prostaglandin E2-Produktion scheinen dabei abe¥ Biolle zu spielen. Ebenso kénnen
mechanische Einflisse wie periodische Dehnungem 8dberstromungem vitro und

in vivo die osteogene Differenzierung der entsprechendlerzoder Gewebe bewirken
(Henget al, 2004).

1.3.2 Inhibition von Verkalkung

Unter normalen Bedingungen verhindent vivo die balancierte Sekretion pro- und
antiosteogener Substanzen durch Mesenchymal- undimfdungszellen die ektope
Verkalkung der umliegenden Gewebe (Giachelli CM, 0124). Fehlen diese
Verkalkungsinhibitoren, kommt es zu einem Verlust thhibition und nachfolgend zu
einer Verkalkung des betreffenden Areals. Ein Belsfiir diesen Mechanismus ist die
Ideopathische Infantile Arterielle Verkalkung, dierch ein genetisch bedingtes Defizit
des Verkalkungsinhibitors Pyrophosphat bedingi{@#chelli et al., 2005a). Die ektope
Verkalkung von Extrazellularmatrix ist somit einti@kregulierter Prozess, an dem mehrere
spezifische Gene und Molekile beteiligt sind (Skaket al, 1999).

1.3.2.1 Osteopontin

Osteopontin ist ein nicht-kollagenes adhasives pimsrotein, das von Makrophagen
synthetisiert wird und normalerweise in Knochend ufahngewebe aber auch gehauft an
Stellen dystropher Verkalkung wie in verkalkten Heéappen oder atherosklerotischen
Plaques vorkommt (Joret al, 2000; Giachellet al, 2005a). In phosphoryliertem Zustand
ist Osteopontin ein potenter Inhibitor fir die BRifty von Kalziumablagerungen, wobei der
inhibitorische Effekt mit der Anzahl der Phosphaglingen ansteigt. Daraus schlossen
Jonoet al. (2000) und Giachelli CM (2005), dass der Grad BEkosphorylierung von
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Osteopontin  ein moglicher Regulationsmechanismus &lie Entwicklung von
Verkalkungen ist. Seine inhibitorische Wirkung aitdt es nicht nur tGber die Chelatierung
von Kalziumionen, sondern hauptsachlich Uber eirektk Interaktion mit der Oberflache
von Kalziumkristallen (Wadat al., 1999; Schinkeet al., 1999). Osteopontin fiihrt somit
nicht nur zur Verhinderung des Wachstums diesestélte, sondern reduziert auch aktiv
deren Grol3e (Giachelli CM, 2005). In einenm vitro Modell mit glatten
GefalRmuskelzellen au®steopontirkknock-out Mausen stellten Speet al. (2005) im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen unter Normalbedingungkeine Unterschiede fest. Nach
Inkubation mit einem phosphathaltigen Medium enkeiten die Zellen au®steopontin

knock-out Mausen eine starker ausgepragte Verkglkun

1.3.2.2 Matrix-GLA-Protein

Das Matrix-GLA-Protein ist ein Molekil, das durch itAmin-K-abhangige
y-Carboxylierung posttranslational modifiziert windd dadurch eine hohe Affinitat zu den
lonen in Kalizumkristallen besitzt. Es wird in diEt GefalBmuskelzellen und
Chondrozyten, nicht aber in Osteoblasten exprimikstt das fur Matrix-GLA-Protein
kodierende Gen durch Mutationen geschadigt, komsntie diffusen Verkalkungen im
Knorpelgewebe (Schinket al, 1999; Murshedet al, 2004). Matrix-GLA-knock-out
Mause sterben im Alter von zwei Monaten durch sa®efalRverkalkungen mit
nachfolgenden Gefal3rupturen. Zusatzlich ist diekW@écherung von Knorpelgeweben
beispielsweise in den Wachstumsfugen gestort, wa@steopenie, Frakturen und kleiner
Statur dieser Mause fuhrt (Lwd al, 1997).

1.3.2.3 Fetuin-A

Hendig et al. (2006) identifizierten Fetuin-A als Inhibitor systescher Verkalkung und
fanden bei Individuen mit Gefal3verkalkung ernietgrigetuin-A Level im Serum. Auch in
einemAbcc6knock-out MausmodellAbcc6™) konnte ein erniedrigter Serumspiegel von
Fetuin-A nachgeweisen werden (Jiagtial.,2007). Merxet al. (2005) wiesen ifretuin-A
knock-out Mausen spontan auftretende Verkalkungess dindegewebes sowie
myokardiale Verkalkungen nach. In einem Zellkultodall fir Verkalkung, in dem glatte
Gefalmuskelzellen mit den Seren vabcc6™ Mausen inkubiert wurden, verhinderte die

Zugabe von Fetuin-A zum Medium die Ausbildung derkéalkung (Jian@t al, 2007).
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1.4 Identifikation des DyscalctLocus fur Verkalkung

In der Arbeitsgruppe um Dr. med. B. Ivandic wur®®8a zur ldentifikation eines Genlocus
fur Verkalkung ein kongenes Mausmodell entwickelierzu wurden zwei Mausstamme
verwendet:C3H/He der pradisponiert flir die Entwicklung einer dggtien kardialen
Verkalkung ist, und der Stam@57BL/G welcher gegen die Entwicklung von Verkalkung
resistent ist. Da es sich bei beiden Stammen uochigtamme handelte, waren sie jeweils
in jedem Allel ihres Genoms homozygot. Wurden naodiMiduen der beiden Stdmme
miteinander verpaart, besal3en die Individuen deBdneration je ein Allel voil€3H/He
und eins vorC57BL/6und waren somit heterozygot. Die Tiere deiGeneration wurden
auf das Vorliegen einer DCC getestet und waren thegBaraus konnte geschlossen
werden, dass es sich bei DCC um eine autosomadsieeeErkrankung handelt. Innerhalb
dieser entstandenen-Eeneration wurde eine erneute Kreuzung durchgefiitier-cross)
und Ivandicet al. (1996) erhielten eine ;FGeneration in der es zu unterschiedlichen
Rekombinationen der elterlichen Allele gekommen.w2iese Tiere erhielten eine fett-
und cholesterinreiche Diat, um eine dystrophe lkédediVerkalkungen hervorzurufen.
Anschlie3end wurden alle Individuen von der Arlgiippe geno- und phanotypisiert. Fr
die Genotypsierung wurden Mikrosatellitenmarker wandet. Diese binden an
(CA)-Repeats im Genom, die sich auf allen Chromosomexhdchnittlich in einem
Abstand von 5 cM zueinander befinden. Die Anzahl @A-Repeats ist hierbei jeweils
typisch fur einen Mausstamm. So konnte jeder Abisicties Genoms daraufhin untersucht
werden, von welchen Stamm deyGeneration er urspringlich stammte. Danach konnte
fur jede Maus der FGeneration der Phanotyp der dazugehdrigen Allglnée zugeordnet
werden. Durch ein statistisches Verfahren wurdendéestgestellt, ob signifikante
Genotyp-Phanotyp-Korrelationen bestanden. Hierzudewueine QTL-Analyse (Engl.:
quantitative trait locus) durchgefuhrt. Die Ergedsa dieser Kopplungsanalyse wurden als
“Likelihood of Odds* in log-Einheiten (LOD-Scoreusgedrickt. Ein LOD-Score tber 3
galt dabei als signifikant. Ivandiet al. (1996) erzielten flir den Locudyscalcleinen
LOD-Score von 14,6. Um diesen als verantwortlicheaus fur Verkalkung zu bestétigen,
wurde ein weites Experiment angeschlossen, in degesannte kongene Tiere hergestellt
wurden. Heterozygote Individuen deg-Generation wurden mi€57BL/6Mausen der
Elterngeneration rickgekreuzt (back-cross). Distantene WGeneration wurde wieder
genotypisiert und die Tiere, die den gesuchten @eisl enthielten, ausgewahlt und
wiederum mit C57BL/6Wildtypmausen verpaart. Dieser Vorgang wurde ubkehn

Generationen wiederholt und somit der Anteil desidaes vonC3H/He immer weiter
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reduziert. Am Ende der Ruckkreuzung erhielten Adieou et al. (2004) eine
Nioc-Generation mit einem zu >99 %ig€&b7BL/6Hintergrund, in der nur ddbyscalcl
Locus von C3H/He konserviert war. Um homozygote Mause zu erhaligarde ein
erneuter inter-cross innerhalb defof&eneration durchgefuhrt. In denNF-Generation
wurde durch eine Kryopexie des Myokards Verkalkumgluziert und die Tiere
anschlieBend geno- und phénotypisiert. Nur dievidden, die homozygot fir die
C3H/HeVariante innerhalb des Locwyscalclwaren, wiesen Verkalkungen auf. Somit
konnten Aherrahroet al.(2004) beweisen, dass der Lod&gscalclverantwortlich fur die
Ausbildung der Verkalkung ist, da sich die verkalfen Mause nur in diesem Locus von

den nicht verkalkenden resistenten Mausendt&&8BL/6Stammes unterschieden.

1.5 Ultrafine mapping desDyscalclLocus

Um denDyscalclLocus néher einzugrenzen, wurde er von Aherrabtal. (2007) durch
SNP-Genotypanalyse (Engl.: single nucleotid polyshgm) undin silico mappingndher
untersucht. Diese Analysen beruhen auf Rechenmethalie dadurch erméglicht werden,
dass die Genome der heute zu Forschungszweckeengeten Mausstamme vollstandig
bekannt und die Sequenzen im Internet verfigbad. sMan kann dadurch den
beobachteten Phéanotyp einer Maus mit ihrem bekanf@enotyp in eine Beziehung
setzen. Durch dieses Rechenmodell kdnnen sehreetfiziele Mausstamme miteinander
verglichen und Loci ausfindig gemacht werden, imete sich zwei Mausstdmme
unterscheiden. Bei dieser Analyse beobachteten rAlmeu et al. (2007), dass der
Mausstamm New Zealand Black phanotypisch verkalkte, aber eine@57BL/6
entsprechenden, also verkalkungsresistenten, Gerenxty Dyscalcl Locus besal. Bei
genauerer Analyse der Region konnte festgestelftieve dass innerhalb d€57BL/6
Sequenz ein 80 kb grol3es Stlick eld8H/He-Sequenz insertiert war. Das fur Verkalkung
verantwortliche Gen musste sich also innerhalbedi@ssertierten Sequenz befinden. In
dieser von Aherrahroet al. (2007) eingegrenzten Region lagen die beiden bé&ann
GeneEMP3undAbcc6

10
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Abbildung 1.1: Hochauflésende irsilico-Kartierung des Dyscalcl Locus.

A:  Mittels rekombinanter Inzuchttmme und kongener Mause wurde durQTL-Analysen der
Dyscalcl Loas auf dem proximalen Chromosominnerhalb einer 6,5 cM groRen Regi
identifiziert.

B: Mittels in-silicoKartierung rekombinanter Inzuchtstamme wurde desdajcl-Locus auf einem 2
Mb chromosomalen Abschnitt feinkartie

C:  Mit Hilfe zusatzlicher Labormausstamme konnte digi& auf 1 Mb eingegrenzt werd:

D: Mittels Genotypisierung und net SNPs in verschiedenen Labdiausstammen konnte die Reg
auf einen 80 kb langen chromosomalen Abschnittegiremzt werden. In dieser Region befindet
auch ein Teil des Gens AbciAbbildung enthommen aus Aherrahrou et @Q07).

1.6 Identifikation des GensAbcc6

Durch QTL-Analysenkonnten auch Meneet al. (2007) denDsycalc. Locus auf dem
proximalen Chromosom 7 weiter eingrenzen und ifierdrten Abcce durch “positional
cloning” als kausales Ge fur dystrophe kardiale VerkalkungJm dies zu bestatige
wurde einetransgene Maubendétigt. Dazu wurde das Géincc6desC57BL/6Genotyps
mit seinen flankierenden Regionen (30 kb upstreaach 10 kb downstrear durch das
Enzym Milul aus einenBAC (Engl.. bacerila artificial chromosorn) ausgeschnitten.
AnschlielRend wurde das 95 kb grol3e Fragment aufggireinc per Mikroinjektion in
Oozyten mitC3H/HeHintergrunc eingebracht. Nach Gabe einer “hifgit* Diat ergab die
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Analyse des Phanotgpdiss die DCC pradisponierten transge@3H/He-Mause, die das
DCC resistenteC57BL/6Allel von Abcc6 enthielten, im Verglich zu nicht transgene
Mausenkeine Verkalkung entwickelten. Meret al. (2007) schlossen daraus, dass
C57BL/6Allel dominant tber daC3H/HeAllel ist und dassAbcc6das haugursachliche
Gen fur DCC inDyscalcllocus ist.

1.7 Das Gembcc6

Das GenAbccé6liegt beim Menschen auf dem kurzen Arm des Chrommssb6 (16p13.1
und enthalt 31 Exone. Eehort in die 48 Mitgeder umfassende ABGenfamilie, welche
wiederum in siebenSubfamilien unterteilt ist. Eine ieser Untergruppen ist d
Abcc-Gruppe, der zwdlf Mitglieder angehoéren, von deneanfir je ein MRP-Protein
kodieren (Klemenet al, 2005) Abcc6kodiert das 16%Da gro3e MRP6. Dieses Proti
gehort zur Gruppe dehBC-Transporter (Engl.: ATP-bindingassett) und ist aus drei
Doméanen aufgebautwelche aus 17 in einer Funferund zwei Sechsergruppen
angeordnetetransmembranaren Helicbestehen (Hendigt al.,2005). AuRerdem besit
der Transporter zwei intrazellular gelegene nukileoddende Schleifen, die an ¢
Hydrolysierung von ATP beteiligt sind und den aktiv Stofftransport Uber d

Zellmembran ermdglichen (Klemeet al, 2005).

cell

key:
[] transmembrane domain

% walker motif

O nucleotide-binding fold region (NBF)

Abbildung 1.2: MRP6Protein: Struktureller Aufbau des MRHP®&oteins als Transporter in de
Zellmembran. (NB:EN-Terminus, (OOH=C-Terminus, NBF=Nukleotid bindende Schleife). Abbildi
modifiziert und entnommen aHsi et al. (2003

Das Protein MRP6 wirdor allem inder Leber und den Niereaxprimiert, in geringer
Ausmald aber auch in anderen Gewebendem Gastrointestinaltrakidem Gehirn und
den Auge (Beclet al, 2002). In der Leber ist das Protein an der basolater8leite de
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1. Einleitung

Hepatozyten lokalisiert, in der Niere vor allemden proximalen Tubuli (Beckt al,
2002; Gorgelset al, 2005). Die genaue Funktionsweise des Transpadagiesoch
unbekannt. Man geht davon aus, dass die FunktistiRP6 der des MRP1 &hnlich ist, da
beide zur Subgruppe C der ABC-Transporter gehdneinzu 45 % homolog sind. Uber das
MRP1 ist bekannt, dass es an der zellularen Eatggfmitwirkt und einen Einfluss auf die
Resistenz von Zellen gegeniber ChemotherapeutikB. (Poxorubizin, Etoposid) hat
(Choi CH, 2005). Es wird davon ausgegangen, dassvilRP6 ebenfalls als Effluxpumpe
arbeitet und beispielsweise Stoffwechselprodukte dem Intrazellularraum eliminiert
(Klemetet al, 2005). Des Weiteren wird vermutet, dass es eaimeit2funktion gegenuber
oxidativem Stress ubernimmt. Fallt diese Funktiars,akommt es zu Gewebeschaden
durch oxidativen Stress, die wiederum die Entstghemer Verkalkung begilnstigen
konnen (Matsuzalet al, 2005).

1.8 Pseudoxanthoma elasticum und das Géxbcc6beim Menschen

Kommt es im GenAbcc6 zu Veranderungen in Form von Mutationen, kann dies
verschiedene Erkrankungen zur Folge haben. Zu deAbuc6assoziierten Erkrankungen
zahlen Pseudoxanthoma elasticum (PXE) beim Mensaimeh DCC bei der Maus.
Pseudoxanthoma elasticum ist eine seltene autos@pessiv vererbte Erkrankung, der
eine oder mehrere Mutationen des Gétgc6 zugrunde liegen (Klemerdt al, 2005;

Li et al, 2008; LaRuss@t al, 2009) und bei der es zu einer progressiven Vieukaj
elastischer Fasern und Kollagenfasern des Binddmesveowie zur Bildung abnormer
Elastinfasern kommt. Besonders betroffen sind diagellulare Matrix der Haut, der
Augen und des kardiovaskularen Systems (Matsugiaki, 2005). Der Beginn und die
Schwere der Symptome sind interindividuell sehretsthiedlich, wobei die ersten
Anzeichen der Erkrankung zumeist in der zweiten diitien Lebensdekade auftreten. Sie
zeigen sich vor allem als Hautlasionen, die bewgirauder Nackenregion, der Ellenbeuge,
der Axilla und der Leistenregion auftreten (Gorgetsal, 2005). Durch eine abnorme
Mineralisation der elastischen Fasern in der Dekammmt es zur Bildung von Papeln und
Plaques. Im Auge bewirkt PXE eine Verkalkung derseéchen Bruch’schen Membran,
welche dadurch briichig wird. In der Folge tretesozktive Mediatoren wie VEGF (Engl.:
vascular endothelial growth factor) aus und bedingi@e subretinale Neovaskularisation.
Diese neu eingesprossten Gefal3e sind zumeist vadenar Qualitat und kdnnen zu

vermehrten Einblutungen fuhren, die Visusmindermnged Erblindung nach sich ziehen.
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1. Einleitung

PXE hat ebenso einen Einfluss auf das kardiovaskuiystem. Es kommt zu einem
verstarkten und frihzeitigen Auftreten von Atheltlestise, die zu Bluthochdruck, Angina
pectoris, Claudicatio intermittens als Zeichen eingeripheren arteriellen

Verschlusskrankheit, sowie gastrointestinalen Bigan und Myokardinfarkten in jungem
Alter fuhren kann (Hendgg al, 2005).

1.9 Zielsetzung und Fragestellung der Doktorarbeit

Es ist bekannt, dass Mutationen im GAbcc6 ursachlich fur die Entstehung der

Erkrankungen Pseudoxanthoma elasticum beim Menssbete der Pradisposition zur

Dystrophen Kardialen Verkalkung bei Mausen sinddBe Erkrankungen ist gemein, dass
es bei betroffenen Individuen zu Stérungen von ¥kukngsprozessen mit resultierender
abnormer Verkalkung kommt. Die Rolle des Gehscc6 in der Pathogenese dieser
Erkrankungen ist bisher unbekannt. Aufbauend aofldsher gewonnenen Erkenntnissen
Uber den Zusammenhang des GAbec6 mit gestértenVerkalkungsprozessen, sollen in

dieser Arbeit folgende Ziele erreicht werden.

1. Zwei unterschiedliche cDNA-Konstrukte des GeAdcc6 sollen hergestellt
werden. Die Sequenzen sollen dabei denen des D&iisponierten Mausstammes
C3H/He und des DCC resistenten Stamm€&7BL/6 entsprechen. Beide
unterscheiden sich durch sieben Punktmutationeeimander, die den Austausch

von sieben Aminoséuren im Protein zu Folge haben.

2. Ein Zellkulturmodell fir die Untersuchung von Vellkangsprozessem vitro soll

mit murinen mesenchymalen Stammzellen der Linie TBF./2 etabliert werden.

3. Der Einfluss der DCC pradisponiert€3H/He und der DCC resistent&b7BL/6
Variante des GenBbcc6auf Verkalkungsprozesse vitro soll durch Transfektion
und Uberexpression der Konstrukte in C3H10T1/2efelintersucht werden.

4. Um ein besseres Verstandnis fur die Ablaufe unduRignenprozesse wahrend
der Entstehung von Verkalkungen sowie die zugrundiegnenden
Pathomechanismen zu erlangen, soll die Expressinnvanskriptionsfaktoren der

Osteogenes vivo undin vitro analysiert werden.
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2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Die nachfolgende Tabelle 2.1 gibt einen Uberblibleridie in dieser Arbeit verwendeten

Chemikalien und Reagenzien sowie deren Hersteller.

Chemikalie/Reagenz Hersteller

100 bp DNA Leiter PLUS Peqglab
21 kb DNA-Sizer I Peglab
3 x SDS Sample Buffer New England BioLabs
Alizarin Red S Fluka
Ampicillin Sigma-Aldrich
APS 10% Roth
Borsaure Sigma-Aldrich
Calcein Sigma-Aldrich
Chloroform Sigma-Aldrich
DAPI Roche Germany
DEPC Wasser 0,05 % Sigma-Aldrich
Destilliertes Wasser Delta Select

dNTP Amersham Biotech
DTT New England Biolabs
EDTA Sigma-Aldrich
Ethanol (100 %) Apotheke des UK-SH
FKS Gibco BRL® Life Technologie$
Formaldehyd 36,5 % Riedel-de-Ha&h
GFP Amaxa
Glycerol Sigma-Aldrich
Indomethacin Sigma-Aldrich
Isopropanol (1006) Sigma-Aldrich
L-Ascorbat-Phosphat Sigma-Aldrich

LB Agar

Fluka Bio Chemika
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LB Broth

Fluka Bio Chemika

Loading Dye

Eigene Herstellung

99 % Formamid

1 % Dextran Blau

0,2 % Bromphenolblay
0,2 % Xylencyanol

NaH;Pa(Natriumdihydrogenphosphat) Sigma-Aldrigh
Nile Red Sigma-Aldrich
OilRed O Sigma-Aldrich
Paraformaldehyd 4 % Merck

pd(Ne)Primer Amersham Biotech
Penicillin Biochrom
QA-Agarose" MP Biomedicals North America
SDS Sigma
Streptomycin Biochrom
Sybr Green | Invitrogen
TEMED Carl Roth GmbH und Cqg
Tris-Base Sigma-Aldrich
Trizol Invitrogen

Trypsin/EDTA 10x

Gibco/Invitrogen

B-Glycerophosphat

Sigma-Aldrich

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien/Reagenzien

2.1.2 Labormaterialien

In Tabelle 2.2 sind die wahrend der Arbeit verwdadd_abormaterialien mit Herstelleren

aufgefuhrt.
Material Hersteller
24-Well-Platten fur Zellkultur Nunc
3 mm Filterpapier Whatman
384-Well-Platten 4-titude
Chamber Slides Nunc
Entsorgungsbeutel/PP Hassa
Glasflaschen, Erlmeyerkolben Schott Duran
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Kryotubes Nunc
Kulturflaschen fur Zellkultur (T75) TPP
Messzylinder Schott Duran
Molecular Imager ChemiDoc XRS BioRad
Parafilm “M* American National Carl
Petrischalen mit Nocken Greiner bio-one
Phase Lock Gel Tubes 2 ml 5 Prime
Pipetten Eppendorf
Pipettenspitzen Eppendorf/Sarsted
Precision Plus ProteinTM Standards (Dual Color R&id
Reaktionsgefal3e (0,2 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendprf
Schaber fur Zellkulturen Sarstedt
Serologische Pipetten(2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) St
Skalpell Feather
Sterilfilter 0,45 um Nalgene
Sterilfilter MILLEX®-GS 0,22 um Millipore
Transfermembran Immobilon-P Filter Typ PVDF, Millipore
Pore Size 0,45 nm

Tabelle 2.2: Verwendete Labormaterialien

2.1.3 Gerate
Nachfolgende Tabelle 2.3 gibt einen Uberblick Uber in dieser Arbeit verwendeten

Geréate und deren Hersteller.

Gerat Hersteller
Autoklav Systec 2540 EL
BioPhotometer Eppendorf
Eismaschine F90 Compact Icematic
ELECTRONIC
Freezing Container Nalgené"
Gefrierschrank -20 °C Bosch
Gefrierschrank -40 °C Colora VF 40-300S
Gefrierschrank -80 °C HERA freeze, Profilirle
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Geldokumentationsstation

Vilber Lourmat

Gelkammer

Biometrd, Maxicell®

Inkubationsschrank 37 °C/5 % GO

HERA cell Kendro

Inkubator KS-15 Contraol

Edmund Bihler GmhH

Kuhlschrank Siemens, Liebherr
Laborwaage Scouf™ Pro Ohau$, Scaltec
Magnetriithrer IKA® big-squid
Mikroskop Wiloverta Hudt
Mikrowelle Siemens
PCR-Cycler Sensoquest
Phasenkontrasmikroskop Olympus IX 70 Olympus
pH-Meter Hanna
Pipettor Sarstedt
Plate Reader DYNEX Technologies
Sicherheitswerkbank der Klasse Il entsprechend DIN HERA safe Kendro

EN 12469

Stickstoffbehalter MVE CryoSystems750

Chart Bioneadi

TagMan (7900 HT Fast Real-Time PCR)

Applied Biosysd

Thermal Cycler

Thermo Elektron

Corporation
Thermoschiuittler Edmund Buhler GmbH
Thermomixer Eppendorf
Thermoschrank Memmert
UV-Lampe Peglab
Voltmeter Micro-Bio-Tec-Brand
Vortex IKA® Vortex Genius 3
Wasserbad GFL®1083
Zahlkammer Neubauer
Zentrifugen Varifuge 3.0 R Heraeus

Kihlzentrifuge
Kihlzentrifuge (grof3)

Tischzentrifuge

sepatech
Hettich EBA 12 R
Biofuge pico Heraeus

sepatech
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Mini Format Vertical Elektrophoresis, Mini BioRad
PROTEAN® Tetra Cell
Tank Transfer System, Mini Transfer Blot® Cell BiadR

Tabelle 2.3: Verwendete Gerate

2.1.4 GroRRenstandards

2.1.4.1 DNA-Langenstandards

Als DNA-Langenstandards in der Gelelektrophoresentdin je nach GroRe des zu
erwartenden DNA-Fragments die 100 bp DNA-Leiter BL(Peglab) und der 21 kb
DNA-Sizer Il (Peglab).

2.1.4.2 Proteingréf3enstandards
Der Precision Plus Protéifh Standards Dual Color (BioRad) wurde bei der Duibhing
des Western Blots als Proteingréf3enstandard vemtend

2.1.5 Biologisches Material

2.1.5.1 Bakterienstamme

Fur die Vermehrung von Plasmid-DNA wurde descherichia coliStamm TOP10 aus
dem TOPO TA Clonin§ Kit (Invittogen™) verwendet. Der Stamm hat folgenden
Genotyp: F-mcr AA(mrr-hsdRMS-mcrBQ ®80acZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara-leuy7697galU galK rpsL (Str) endAl nupG.

2.1.5.2 Zelllinien

2.1.5.2.1 C3H10T1/2 Zellen

Als Zellkulturmodel dienten Zellen der Linie C3H1D2-Klon 8 (ATCC). Es handelt
sich bei diesen um mesenchymale Stammzellen ausseévt@ryonen mit einer
fibroblastenartigen Morphologie. Sie wachsen als nMayer, besitzen ein
Differenzierungspotential und kénnen sich nach raeteStimulation in Adipo-, Chondro-
und Osteozyten differenzieren.
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2.1.5.2.2 HEK-Zellen

Primare humane embryonale Nierenzellen der Lini@ @¥SMZ, ACC 305; HEK engl.:
human embryonal kidney) wurden von Frau Dr. Stef&@tolting (Universitat zu Libeck)
zur Verfigung gestellt. Die Zellen wurden dazu vemdet, die verschiedenen Varianten
des Konstrukts auf ihre Funktionsfahigkeit zu testéach Transfektion der Zellen mit den
unterschiedlichen Varianten des GeAbcc§ wurden sie zum einen nach Fixation
immunbhistologisch untersucht und zum anderen mit des ihnen isolierten Protein ein

Western Blot durchgefihrt.
2.1.5.3 Kulturmedien
2.1.5.3.1 Medien zur Anzucht vorEscherichia coli

In der nachfolgenden Tabelle 2.4 sind die zur Ahzwon Bakterien verwendeten Medien

sowie deren Zusammensetzung aufgefihrt.

Medium Zusammensetzung
LB-Medium 1 % (w/v) Pepton
0,5 % (w/v) Hefe Extrakt
0,5 % (w/v) NacCl

pH 7,5
in dH,O angesetzt und autoklaviert
LB-Agarose 1,5 % (w/v) in LB-Medium
S.0.C. Medium Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
(entspricht S.O.B. Medium mit 10 mM | Trypton 2 % (w/v)
Glukose) Natriumchlorid 10 mM

Kaliumchlorid 2,5 mM
Magnesiumchlorid 10 mM
Magnesiumsulfat 10 mM
Glukose 10 mM

Tabelle 2.4: Verwendete Medien

Die Stammlésungen wurden nach dem Ansetzen auiekiaMach dem Abkihlen wurden
die Medienzusatze, wie Ampicillin (1Q®/ml), in entsprechender Konzentration

hinzugegeben.
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2.1.5.3.2 Medien zur Anzucht eukaryotischer Zellliren

Das Serum- und Antibiotika-freie Dulbeccos modifiedgles Medium (DMEM, 4 mM
L-Glutamine, 4500 mg/L Glukose, 1 mM NatriumpyruvBb00 mg/L Natriumbikarbonat)
wurde von der Firma ATCEbezogen. Die folgenden Medien (Tabelle 2.5) wurderaus

hergestellt und fur die Zellkultur verwendet.

Medium Zusatze/Zusammensetzung
DMEM 10 % (v/v) fetales Kalberserum
5 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (10.000
.E.)
Osteogenic Medium: DMEM

10 mM B-Glycerophosphat
170uM L-Ascorbat-Phosphat

Einfriermedium: DMEM
10 % DMSO
NaH,Po;-Medium: DMEM

NaHPq, (6 mM)

Tabelle 2.5: Verwendete Medien zur Anzucht eukaigoher Zellen

2.1.5.4 Enzyme

Tabelle 2.6 gibt eine Ubersicht tiber die in die&dseit verwendeten Enzyme und deren

Hersteller.
Enzym Hersteller

Restriktionsenzyme

Bgl Il (A|GATCT) Hybaid

EcoR | (QAATTC) New England Biolabs|
TagDNA Polymerase Invitrogen
Reverse Transkriptag®-MLV RT) Invitrogen
DPN/1 Fermentas
Taqg Polymerasélot Gold Star EGT Group eurogentec
DNase QIAGEN

Tabelle 2.6: Verwendete Enzyme
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2.1.5.5 Inhibitoren

Inhibitor Hersteller

Ribonuklease-Inhibitor (RNA-Guard) Amersham Bioteth

Tabelle 2.7: Verwendete Inhibitoren

2.1.5.6 Antikorper
Die in der nachfolgenden Tabelle 2.8 aufgefiuhrtenik®drper wurden im Rahmen dieser

Arbeit verwendet.

Antikorper Hersteller
Polyklonaler priméarer Anti-Maus MRP6-S20 Santa Cruz Biotechnology
Antikorper (sc5787, goat)
Sekundarer Donkey-Anti-Goat-1lgG-HRP Santa Cruz Biotechnology
Antikdrper (Santa Cruz —sc2020)
Polyklonaler primarer Anti-Mausg-Actin Abcam plc.
Antikdrper (rabbit)
Sekundarer Anti-rabbit HRP IgG Cell Signaling Teclugy

Tabelle 2.8: Verwendete Antikérper

2.1.5.7 Oligonukleotidprimer

Die benotigten Oligonukleotide wurden mit dem Op8ource Programm Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) anhand von Refezsequenzen des Ensembl Genome
Browsers (www.ensembl.org) ausgewahlt und dann den Firma BioTez GmbH
synthetisiert. Die Primer fur diReverse TranskriptionBBCR wurden so ausgewahlt, dass
das bei der PCR resultierende cDNA-Fragment eird®&ewischen 150 und 200 bp hatte.
Zusatzlich wurden die Primer so ausgewahlt, dassnsder cDNA-Referenzsequenz die
Ubergange zwischen zwei Exonen Uiberspannten. Diamitte verhindert werden, dass in
der PCR auch genomische DNA amplifiziert wurde. [Piemer wurden lyophilisiert
geliefert und mit duO auf eine Konzentration von 1Q@M gebracht. Anschliel3end
wurden sie 1:10 auf die Arbeitskonzentration vorpfbljul verdiinnt. Die Sequenzen der

verwendeten Primer befinden sich im Anhang in Tlabell-7.6.

2.1.5.8 Vektoren
Der pSG5-Vektor (Firma: Stratagene, Abbildung 2.i9t ein eukaryotischer

Expressionsvektor, der durch eine Kombination v&i€B2 und dem Stratagene Vektor
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pBS hergestellt wurde. Es handelt sich um eineh-copy Vektor mit dem sich grofl
Mengen doppelsiingiger DNA herstellen lassen. Der Vektor kanr Expressio in Pro-
und Eukaryotenverwendet werden und enthalt eine Ampicillinresigtesowe zwei
Promotoren: T7 fuprokaryotisch und SV/40 fur eukaryotischExpression. Aul3erdel
enthalt der VektoBindungsstellen fur diRestriktionsenzymé&coR |, BamH | und Bgl Il
die zum Einfiigen von Genen in den Vektor genutztiee konnen. Das GeAbcc6wurde

zwischen den Restriktionsstellen EcoR | und Bin den pSG5vektor eingefligt.

The pSG5 Vector

SV40/5V40 ori

1 ori '

A rbeta-globin intron

Abbildung 21: Aufbau des pSG5Vektor#\bbildung entnommen
aus dem pSGS5 Instruction Manual Catalog #216201leAt
Technology

Die Sequenz des Vektors pSG5 kann im Internet dalgendem Link abgerufen werde
https://www.lablife.org/ll?a=viewvecseq&vectorid=7 (Stand: 06.10.200¢

2.1.6Zusammensetzungen der Puffer und Losunge
Tabelle 2.9 gibt einen Uberblick uber die verweedetPuffer sowie dere

Zusammensetzungen.

Puffer Zusammensetzun

TBE Puffer 1 M Tris-Base
1 M Borsaure
10 mM EDTA
PBS 1,3 M NacCl
70 mM NaHPQO,
30 mM NaHPO,

pH 7,4
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dNTP-Mix 2,5 mM dATP
2,5mM dCTP
2,5mM dGTP
2,5 mM dTTP/dUTP
Lysis Buffer 0,1 N NaOH
hergestellt aus 1 N NaOH verdinnt n
10 % SDS

t

Tabelle 2.9: VerwendetePuffer und Lésungen

Die Herstellung der Puffer und Losungen erfolgtefesn nicht anders angegeben, in

demineralisiertem Wasser (gbl).

2.1.6.1 Puffer und Gele fur Western Blot
Die Puffer und Gele fur die Durchfiihrung eines WasBlots wurden nach den in Tabelle

2.10 aufgefuihrten Zusammensetzungen hergestellt.

Puffer Zusammensetzung
Trenngel: SDS-PAGE (6,5 %) 1250 pl Trenngelpuffer
1083 ul Acrylamid/Bis-L6sung
2667 pl ddHO
TEMED 5 pl

10 % APS 30 ul

(Gesamtvolumen 5 ml)

Sammelgel (5 %) 750 pl Sammelgelpuffer

500 pl Acrylamid/Bis-L6sung
1750 pl ddHO

TEMED 5 pl

10 % APS 30 pl

(Gesamtvolumen 5 ml)

Trenngelpuffer 1,5 M Tris pH 8,8
0,4 % SDS

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris pH 6,8
0,4 % SDS

Elektrophoresepuffer (pH 8,3) 250 mM Tris Base
1,9 M Glycin
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1 % SDS
Blot/Transferpuffer 25 mM Tris Base
192 mM Glycin
20 % Methanol

5 % Magermilchlésung Magermilchpulver
TBS

TBS-T Puffer (Waschpuffer) (pH 7,3) 80 g NaCl

12,1 g Tris Base

pH mit HCL einstellen

Tabelle 2.10:Verwendete Western-Blot-Puffer und €el

2.1.7 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme
Tabelle 2.11 stellt die in dieser Arbeit verwendetebrauchsfertigen Reaktionssysteme

dar.

Reaktionssystem Hersteller

5 PRIME-Mastermix 5 PRIME
Taqg DNA Polymerase (62,5 U/ml)
125 mM KCI®-CA360 0,5 %

500 uM von jedem dNTP

75 mM Tris-HCI pH 8,3

3,75 mM Mg (OA)

0,25 % Igepal + Stabilisator

Avertin-L6sung
2,2,2-Tri-Bromo-Ethanol-Losung Aldrich
2-Methyl-2-Butanol Aldrich

Cell and Tissue Staining Kit

R&D Systems

DC Protein Assay

BioRad

Nanofectin Transfection Reagent

PAA Laboratorie GImp

Nucleo Spiff Extract Il

Machery-Nagel

Osteogenesis Quantitation Kit

Chemicon Internatiopa

QIAfilter Plasmid Purification Kit
Maxiprep Kit/Miniprep Kit

Qiagen GmbH, Hilden

qPCR™ Core Kit for Sybr Green |

eurobiotec

Quick Change XL Kit

Stratagene
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Randox Ca Kit Randox Laboratories LTD
RNase-Free DNase Set QIAGEN
RNeasy Mini Kit QIAGEN
TOPO TA Cloning Invitrogen
TransFectih" Lipid Reagent BioRad
ECL-Western Blotting Detection System Amershdm
TagMan® Gene Expression Assay Applied Biosystems

Tabelle 2.11: Verwendete gebrauchsfertige Reaktgystieme

2.1.8 Sterilisation/Autoklavieren
Die Gebrauchswaren und Medien wurden, soweit réchion steril erworben, vor dem
Gebrauch bei 121°C fur 20 min autoklaviert oderctiueinen 0,22um grof3en Filter

filtriert.

2.1.9 Programme und Datenbanken

2.1.9.1 Programme
In dieser Arbeit wurden die in Tabelle 2.12 aufdetén Programme verwendet.

Programm Verwendung
Primer3 (Open Source Software) Design von Oligosoiitiprimern
Chromas 2.31 (Technelysium Pty ltd) Bearbeitung 8eguenzdateien
S.D.S. Auswertung semiquantitativer real-time
PCR
StatView Statistische Auswertung

Tabelle 2.12: Verwendete Programme

2.1.9.2 Datenbanken

Fur das Design von Olionukleotidprimern wurden dig der Seite des Ensembl Genom
Browsers (www.ensembl.org) angezeigten SequenseRederenz verwendet.

Die Internetseite der “genecards“-Datenbank des zWvann Institute of Science

(www.genecards.org) wurde genutzt, um genauererrgbonen Uber ein Gen zu erhalten.
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2.1.10 Statistische Auswertung
Die Ergebnisse innerhalb dieser Arbeit wurden duethen t-Test auf Signifikanz
Uberprift. Hierzu wurde das Programm StatView vedet. Die Signifikanzschwelle

wurde bei allen Untersuchungen fiir p = 0,05 festgfel

2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

Die mikrobiologischen Arbeiten wurden in einem Labkder Sicherheitsstufe 1 (S1)

durchgefuhrt.

2.2.1.1 Anzucht vorEscherichia coli

Die Escherichia coli (E. col) Bakterien wurden soweit nicht anders angegeben in
LB-Medium bei 37 °C Uber Nacht angezogen. Dies Igi#o bei Flussigkulturen bei
150 rpm auf einem Flachbrettschuttler, bei Kultuaem LB-Agarose im Brutschrank. Die
Bakterien wurden fur ein Kulturvolumen von 5 ml i ml Falconréhrchen, fur ein
Volumen von 20 ml in 50 ml Falconréhrchen oderdiaem Kulturvolumen von 200 ml in
Erlenmeyerkolben angezogen. Entsprechend der Rlessistenzen wurde den Medien

Ampicillin (100 pg/ml) zugesetzt.

2.2.1.2 Lagerung vorEscherichia coli

Die Bakterien wurden fir kurze Zeitspannen auf LBtien bei 4 °C im Kuihlschrank
gelagert. Die Platten wurden am Rand mit Parafiigealichtet, um eine Austrocknung zu
verhindern. Um die Bakterien lber eine langere Bgern zu kdnnen, wurden von den
entsprechenden Stdmmen Glycerinstocks hergesteiiche bei -80 °C eingefroren
wurden. Fur diese Stocks wurden fifCeiner Ubernachtkultur vork. coli mit 230ul

Glycerin (99 %) vermischt und in Aliquots eingefar

2.2.1.3 Transformation vonEscherichia coli

Der die Abcc6¢cDNA enthaltende pSG5-Vektor wurde durch Transfation mit dem
TOPO TA Clonind Kit von der Firma Invitrogen in TOP1B. coli Bakterien eingefiigt.
Zu den TOP1O0E. coli Bakterien wurden @l des cDNA enthaltenden pSG5-Vektors
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gegeben und der Ansatz gemischt. AnschlieRend wdedeAnsatz fur 20 min auf Eis
inkubiert, um die Anlagerung des Plasmids an dikw&ead vonE. coli zu ermdéglichen.
Im darauf folgenden Schritt wurden die Zellen frstauf 42 °C erhitzt und danach sofort
wieder auf Eis gestellt. Dieser Hitzeschock fuhrmar Aufnahme des Plasmids ins
Zellinnere. Nach Zugabe von 290 antibiotikafreien S.0.C. Mediums wurde der Ansatz
fur eine Stunde bei 37 °C horizontal geschuttedlO(2om). Dieser Schritt ist notwendig,
damit sich die Zellwand regenerieren und sich ben dZellen, die das Plasmid
aufgenommen haben, die Antibiotikaresistenz aufivakenn. Nach Ablauf der Stunde
wurden 10 - 5@l des Ansatzes auf eine LB-Platte (14@§ml Ampicillin) ausgestrichen
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten VWagden von den gewachsenen
Einzelkolonien Klone gepickt und sowohl auf eines®weeplatte ausgebracht als auch fur

eine erneute Ubernachtflissigkultur verwendet.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Methoden der Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Engl.: polyrserehain reaction) ist eine Methode,
mit der sich Nukleinsauresequenzeém vitro durch exponentielle Vervielfaltigung
spezifisch amplifizieren lassen. Das Verfahrenddgsaus drei Zyklen, der Denaturierung
der Doppelstrang-DNA, der Anlagerung sequenzsgehér Oligonukleotide an die
Einzelstrang-DNA und der Elongation, d. h. der &gse und Verlangerung eines zum
Ursprungsstrang komplementaren Stranges. Im e&ténitt wird das komplexe DNA-
Gemisch temperaturgesteuert denaturiert und dadarstine Einzelstrdnge aufgespalten.
Beim Absenken der Temperatur auf eine fur die esaggen Oligonukleotidprimer
abgestimmte Temperatur kdnnen sich diese dann erkalinplementare Sequenz der
DNA-Einzelstrange anlagern. Durch eine hitzestalfllag-DNA-Polymerase wird ein
zum Ausgangsstrang komplementarer Strang durchAmba im PCR-Ansatz zugefligten
Nukleotiden synthetisiert und die Elongation begiidieser Zyklus wird dann mehrmals

wiederholt, um eine Vervielfaltigung der Ausgangs/Azu erreichen.

2.2.2.1.1 PCR-Varianten
Die verwendeten Reaktionsansatze und PCR-Prograwemigrten, je nachdem zu

welchem Zweck die PCR durchgefiihrt wurde.
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2.2.2.1.2 Einfugen von Punktmutationen

Um in die C3H/HeVariante des Gen#bcc6 Punktmutationen einzufligen und so die
C57BL/6Wildtypvariante herzustellen, wurde das Quick QGjenXL Kit der Firma
Stratagene verwendet.

Die fur diese PCR verwendeten Primer wurden mit d&ogramm Primer3 so designt,
dass sie bis auf eine Base komplementalCaH/HecDNA waren. An der Position dieser
Base erfolgte ein Austausch mit der Base, die isiater C57BL/6Sequenz dort befindet.
In jedem neu entstehenden cDNA-Strang kam es saméiner Punktmutation an dieser
Stelle. Der unten stehende Reaktionsansatz sowiend@abelle 2.13 dargestellte PCR-
Programm wurden verwendet. Im Anschluss an die R@iRle das PCR-Produkt mit
DPN1 (siehe 2.2.2.6.2) verdaut, um das urspriungliciethylierte Plasmid zu zerstoren.
Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimeéinden sich im Anhang in Tabelle
7.1.

Reaktionansatz Gesamtvolumenpl0

* 10x reaction buffer

e Primer forward (1QuM)

* Primer reverse (1QM)

* dNTP Mix (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
e Quick Solution

» Destilliertes Wasser

* ds DNA, Vektor (1ug)

e Pfu-TurbeDNA Polymerase (2,5 U/ul)

PCR-Programm:

Temperatur (°C) Zeit Anzahl der Zyklen
95 1 min 1
95 50s
60 50s 18
68 10 min
68 7 min 1

Tabelle 2.13: PCR-Programm zum Einfligen von Punkttationen

2.2.2.1.3 Amplifikation von cDNA-Fragmenten

Ein Programm zur Amplifikation von cDNA-Fragmenteist das so genannte
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“touch-down“-Programm (Tabelle 2.14). Dieses zeetheich durch einige zusatzliche
Zyklen hoherer Temperatur am Anfang der PCR audchsezu einer spezifischeren
Anlagerung der Oligonukleotidprimer an die cDNA urml einer Unterdriickung

unspezifischer Bindungen fuhren.

Reaktionsansatz Gesamtvolumenul:0
¢ 4x 5-PRIME-Mastermix

» Destilliertes Wasser

e Primer forward (1QuM)
e Primer reverse (1QM)
* ds DNA (1png)

PCR-Programm ,Touch-down-61":

Temperatur (°C) Zeit Anzahl der Zyklen
94 5 min 1
94 30s
61 30s 3
72 45s
94 30s
59 30s 3
72 45s
94 30s
57 30s 3
72 45s
94 30s
55 30s 30-40
72 45s
72 10 min 1

Tabelle 2.14; PCR-Programm Amplifikation von cDNA-Fragmenten

2.2.2.1.4 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription ist eine Methode bei det Hilfe des EnzymsReverse
TranskriptaseRNA in cDNA umgeschrieben wird. Die RNA wird zumét fir 5 min bei
68 °C inkubiert, dann auf Eis abgekihlt und kurzntdkugiert. Durch die
Temperaturerhbhung wird die RNA aufgefaltet undl.egébildete Sekundarstrukturen
|6sen sich auf. Der Puffer und die weiteren Begtiilewerden zur RNA pipettiert und als
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letztes dieReverse Transkriptaseinzugegeben. Der Ansatz wird gemischt und fle ein
Stunde bei 37 °C inkubiert. In dieser Zeit lagdaoh glie im Ansatz befindlichen Random-
Hexamer-Primer an die zu ihrer Sequenz komplememt&ositionen der RNA an. Die
Reverse Transkriptaskann diese nun als Ansatzpunkt nutzen und vorabiemit der

Synthese eines zur RNA komplementaren cDNA-Strabgegnen. Im nachsten Schritt

wird die Reverse Transkriptad®i 95 °C inaktiviert.

Es wurde folgender Ansatz fur die Reverse Transknprerwendet.

Reaktionsansatz Gesamtvolumenul0

» 5x First Strand Puffer
«  RNA-Guard (25,200 U/ml)
e 4 mMdNTP (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
e pd (Ns)-Primer
e 0,2AMDTT

RNA (0,5-1pug)

Reverse Transkriptag®-MLV RT, 200 U/ul)

2.2.2.1.5 Semiquantitative real-time PCR

Die semiquantitative real-time PCR ist eine Methodige auf dem Prinzip einer
herkommlichen PCR beruht, es aber zusatzlich einotigldas PCR-Produkt zu

quantifizieren und das Expressionsniveau von Geneamalysieren. Fur die Durchfiihrung
dieser Methode wurden der TagMan (7900 HT Fast-Rea¢ PCR) der Firma Applied

Biosystems und dagPCR™ Core Kit for Sybr Green tler Firma eurobiotec verwendet.
Die Bestandteile des Kits wurden nach Herstellewberg in einem 10 pl

Reaktionsvolumen eingesetzt. Tabelle 2.15 zeigtAldauf des PCR-Programmes.
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Reaktionsansatz GesamtmengeaultO

« 10x Real-Time Puffer fir SyBrGreen | Assey

e 50 mM MgCb

e 5mMdNTP (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dUTP)
e Primer forward (1QuM)

e Primer reverse (1QM)

e Sybr Green |

 dH0

« CcDNA (1ug)

* TaqgPolymerase (5 W)

Ablauf des Programmes:
SDS 2.2.2 (Signal Detection System): Absolute Qiieation (Standard Curve)

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
1 50 °C 2 min 1x
2 95 °C 10 min 1x
3 95 °C 15s 40 x
60 °C 1 min
Dissoziation Schrittweise bis Je15s
95 °C

Tabelle 2.15: PCR-Programm der real-time RC

Die Funktionsweise des verwendeten Kits beruhtudadass sich der Fluoreszenzfarbstoff
Sybr Green | in der kleinen Furche doppelstrangigf@dA anlagert und dann fluoresziert.
Wahrend der real-time PCR lagert sich das im Reag#nsatz enthaltene Sybr Green | an
das PCR-Produkt an und das Ausmal} der messbammes$zanz steigt mit der Menge der
entstehenden Doppelstrang-DNA an. Die Fluoreszeard: dabei nach jedem PCR-Zyklus
gemessen. Es wird die Anzahl von Zyklen bestimmtder das gemessene Sybr Green |
Signal zum ersten Mal einen zuvor festgelegten 8tibnwert G Uberschreitet, der sich
signifikant vom Hintergrundsignal unterscheidet.egdr GWert liegt immer in der
exponentiellen Phase der PCR, in der sich die MelegePCR-Produktes in jedem Zyklus
verdoppelt. Je mehr Ausgangsmaterial im Reaktigaanvorhanden ist oder je starker
das zu untersuchende Gen exprimiert ist, destomddeist die Anzahl der Zyklen die

ausreicht, den Schwellenwert & Uberschreiten. Anhand ihreg-Werte kénnen dann
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einzelnen Proben bezlglich des Expressionsnivemes €&ens miteinander verglichen
werden. Um Unterschiede in der cDNA-Menge im Ansatiszugleichen, wird der
gemessene {Wert jeder Probe auf den-@/ert eines housekeeping-Gens wie z1B.S
GAPDH oderp-Aktin derselben Probe normalisiert. Dieses housekeepargwiad in allen
Zellen konstant exprimiert und kann daher als Refelfir das Expressionsniveau anderer

Gene verwendet werden.

In dieser Arbeit wurde das Expressionsniveau einigeanskriptionsfaktoren der

Osteogenese untersucht.

Nachfolgende =~ cDNA-Proben  wurden auf  ihre Expressiorosteogener
Transkriptionsfaktoren untersucht (Tabelle 2.16 Omadbelle 2.17). Dien vitro Proben
wurden aus den unterschiedlich transfizierten C3HI®» gewonnen. Diein vivo
cDNA-Proben wurden aus dem Herzgewebe @8k/HeundC57BL/6Mausen isoliert

Verwendete cDNA-Proben:

In vitro Proben:

Zellen, aus denen Zeitpunkt der Behandelt mit Unbehandelt

die cDNA gewonnen| Probenentnahme 6 mM NaH2Po4 im DMEM

wurde Medium
C3H10T1/2 ohne 7d N=3 N=3

Vektor

C3H10T1/2 mit pSG5- 7d N=3 N=3
Vektor

C3H10T1/2 mit pSG5- 7d N=3 N=3
C3H/He

C3H10T1/2 mit pSG5- 7d N=3 N=3
C57BL/6

Tabelle 2.16: In vitro verwendete Proben in der tdeme PCR
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In vivo Proben:

Mausstamm Zeitpunkt der Nekrotisches Gesundes Gewebe
Probenentnahme Gewebe
C3H/He 1d post Kryopexie 3 X 3 X
C3H/He 3d post Kryopexie 2 X 2 X
C57BL/6 1d post Kryopexie 3 X 3 X
C57BL/6 3d post Kyropexie 3 X 3x
C57BL/6 Abdominalinzision - 2Xx
(Kontrolle) ohne Kryopexie

Tabelle 2.17: In vivo verwendete Proben in der ré¢imhe PCR

2.2.2.1.5.1 Optimierung der Oligonukleotidprimer

Die eingesetzten Oligonukleotidprimer wurden vorerh Verwendung mittels einer
Standardkurve auf ihre Funktionsfahigkeit getesteazu wurden unterschiedliche
Konzentrationen einer cDNA-Probe mit dem zu testen@ligonukleotidprimer versetzt

und eine real-time PCR durchgefuhrt.
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Abbildung 2.2:Standardkurve: Ausschnitt aus dem Programm S.Dd8s zur Analyse der re-time-PCR
verwendet wurde. Gezeigt sind die F-Verlaufe einer 1:5 Verdlinnungsreihe eic&NA-Probe mit Primer
fur Osteopontin.

Die Abbildung 2.2 zeigden zeitlichen Verlauf und die Zurme des PC-Produktes
wahrend einer redlme PCF zur Testung des Prime@steopontinin der ersten Phader
Amplifikation ist die Templatemenge noch begrenzd die Wahrscheinlichkeit, dass s
Template, Primer unBolymerase im Reaktionsansatzeffen und miteinander reagiere
ist gering. Auf diese Phase folgt die exponentieRhase, in der optima
Reaktionsbedingungen herrschen und sich das-Produkt in jedem Zyklus verdoppe
Darauf folgt eine Plateauphase in der die Reakbedimgunge nicht mehr optimal sinc
da die Substrate der Reaktion verbraucht wurderPolymerasesowie Nukleotide durch
die Temperaturerhohungen geschédigt wurDie horizontale rote Linie markiein der
Abbildung 2.2den Schwellenwert,, der in der exponentiellen Phase der PCR liegt.
funf abgebildeten blaueBoppelinien gehdren zu einer Standardre einer jeweils 1:5
verdinnten cDNA-Probenc tiberschreiten alle nach einer anderen Anzahl vieryden

Schwellenwert € Die am hochten konzentrierte Probe Uberschreals erste, die am
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niedrigsten konzentrierte als letzte den Schweltrh

Ein weiteres Kontrollinstrument zur Analyse der F-Qualitat ist dir Auswertung der
Dissoziationskurve die weiteren Aufschluss dartber gibtwie spezifisch di
Oligonukleotidprimer wahrend der PCR an dicDNA gebunden haben. Hat c
Dissoziationskrve nur einen Peak, spricht dies fur eine speriésReaktion ohne Bildur
von Primerdimern welche als zweiter flacherer Peak in der Standarde auftauchen
wirden (Abbildung 2.3)Primerdimere kénnen zu einer Verfalschung des Hrigebs
fuhren, da sich Sybr Green | auch an diese anlagaed ein unspezifische

Fluoreszenzsignal detektiert wi

Setup | Instrumert | Resutts  Dissociation Curve
Dissociation Curve

4.000 B

4.000 E-1

3.000 B

2.000 E1

1.000 E1

Derivative

0.000

-1.000 E1

-2.000 E1

?Elgl B65.0 F0.0 5.0 20.0 250 an.n a5.0
0.
Temperature {C)

Detector: |‘I BSj Flot: |DerivativeL| Step |Stage 4, step SLI

Abbildung?2.3: Dissoziationskurve:Dargestellt ist eine Dissoziationskurve einer -time PCR mit dem
Oligonukleotidprimer Osteopontin. Der einzelne Pealgt eine spezifische Primerbindung
2.2.2.1.5.2AA Ci-Methode

Um das Niveau der Genexpression zweier Probenmaiteier zu vergichen, wurde die
von Livak und Schmittgen (2001) beschriebeAA Ci-Methode verwend. Das
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Grundprinzip dieser Methode beruht darauf, dase elDNA-Probe als Referenzprobe
festgelegt wird und alle anderen zu dieser in Bemg gesetzt werden. Dabei gilt

folgende Gleichung:

ACt =2~ (A ct (Probe)— A Ct (Referenz))

A G (prove) ISt hierbei der normalisierte (@Vert der zu untersuchenden Probe und
A G (referenzyder ebenfalls normalisierte Wert der festgelegtafeRnzprobe. So kann
festgestellt werden um ein wievielfaches die Exgimes des untersuchten Gens in der

Probe hoher bzw. niedriger ist als in der Referevizg.

2.2.2.1.5.3 Einsatz von Sonden zur Signaldetektion

Da Sybr Green | relativ unspezifisch an DoppelgfBNA und z.B. auch an
Primerdimere bindet, wurden ausgesuchte Probentztisgbamit einem spezifischeren
Verfahren untersucht. Dazu wurden Sonden eingesati am 5°-Ende den
Reporterfarbstoff 6-FAM-Phosphoramid und am 3'-Emdien Quencherfarbstoff Sybr
Green | gebunden haben. Diese wurden wie auch daMar’ Gene Expression Assay
von der Firma Applied Biosystems bezogen. Es harsilgh bei den eingesetzten Sonden
um Oligonukleotide, die sich an die DNA anlagest.die Sonde intakt, liegen Reporter-
und Quencherfarbstoff rdumlich sehr nah beieinanded die Fluoreszenz des
Quechnerfarbstoffes Uberlagert die des Reportestaifies. Bei der Synthese des
komplementaren Stranges durch @ag-Polymerase wird die Sonde aus ihrer Bindung an
die cDNA verdrangt. Dadurch wird der Reporterfaoffstfrei und das FAM-
Fluoreszenzsignal kann detektiert werden. Die Besting der Fluoreszenz ist somit
spezifischer, da Primerdimere und unspezifisch gdbnes Sybr Green | nicht detektiert

werden.
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Nachfolgende FAM-Sonden wurden verwendet:

Sonde Artikelnummer des TagMan® Gene
Expression Assays von Applied Biosystems
(Assay ID)

GAPDH Mm99999915 g1
B-Aktin Mm02619580_g1
Sox9 MmO00448840_m1l
Runx2 MmO00501580_m1
Vdr Mm00437297_m1

Tabelle 2.18: In der real-time PCR verwendete FAMW®len

Reaktionsansatz (Volumen 10 pl):

e« 0,5ul Sonde

e 5 ul TagMan® Gene Expression Master Mix

e 3,5 ul Wasser
* 30-80 ng cDNA

Bei den real-time PCR Durchlaufen, in denen FAM-<&on eingesetzt wurden, kam

folgendes PCR-Programm zum Einsatz:

Zyklus Temperatur Zeit Wiederholungen
1 50 °C 2 min 1x
2 95 °C 10 min 1x
3 95 °C 15s 40 x
60 °C 1 min 40 x

Tabelle 2.19: Programm der real-time PCR mit FAM-&aden

2.2.2.2 Elektrophoresetechniken

Die Gelelektrophorese ist eine weit verbreitete Mde, um geladene Teilchen im

elektrischen Feld zu trennen. Die mittels PCR \adféitigten cDNA-Fragmente wandern

in diesem elektrischen Feld von der Kathode zurdenala sie selber Anionen sind. Die

Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld wigitgehend von der MolekilgroRRe

bestimmt, wobei kleine bzw. kurze schneller ald3grdbzw. lange Molektile wandern. Der
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prozentuale Anteil der Agarose im Gel hangt vonaterarteten Fragmentgrof3e ab und lag
zwischen 0,5 - 2,0 %. Die Agarose wird zunachstllukufkochen in 1x TBE gel6st.
Nachdem das Gel polymerisiert ist, wird es in diekEEophoresekammer eingehangt und
mit 1x TBE-Puffer Gberschichtet. Zu den einzeln®&N&-Proben und einem passenden
Langenstandard wurden jeull Sybr Green Il (1:200 in DMSO) und 1,6 Loading Dye
gegeben (Gesamtansatzvolumen ul)Ound die Ansatze jeweils in eine Geltasche
pipettiert. Durch die im Loading Dye enthaltenenrbdstoffe, Bromphenolblau und
Xylencyanol, wird das Beladen der Gelkammern enkeic und die Identifikation der
Lauffront, d. h. der ungefahren Laufh6he der cDMANGglicht. Danach wurde mit dem
Voltmeter eine Spannung von 100 - 120 V angelegtdie cDNA-Fragmente wanderten
entsprechend ihrer Lange auf den positiv geladerieol zu. Unter einer
Geldokumentationsstation mit UV-Lampe wurde das etografiert und die

Fragmentlangen im Vergleich zum Langenstandardsaibhggzt.

2.2.2.3 Isolation von cDNA-Fragmenten aus Agaroseige

Mit dem NucleoSpifi Extract Il Kit erfolgte die Isolation von cDNA-Fgaenten aus
Agarosegelen. Das zu isolierende cDNA-Fragment wundit einem Skalpell unter
UV-Licht aus dem Agarosegel herausgeschnitten. &u &elstiick wurden pro 100 mg
Gel 200 ul Puffer NT gegeben und fir 5 - 10 min bei 50 °Guiiert, um das Gel
aufzulésen. Wahrenddessen wurde der Ansatz alle 2 min einmal auf einem
Vortexschittler gemischt. Im nachsten Schritt wurdes Gemisch dann auf eine
NucleoSpiff Extract Il Saule gegeben und fiir 1 min bei 11.g02entrifugiert, um die
cDNA an die Membran der Saule zu binden. Im Weiteggolgte ein Waschschritt der
cDNA mit 600ul Puffer NT3 und anschlieBender Zentrifugation (ih,m.1.000 g). Im
letzten Schritt erfolgte die Elution der cDNA mib 50 ul Elutionspuffer NE (5 mM
Tris/HCI, pH 8,5).

2.2.2.4 Spektrometrische Bestimmung der NukleinsaerKonzentration

Mittels des BioPhotometers von Eppendorf wurden Kiimzentrationen von DNA und
RNA photometrisch bestimmt. Fur die Messung wurdenl der jeweiligen Probe
eingesetzt, in 98 pl did geldost und deren Absorption bei verschiedenenleMéngen
bestimmt. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsdudeygt bei 260 nm. Unter
Berucksichtigung der Verdinnung kann nach der Besting der optischen Dichte (OD)
die Konzentration der Probe bestimmt werden. Eilbggpvon 1 entspricht hierbei einer
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DNA-Konzentration von 5@g/ml.

Der Reinheitsgrad der Nukleinsduren kann anhand Qestienten ORsJ/ODygo
abgeschatzt werden. Bei reiner DNA ergibt sich @uotient von 1,8. Ist die Probe mit
Proteinen oder aromatischen Substanzen verunreergbt sich meist ein Quotient unter
1,8. Ein Quotient Uber 2 deutet dagegen auf eingdoination mit RNA hin.

2.2.2.5 DNA-Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierung wurde von der Firma Seglatrhyefihrt und die Sequenzen
anschlie3end mit dem Programm Chromas 2.31 (wwhntdgsium.com.au) ausgewertet.

2.2.2.6 Spaltung von Nukleinsauren durch Restriktinsenzyme

2.2.2.6.1 Verdau mit EcoR | und Bgl Il

Bei EcoR | und Bgl Il handelt es sich um Restrikienzyme, die an eine fur sie
spezifische Sequenz der DNA binden und diese dhargreatisch spalten. Auf dem Vektor
pSG5 befinden sich Schnittstellen fur diese bellenyme, die es ermdglichen, zwischen
beiden Schnittstellen befindliche Gene oder Seqerer@us dem Vektor herauszutrennen.
Ebenfalls ist es durch den Einsatz von nur einem l@den Enzyme moglich, die
Ringmorphologie des Vektors aufzuspalten und ihn Z%mearisieren. Die
Restriktionsschnittstellen der beiden Enzyme inad®XA-Sequenz liegen zum einen dicht
vor dem Startcodon und zum anderen dicht hinter 8espcodon des Gergoccé Um zu
Uberprifen, ob sich das Gekbcc6 auf dem pSG5-Vektor befand, wurde der Vektor
einmal mit Bgl Il und einmal mit den beiden Redioksenzymen Bgl Il und EcoR |
verdaut. Nach Verdau mit Bgl Il 6ffnete sich diengstruktur des Vektors. Wurde der
Verdau mit beiden Restriktionsenzymen durchgefidgmtstanden zwei Fragmente: Zum
einen die erdffnete Ringstruktur des pSG5-Vektoid zum anderen die Sequenz des Gens
Abcc6é Der Erfolg des Verdaus wurde anhand der Grol3e detstandenen

DNA-Fragmente auf einem Gel analysiert.
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Es wurden folgende Ansatze (Tabelle 2.20) herdested dann bei 37 °C fur zwei

Stunden inkubiert.

Einzelverdau Doppelverdau
0,5ul EcoR 1 (20U/ul) 0,5ul EcoR | (20U/ul)
2ul cDNA(L pg/pl) 0,5ul Bgl 1l (5U/ pl)
2ul Wasser 2ul cDNA( 1 pg/ul)
2ul Universalpuffer 2,5ul Wasser
2ul Universalpuffer

Tabelle 2.20: Reaktionsétze fir Einzel- und Doppelverdau

2.2.2.6.2 DPN1

DPNL1 ist ein Enzym, das methylierte DNA degradibidch Ablauf der PCR erhalt man
ein PCR-Produkt, in dem sich methylierte Origingsge und unmethylierte neu
entstandene Strange befinden. Wird zu diesem AnB&k1 gegeben, werden die
methylierten Originalstrange abgebaut und es riesu#in Endprodukt, das ausschlief3lich
die neu entstandenen Strange enthalt. Dieses Vemgesh z. B. dann notwendig, wenn
mittels PCR Mutationen in eine DNA-Sequenz eingefiligrden sind und man ein reines

PCR-Produkt ausschlief3lich mit mutationstragendein8en bendtigt.
2.2.2.7 Isolation von Plasmid-DNA aug&. coli

2.2.2.7.1 Isolation im analytischen Mal3stab

Zunéchst wird eine LB-Flussigkultur mE. coli angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Ist die Gré3e der angesetzten Kultur Eowgoli relativ klein, verwendet man zur
Isolation der Plasmid-DNA das QIApr&pSpin Miniprep Kit. Tabelle 2.21 gibt die
Zusammensetzung der im Kit enthaltenen Puffer wiede

Die Ubernachtkultur vorE .coli wird zentrifugiert und der Uberstand verworfen.sDa
zurtckbleibende Pellet wird in 250 ul gekuhltemf@uP1 resuspendiert und in ein 2 ml
Tube Uberfihrt. Nach Zugabe von 250 ul Puffer P2 wer Ansatz im Tube gemischt und
daraufhin 350 pl des Puffers P3 hinzugefiigt undderiem mehrmals invertiert. Im
Anschluss wird der Ansatz 10 min lang bei 13.00Gantrifugiert. Der entstehende

Uberstand wird nun in eine im Kit enthaltene QIAp@pin Saule Uberfihrt und erneut fiir
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30 - 60 s zentrifugiert. Die Membran in der Sauiedwun durch 500 pl Puffer PB und
erneute 30 - 60 s Zentrifugation gewaschen. Im staohSchritt erfolgt eine weitere
Waschung mit 750 ul Puffer PE und 30 - 60s Zamjation. Durch eine weitere
einminutige Zentrifugation werden letzte Puffereeatis der Membran entfernt. Die Saule
wird nun auf ein frisches Tube gesetzt. Um die Dal/s der Membran zu l6sen, werden
50 ul Elutionspuffer PE auf selbige gegeben undcldleflend fir eine Minute

zentrifugiert.

Puffer des QIAprep® Spin Miniprep Kit Zusammensetzung
Resuspensionspuffer P1 50 mM Tris-HCL, pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml Rnase A
Lysis-Puffer P2 200 mM NaOH
1 % (w/v) SDS
Neutralisationspuffer N3 3 M Ammoniumacetat, pH B,
Waschpuffer PB Keine Herstellerangaben
Elutionspuffer PE 70 % (v/v) Ethano
Keine weiteren Angaben

Tabelle 2.21: Puffer des QIAprep® Spin mitirep Kits sowie deren Zusammensetzung

2.2.2.7.2 Isolation im préaparativen Mal3stab

Die Isolation von Plasmid-DNA aus gro3eren Kultdwoen vonE. coli erfolgte mittels
des QIAGEN Plasmid Maxi Kits unter Verwendung dédasmid or Cosmid DNA
Purification Using QIAfilterProtokolls. Tabelle 2.22 gibt die Zusammensetalgrgm Kit
enthaltenen Puffer wieder.

Eine Ubernachtkultur von 200 ml LB-Medium mit Bailés wird fir 15 min mit 6.000 g
bei 4 °C abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wanmtschlie3end in 10 ml gekuhlten Puffer
P1 plus RNase resuspendiert. Die Lyse der Zellemgedurch die anschlieRende Zugabe
von 10 ml Puffer P2. Das Lysat wird dann bei Raunpteratur fir 5 min inkubiert. Nach
der Inkubation werden 10 ml vorgekuhlter Puffer Z2Bn Lysat hinzugegeben, um es zu
neutralisieren, und der Ansatz vorsichtig gemisértschlielend wird das Lysat durch
Filtration mittels QlAfilter Maxi Cartridge geklarAuf diese Weise wird das klare Filtrat
vom aus Proteinen, genomischer DNA und Zelltrimnbastehenden, weil3en, flockigen
Préazipitat getrennt. Eine Anionenaustauschersairg mit QBT-Puffer aquibriliert und

das Filtrat auf diese Saule geladen. Die Nukleirs@binden mit ihren negativ geladenen
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Phosphatgruppen an die positiv geladene Matrix Skanle. Die weniger stark negativ
geladenen Proteine binden nicht an die Saule umdriveinigungen werden anschliel3end
mittels zweimaliger Waschung mit 30 ml Puffer QQfemt. Im Anschluss erfolgt die
Elution der Plasmid-DNA mittels 15 ml Puffer QF. eBer Puffer hat einen hohen
Salzgehalt. Durch eine Prazipitation mit Isopropamofolgt die Entsalzung und
Aufkonzentration der Plasmid-DNA. Hierzu werden 51 Isopropanol zu den 15 ml
Eluat gegeben und der Ansatz fur 60 min bei 8.000d 4 °C zentrifugiert. Die im Pellet
verbleibende Plasmid-DNA wird in 2 ml 70 %igem HEtbhgewaschen und fir 10 min bei
12.000 g zentifugiert. Dieser Schritt dient dertedn Reinigung der DNA, bei dem Salze
und niedermolekulare, wasserlosliche Stoffe herwagchen werden. AnschlieRend wird

das Pellet in 300 pl ¥ aufgenommen.

Puffer Zusammesetztung
Puffer P1 (Resuspensions-Puffer): 50 mM Tris-HE,§0
10 mM EDTA

100pug/ml Rnase A

Puffer P2 (Lysis-Puffer): 200 mM NaOH
1 % (w/v) SDS

Puffer P3 (Neutralisations-Puffer): 3 M KaliumadefzH 5,5

Puffer QBT (Aquilibrierungs-Puffer) : 750 mM Nad|

50 mM MOPS, pH 7,0
15 % (v/v) Isopropanol
0,15 % (v/v) Tritoff X-100

Puffer QC (Wasch-Puffer): 1 M NacCl
50 mM MOPS, pH 7,0

15 % (v/v) Isopropanol

Puffer QF (Elutions-Puffer): 1,25 M Nadl
50 mM Tris-HCI, pH 8,5
15 % (v/v) Isopropanol

Tabelle 2.22: Puffer des QIAGEN® PlagirMaxi Kits sowie deren Zusammensetzung

2.2.2.8In vitro Transkription/Translation
Die In vitro Transkription/Translation (IVTT) erfolgte mit deMnT®Quick Coupled
Transcription/Translation Systems (Promega) imitistir Physiologie der Universitat zu
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Lubeck in der Arbeitsgruppe von Dr. Reinhard Depgpin

Die IVTT ist eine Methode, mit der von einer DNA-M&e in vitro das dazugehorige
Protein synthetisiert werden kann. Hierzu wird BieT®Quick Master Mix verwendet, der
alle fur diese Reaktion notwendigen Reagenziend#nthr besteht aus RNA-Polymerase,
Nukleotiden, Salzen, einem rekombinanten RNadRibunuklease Inhibitor und einer
Lésung aus Retikulozytenlysat. Die in der Reaksgnthetisierten Proteine kdnnen auf ein
SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und deren Grol3elsiiElektrophorese bestimmt
werden. Um ein genaueres Ergebnis zu erméglichemy klas Protein mit radioaktivem
[*°S]-Methionin hergestellt werden. Es wird ein Ansatzs 401l TNT®Quick Master Mix,

2 ul [*S]-Methionin und 2 Plasmid-DNA (1ug, pSG5, pSGHbcc6C3H/He pSG5-
Abcc6C57BL/§ hergestellt und mit nukleasefreiem Wasser aué éesamtmenge von
50 ul aufgeflllt. Dieser Ansatz wird fir 60 - 90 minit8® °C inkubiert. Danach kann das
Ergebnis der Translation beurteilt werden. HierZztdwein 1-5ul Aliquot aus dem Ansatz
entnommen und in 200 SDS Sample Puffer gegeben. Das Aliquot wird fOrn@n auf
60 °C erhitzt, um die Proteine zu denaturieren. Aigsem Aligout wird wiederum ein
Aliquot von 5 - 10ul entnommen und auf ein SDS-Polyacrylamidgel auéggn. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte mittels Elektrogse. Zuvor ist es notig, freie
Aminosauren durch Acetonprazipitation zu entfern@fenn die Elektrophorese beendet
ist, wird das Gel fur 30 min mit einer Fixationsldg Uberschichtet, dabei leicht
geschwenkt und anschliel3end getrocknet. Hierzu wgdzunachst fir 5 min in 10 %
Glycerol getrankt, damit es wahrend des Trockneicht nbricht. Auf das Gel wird
anschlie3end ein Blatt Whatman 3 mm Filterpapi¢egieund das Gel dann bei 80 °C im
konventionellen Geltrockner getrocknet. Die radioaknarkierten Proteine kénnen jetzt

mittels Autoradiographie sichtbar gemacht werden.

2.2.2.9 RNA-Isolation aus Zellen oder Geweben miteTrizol® Reagent

Die C3H10T1/2 Zellen wurden auf einer 24-Well-Rdaftusgebracht und kultiviert. Vor
der RNA-Isolation wurden die Zellen zunachst zwdinmat PBS gewachsen. Danach
wurde eine dem Durchmesser des Wells entsprechdedege TrizoP Reagent in jedes
Well gegeben (1 ml Triz8! 3,5cm Durchmesser). Die Zellen wurden mit einem
Zellschaber vom Untergrund abgelost und mehrmalshdiAuf- und Abpipettieren
gemischt. Der Inhalt eines Wells wurde dann jewieilsin Tube Uberflhrt und auf einem
Vortex gemischt. Danach wurde der Ansatz fur 5 ben Raumtemperatur inkubiert und

kurz zentrifugiert, um Zelltrimmer zu entfernenrDierstand wurde in ein frisches Tube
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iiberfiihrt. Gewebeproben wurden in einer ihrer Giifigepassten Menge TriZdteagent
emulgiert. In jedes Tube wurden dann pro 1 ml TfiZh2 ml Chloroform gegeben und fiir
15 s gevortext. Nach einer zwei- bis dreiminttigigkubation bei Raumtemperatur wurde
der Ansatz dann bei 12.000 g und 2 — 8°C fur 1% mentrifugiert. Nach der
Zentrifugation trennte sich der Ansatz in drei Rimasine rote Phenol-Chloroformphase,
eine Interphase und eine farblose wassrige Phas@lidDRNA sich ausschlief3lich in der
wassrigen Phase befindet, wurde diese in ein n&ubg Uberfihrt. Um die RNA zu
prézipitieren, wurden pro 1 ml TriZbl0,5 ml Isopropanolalkohol dazugegeben und der
Ansatz gemischt. Nach einer zehnminutigen Inkubabei Raumtemperatur wurde der
Ansatz bei nicht mehr als 12.000 g und 4 °C fumii@ zentrifugiert. Die RNA bildete
jetzt ein gelartiges Pellet am Boden oder der Wded Tubes. Der Uberstand wurde
entfernt und die RNA mit 1 ml 75 %igem Ethanol prml Trizol® gewaschen. Der Ansatz
wurde gevortext und nochmals bei nicht mehr al€0d.§ und 2 - 8 °C fur 5 min
zentrifugiert. Der EthanolUberstand wurde entfemd das RNA-Pellet fur 5-10 min an
der Luft getrocknet. Das Pellet wurde abschlieRend 0,05 % DEPC-Wasser
aufgenommen.

Um die Reinheit und Qualitat der RNA zu verbessenurde das Trizol-Protokoll mit dem
Rneas§ Mini Kit (Qiagen) kombiniert. Es wurden Phase Ld8kl Tubes verwendet, die
eine bessere Trennung der Trizol- von der Chlorofiitase bewirkten. Die Kontamination
mit DNA oder Proteinen konnte so minimiert werdBas Trizol-Zell-Lysat wurde in die
Geltubes uberfihrt und zentrifugiert. Uber der Gmisht befand sich nach der
Zentrifugation eine wassrige Phase, die die RNA @as Zellen enthielt. Diese Phase
wurde abpipettiert und mit der gleichen Menge 7@ém Ethanol gemischt. Dieses
Gemisch wurde auf die Saulen des Kits Uberfihrt zerrifugiert. Die RNA blieb an die
Membran der Saule gebunden. Es folgten mehrere W¥elsdtte mit verschiedenen
Puffern sowie ein DNA-Verdau durch Zugabe von DNasgkdie Membran, die die RNA
weiter aufreinigten. Zuletzt wurde die RNA in eimis€hes Tube eluiert und die

Konzentration photometrisch gemessen.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Isolation von Proteinen aus Zellen

Um die Proteine aus Zellen isolieren zu kdénnen,denrdie Zellen zunéchst inklusive
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Uberstand mit einem Zellschaber aus dem Well emtfend in ein Tube gegeben. Nach
Zentrifugation setzten sich die festen Bestand@ifeBoden des Tubes ab. Der Uberstand
wurde entfernt. Auf das Zellpellet wurden 250 pllligsis-Puffer gegeben. Dieser wurde
vorher aus 1 N NaOH hergestellt, der mit 10 %igdd&&uf eine Endkonzentration von
0,1 N gebracht wurde. Dieser Ansatz wurde dann emet8tunden auf einem Schiittler bei

4 °C inkubiert, damit die Proteine aus dem Zellgtailelost werden konnten.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde d& Brotein Assdy von BioRad
verwendet. Auf einer 96-Well-Platte wurde zunachste Standardreihe ausgebracht.
Hierfir wurden je 5 pl einer Losung mit den nacbérlden Proteinkonzentrationen in je
zwei Wells pipettiert: 2 x Wasser und einer autgeden Reihe von 0,1-1 mg/ml
(Einzelschritte je 0,1 mg/ml). Auch von den zu ustehenden Proben wurden je 5 pl in je
zwei Wells ausgebracht. Danach wurdenuPeiner 1:50 Mischung aus Lésung S
(BioRad) und Losung A (BioRad) hinzugegeben. Absfldnd wurden in jedes Well
200 pl der Losung B (BioRad) pipettiert. Die Platteirden fur 15 min abgedunkelt
gelagert und spater die Proteinkonzentration deb&r bei einer Wellenlange von 630 nm

im Vergleich zur Standardreihe photometrisch emettitt

2.2.3.3 Immunhistologie

Um die Expression deAbcc6enthaltenden Plasmide in der Zellkultur darzustelle
wurden HEK-Zellen (Engl.: human embryonal kidneyh@chst auf einem Chamber Slide
ausgebracht und anschliel3end unter Verwendung aesféttin Transfection Reagent mit
jeweils 1 ug der drei Varianten des pSG5-Vektoandfiziert (pSG5, pSGBbcce
C3H/He pSG5Abcc6C57BL/G.

Zwei Tage nach der Transfektion wurde der Zellmapet mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit 70 %igem Ethanol fixiert, um ih@and immunhistologisch zu
untersuchen. Fiur die Farbungen wurden die im “@all Tissue Staining Kit* (R&D
systems) mitgelieferten Farbstoffe und Reagenzemvendet. Die Blockung endogener
Peroxidasen erfolgte durch Zugabe von 1 - 3 TropRaroxidaseblock-Losung pro
Chamber Slide und funfmindtiger Inkubation. Diesrwatwenig, da beim Anfarben der
Farbstoff durch eine zugesetzte Peroxidase aktiwed und endogene Peroxidasen das
Ergebnis verfalschen wirden. Nach erneutem WasatiedPBS wurden die Zellen fir
20 min mit 1 - 3 Tropfen/Slide Serumblock (Serunodding Reagent D) Uberschichtet.
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Die Serumblockldsung stammt aus der Spezies, ausdee sekundare Antikdrper
gewonnen wurde und blockiert evetuell andere Bigdatellen auf dem Monolayer.
Hierdurch wird sichergestellt, dass der sekund@ezifisch an den primaren Antikérper
und nicht an den Monolayer bindet. Anschlie3end deuder Monolayer mit dem
monoklonalen primaren Anti-Maus MRP6-S20 Antikorpéanta Cruz, 5 pg/ml)
Uberschichtet und fur zwei Stunden bei Raumtemperakubiert. Dieser Antikdrper ist
gegen das Proteinprodukt des Ge&iscc§ das MRP6, gerichtet. Nach der Inkubation
wurden nicht gebundene Antikérper durch mehrmaligeszweiminitiges Waschen mit
PBS entfernt. Im n&chsten Schritt wurde der Moraddyr 30 min mit dem sekundaren
Biotin-gelabelten Antikérper Donkey-Anti-Goat-IgGR®P Uberschichtet. An diesen
Antikorper ist der Streptavidin-Meerrettich-Percasg-Komplexe gebunden. Diese
Peroxidase aktiviert nach 30-minutiger Inkubationend zugesetzten Farbstoff
3,3'Diaminobenzidin (DAB), der sich dadurch brachli verfarbt. Unter dem
Durchlichtmikroskop konnte anschlieBend beurteilerden, ob die Zellen MRP6

exprimierten.

2.2.3.4 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zur Auftrennungl zum Nachweis von Proteinen
unter Verwendung einer Gelelektrophorese und elmégermembran. Die verwendeten
Gele und Puffer wurden nach den in Tabelle 2.1@Hrésbenen Rezepten hergestellt. Im
ersten Schritt wurden die Proteine, die aus traiesten HEK-Zellen (pSG5, pSGBbcc6
C3H/He pSG5Abcc6-C57BL/p isoliert wurden, in einer vertikalen Gelelektropbse
entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrenntertti wurde in eine vertikale
Gelelektrophoresekammer ein 1 mm dickes, 6,5 %i§ES-Polyacrylamid-Trenngel
gegossen (SDS-PAGE). Dem Ansatz wurden die beidealysator-Redoxsysteme APS
und TEMED zugesetzt, um die Polymerisation des Geldgnitiieren. Die Dichte des
Polyacrylamidgels richtete sich dabei nach derrstagenden Grol3e der Proteine. Um ein
Austrocknen des Gels zu verhindern, wurde es zwwbachit 70 %igem Ethanol
Uberschichtet. Nach Polymerisation des Trenngelsdevulas Ethanol abgegossen, ein
Sammelgel oberhalb in die Kammer gegossen und sbeRkamm eingehangt. Das
Sammelgel wurde daflr verwendet, die Proteine fé@rfalgende Elektrophorese an einer
gemeinsamen Lauffront zu positionieren. Zu den dimproben (30 ug) wurde 3 x SDS
Sample Buffer plus DTT Ladepuffer gegeben, um esmbléiben der Probe in der Tasche
zu sichern. Danach wurde der Ansatz fur 5 min &fQ® erhitzt, um die Proteine zu
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denaturieren und dann auf Eis gestellt. War aushStanmelgel polymerisiert, wurde der
Elektrophoresepuffer in die Kammer gegeben undrdgchen mit den Proben sowie eine
mit dem Precision Plus Protein Standard (BioRadadm:. Als Ladekontrolle wurde
aulBerdemu-Actin in die Taschen gegeben. Da es sich um e2mé&b Protein handelt,
wanderte es im Gel weiter als das zu untersuchbtiRig6. Dies ermdglichte eine separate
Detektion desa-Actins durch einen sekundaren Anti-rabbit HRP 14@Gtikorper (Cell
Signaling Technology) im zuvor abgetrennten untefeil des Gels. Fur 90 - 120 min
wurde eine Spannung von 100 V angelegt, um diedPraliszutrennen. Danach wurde das
Sammelgel entfernt und das Trenngel, in dem siegh Rlioteine befanden fir den
nachfolgenden Blot verwendet. Hierzu wurden dietétne auf dem Elektrophoresegel in
einem Tank Transfer System auf eine Transfer PVDQdrallkan Immobilon-P geblottet.
Beide Membranen wurden dabei parallel zueinandegimn Gestell eingespannt und in
einen mit Blotpuffer gefiullten Tank eingehangt. Fa0 min wurde eine Spannung von
120 V angelegt und die Proteinproben dadurch aaiflldimobilon-P Membran geblottet.
Nach dem Blotvorgang wurden freie Proteinbindurejlest auf der Membran geblockt.
Hierzu wurde sie fUr eine Stunde bei 4 °C in eiféi§e proteinhaltige Magermilchlésung
gelegt.

Nachfolgend wurde der primare MRP6-S20 Antikdrp&ar(ta Cruz—sc5787 Goat,
Verdinnung 1:1000) in eine 5 %ige Magermilchlosgegeben und die Immobilon-P
Membran in dieser Losung uber Nacht bei 4 °C in&ktbiAm nachsten Tag wurde die
Membran 3 x 15 min mit TBS-Tween-Waschpuffer gewas¢ um ungebundene
Antikoérper zu entfernen. Danach wurde die Membiarefne Stunde bei Raumtemperatur
in eine LOsung aus 5 %iger Magermilch und dem seg#ren Donkey-Anti-Goat-IgG-HRP
Antikorper (Santa Cruz—sc2020, Verdinnung 1:20p)eppen und anschlie3end wieder
3 x 15 min mit TBS-Tween-Waschpuffer gewaschen. De¢ektion des Antikdrpersignals
erfolgte mit dem ECL Plus Western Blotting DeteatiBeagent System (Amersh&fj
Hierzu wurde ein Ansatz aus 2 ml Solution A undpb®olution B auf die Membran
gegeben und fur 5min in Dunkelheit inkubiert. Diéhemilumineszenz wurde

abschlie3end mit dem Molecular Imager ChemiDoc >3Stem von BioRad detektiert.
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2.2.4 Zellbiologische Methoden

2.2.4.1 Anzucht von Zellen

Die Anzucht der C3H10T1/2 Zellen erfolgte in dertspnechenden KulturgefalRen im
Brutschrank bei einer Temperatur von 37 °C unte?5CQ,. Die Zellen wurden in
Dulbeccos modified Eagles Medium (DMEM) mit 10 %alem Kalberserum und 5 %
Penicillin/Streptomycin in Kulturflaschen kultivierEntsprechend der mikroskopischen
Beurteilung der Zellen erfolgte alle zwei bis viesige je nach Konfluenzgrad der Zellen

ein Medienwechsel unter sterilen Bedingungen.

2.2.4.2 Subkultivierung von Monolayern

Das Subkultivieren der Zellen erfolgte unter s&riBedingungen. Zunéchst wurde das
verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen einmiaPBS gewaschen. Anschliel3end
wurden die Zellen mit 7 ml vorgewarmten 1 x Tryp&iverschichtet, fur 3 min bei 37 °C
im Brutschrank inkubiert und wahrenddessen regelgnéiinter dem Mikroskop
begutachtet. Dabei war zu beachten, dass die Zeldn langer als 5 min dem Trypsin
ausgesetzt wurden, da dieses dann toxisch fur ellerzwére. Durch das Trypsin I6sten
sich die Zellen vom Boden der Kulturflasche undgegim in den Uberstand. Waren 90 %
der Zellen in den Uberstand gegangen, wurden 1%enjewarmtes DMEM in die
Kulturflasche gegeben. Hierbei neutralisierte dashatene FKS die Wirkung des
Trypsins. Die Zellsuspension wurde in 50 ml Zentygnrohrchen Uberflhrt. Zu diesem
Zeitpunkt wurden 1@l der Suspension abgenommen und in einer Neubaildkammer
die Zellzahl bestimmt. Die Suspension wurde fur ib rhei 1000 g zentrifugiert. Es
entstand ein Zellpellet, von dem der Uberstand sdnggt wurde. Das Pellet wurde in einer
der Zellzahl entsprechenden Menge frischen Mediaugjenommen und auf neue
KulturgefalRe Uberfuhrt. Bei einer Subkultur in Ti7béaschen wurde eine Zellzahl von 2-
4x 10 je Flasche in 20 ml Medium, bei 24-Well-Platten x110° Zellen/Well/ml

verwendet.

2.2.4.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels eiddgubauer Z&dhlkammer. Nachdem die
Zellen wahrend des Subkultivierens vom Untergrubgdesist wurden, wurden 10 der
Suspension entnommen und unter das Deckglaschededdrauer Zahlkammer gegeben.

Unter dem Mikroskop wurden die Zellen gezahlt, sigh in den &ulReren vier Quadranten
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des Zahlfeldes befanden und aus der ermittelteralnder Mittelwert gebildet. Dieser
Wert wurde mit 16 multipliziert und man erhielt die Zellzahl pro Miter. Auf die

Gesamtmenge der Zellsuspension hochgerechnet gigjablie Gesamtzellzahl.

2.2.4.4 Transfektion von Zellen

Zunachst wurden die Zellen auf eine 24-Well-Kultatig subkultiviert und bis zu
60 - 80 % Konfluenz kultiviert. War die erfordefie Konfluenz erreicht, wurden die
Zellen mittels TransFectlf Lipid Reagent und leicht abgewandeltem Protokoll
transfiziert. Es wurden zunéchst zwei Ansatze rstefjfe Zu 50ul serumfreien DMEM
wurde 1ug cDNA gegeben. In einem weiteren Ansatz wurdenuB;PransFectif” in

50 ul serumfreies DMEM gegeben. AnschlieRend wurdenbdilen Ansatze vermischt
und bei Raumtemperatur fir 25 min inkubiert. Daisi es entscheidend, dass der
TransFectif enthaltende zum cDNA enthaltenden Ansatz gegebed wnd diese
Reihenfolge stets eingehalten wird. 1@i0dieses Ansatzes wurden zum Medium jedes
Wells pipettiert. Nach 4, 12, 24 und 48 Stundendeumikroskopisch das Aussehen der
Zellen kontrolliert und bei Bedarf ein Medienwedrserchgefuhrt.

Die Transfektionseffizienz wurde durch Transfekt&niger Zellen mit GFP und spéaterer
Anfarbung der Zellkerne mit DAPI kontrolliert.

2.2.4.5 Kryokonservierung von Zellen

Um auch spater noch auf die Zellen zurickgreifeikduwnen, wurden Stocks angelegt und
bei -196 °C in flissigem Stickstoff eingefroren.néighst wurden die Zellen daftr mit
Trypsin vom Flaschengrund abgeldst und die Zellbastimmt. Die Zellsuspension wurde
zentifugiert und die Zellzahl mit der entsprechendiéenge Einfriermedium auf 5 x 10
Zellen/ml eingestellt. Das Einfriermedium wurde ver aus DMEM + FKS + Pen/Strep
und 10 % DMSO hergestellt. Das DMSO verhinderte Kiistallbildung innerhalb und
aul3erhalb der Zelle sowie die Dehydratation despigsmas. Die Tubes wurden sofort

auf Eis gelagert und am néchsten Tag in flussigeks$off Uberflhrt.

2.2.4.6 Quantitative Bestimmung der Verkalkung mitels Randox Ca Kit

Um die Verkalkung der C3H/10T1/2 Zellen quantitdiestimmen zu kdnnen, wurde das
Randox Ca Kit verwendet. Zunachst wurde das Mediamden Zellen abgesaugt und der
Monolayer einmal mit PBS gewaschen. In jedem Welrde der Monolayer dann mit
500ul 0,6 N HCL uberschichtet und Uber Nacht auf ein8chuttler im Kuhlraum
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inkubiert, um das Kalzium aus dem Monolayer zu hds&m nachsten Tag wurde der
Monolayer mittels Zellschaber abgehoben und mit HGsammen in ein Tube Uberfuhrt.
AnschlieRend wurden die Zellen und der UberstangthdZentrifugation voneinander
getrennt. 12,5l des Uberstandes wurden dann in ein Well eine@fl-Plate-Reader

Platte Uberfihrt und mit 15d einer 1:1 Mischung der zum Randox Ca Kit gehdrige
Lésungen R1 und R2 Uberschichtet. Der Kalziumgelatde photometrisch gegen eine

Standardreihe bei einer Wellenlange von 570 nmtegini

2.2.4.7 Farbungen

2.2.4.7.1 Alizarin Red S Farbung

Die Farbung mit Alizarin Red S ist eine spezifischad sensitive Methode, um
Kalziumablagerungen nachzuweisen. Das Molekul AlizeRed S bindet dabei mit seinen
OH-Gruppen zweiwertige Kationen wie z. B. Kalziumdubildet eine Chelatverbindung.
Amorphe Kalziumablagerungen stellen sich durchedikésmplexbildung intensiv rétlich-
orange dar. Die Alizarin Red S Farbung wurde mind®@steogenesis Quantitation Kit
(Chemicon International) durchgefihrt. Zunachstdeudas Nahrmedium von den Zellen
abgesaugt und der Monolayer zweimal mit PBS geveascAnschlieend wurden die
Zellen mit 10 % Formaldehyd Uberschichtet, fur 16 mkubiert und somit fixiert. Das
Formaldehyd wurde anschlieRend abgesaugt und denolslger zweimal mit
deionisiertem Wasser gewaschen. In jedes Well wdrd@ Alizarin Red S Solution
gegeben und flr 20 min bei Raumtemperatur inkukdiath Ablauf dieser Zeit wurde das
Alizarin Red S entfernt und der Monolayer viermat deionisiertem Wasser gewaschen.
Um die Zellen vor dem Austrocknen zu schitzen, wuardie abschlieRend noch einmal

mit 1 ml Wasser bedeckt und die Verkalkung unten diéikroskop beurteilt.

2.2.4.7.1.1 Quantifizierung der Verkalkung

In einem weiteren Schritt wurde die Verkalkung agadantitativ bestimmt. Hierzu wurden
zu jedem Well 40Q 10 % Essigsaure gegeben und die 24-Well-Plattel@nn Schiittler
fur 30 min inkubiert. Danach wurde der Inhalt eivgslls jeweils in ein Tube Uberfihrt,
kurz zentrifugiert und fir 10 min bei 85 °C inkuttieAnschliel3end wurde der Ansatz fur
5min auf Eis gestellt und danach fur 15 min beiOR0 g zentifugiert. 400l des
Uberstandes wurden in ein frisches Tube Uberflidt mit ~150 Wl Ammoniumhydroxid
neutralisiert. Von diesem Ansatz wurden dann g5 ein Well einer Elisa-96-Well-
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Platte gegeben und gegen eine Standardreihe phiischedie Kalziumkonzentration

ermittelt.

2.2.4.7.2 Calcein-Farbung

Calcein ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der durch Zeimembran lebender Zellen in deren
Intrazellularraum transportiert werden kann undtdor der Lage ist, Kalzium zu
chelatieren. Durch diese Komplexbildung entstehe ejriine Fluoreszenz, die unter dem
Floureszenzmikroskop beurteilt werden kann. Calceiient dem Nachweis von
Verkalkungen in der Zellkultur. Fur die Farbungaviaunéchst eine 100 mM Stammlésung
von Calcein in 0,05 M TBS (pH 9) hergestellt. Daravird durch weiteres Verdinnen mit
TBS eine 0,1 mM Gebrauchslosung hergestellt und Zelen 30 min mit dieser
Uberschichtet. AnschlieRend wird der Monolyer 2ixjéweils 5 min mit TBS gewaschen.
Danach kann eine Farbung der Zellkerne mit DAR}Igén.

2.2.4.7.3 Farbung mit DAPI

DAPI (4’,6-Diamidino-2-Phenylindol) ist ein Fluorssnzfarbstoff, der bevorzugt in der
kleinen Furche der DNA an AT-reiche Regionen bintléénn DAPI mit UV-Licht anregt
wird, fluoresziert es im sichtbaren Bereich in lgabis cyaner Farbe. Der Farbstoff wird
zur Farbung von Zellkernen verwendet und gilt aldABRspezifisch. Fur die Farbung mit
DAPI wird zunachst ein Ansatz aus einem Teil DARtweun Teilen TBS hergestellt.
Der Zellmonolayer wird fir zwei Minuten mit diesensatz Uberschichtet und
anschlielend mehrmals mit TBS gewaschen. Die Haere der Zellkerne kann danach

unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt werden.

2.2.4.8 Etablierung eines Zellkulturmodell zur Untesuchung von Verkalkungs-

prozessernn vitro

2.2.4.8.1 Vorbereitungen
Um ein Zellkulturmodell fur Verkalkungsprozesseetablieren, war es notwendig, einige
Einflussgréf3en zunachst in vorbereitenden Versucaieoptimieren. Dazu wurden einige

Substanzen, die spater verwendet werden solltémrauT oxizitat getestet.
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2.2.4.8.2 Toxizitatstestungen

2.2.4.8.2.1 Toxizitat der Transfektionldsungen

Bevor die C3H10T1/2 Zellen mit den zuvor hergestelPlasmidkonstrukten transfiziert
werden konnten, wurden zunéchst verschiedene Hiai@fislosungen auf ihre Toxizitat
getestet. Hierzu wurden die Zellen bis zu einer8a%igen Konfluenz auf einer 6-Well-

Platte kultiviert. In drei Wells erfolgte die Trdaktion mit Transfektin (BioRad) und in

den anderen drei Wells mit Nanofektin (PAA). StBtlA wurden den Ansatzen eine
entsprechende Menge Wasser zugesetzt. Die Zelledewwnach 4, 12 und 24 Stunden

mikroskopisch beurteilt.

2.2.4.8.2.2 Toxizitat der Vektoren in verschiedeneonzentrationen

Um herauszufinden, ob die Plasmid-DNA toxisch fie dellen war, wurden sie mit
unterschiedlichen Konzentrationen der Vektoren pS&E55Abcc6C3H/He und pSG5-
Abcc6C57BL/6transfiziert. Auf einer 24-Well-Platte wurden di8H10T1/2 Zellen mit
jeweils 1ug, 0,5ug, 0,25ug und 0,1ug der Plasmid-DNA transfiziert und mikroskopisch
beurteilt.

2.2.4.8.3 Auswahl des Verkalkungsinduktors
Um Verkalkungsprozesse in der Zellkultur zu inr@e, wurden dem Medium
verschiedene anorganische Phosphate zugesetzt uinthra verkalkungsinduzierende

Wirkung hin untersucht.

2.2.4.8.3.13-Glycerophosphat

In einem Vorversuch wurden dem N&hrmedium vers@med Konzentration von
B-Glycerophosphat zugesetzt. Danach wurde ermitbeiter welcher Konzentration die
Zellen eine optimale Verkalkung zeigten. Auf eirgr-Well-Platte wurden jeweils vier
Wells mit folgenden Konzentrationen ghGlycerophosphat im Medium far 21 d
kultiviert: 5 mM, 10 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM unéQ mM.

2.2.4.8.3.2 Natriumdihydrogenphosphat

Als weiterer Induktor der Verkalkung diente Natridimydrogenphosphat(NaRa;). Auf
einer 24-Well-Platte wurden jeweils vier Wells miblgenden Konzentrationen
anorganischen Phosphates im Medium fur 21 d kaltiviL. mM, 1,5 mM, 2 mM, 4 mM,
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und 7 mM.

2.2.4.8.4 Ablauf des Zellkulturversuches

C3H10T1/2 Zellen einer Passage zwischen 7-10 wurdenT75-Kulturflaschen
herangezogen bis eine gentigend hohe Anzahl Zetldgramden war, um 24-Well-Platten
mit 5 x 10 Zellen pro Well zu bestiicken. Nachdem eine Konftueon 80 % erreicht war,
wurden die Zellen mittels Transfektin (BioRad) raiher cDNA-Menge von jig/ul pro
Well transfiziert. Nach Ablauf einer Woche wurdele ®latten jeweils zur Halfte weiter
mit Medium kultiviert, das 6 mM Natriumdihydrogerg@phat enthielt, die andere Halfte
der Platte erhielt weiterhin DMEM. Alle zwei biseiliTage erfolgte ein Medienwechsel.
Zu einem Zeitpunkt wurden jeweils sechs Plattencgiitig behandelt. Auf je zwei
wurde der Versuch nach 3 d, nach 7 d und nachii#&keddet. Eine Platte wurde jeweils zur
Isolation von RNA, die andere zur Bestimmung detzKin- und Proteinkonzentration

verwendet. Dieser Versuchsablauf wurde insgesagiindi wiederholt.

2.2.5 Tierexperimentelle Methoden

Um zu Uberprifen, ob sich die vitro ermittelten Ergebnisse auaghvivo zeigten, war es
notwendig, Gewebeproben von Mausen zu untersuchen.

Die Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit dBichtlinien der Deutschen
Tierversuchskommission von Schleswig-Holstein und @enehmigung der lokalen

Aufsichtsbehdrde durchgefihrt (Referenznummer: /04N

2.2.5.1 Tierhaltung

Die Tierversuche wurden von Dr. Zouhair Aherrahrdurchgefiuhrt, der mir die
entnommenen Gewebeproben zur weiteren Untersudihegjel3.

Es wurden die beiden Inzuchtsstam@8H/He und C57BL/6 verwendet, die von der
Firma Charles River (Sulzbach-Rosenberg) bezogedemu Alle Mause wurden in einem
12 h Tag/Nacht-Rhythmus und bei freiem Zugang zusd&¥a und Nahrung in einer
pathogenfreien Umgebung gehalten. Die verwendetbrudg (Altromin 1324-pellet,
Altromin, Lage) enthielt nachfolgende Bestandtell®:% Proteine, 4 % Fett,% Fasern,
7 % Asche, 13,5 % Feuchtigkeit, 0,9 % Kalzium, @Phosphor, 15.000 IE Vitamin A,
600 IE Vitamin D3, 75 mg Vitamin E und 5 mg Kupfer.
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2.2.5.2 Kryopexie des Myokards

Bei der Kryopexie handelt es sich um eine durchtanhduzierte Verletzung des
Myokards (Brunnert und Altman, 1990) durch die ed&ghch ist, unter Ausschluss des
Fettstoffwechsels eine maximale Stimulation dertrdyhen Myokardverkalkung zu
erreichen und den zeitlichen Ablauf der Verkalkwergwicklung optimal zu untersuchen.
Hierzu wurden die Mause zunachst durch eine kusadluraninhalation und eine
intraperitoneale Injektion von AverfiALdsung (250 mg/kg Korpergewicht) anasthesiert.
Danach wurde das Abdomen nach einer Rasur der Héareh eine Inzision der
Rekturscheide entlang der Linea alba ertffnet uedBauchorgane mittels einer Schiene
zur Seite geschoben. Das schlagende Herz wurdeh ddas Zwerchfell hindurch
dargestellt. Ein zuvor in flissigem Stickstoff ak@glklter Metallstempel (Durchmesser ca.
4 mnf) wurde fur 10 Sekunden auf das schlagende Hereggeind so eine Nekrose
induziert. AbschlieRend wurde das Peritoneum mmiz&lknopfnahten sowie die Haut mit
einer fortlaufenden Naht verschlossen. Nach Ablauf einem bzw. von drei Tagen wurde
der Versuch beendet, indem die Mause unter Inbalstiarkose durch cervikale
Dislokation geopfert wurden. Die Herzen der Tierarden enthommen, dann in PBS
gespilt und je eine Gewebeprobe aus einem durckKnyigpexie nekrotischen und aus
einem gesunden Gewebsanteil entnommen. Somit ergalsh fir die weiteren

Untersuchungen folgende Proben (Tabelle 2.23):

Mausstamm Zeitpunkt der Nekrotisches Gesundes Gewebe
Probenentnahme Gewebe
C3H/He 1 d post Kryopexie 3 X 3 X
C3H/He 3 d post Kryopexie 3 X 3 X
C57BL/6 1 d post Kryopexie 3 X 3 X
C57BL/6 3 d post Kyropexie 3 X 3 X
C57BL/6 3 d post Abdominalinzision - 2 X
(Kontrolle) ohne Kryopexie

Tabelle 2.23: Ubersicht tiber in vivo gewonnenen Gbdeproben

Bis zur RNA-Isolation wurden die Gewebeproben irsfigem Stickstoff gelagert.
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2.2.6 Experimenteller Ablauf der Doktorarbeit

Um ein besseres Verstandnis fiur die Zusammenhargre Methoden und den

experimentellen Ablauf wahrend dieser Arbeit zu @gtichen, werden sie im folgenden

Abschnitt noch einmal chronologisch und zusammegéiéa dargestellt.

In vitro Versuche:

Aus der fur DCC-pradisponierte@3H/HecDNA des GensAbcc6 wurde durch
Einfugen von sieben Punktmutationen die DCC-rasisteC57BL/6CDNA
hergestellt. (siehe 2.2.2.1.2)

Die Funktionsfahigkeit der hergestellten Konstrulterde in vitro durch IVTT,
Immunhistologie und Western Blot bestatigt. (si2t#2.8/2.2.3.3/2.2.3.4)

Ein Zellkulturmodell mit C3H10T1/2 Zellen und NagPh, (6 mM) als
Verkalkunginduktor wurde etabliert. (siehe 2.2.4.8)

Die Zellen wurden mit den hergestellten Variantem sbcc6transfiziert und fur
3d, 7 d und 21 d mit NaiRa-haltigem Medium Kkultiviert. (siehe 2.2.4.4 /
2.2.4.8.4)

Die Ausbildung von Verkalkung wurde auf histolodiec und molekularer Ebene
bestéatigt. (siehe 2.2.4.7 /2.2.2.1.3)

Das Ausmal} der Verkalkung wurde quantifiziert.i{ei@.2.4.6 / 2.2.4.7.1.1)

Aus den Zellen wurde RNA isoliert und in cDNA umgleseben. (siehe 2.2.2.9 /
2.2.2.1.4)

Die gewonnene cDNA wurde mittels konventionellerRP@nd real-time PCR auf
die Expression von osteogenen Transkriptionsfaktargersucht. (siehe 2.2.2.1.3 /
2.2.2.1.5)

In vivo Versuche:

Um Aufschluss lber die Expression dieser Trangkmgfaktorenin vivo zu
erhalten, wurden cDNA-Proben aus Mausen der Sta@Bté/He und C57BL/6
untersucht. Diese wurden von Dr. Zohair Aherraheathommen (siehe 2.2.5.2).
Aus den gewonnenen Gewebeproben wurde RNA gewonimen,cDNA
umgeschrieben und mit diesen Proben ebenso wielenitaus Zellen gewonnen

Proben verfahren.
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3. Ergebnisse

3.1 Expression des Gen&bcct bei der Maus

3.1.1 Gewebespezifitat

Um einen Uberblick dartiber zu erha, in welchen Gewebenad GerAbcc6exprimiert
wird, wurden einige Gewebe der Maus (LelNiere, Auge, Milz, Gehn, Haut, Muskel,
Thymus, Magen sowiélerzgewebe nektrotisch und gesund je von SteC3H/He und
C57BL/§ auf die Expression des GelAbcc6 untersucht. Zusatzlich wurde auch

murinemesenchymale Stamielllinie C3H10T1/2 auf die Expession des Gens getes

Herz C3H/He nekrotisch
Herz C3H/He gesund

Herz C57BL/6 nekrotisch
Herz C57BL/6 gesund
C3H10T1/2 DMEM
C3H10T1/2 DMEM

Thymus
Magen

.
]
=
=
(T
=

Wasser
Auge
Gehirn
Haut
Niere
Leber
Muskel

Milz

Abbildung 3.1: Gewebespezifische Expression s Gens Abcc6: Dargestellt ist das Bild eines
Elektrophoresegels. Die PCRodukte einer PCR mit einem Abcapezifischen Prim: (Abcc6_mus)
wurden auf das Gelufgetrager

Es zeigte sich, dass das GAbcc6 am starksten in der Leber und zu einem el
geringeren Aamald in der Niere exprimiewurde (Abbildung 3.1) Auch die murine

mesenchymale Stammzelllinie C3H10T1/2 ze eine leichte Expression des GtAbcc

3.2 Sequezanalyse des GenAbcc6in den MausstammenC3H/Heund C57 BL/6

Die StammeC3H/He und C57BL/6 wurden als Modelle fiidie Untersuchung vo
Verkalkungsprozesseverwende. Der StammC3H/Hewurde dabei als pradisponiert 1
die Entwicklung vondystropher kardialeVerkalkung (DCC),der StammC57BL/6 als
resistent fur DCCidentifiziert. Um eine Vorstellung Uber die Funkiicdes Abcc6
Proteinproduktes zu gewinr, hat die Arbeitsgruppe um Aherrahrou die cDNA G&ns
Abcc6 beider Mausstammsequenziert (Aherrahroet al., 2007). Die Arbeitsgrupp
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konnte dabeiin der cDNA-Sequenz des Stamm&3H/He im Vergleich zum Stamr
C57BL/6 sieben Punktmutatione identifizieren die den Austausch von siek
Aminosaurenim resultierenden MRF zur Folge hattenNachfolgende Tabell3.1 gibt

einen Uberblick tber die Position der gefundenemkBuutationensowie die daraus

resultierenden Aminosaureaustausche zwisC3H/HeundC57BL/6

Position der Aminosaure C3H/He Aminosaure C57BL/6
Punktmutation

23 Serin (S) Arginin (R)

186 Leucin (L) Glutaminsaur (G)
706 Valin (V) Alanin (A)

927 Threonin (T) Isoleucir (J)
1401 Glutamin (Q) Histidin (H)
1448 Valin (V) Leucir (L)
1476 Serin (S) Asparagil (N)

Tabelle 3.1:Aminosaureunterschiede zwischen C3H/He und C57BLUbersicht iiber die Positionen d
in die C3H/HeVariante von Abcc6 eingefigten Punktmutationen et daraus resltierenden
Aminosaureaustausche.

Zur besseren Veranschaulichuisind im nachfolgenden Schenfabbildung 3.2 die
Postionen der Punktmutationen im Gen sowie die Asdnreaustausche noch eini
dargestellt.

S$1476N Q1401H

Abbildung 3.2: Schemtische Darstellung des Gens AbccDargestellt ist ein Schema des Gens Al Die
blauenQuerbalken symbolisieren die Exone des Gens. Diwazen Pfeile markieren die Positionen de
die C3H/HeVvariante von Abcc6 eingefligten Punktmutationen, Biehstaben vor und hinter d
Positionsnummer geben den Aminoséureaustaus.
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3.3 Herstellung eines pSG5-Konstruktesauf eine@3H/He-Hintergrund

3.3.1 Einflgen von sieben Punktmutationen

Die in einen pSG5-Expressionsvektor geklonte cDN&s @sensAbcc6 wurde von der
Firma RZPD in Berlin erworben. Die cDNA entsprackr dSequenz des fur DCC
pradisponierten Mausstamm&3H/He In das Gen auf diesem Vektor wurden unter
Verwendung des Quick Change XL Kits der Firma &gabe die sieben Punktmutationen
eingefligt, um dadurch di@57BL/6Wildtypvariante des Gendbcc6zu erhalten. Hierzu
wurden die in Tabelle 7.1 dargestellten Primer \ezdet.

3.3.2 Sequenzierung der hergestellten cDNA

Nach dem Einfugen jeder Punktmutation wurde deelfende Sequenzabschnitt des Gens
Abccbmittels PCR amplifiziert, die cDNA isoliert und valer Firma SeqlLab sequenziert.
Anschlie3end wurden die Sequenzen mit dem Progr&hromas 2.31 ausgewertet und
Uberprift, ob sich die Mutation im Gen befand. Déehste Mutation wurde jeweils nach
dem gleichen Prinzip eingefligt, bis alle sieben &lahen eingefiigt und di€57BL/6
Variante vonAbcc6 hergestellt worden war. AbschlielRend wurden dragen Varianten
des pSG5-Vektors (pSGBbcc6C3H/He pSG5Abcc6C57BL/G jeweils komplett
sequenziert. Die Sequenz der auf dem Vektor befineih cDNA des Gens mit den
eingeflgten Punktmutationen befindet sich im Anh@hty Sequenz des GeAbccH.

Die nachfolgende Abbildung 3.3 zeigt einen Ausstthaus dem Analyseprogramm
Chromas 2.31 mit dem die Sequenzen auf das Vorhaede der eingeflgten

Punktmutationen tberprift wurden.
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Contig Editor: +106_C12_Wrobel_9-K8_Abc-3F_a

Cons,ﬂl Qual|0 = | ™ Insert | Edit Modes >>| - Culoﬂsl Undol NexlSearcthorrmands >>| Settings >>| Quit | Help >>

« | < | > » |< ] — >
| | l 140 150 140 170 180 190 200 210

+1 _9-K8_Abc-3F_alGAAGCCTGGGTCCAGAACACCAGCYTGGTCGRGAACGTGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGAAAGT]

+2 _10-K8_Abc-3F_|GAAGCCTGGGTCCAGAACACCAGCYTGGTCGRGAACGTGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGARAGT)

+3 _11-K8_Abc-3F_| GAAGCCTGGGTCCAGAACACCAGCATGGTCGAGAACGTGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGALAGT)

" @ GAAGCCTGGGTCCAGAACACCAGCYTGGTCGRGAACGTGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGAAAGT)

|~

+12 K7 Ak ¥ 2)GAAGCCTGGGTCCAGAACACCAGCE TGGICG, LGAACGTGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGALAGT|
+10 _6-K7_Abc-3F_a)GAAGCCTGGGTCCAGAACACCAGCYTGGTCGAGAACGTGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGALAGT)
7-K7_Abc-4R_a|GAAGCCTGGGTCCAGAACACCAGCYTGGTCGRGAACGTGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGALAGT]
6-K7_Abc-4R_a|GAAGCCTGGGTCCAGAACACCAGCYTGGTCGLGAACGTGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGAAAGT)

-6 _8-K7_Abc-4R_a TGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGALAGT]
-7 _9-K8_Abc-4R_a TGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGALLGT]
-9 _11-K8_Abc-4R_| TGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGALAGT]
-8 _10- KB Abe- 4R GCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGAAAGT]

CONSENSUS ---—|GAAGCCTGGGTCCAGAACACCAGCETGGTCG)

JGAACGTGTGCTTCCGGCAGGAACTGGACCTGCCCTGGCTGCAGAAAGT]

:|1- 2| 3l 4| Rows: 1]2| 3 4|5ﬂ I~ Show confidence  Save settingsl [V Compact Clost

\Wrobel_7-K7_Abc-3F_a

J’\“[\/\M MWF\WMV\M/\{ ] QJ'IPWV MXA/W\M/\AA/\/\AWV\/

AMAGCCTGGGTCCAG AACACCAGCGTQEGTCIBAGAACGTGTGCTTCCGGCAGG AACTG
140 150 160 170 180 180

Wrobel_8-K7_Abc-3F_a

e enond] NN

ABAGCCTGGGTCCAG AACACCAGCGTEGCC A AALCGTGTGCTTCCGGCAGG AACTG
140 150 160 170 180 180

Abbildung 3.3: Sequenzausschnitt im Programm Chrom Dargestellt ist ein Screen Shot aus c
Programm Chromas mit dem die Sequenzs Gens Abcc®er blaue Rahmen markiert die Position, an
ein Austausch einer Base stattgefundel Dargestellt ist die Mutation A726V.

3.3.3Transfektion von C3H10T1/2 Zellen mit den Variantenvon Abcc¢

3.3.3.1Bestimmung der Transfektionseffizienzmit dem GFP-Vektor

C3H10T1/2 Zellen wurden mit den hergstellten Kanmgen (pSG-Abcc6C3H/He
pSG5Abcc6C57BL/§ sowie mit dem pSC-Leervektor als Kontroll transfiziert. Zur
Abschatzung der Transfektionseffizienz wurde dienBfektion in einigen Wells
einem GFP-Vektodurchgefuhi (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Transfektion mit dem GFFVektor: Dargestellt sind C3H10T1/2 Zellen h nach einer
Transfektion mit dem GFNektor. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengeféarht die Fluoreszenz |
einer 200fachen VergroRerung unter dem Fluoreszenzmikro&iografiert

Durch das Verhaltnis dbreszierender zu nicHiiioreszierenden Zellen wurde ¢
Transfektionseffizienz abgeschétzt. In den vorliegm Versuchen lag d

Transfektionseffizienz b&C-70 %.

3.3.3.2Molekularer Nachweis der Transfektion

Um zu Uberprifen, ob digbcct-tragenden Vektoren in die Zellen aufgenommen wur
wurde aus ihneRNA gewonnen und icDNA umgeschrieben. Dieseurde danrauf die
Expression des Gemsbcc6 untersucht. Hierbei konnte digative Expression des Ge
Abcc6 von der Expression des transfiziertAbcc6 abgegrenzt werden, dsich die
Sequenzen beidanterscleiden. Durch diese Unterschiede in den Sequenzen kol
jeweils spezifische Primer fir daative @bcc6 mus)und das auf dem pS«Vektor
befindliche Gen Abcc6pSG5)designtwerden. So konnte gezielt untersucht werden
sich nicht nur das zelleigene, sondern auch dasftzgerte Gen in den Zellen befar
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pSG5-C3H/Hel NaH:2Po4
pSG5-C3H/Hel DMEM
pSG5-C57BL/6 NaH:2Po4
pSG5-C57BL/6 DMEM

@ NaH:zPo4

@ DMEM
pSG5 NaH:2Pos
pSG5 DMEM

[
(Y]
=
-
1]
=

Wasser
Leber
Niere

Abccb-pSG5

Abccb_mus

Abbildung 3.5: Molekularer Nachweis der Transfektion: Dargestellt sind zwei Bilder vc

Elektrophoresegelen, auf die die F-Produkte einer PCR zur Uberprifung der Transfek@arfgetrager

sindd steht fur die nicht transfizierten Zell

Durch die PCR mit dem fir das auf dem p:-Vektor befindlicheAbcc6 spezifischen
Primer AbccepSG5)konnte nachgewiesen werden, dass die n das transfizierte Ge

exprimierten. Dasslieser Primer spezifisch fur das Gen auf dem -Vektor ist, kann
daman abgelesen werden, dass bei den beiden Positioken aus Leber 1d Niere keine
Expression ermittelt werden konnte. Im Gnsatz dazu zeigt sich bei Verwendung des

das nativeAbcc6spezifischen Primer(Abcc6 mus)erwartungsgemaeine Expression in
Leber und Niere sowie eine leichte Grundexpressien C3H10T1/2 Zellen selbst

(Abbildung 3.5).

3.34 Bestatigung der Insertion vorAbcc6auf dem pSG5-Vektor

3.3.4.1 Verdau de%/ektors mit EcoR | und Bgl Il

Durch den Verdau des Vektors mit dem beiRestriktionsenzymen EcoR | urBgl 1l
wurde anhand der Grol3e der entstehenden Fragmemi®lkert, ob sich das GeAbcc6
auf dem pSGB5/ektor befanc Beim Einzelverdau mit nur einem der beiden Enz
wurde die Ringstruktur des Vektors gespalten us resultierte ein9,597 kb grol3es
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Fragment bestehend ausearisierterrVektor und dem GeAbcc6 Der Doppelverdau mit
beidenEnzymen ergab zwei Fragme, zum einen den 4Kb groRen pG5-Vektor und
zum anderen das 4,488 grol3e GelAbcc6 Die Abbildung 3.6verdeutlicht, dass sich d
Gen Abcc6 auf dem pSG5-Vektor befand und zwischen den beide
Restriktionsenzymbindungsstellen EcoR | und Bgluf dem Vektor instiert war.

21.226
pSG5-Abcc6
unvollstandiger
Abcc6-cDNA Verdau
(4.497 kb) 5.148
4.268
pSG5
(4.100 kb) 3.570
2.027
1.904
1.584
1.375

Abbildung 3.6:Verdau des Vektors mit EcoR | und Bgl | Dargestellt ist ein Bild einer Gelelektrophore
Aufgetragen sind das Produkt des Verdaus nur nmit Bazym Bgl Il auf der linken und mit beiden Enzy
Bgl Il und EcoR | auf der rechten Sei

3.3.5Bestétigung der Funktionsfahigkeit der hergestellta Konstrukte
Durch das Einfligen der sieben PunktmutationenerC3H/HeVektorvariante von pSG
wurde die C57BL/6 Variante hergestellt. Mittels verschiedener Methodeurden die

hergestellten Konstrukte auf ihre Funktionsfahigkieierpruft

3.3.5.1In vitro Transkription/Translation

In Zusammenarbeit mider Arbeitsgruppe um Dr. rer. r Reinhard Depping ininstitut
fur Physiologie der Universitat zu Lubeck wurdee in vitro Transkription/Translatic
(IVTT) durchgefuhrt. Mit dieser Methode wurde uUberprufty die Transkriptio der
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Genvarianten vom\bcc6 auf demhergestellten Konstrukt zulranslation in ei Protein
fuhrt, dasdie zu erwartende Gréf3e von ca. 165 KkLCt.

170

| Abccé
130

|
[
b
-

£

100

70

R T

55

40

Abbildung 3.7: IVTT-Produkte auf einer Membrar Abgebildet ist eine Membran, auf der die in \ durch
IVTT hergestellten Proteine aufgetragwurden Es zeigt sich, dass die Proteine von A-C3H/He und
Abcc6C57BL/6 wie erwartet die ciche Grol3e von ca. 165 kDa haben.

Mittels der IVTT konnte nachgewiesen wen, dass das Ablesen der Genwnten von
Abccb6zu je einem ca. 168D grof3en Protein fuhrt. Beide Peate halen wie erwartet die
gleiche GrofRe, da sie sich nur durch sieben Amuneséistausche voneinan
unterscheiden.
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3.3.5.21In vitro Bestéatigung der Konstrukte mittels Immunhistologie und Western
Blot

Um die Konstrukte auchn vitro zu testen, wurden HEK-Zellen (Engl.: human embryona
kidney) mit den verschiedenen Varianten des Kok&rpSG5, pSG#&bcc6C3H/He
pSG5Abcc6C57BL/§ transfiziert. Ein Teil der Zellen wurde auf ChasnbSlides
herangezogen und fir eine immunhistologische Féylwenwendet, aus dem anderen Teil

wurden Proteine isoliert und mit diesenein WesElot durchgefihrt.

3.3.5.2.1 Immunhistologie

Die immunhistologische Farbung der transfiziertekK-Zellen mit dem in Ziegen
hergestellten primaren MRP6-S20-Antikorper und deskundaren Donkey-Anti-Goat-
Antikorper ergab eine braunliche Farbung der m@iBH/He und C57BL/6-Abccé
transfizierten Zellen (Abbildung 3.8). Daraus kanmfeschlossen werden, dass das Gen
Abcc6 in den transfizierten Zellen abgelesen und dasltresende MRP6 exprimiert
wurde. Zellen, die nur mit dem Leervektor pSG5 sfemert wurden, zeigten nur eine sehr
leichte braunliche Farbung. Dies spricht dafir, sdase Zellen eine leichte native
Expression des Gergicc6aufweisen.
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Abbildung 3.8: MRP6EXxpression in HEkZellen: Dargestellt sind HEKZellen, die mit den
unterschiedlichen KonstruktefA = pSG5, B = pSG5-Abcc6-C3H/H& = pSGi-Abcc6-C57BL/6)
transfiziert und anschlielend mit einem MIS20 Antikdrper immunhistologisch angeféarbt wur Die
braunlich gefarbten Zellen exprimieren das MI-Protein. Die Zellen wurden in einer 00-fachen
Vergrof3erung unter einedurchlichtmikroskop fotografiel
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3.3.5.2.2 Western Blot

Aus den mit den beideAbcct-Varianten (pSG3Abcc6-C3H/He pSGE-Abcc6-C57BL/B
transfizierten HEKZellen wurden Proteine isoliert, elektrophoretisgabfgetrennt uni
geblottet. So konnte verdeutlicht werc dass in den mit dem Leervektor pS
transfizierten HEKZellen kein MRP exprimiert wurde, wohingegen die mit pS-Abcc6

C3H/He oder pSGHAbcct-C57BL/6transfizierten Zellen beide dd$5kDa groRe MRF

exprimieten. Hieraus konn geschlussfolgert werden, dass das transfiziertestiokt
funktionsfahig warund ausgehend von dcDNA-Matrize das MRP6 hergestellt wur

Wahrend des Western Blots wura-Actin als Ladekontrolle verwenc. Nachfolgende

Abbildung 3.9zeigt die Blotmemtan des Western Blots.
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Abbildung 3.9: Western Blot Membran mitdem MRP6-Protein: Dargestellt ist eine Western BI
Membran. Als Ladekontrollevurde a-Actin aufgetragenProteinproben (pSG5, pS-Abcc6-C3H/He und
pSG5-Abcc6-C57BB) gewonnen autransfizierten HEK-Zellen wurden aufgetragen.
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3.4 Etablierung einedn vitro Zellkulturmodells fur V erkalkungsprozess

3.4.1 Induktion der Verkalkung

Um einen Verkalkungsprozess bei mesenchymalen Steften der Linie C3H10T1/
gezielt zu initiieren, ist ein externer Stimulusfoederlich, der die Zellen in di
Differenzierungsrichtung Osteozyt lenktDie beiden anorganischen Phospt
B-Glycerophosphatind Natriumdihydrogenphosphat (N,Pq;) wurden auf ihre osteogene
Potenz hin untersucht.

3.4.1.1p-Glycerophospha

Verkalkungsprozesse kdnnen dup-Glycerophosphat induziert werden. In dieser Ar
wurden verschieden&onzentrationen getestet und dem Nahrmm von C3H10T1/

Zellen zugesetziNach einer Inkubationszeit von d wurden die Zellen fixiert und m
dem kalziumspezifischen Farbstoff Alizarin Red S angafaDas Ausmald der Farbu

wurde photometrisch bestmt und die Menge an Kalziunfumol) anhand einer

Standardreihe abgelesen.

Abbildung 3.10: Durch g-Glycerophosphat induzierte Verkalkun Die Abbildung veranschaulicht d
durch g-Gylcerophosphat induzierte Verkalkung von C3H10 Zellen nach 21d. Oberhalb der Grafik
sind die entsprechenden Wells der Zellkulturplatieh Alizarin Red S Farbung abgebili

Der Abbildung 3.10 kann entnommen werden, dass die Zugabe 10 mM
B-Glycerophosphat zum Medium der Zelldie starkste Verkalkunbervorrief. Weniger
stark verkalkén die Zellen bei Zugabe vor mM und noch weniger bei 50, 75 u
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100mM. Bei einer Konzentration von 1 mM B-Glycerophosphatvar keine Verkalkung
nachweisbar. Dies watadurch begriindet, dass diese hohe Konzentratiosctoaufdie
Zellen wirkte und diesabstarbe. Es konnte beobachtet werden, dass sich die Venkgl

vor allem an den Randern des Wells ausbildete intdte relativ ausgespart blie

Die in der Alizarin Red SFarbungermittelten Ergebnisse spiegelten siauch auf
molekularer Ebene wieder. Es konnte bestatigt en, dass die Zellen bei eir
B-Glycerophosphatkonzentration von . mM abgestorben sind, da auch das houseke
Gen 18 S nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Die Expmassdes
VerkalkungsmarkersOsteocalcii war bei 5mM und 10 mM-Glycerophosphat ai
starksten (Abbildung 3.11)

B-Glycerophosphat-Konzentration

g § s =T =T T % %
= @ = £ £ £ o Py
S = = 2 R S 3
18S
Osteocalcin

Abbildung 3.11:Molekularer Nachweis dep-Glycerophosphainduzierten Verkalkung:Dargestellt ist ein
Bild einer Gelelektrophorese ¢ PCR-Produkte dePCR mit den Primern fir Osteocalcin. Erkennbar

dass das Gen Osteocalcin in jenen Zellen am s&wkskprimiert ist, die mi5 mM bzw.10 mM img-

Glycerophosphaitedium kultiviert wurdel

Nach der Initiation der Verkalkung dur@-Glycerophosphat wde die Verkalkung de
Zellen durch zwei kalziumspezifischeFarbungenmit Alizarin Red S und Calcei
immuprhistologisch nachgewiesen. Unter dem Durchlichtoskop waren auf den Zellt
kleine braunliche Noduli erkennbar, die sich ineeifrarbung m Alizarin Red S rot
anfarben lieen. Dadurch konnte bestéatigt werdass ces sich bei den ausgebilde
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Noduli um Verkalkungen handelte. Auch eine Farbumgit dem ebenfall:
kalziumspezifischen Fluoreszenzfarbstoff Calceiel fpositiv aus und flhrte zu ein
grinen Fluoreszenz der Noduli. Die Ausbildung demrkdikung in vitro konnte so

immuprhistologisch nachgeesen werden (Abbildung 3.12).

Abbildung 3.12: Immunlistologischer Nachweis dep-Glycerophosphatnduzierten Verkalkung Die

Abbildung zeigt rechtoben eine Durchlichtaufnahme von C3H10 Zellen, die bréanliche Noduli
ausgebildet haben (Apas linke obere Bild zeigt die Farbung der Zelleit Alizarin Red S ud die rote
Anfarbung der Noduli (B)Darunter befinden sich die Aufnahmen der Calceiungen, links nur mit
Calcein (C) und rechtmit einer zusatzlichen Farbung der Zellkerne dubekPl (D). Die Bilder wurden in
100-facher VergréRerungufgenomme.

3.4.1.2 Natriumdihydrogenphosphat

Auch das anorganische Phosphat Natriumdihydrogesmgtta ist dazu geeign,
Verkalkungsprozesse in der Zellkultur zu induzietlm Rahmen dieser Arbeit wurd:
aufsteigend&onzentrationen von Natriumdihydrogenphosgim Medium verwendet un
die Zellen fur 21 dkultiviert. Im Anschluss daramvurde aus den Zen RNA isoliert,
durch Reverse Transkription in cDNA umgeschriebemd unit dieser eine PC
durchgefuhrt. In dieser PCR wurdebenfallsPrimer fur das verkalkungstypische C

OsteocalcinverwendetDie starkste Expression des GeOsteocalcinzeigten Zellen, die
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mit 4 mM und 7mM Natriumdhydrogenphosphat kultiviert wurdéAbbildung 3.13.

NaH,Po,-Konzentration

[ . [ . E
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Abbildung 3.13: Molekularer Nachweis der NabPos,-induzierten Verkalkung: Dargestellt ist ein Bilc
einer Gelelektrophorese détCF-Produkte mit derPrimern fiir Osteocalcin. Erkennbar ist, dass das!
Osteocalcin  in  jenen Zellen am starksten exprimiedt, die mit mM bzw. 7mM

Natriumdihydrogenphosphat im Medium kultiviert wem

Nach der Iniation der Verkalkung durchNatriumdihydrogenphosphat wurde
Verkalkung der Zellerbenfallshistologisch nachgewiesen. Es wurwiederum Alizarin
Red S und Calcein verwenc Auch hier zeigten sichnter dem Durchlichtmikrckop
kleine braunliche Nodulauf den Zelle, die sich in einer Farbung mAtizarin Red S rot

anfarbenikfRen und nach einer Farbung mit Cal grun fluoresziertefAbbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Histologischer Nachweis der Na,Pos-induzierten Verkalkung Die Abbildung zeigt
rechts oben einB®urchlichtaufnahme von C3H10T: Zellen, die braunliche Nodusiusgebildet haben (A).
Das linke oberaild zeigt die Farbung de Zellen mit Alizarin Red Snd die rote Anfarbung der Noduli (.

Darunter befindersich die Aufnahnn der Calceinfarbungen, links nur mit Calc€®) und rechts mit einer

zusatzlichen Farbungler Zellkerne durch DAPI (D)Die Bilder wurden in 1C-facher Vergrof3erung
aufgenommen.

3.5 Einfluss der Varianten des GensAbcc6 auf die Entwicklung von Verkalkung
in vitro

Um den Einfluss der Varianten des GeAbcc6 auf Verkalkungsprozessin vitro zu
untersuchen, wurden C3H10T Zellen mit den verschiedenen Varianten den CAbcc6
transfiziert und die Verkalkung durch Zugabe vimM Natriumdihydrogenphosphat zt
Medium induziert. Natriumdihydrogenphosphat wurde als kiduausgewahlt, des im
Vergleich zup-Glycerophosphat zu eir gleichmaligereVerteilung der Verkalkung i
den einzelnen Wells fluhrt®as Experiment wurde zu drei verschiedenen Zekjan (% d,
7 d und 21d) beendet, um jeweils das Ausmald der Verkalkungesauf molekulare

Ebene die Expression verkalkungstypischer Genentrauchen
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3.5.1Verlauf der Verkalkungsentwicklung
3.5.1.1 Zeitlicher Uberblick

Um die Verkalkung der Zellen ziquantifizieren, wurden eine Kalzi.- und eine
Proteinbestimmung durchgefuhrt. Die Menge des gseme=n Kalziums in pmol wurt
anschlieBend auf die Menge vo mg Protein normalisiert. Diese Bestimmung wu
jeweilsmit Zellen durchgefihrt, die d, 7 d und 21 dnit einem phosphathaltin Medium
oder mit DMEM kultiviert wurden. Bei allen Zellemie mit DMEM kultiviert wurden
konnte keine Verkalkung gemessen werden. Nach Awsiag der Messergebnisse er¢

sichder in Abbildung 3.15 dargeste zeitliche Verlauf deWerkalkungsentwicklun

Abbildung 3.15: Zeitlicher Verlauf der NakPo, induzierten Verkalkung:Nach 3 Tagerwar noch kein
Kalzium in den Zellen messh&tach 7 Tagen entwiclten vor allem die Zellen, dimit einem Vektor (pSG
pSG5-Abcc6-C3/Hed, pSQ@cct-C57BL/6) transfiziert wurdeWerkalkungen. Nach 21 Tagen wa bei
allen Proben starke Verkalkungen messbar ui warenkeine Unterschiede zwischen den Gruppen me
erkennenDie dargestellten Werte sind die Mittelwerte auseils neun Einzelmessungt

Aus den Messungen g sich, dass die phosphatinduziexterkalkung zwischen del
dritten und dem siebten Tag begonnen haben te. In dieser rihen Phase der
Verkalkung scheien noch Unterschiede zwischen den mit untersdbiesii Vektorer
transfizierten Zellen zu bestehen. Nachd warendiese Effekte wieder aufgehoben,in

allen Zellen starke ®rkalkungen messbar waren.
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3.5.1.2C3H/He bedingte Zunahme der Verkalkung rach 7 Tagen

Ein interessanter Zeitpunkt in der Entwicklung Wdarkalkungenin vitro schien somit
nach 7 derreicht zu sein. Aus diesem Grunwrden die Messergebnisse von dies
Zeitpunkt noch einmal genauer analys Dabei zeigte sich, dass die untransfizie
Zellen weiterhin kaum verkalkt waren. Zellen, dend_eervektor pSG5 trugen und sol
die dieC57BL/6Variante trugen, zeigten ein ahnlich starkes Ma¥ankalkung von 9,4.
(pSG5) und 9,13 (pSGAbcc6C57BL/§ umol Kalzium/mg Protein. Zellen, die ¢
C3H/HeVariante vonAbcct trugen, verkalkten mit 13,76mol Kalzium/mg Protein ai
starksten.Um die Signifikanz dieses Unterschiedes in der Wkikng zwischen m
C3H/Heund C57BL/6transfizierten Zellen zu ermitteln, wurde mit deeddwerten eir-
Test gerechnetHierbei ergab sich, dass die Unterschiede im AusuafdVerkalkung
zwischen mit pSG5 und mit pS-Abcc6-C57BL/@ransfizierten Zellen und solchen, «
mit pSG5Abcc6-C3H/Hetransfiziert waren, jeweils signifikant wear (pSG5 vs. pSG5-
Abcc6-C3H/Hep = 0,0063; pSG-Abcc6-C57BL/6/s. pSG5Abcc6C3H/Hep = 0,0058).
Der Unterschid zwischen mit pSG5 und mit pS-Abcc6-C57BL/Gvar mit einem -Wert
von 0,7321 nicht signifikar

Abbildung 3.16: NaHPo, induzierte Verkalkung nach 7d:Diese Abbildung zeigt einevergréfRerten
Ausschnitt aus der Abbildung 3 und fokussiert sictauf die Messung nach 7 Tagen. Die dargeste
Werte sind die Mittelwerte aus jeweils neun Eineskanger
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3.6 Analyse der Expression von Transkriptionsfaktoen der Osteogenesm vitro und

in vivo

Um nédheren Aufschluss dartiber zu gewinnen, auf heelGene dieAbcc6induzierte
Verkalkung Einfluss hat, wurdeim vitro undin vivo gewonnene cDNA-Proben auf die
Expression von Transkriptionsfaktoren untersuchei Bler Auswahl dieser dienten
Transkriptionsfaktoren der Osteogenese als Anhaitgp Es wurde davon ausgegangen,
dass zwischen physiologischen und pathologischakallkeingsprozessen Ahnlichkeiten
bestehen und daher in beiden Prozessen die gleiGeee und Transkriptionsfaktoren

involviert sind. Folgende TranskriptionsfaktorerabElle 3.2) wurden ausgewahlt:

Name des Gens Enseml Transkript ID

Runx2 ENSMUST00000077846
Sox9 ENSMUST00000000579
vdr ENSMUST00000023119
ENSMUST00000029812

Nfkb1l ENSMUST000000106275
ENSMUST000000106276

Twistl ENSMUST00000049089
Msx1 ENSMUST00000063116
Msx2 ENSMUST00000021922
Smad1l ENSMUST00000066091
ENSMUST000000109885

Smad2 ENSMUST00000025453
ENSMUST00000034973

Smad3 ENSMUST000000113930
ENSMUST000000113931

Smad4 ENSMUST00000025393
ENSMUST000000114939

Tabelle 3.2: Untersuelifranskriptionsfaktoren der Osteogenese

Zur Untersuchung der Expression dieser Transknpfaktoren wurde fur dim vitro und

in vivo Analysen der gleiche strukturelle Versuchaufbagearendet. Zunachst wurde die
Expression der Transkriptionsfaktoren in den istdie cDNA-Proben mittels
konventioneller PCR untersucht. Konnte eine Expoestestgestelltwerden, wurde diese

durch eine semiquantitative real-time PCR quamgfiz Um ein reineres und
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spezifischeres igebnis zu erelen, wurde die redlme PCR danachfir einige
Transkriptionsfaktorendie Unterschiede in der Expression gezeigt h; noch einmal

unter Verwendung ein@ntsprechendt FAM-Sonde wiederholt.

Da es sich beDsteocalcii um einen Verkalkungsmarketer Osteoblastenentwicklui
handelt, der erst rela spat im Verkalkungsproze exprimiert wird(Chenget al, 2003),
wurde in den folgendeYiersuche Osteopontirals Verkalkungsmarker verwendet, da jet
mit Proben gearbeitet wurde, onur 7 dphosphathaltigem Medium ausgesetzt w.
Auch die verwendetemn vivc Proben aus dehlerzen von M&usewurden nach einer

Zeitspanne von einem bzw. drei Tagen 1 Kryopexie des Myokardgewonne.

In vitro In vivo
NaH,Po, (6mM) 7d DMEM °
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Abbildung 3.17Molekularer Verkalkungsnachweis miOsteopontin:Abgebildet sind Elektrophoresege
auf die die PCRRrodukte mit dem Primer fur Osteoponund dem Primer fir das housekeej-Gen 18 S
aufgetragen sindd gibt dabei die Zellen an, die nicht transfizieurder.

In der Abbildung 3.17Averder die durch Kalzium-und Proteinbestimmung ermittelt
Ergebnisse bestétigt. Es zeigt sich, dass der kekgstypische MarkeOsteopontinam
starkg¢en in den Zellen exprimiemwird, die zum einen mit phosphathaltigem Medi
kultiviert wurden und zunanderen mit einem Vektor transfiziert wurc Auch in denin

vivo nach Myokardkryopexie gewonnenen Gewebeproben ezeigsich &ahnlich
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Expressionsmuster des Verkalkungsmarkesteopontinmit einer starker ausgepragten

Expression im nekrotischen Gewebe.

3.6.1 Analyse der Transkriptionsfaktorexpressionin vitro und in vivo mittels
konventioneller PCR

Fur die oben beschriebenen Transkriptionsfaktorerden Primer designt und die vitro
undin vivo gewonnene cDNA auf die Expression dieser Faktargarsucht. Fur die PCR
wurden cDNA-Proben verwendet, die aus Zellen gewonmurden, die fir 7 d mit einem
phosphathaltigen Medium oder mit DMEM kultiviert wlen und die mit den
unterschiedlichen Vektorvarianten transfiziert wemd Die in vivo cDNA-Proben
stammten aus nekrotischem und gesundem HerzgewebeMdusstamme€£3H/He
Nachfolgende Abbildung stellt die Expression deranBkriptionsfaktoren in der
konventionellen PCR dar. Die Expression @ Sdiente als Standard und zeigt an, dass
die verwendeten Proben auch cDNA enthalten. Dieclg€tung mit @ bezeichnet die

Zellen, die nicht mit einem Vektor transfiziert vdain.
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In vitro In Vivo
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Abbildung 3.18:Expression osteogener TranskriptionsfaktoreDie Abbildung zeigt 1:Ausschnitte von
Elektrophoresegelerum Test der Expression osteogr Transkriptionsfaktoren in vio und in vivo.
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Die folgende Tabelle 3.3 fasst die in Abbildung&8dargestellten Expressionsergebnisse

zur besseren Veranschaulichung noch einmal zusammen

Expression
Transkriptionsfaktor In vitro In vitro In vitro In vitro
(NaHPo) (DMEM) (nekrotisch) (gesund)
Runx2 + + + +
Sox9 + + + +
vdr + + + +
Nfkb + + + +
Twistl - - - -
Msx1 + + + +
Msx2 - - - -
Smadl + + + +
Smad?2 + + + +
Smad3 - - - -
Smad4 + + + +

Tabelle 3.3: Ubersicht {iber die Expressiosteogener Transkriptionsfaktoren in vitro und irivo.

Aus der Abbildung 3.18 und der Tabelle 3.3 geht vber dass folgende
Transkriptionsfaktorem vitro exprimiert wurdenRunx2, Sox9, Vdr, Nfkb, Msx1, Smadl,
Smad2und Smad4 Nicht exprimiert warenTwistl, Msx2ind Smad3 Im Herzgewebe des
Mausstamme€£3H/He ergab sich das gleiche Expressionsmuster. Somidemin vitro
und in vivo die gleichen Expressionsmuster gefunden. AuRerfilelnauf, dass bei den
in vitro analysierten Proben unabhangig ob die Behandluhghusphathaltigem oder mit

Normalmedium erfolgte, jeweils das gleiche Exprassmuster detektiert wurde.

3.6.2 Analyse der Transkriptionsfaktorexpression nttels semiquantitativer real-time
PCR

3.6.2.1Transkriptionsfaktoren in vitro

Die Transkriptionsfaktoren, die in der konventideel PCR eine Expression gezeigt

hatten, wurden mittels real-time PCR quantitativewsucht. Fir die Auswertung der
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Ergbnisse wurde dieAA Ci-Methode verwendet. Als Referenzproben wurden die
untransfizierten mit DMEM behandelten Proben fdsigte

Die in der konventionellen PCR ermittelte Expressiter Transkriptionsfaktoren konnte
auch in der real-time PCR bestétigt werden. Allegdi ergaben sich zwischen den
unterschiedlich behandelten und unterschiedlich nstraierten Gruppen keine

Unterschiede. Die ermittelten Expressionsniveaus alezelnen Transkriptionsfaktoren
lagen alle in einem Bereich von 0,3 bis 1,39 urdwenkten somit nur leicht um den Wert

1, der dem Expressionsniveau der Referenzprobprants
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3.6.2.2 Transkriptionsfaktorenin vivo

Fur die Analyse der Expression der Transkriptiokisfieenin vivo wurden cDNA-Proben
untersucht, die nach Durchfihrung einer Kryopexis den Herzen von Mausen der
StammeC3H/He und C57BL/6 entnommen wurden. Es wurde jeweils eine Probe aus
gesundem und aus nekrotischem Myokardgewebe enteamBie Entnahme erfolgte
einen und drei Tage nach der Kryopexie. Als Kogrdiente gesundes Herzgewebe einer
Maus des Stamme€57BL/6, bei der lediglich eine abdominale Inzision abein&e
Kryopexie des Myokards durchgefuhrt wurde.

In vivo zeigten sich anders dfs vitro Unterschiede zwischen nekrotischem und gesundem
Gewebe sowie auch zwischen den beiden untersudidmsstdmmenC3H/He und
C57BL/6 Eine Erh6hung der Expression tber das 5-faché @foinduction = 5) wurde als
signifikante Erh6hung festgelegt.

Beim Stamm C57BL/6 zeigten sich im gesunden Gewebe keine Unterschigde
Expressionsniveau einen und drei Tage nach Induktaer Verkalkung durch
Myokardkryopexie. Auch im nekrotischen Gewebe dieS&imme ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gewebeprobmen und drei Tage nach
Kryopexie. Anders verhielt es sich im fur die Entldung einer DCC pradisponierten
Stamm C3H/He Einen Tag nach der Myokardkryopexie konnte scleame leichte
Erh6hung der Expression folgender Gene festgestelitien:Runx2, Nfklbund Smad2 In
nekrotischem Gewebe waren im Vergleich zur Kongroflach 3 d die osteogenen
TranskriptionsfaktorerRunx2 Sox9 Vdr und Nfkb mindestens um das 5-fache erhoht.
Dabei war die Erhohung der Expression vRanx2 mit 30,26 besonders stark. Diese
Erh6hung in nekrotischem Gewebe 3 d nach Kryopewxae gegeniber dem Wert in
nekrotischem Gewebe 1 d nach Kryopexie mit einelvegst von 0,0028 signifikant.
Verglichen mit dem nekrotischen Gewebe des Stam@&&L/6 3 d nach Kryopexie
ergab sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied der Expression vonRunx2
(p = 0,0004).
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4. Diskussion

Das GenAbcc6ist ursachlich fur zwei Erkrankungen: Pseudoxamicelasticum (PXE)
beim Menschen und Dystrophe Kardiale Verkalkung @p®ei Mausen. In letzter Zeit
konnten sowohl beim Menschen als auch bei der Malwere Mutationen im Geibcc6
identifiziert werden, die die jeweilige Erkrankuramuslosen. Die den Erkrankungen
zugrunde liegenden pathologischen Prozesse sitrbjedoch noch ungeklart. Unsere
Arbeitsgruppe hatte einen grof3en Anteil daran,@@asAbcc6als ursachliches Gen fiir die
kardiale Verkalkung bei Mausen zu identifiziererhirahrouet al, 2008). Dabei wurde
beobachtet, dass der Stan@3H/He fir die Ausbildung einer DCC préadisponiert, der
StammC57BL/6hingegen resistent ist und dass sich die Genuarlagider Stdmme durch
sieben Punktmutationen voneinander unterscheidem,zdm Austausch von sieben
Aminosauren im resultierenden MRP6 filhren. Im e@énf untersuchten Stamm
New-Zealand-Blackeigte sich ein verkalkender Phanotyp, es konater nur zwei der

bei C3H/Hegefundenen Mutationen identifiziert werden (unjmibtte Daten).

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein Zellkulturmodéllr Verkalkung zu etablieren.
AuBBerdem sollte ein cDNA-Konstrukt voAbcc6 hergestellt werden, das die sieben
Punktmutationen des fur Verkalkung pradisponieiausstamme€3H/He enthielt. Die
Rolle der identifizierten Mutationen auf die Intten und die Entwicklung von
Verkalkung sollte in diesem Modell funktionell urdacht werden. In unseren Ergebnissen
konnten wir zeigen, dass die Mutationen im @ditc6den Verkalkungsprozess vitro
fordern. In vivo konnten wir den TranskriptionsfaktdRunx2 als Schlusselgen fur
Verkalkung identifizieren und Osteopontin als eurah Runx2reguliertes downstream

Gen.

4.1.1n vitro Zellkulturmodell fir Verkalkung

In vitro Modelle werden in der Forschung fir die Untersugchwnterschiedlichster
Fragestellungen verwendet. Im Allgemeinen kann reagen, dass sie sich besonders
eignen, sehr individuelle und spezielle Fragestgkin zu beantworten. Sie ermdglichen
die Analyse einzelner Aspekte unter Ausschluss wolieer Einflisse. Zudem haben
in vitro Modelle den Vorteil, dass die Versuchsbedingungem kontrollierbar, das

Experiment somit gut wiederholbar und dessen Ergsbrvergleichbar sind. Ein Nachtell
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dieser Modelle besteht in der begrenzten Ubertrkgiiader gewonnenen Ergebnisse auf

in vivo Verhaltnisse.

In dieser Arbeit wurde eimn vitro Zellkulturmodell mit der murinen mesenchymalen
Stammzelllinie C3H10T1/2 etabliert. Diese Zellensiteen eine fibroblastenartige
Morphologie und kdnnen sich nach dulRerer StimulaticOsteozyten, Chondrozyten oder
Adipozyten differenzieren. Zur Differenzierung dellen in die osteogene Richtung
konnen verschiedene Substanzen verwendet werdebgiwgesonders anorganische
Phosphate wig-Glycerophosphat und Natriumdihydrogenphosphat igazim Einsatz
kommen (Giachellet al, 2005a; Giachelli CM, 2001).

In dieser Arbeit wurden zundchst unterschiedlicheonzéntrationen von

B-Glycerophosphat auf ihre verkalkungsinduzierendekMig getestet. Es zeigte sich,
dass die von vielen Arbeitsgruppen zur Induktiom Wderkalkung in der Zellkultur

verwendete Konzentration von 10 nfMGlycerophosphat (Byoat al, 2008) die starkste
Verkalkung hervorrief. Allerdings bildeten sich df@lziumkristalle hauptsachlich in den
Randzonen der Wells mit ungleichmé&Riger Verteilung. Deshalb wurde ein weiter
Versuch angeschlossen, in dem unterschiedliche d&drationen des ebenfalls

anorganischen Phosphates Natriumdihydrogenphogpltegtet wurden.

Im Gegensatz zup-Glycerophosphat liegt das Phosphat bei der Zugabe
Natriumdihydrogenphosphat zum Medium sofort indrdtorm vor und muss nicht durch
ein Enzym abgespalten werden. Von Giachelli CM @afhd Joncet al. (2000) konnte in
einem Modell mit humanen Glattmuskelzellen gezeigtden, dass die Zugabe von 2 mM

anorganischen Phosphates zum Medium die Ausbildandalziumkristallen bewirkte.

Unsere Experimente zeigten, dass eine Zugabe vomM4 bzw. 7 mM

Natriumdihydrogenphosphat zum Medium in den Zelldie starkste Verkalkung
hervorrief. Bei geringeren Konzentrationen von 2 mM Natriumdihydrogenphosphat
konnte dagegen nur sehr wenig Verkalkung beobactetden. Da sich die bei 4 und
7 mM ausgebildeten Kalziumkristalle aul3erdem gi@i&Rig auf die Flache der Wells
verteilten, wurden fir die nachfolgenden Versuchee eKonzentration von 6 mM
Natriumdihydrogenphosphat zur Induktion der Verkalg verwendet. Die Zellen wurden
mit den unterschiedlichen Vektorkonstrukten trazisft und fir jeweils 3 d, 7 d und 21 d
mit phosphathaltigem Medium oder DMEM Medium inketbi Beck et al. (2000)

beschreiben in ihrer Arbeit, dass der Weg von deluktion bis zur Ausbildung von
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Verkalkungen ein gut regulierter Prozess ist, dee Zeitspanne von zwei bis drei Wochen

einnimmt.

Nach einer dreitagigen Inkubation der Zellen miindphosphathaltigen Medium wurde
das Ausmald der Verkalkung zum ersten Mal analysieg zeigte sich bei allen
Zellpopulationen (untransfiziert, mit pSG5, pS&bec6-C3H/He und pSGHAbcc6-

C57BL/6 transfiziert) lediglich ein leichter Beginn eindferkalkungsreaktion ohne

signifikante Unterschiede zwischen den Populationen

Zum zweiten Analysezeitpunkt nach sieben Tagen emiedie transfizierten Zellen im

Gegensatz zu den untransfizierten VerkalkungenRaibei zeigte die Zellpopulation, die
mit der C3H/HeVariante von Abcc6 transfiziert war, eine starkere Verkalkung als
diejenigen Populationen, die mit d€&57BL/6Variante oder dem Leervektor pSG5
transfiziert waren (13,76 um&@H/He vs. 9,42 pmol (pSG5) und 9,13 umGK([7BL/§).

Nach einer dreiwdchigen Inkubation konnte bei allellpopulationen eine starke
Verkalkung beobachtet werden, so dass zwischen alerelnen Populationen kein

Unterschied mehr bestand.

Fur das unterschiedliche Ausmald der Verkalkung gibtmehrere Erklarungsansatze. Es
fallt auf, dass die Zellen nach einer Inkubatioitszen drei Tagen noch nahezu keine
Anzeichen von Verkalkung zeigen. Erst nach einerchéosind deutliche Verkalkungen
erkennbar und es zeigen sich Unterschiede zwiscden mit den einzelnen
Vektorvarianten transfizierten Zellen. AuRerdemgkesich, dass nach drei Wochen alle
Zellen unabhangig davon ob und mit welchem Vekter tsansfiziert worden sind,

verkalken.

Nach einer dreitdgigen Inkubation mit phosphatpafti Medium konnten noch keine
Kalzium-/Phosphatkristalle nachgewiesen werden. sDist wahrscheinlich darin
begriindet, dass die Differenzierung zu osteoblaktdithen Zellen drei Tage nach der
Induktion der Differenzierung durch Natriumdihydemgphosphat noch nicht
abgeschlossen ist. Da die Zellen noch keinen oktst@nahnlichen Phé&notyp ausweisen,
konnten auch noch keine Kalzium-Phosphatkristaltenfert werden.

Die einwOchige Inkubation der Zellen zeigte Untbrede im Ausmald der Verkalkung
zwischen den einzelnen Zellpopulationen. Ein Aspeler diese Unterschiede erklaren

konnte, ist die Transfektion selbst. Es fallt aidss alle Zellen, die transfiziert wurden, zu
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diesem Zeitpunkt verkalkten, diejenige Zellpopwatidie nicht transfiziert wurde, aber
nicht. Eine Erklarung hierfiir kdbnnte sein, dassZkden durch die Transfektion enormem
Stress ausgesetzt sind. Zum einen wird durch diasfektion voriibergehend die Integritat
der Zellmembran gestort, zum anderen nimmt dieeZedue, zuséatzliche cDNA in sich
auf. Diese wird abgelesen und das kodierte Prdtergestellt. Hierzu muss die Zelle im
Vergleich zur untransfizierten mehr Ressourcen nergie aufwenden, die dann weniger
fur die Abwehr von Verkalkungsprozessen zur Verfigyustehen. Die GrofRe des
transfizierten Vektors scheint dabei aber keindeRnoli spielen, denn die mit dem pSG5-
Leervektor transfizierten Zellen verkalkten genastok wie die, die mit dem wesentlich
gréReren pSGBbhcc6-C57BL/6/ektor transfiziert wurden.

Nach einer dreiwochigen Inkubation konnten beiralkellpopulationen Verkalkungen
nachgewiesen werden. Dieser Effekt konnte darirrivetet liegen, dass die Zellen dem
anhaltenden konstanten Reiz des erhohten PhosphatesNahrmedium keine

Abwehrmechanismen mehr entgegensetzen konntensusd eu einer Verkalkung kam.
Da die in diesem Experiment durchgefuihrte Trangakhur eine transiente war, ist es
zudem wahrscheinlich, dass nach drei Wochen deftuBsnder Transfektion nur noch
abgeschwacht vorhanden war, weil die Zellen weniggktoren in sich trugen. Somit ist
der zuvor durch die unterschiedlichen Vektoren beggrufene Effekt zu diesem Zeitpunkt
nicht mehr messbar. Um dies auszuschliel3en, wéié@niig eine stabile beispeilsweise

virale Transfektion der Zellen sinnvoll.

Abschlie3end lasst sich somit nicht erklaren, wadienZellen, die mit dem pSG&bcc6-
C3H/He Vektor transfiziert wurden, nach sieben Tagenkstidverkalkten, als die anders
oder gar nicht transfizierten Zellen. Deshalb suollFolgenden noch einmal naher auf die
Funktion des MRP6 eingegangen werden.

4.2 Hypothesen zur Funktionsstérung von MRP6

Um das unterschiedliche Ausmal3 der Verkalkung 2weisc pradisponierten und
resistenten Mausstammen sowie zwischen den uniedsich tranzfizierten Zellen
verstehen zu konnen, ist es notwendig, die Funkties durchAbcc6 kodierten MRP6

naher zu analysieren.
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MRP6 ist ein ABC-Transporter in der Zellmembran wmdd hauptséchlich in Leber und
Niere exprimiert. Uber seine Funktion ist wenig &ekt. Da zu MRP1 eine 45 %ige
Homologie besteht, geht man davon aus, dass sicih @ie Funktionen beider Proteine
ahneln. Choi (2005) schrieb Uber MRP1, dass esnaallularen Entgiftung mitwirkt und
fur die Resistenz von Zellen gegenuber Chemothatiégaebeteiligt ist. Es wird daher
davon ausgegangen, dass auch MRP6 als Effluxpunbeéet und Stoffwechselprodukte
aus der Zelle eliminiert sowie eine Schutzfunkij@yeniber oxidativem Stress Gibernimmt

(Klement et al., 2005; Matsuzaki et al., 2005).

Es ist zu vermuten, dass sich die Morphologie @&H/He-und derC57BL/6Varianten
des MRP6 aufgrund der sieben Aminosaureaustauscienander unterscheidet und dass
durch diese Austausche unterschiedliche Funktiodea Proteins gestort sind, die
wiederum die unterschiedlich starke Verkalkung dasllen erklaren koénnten. Zur
Funktionsstérung von MRP6 gibt es zwei Erklarungséére. Zum einen ware es denkbar,
dass der Einbau des Proteins in die Zellmembratdigest und zum anderen wére es
madglich, dass der Einbau in die Zellmembran zwankfioniert, die Transportfunktion

aber gestort ist.

* Wirde der Einbau des Proteins in die Zellmembrasttge sein, wirde es im
Zytoplasma der Zelle akkumulieren. Dort wiirde eendaon Proteinasen abgebaut
werden, was erhohten Stress und EnergieverbrauckliéliZelle bedeuten wurde.
Zudem wiurde eine Akkumulation des Proteins innéritdr Zelle einen kompletten
Funktionsverlust bedeuten, da Uberhaupt kein Tahsp den Extrazellularraum

mehr madglich ware.

» Der zweite Erklarungsansatz fur den Funktionsveédes Proteins liegt in der Stérung

des Transportmechanismus trotz korrektem EinbaieiZellmembran.

o Ist MPR6 eine Effluxpumpe und fur die zellulare @iftung zustandig, kbnnte
es bei einer gestorten Funktion zu einer Akkumaltatioxischer Substanzen
im Zellinneren kommen, die die Zelle schadigen wsekundar zu einer
Verkalkung fuhren.

0 Aulerdem ware es denkbar, dass Uber MRP6 ein kerkgdinhibierender

Stoff in den Extrazellularraum transportiert wirdduso die Verkalkung des
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Zellverbandes aktiv verhindert wird. Ist diese Rimk gestort oder das Protein
nicht in die Zellmembran eingebaut (s.0.), werdemkdlkungsprozesse nicht
mehr gehemmt und die Zelle verkalkt.

o Durch die Anderung der Morphologie des Proteinsntémlie Pore des Kanals
auch dahingehend veréndert sein, dass die Trafgpkiton unspezifischer
wird und so das Gleichgewicht zwischen Intra- umxdr&zellularraum gestort
ist.

Um naheren Aufschluss tber die MRP6-Morphologieisalen Einfluss des Austausches
der sieben Aminosauren auf die Funktion des Pretem erhalten, wurde von Frau
Stephanie Tennstedt aus unserer Arbeitsgruppe laersgeron der 3D-Struktur dédcbla
(Mus musculus, PDB-Code: 3G5U_A) eine homologe 3i$ur des MRP6 berechnet.
Die ersten 253 Aminosauren sowie die Aminosaured0B8869 konnten dabei nicht
modelliert werden, da fur diesen Bereich keine geste 3D-Referenzstruktur als
Template zur Verfigung stand. Die erhaltene Strukeigt, dass die Mutationen A726V
und 1947T in der Domain-Domain Region gelegen sindder ATP-Region des Proteins
liegen die Mutationen A726V, S1476N, V1448L und Q1H. Mit Hilfe dieses Modells
wird es mdglich, die Position der Aminosaureausthasinnerhalb des Proteins zu
lokalisieren. Aul3erdem lassen sich auch die Lagebemgen der Aminosduren zu
funktionell wichtigen Bereichen des Proteins wie @€l'P- bindenden Bereichs oder der
Interaktionezone der beiden Proteindomanen dagatefomit erlaubt es die Generation
neuer Hypothesen zur Funktion von MRP6 und ermbglidie Planung neuer

Experimente. Nachfolgende Abbildung 4.1 zeigt dasndlogiemodell von MRP6.
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- Mutation

Abbildung 41: Homologienodell von MRP6: Das dargestellte Modell basiert auf ¢
Roéntgenkristallstruktur deswurinen Abcbla, PC-Code: 3G5UA. Hierbei konnten die Abschnitte -E253
und D8506869 nicht verwendet werden, da fir diese Bereikbi@ entsprechendes Telate in der
Datenbankzur Verfiigung stan Die Positionen der Aminosaureaustausche innerhalb Broteins sind rc

dargestellt.

Um néaher eingrenzen zu kénnen, worin die Funktidngag derC3H/He-Variante des
Proteins genau liegt, sind noch weitere Untersugbnnnotig. Einen ersten Hinwe
darauf, welche der sieben Aminosaureaustauschest#gksten Einfluss hat, gibt d
New-Zealand-BlackausstammWie von Aherrahroet al.2007 mittelsin silico mapping
festgestellt wurdeyerkalkt dieser Mausstamnphanotypisch, hat genotypisch aber

zwei der sieben Punktmutationen des StamiC3H/He V706A und T927l. Diese
Beobachtung legt nahe, dass diese beiden Mutatideangrof3ten Funktionsverlust ¢
Proteins zur Folge habeWeitere Experimente unserer Arbeitsgruppe konnten zu
zeigen, dass die Stabilitvon MRP6 von den beiden Mutationen V706A und T9
weitgehend unbeeinflusst bleibt. Enthélt das Prowierdings alle sieben Mutation
(C3H/H® sind sowohl Funktion als auch Stabiliivon MRP6 gestort (unpublizieri
Daten).
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4.3. Transkriptionsfaktoren der Osteogenese

Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Arbeit bestash@in, genauere Einblicke in den
Pathomechanismus der Verkalkuimgvivo zu erlangen. Aufgrund der Annahme, dass es
zwischen  pathologischen und  physiologischen  Vetkaikprozessen viele
Uberschneidungen gibt, ist es denkbar, dass Trigtiskrsfaktoren der Osteogenese, wie
Runx2, Sox9, vdr, NfkB, Twistl, Msx1, Msx2, Snfaathd2, Smaddnd Smad4in diesen
Prozessen eine Rolle spielen. In dieser Arbeit wurdie Expression dieser

Transkriptionsfaktorem vivo undin vitro untersucht.

Im in vitro Modell zeigte sich bei der Analyse des Expressimesus der oben genannten
Transkriptionsfaktoren kein Unterschied zwischen gt C3H/He und den mitC57BL/6

transfizierten Zellen. Die Expression der Trangkoipsfaktoren lag lediglich auf einem
basalen Niveau. Dies kann dadurch erklart werdess ces sich bei den Zellen um
mesenchymale Stammzellen handelt, die durch diealZgvon Phosphat zum
Nahrmedium in eine osteogene Differenzierungsriofptgedrangt wurden und somit auch
Transkriptionsfaktoren der Osteogenese exprimieBadurch lasst sich auch erklaren,
dass bei beiden Populationen eine Expression vansKriptionsfaktoren gemessen

werden konnte.

Im Gegensatz zunm vitro Modell konntein vivo drei Tage nach der Myokardkryopexie
auf Expressionsebene ein Unterschied zwischen métisstiammen gefunden werden.
Als Proben fur die Untersuchung dienten nekrotisblerkalktes und gesundes
Myokardgewebe von pradisponiertéd3H/He- und resistenterC57BL/6Mausen. Im
Unterschied zumin vitro Modell muss hierbei betont werden, dass beim Mauoss
C57BL/6 keine Verkalkungen nachgewiesen werden konnten. dge Analyse des
Expressionsniveaus fiel vor allem der Transkriptfalktor Runx2auf, dessen Expression
im nekrotischen/verkalkten Herzgewebe des Stam@aki/He drei Tage nach der
Kryopexie um das 10-fache hoher (3,09 (C57BL/6) 86,26 (C3H/He)) als im
nekrotischen Herzgewebe des Stamr@&§BL/6 war. Der TranskriptionsfaktoRunx2
konnte somit bei der Entstehung der Verkalkung @Bpradosponierte@3H/HeMausen

in vivoeine Schlusselrolle spielen.

Fur die Unterschiede dem vivo und in vitro erhobenen Expressionsdaten der

Transkriptionsfaktoren der Osteogenese sind folgdn#tlarungsansatze denkbar.
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FUr dasin vitro Modell wurde die murine mesenchymale StammzedliGBH10T1/2
verwendet und durch Zugabe eines anorganischerpRaies zum Nahrmedium in die
osteogene Differenzierungsrichtung gedrangt. Da dellen dadurch eine
osteoblastenartige Morphologie besitzen, ist esst&medlich, dass sie zu einem
gewissen Grundniveau Transkriptionsfaktoren dere@gtnese exprimieren, welches
in der konventionellen und der real-time PCR gemessurde. Bei diesem Modell
handelt es sich zudem um ein abgeschlossenes Systedem nur der durch die
C3H10T1/2 Zellen selbst hervorgerufene Effekt gesaeswerden kann. Dies ist ein
entscheidender Unterschied im Vergleich zu einem vivo Modell, in dem
unterschiedliche Zelltypen, Mediatoren, Zytokine duriVerstarkersysteme die
Expression von Transkriptionsfaktoren beeinfludg@men.

Die Gewebeproben aus den Herzen der Mause bestahdaptséchlich aus
Kardiomyozyten und Fibroblasten und evtl. einigessidenten Stammzellen. Diese
Zellen exprimieren unter Normalbedingungen wengg ke#ine Transkriptionsfaktoren
der Osteogenese. Die gemessene Expression von kilipsiogisfaktoren der
Osteogenese kann damit aller Wahrscheinlichkeih raach die Myokardkryopexie
und die darauffolgende Reaktion des Gewebes aWelietzung gedeutet werden. Es
konnte durch den von aufRen applizierten starkem BReth zu einer Differenzierung
der residenten Stammzellen in die osteogene Righgekommen sein, die dann durch
die Expression der entsprechenden Transkriptiotmfak zum gemessenen

Ergebnissen beigetragen haben kénnten.

Ein weiterer Faktor, der die Unterschiede zwiscldan in vitro und in vivo
gemessenen Ergebnissen erklaren koénnte, ist dielekriVerkalkungsentstehung. Die
erhohte Phosphatkonzentration im Na&hrmediumidedgtro Modells fuhrte zu einer
metastatischen Verkalkung der Zelleim. vivo wurde durch eine Kryopexie das
Myokard geschéadigt und es kam zu einer Nekrosegdsshadigten Gewebes. Dieses
verkalkte anschlie@end durch dystrophe Verkalkup die Kalzium- und
Phosphatlevel im Plasma im Normbereich lagen. Dienschiedliche Entstehung der
Verkalkungen kbnnte  auch unterschiedliche Regulapoozesse  und
Expressionsniveaus von Transkriptionsfaktoren algé-haben. Bei der Betrachtung
der unterschiedlichen Verkalkungsentstehung mugerdem beriicksichtigt werden,

dass die Kryopexie des Myokards einen wesentliéinksten Reiz darstellt als die
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erhohte Phosphatkonzentration im Medium der ZdilkuZudem kdnnte die Reaktion
auf den Reizin vivo auch durch Zytokine oder Hormone aus anderen Ga&web

potenziert werden.

4.4 Runx2 — Schlisselgen fur Verkalkungsprozessa vivo?

Der TranskriptionsfaktorRunx2 gilt als Schliisselfaktor in der Differenzierungnvo
Osteoblasten und Chondrozyten. Bei der Maus kRgtx2auf Chromosom 17 und hat
daher keine direkte Beziehung zum G&bccq das auf Chromosom 7 lokalisiert ist.
Runx2knock-out Mausen fehlen funktionsfahige Osteolklastnd die Umformung des
Knorpelvorlaufermodells in Knochengewebe durch enchnale Osteogenese sowie auch
der Prozess der direkten Osteogenese sind gebtada(et al., 1999). Beim Menschen
fihren Mutationen inRunx2Locus zur autosomal-dominanten Erkrankung Cleigueate
Dysplasie, bei der die Schliusselbeine nicht ang@egden, die Fontanellen zwischen den
Schéadelknochen sich nicht schlieBen und betrofféméividuen eine sehr kleine
Kdrperstatur sowie eine abweichende Anzahl von élaufweisen (Franceschi und Xiao,
2003). Im Gegensatz dazu konnte in Knochenmetastiseerhhtes Expressionsniveau
von Runx2nachgewiesen werden (Schroederl, 2005). Diese entscheidende Rolle von
Runx2konnten Byoret al (2008) in einenin vitro Modell bestétigen, indem sie durch die
Uberexpression vorRunx2 in glatten GefaRBmuskelzellen einen Verkalkungsgsez
initiieren und diesen durch die Blockade vieaonx2mittels s,PRNA verhindern konnten.
Erhéhte Expressionslevel voRunx2 konnten auch in atherosklerotischen Lasionen
gefunden werden. Allerdings ist noch nicht gekléht,die erhdhte Expression ein Resultat
der Verkalkung in den Gefaflen war oder diese ddieherhohte Expression ausgelost
wurde (Byonet al.,2008). Die Mechanismen tber dreinx2seine Wirkung entfaltet, sind
noch nicht vollstandig aufgeklart. Es ist aber lmeka dass einige Hauptgene fir
Knochenmatrixproteine wie Coll und Osteocalcin Bindungsstellen fir den
TranskriptionsfaktoRunx2besitzen und die Expression dieser Gene dRrgix2induziert
oder ihr Promotor aktiviert werden kann. Bei derelB#ussung dieser Osteoblasten-
typischen Gene scheint enis-Element im Promotor als Bindungsstelle faunx2 zu
dienen (Shirakabet al.,2001).

Runx2 selbst wird dabei wiederum von einigen anderen kldén beeinflusst. Seine
Aktivitat kann beispielsweise durch posttransladien Phosphorylierung oder Protein-

Protein-Interaktion modifiziert werden (Franceseimd Xiao, 2003).Msx2 scheint die

95



4. Diskussion

Aktivitdt von Runx2zu hemmen, wobei diese hemmende Wirkung wiederamDix5
reguliert wird (Shirakabet al.,2001).

Weiteren Aufschluss dartber, in welche Stoffweckiegk der Transkriptionsfakt®unx2
involviert ist und welche Gene er reguliert, gilie drbeit von Fowlkeset al. (2008). In
einem Mausmodell zur Untersuchung des Einflusses fabetes Typ | auf die
Knochenbildung untersuchten sie spezifische osten@#ene. Sie fanden heraus, dass in
Insulin-defizienten Mausen die Expression \Ranx2sowie einiger Targetgene wie u.a.
Metalloproteinase-9 Alkalinische Phosphatasevdr, Osteocalcin, Opnund Osterix
signifikant herabgesetzt war. Durch Insulingaberiterdas Ausmalfi der Expression dieser
Gene wieder auf das Mal3 in Wildtypm&usen angehamden. Im Gegensatz zu diesen
in vivo ermittelten Ergebnissen konnte im vitro Modellen mit Osteoblasten auch nach
langeren Hyperglycamieperioden keine vermindertpréssion vonRunx2und dessen
Targetgenen festgestellt werden. Insulingabe flhrt®itro sogar zu einer verstarkten

Expression voiRunx2

Diese von Fowlkest al. (2008) beschriebenen Unterschiede in der Expnessia Runx2
in vivo undin vitro konnten auch in dieser Arbeit festgestellt werd2ie. komplizierten
Regulationsmechanismen des TranskriptionsfakRumx2scheinen sicln vitro nicht so

darstellen zu lassen, wie sievivo beobachtet werden konnten.

Innerhalb dieser Arbeit wurden die Gewebeproben @ers Herzen vorC3H/He und
C57BL/6 Mausen nach Myokardkryopexie auch auf die Expoession Targetgenen
untersucht, die downstream des TranskriptionsfakRwnx2 liegen, um Erkenntnisse
dartiber zu gewinnen, wiRunx2 Einfluss auf den Verkalkungsprozesss vivo nimmt.
Dabei fanden wir im nekrotischen bzw. verkalktendidgrdgewebe beider Mausstamme
eine erhdhte Expression v@olla2, MMP8, MMP1@nd Opn Die Expressionsmuster der
downstream volRunx2gelegenen Gene waren dabei in beiden Mausstamgheélsnlich.
Eine Ausnahme stellte die Expression vOpn dar, die im nekrotischen Myokard der
C3H/He Mause drei Tage nach Myokardkryopexie ca. um @afisfache hoher als im
nekrotischen Myokard de€57BL/6 Mause war. Dieses Resultat bestatigt die Ergebniss
von Shen und Christakos (2005), die den EinflussTadanskriptionsfaktorRunx2auf die
Expression vorOpn in einem Zellkulturmodell untersuchten. Hierbe2lle sich heraus,
dass der Einfluss vonRunx2 auf die Expression vonOpn durch weitere

Transkriptionsfaktoren wi¥'dr verstarkt werden kann (Shen und Christakos, 2005).
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4.5 Schlussfolgerungen

Die Erkrankungen Pseudoxanthoma elasticum (PXE)ysirophe Kardiale Verkalkung
(DCC) teilen viele Charakteristika. Beide sind &ktope Ablagerungen von Kalzium-
Phosphat-Kristallen bekannt und werden durch Mom&ih im GenAbcc6 verursacht.
SowohlAbcceknock-out Mause als auch die in unserer Arbeitsgeventwickeltéyscalc
Maus wurden alsn vivo Modelle fir den PXE-Phanotyp (lat al, 2008a; Uittoet al,
2010) und den DCC-Phéanotyp verwendet (Kooperatiischen Dr. Aherrahrou und
LeSaux, 2010).

Zur Erklarung des Pathomechanismus und der Furdgiérung von MRP6, der zur
Entstehung dieser ektopen Verkalkungen fuhrt, g#bin der Literatur zwei Hypothesen:
die “PXE-Zell-Hypothese” und die “Metabolische Hypese”.

Die “PXE Zell Hypothese* besagt, dass die Zellenwam PXE betroffenen Gewebe durch
die Mutationen im GenAbcc6 ein defizitires MRP6 exprimieren. Dadurch ist die
Zellaktivitat verandert, was eine Verkalkung nadbhszieht (Li et al, 2008a). In
Fibroblasten von PXE-Patienten konnten verdndesd-Z2&ll-Interaktionen und Zell-
Matrix-Interaktionen  festgestellt werden, die mitine® Veranderung der
Proliferationskapazitat einhergingen. AufRerdem kenein verstarktes Potential zur
Degradation beobachtet werden (Jiab@l, 2009). Diese Hypothese wirde zu einem Teil
auch diein vitro beobachteten Ergebnisse erklaren kdnnen, da sieeuwer lokalen
Storung des Zellverbandes an sich ausgeht, der dandem Gewebe selbst eine
Verkalkung nach sich zieht. Die Zellen selbst exyperen hier das funktionsgestorte
Protein woraufhin sie starker verkalken als soldtiie, das funktionsfahige Aquivalent

exprimieren.

Der Versuchsaufbau in unserer Arbeit bringt esr@ithgs mit sich, dass man nicht sicher
sein kann, dass nicht auch die “Metabolische Hygsel, die im Folgenden erklart wird,
in vitro zutreffend ist. Wirde es durch die Funktionsstgrutes Proteins zu einer
Veranderung der Zusammensetzung sezernierter Eaktkommen, wie es in der
.Metabolischen Hypothese" postuliert wird, kdnntehsdiesesin vitro ja nur auf die

sezernierenden Zellen selbst auswirken, da siet riibbr einen Kreislauf mit anderen

Geweben in Verbindung stehen.

In der “Metabolischen Hypothese® gehendtial. (2008a) und Jiangt al. (2009) davon
aus, dass die Funktionsstorung véicc6 in der Leber zu einer Veranderung der
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Zusammensetzung im Blut zirkulierender Faktorenrtfitie normalerweise Schutz vor
ungewollter Verkalkung gewahren. Kommt es zu eitdmgleichgewicht dieser Faktoren,
resultiert daraus nach einem mehrjahrigen VerlaaifAdisbildung von Verkalkungen des
Bindegewebes. Es besteht eine ortliche Trennungchen verkalkendem Gewebe und
dem Gewebe, das das funktionsgestorte MRP6 exptindianget al. (2009) konnten die
“Metabolische Hypothese" untermauern, indem gMdcc6knock-out Mausen ein
Hauttransplantat vorAbcc6Wildtypmausen verpflanzten, das daraufhin verlalkVurde
Abcceknock-out Mausen ein Stiuck Hautgewebe entnommehAlocc6Wildtypmausen
transplantiert, verkalkte dieses nicht. Diese Rasall lieRen darauf schlielen, dass
zirkulierende Faktoren im Blut der das Transplanabaltenden Mause fir die
Entwicklung der Verkalkung verantwortlich waren.eBé Ergebnisse legten nahe, dass es

sich bei PXE um eine systemische metabolische Ekkirag handelt.

Durch einin vitro Experiment konnten auch Le Saetxal. (2006) die Theorie von PXE als

Systemerkrankung bestatigen, indem sie Fibroblagten PXE-Patienten und gesunden
Spendern mit Seren von PXE-Patienten und gesungendsrn inkubierten und eine
abnorme Morphologie der elastischen Fasern dee@Zé&éobachteten, die mit PXE Serum
inkubiert worden waren. Daraus schlossen sie, dassmmte Metabolite aus dem Serum
der PXE-Patienten hierfur ursachlich waren. Le Satual. (2006) vermuteten deswegen,
dass es sich bei PXE um eine primar systemischeafkiing mit sekundarer

Manifestation im Bindegewebe handelt.

Jianget al. (2009) postulieren folgende mdgliche Verbindungseiven der “PXE-Zell-
Hypothese" und der “Metabolischen-Hypothese”. Siaan davon aus, dass zirkulierende
Plasmafaktoren oder ein Mangel/Fehlen dieser Faktatas metabolische Profil der
Target-Zellen z. B. der Fibroblasten im peripheBamlegewebe beeinflussen und so einen

Prozess auslosen, der dort zur ektopen Verkalkiimg. f

4.6 Ausblicke

Ein Ziel fur die nahere Zukunft muss es sein, weit€eErkenntnisse uber die
Funktionsstérung von MRP6 zu erhalten und die Raktau identifizieren, die im Serum
von PXE-Patienten im Ungleichgewicht sind und zer8bhie3ender ektoper Verkalkung
fuhren. Durch die Identifikation dieser Faktoren ravdes eventuell moglich, neue
Strategien fur die Behandlung von PXE zu entwick&la die ektopen Verkalkungen bei
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PXE-Patienten zumeist erst in der zweiten undarittebensdekade auftreten, konnte bei
frihzeitiger Diagnosestellung die volle Auspragutey Erkrankung verhindern werden,
indem die Faktoren im Serum wieder ins Gleichgetvigbbracht werden (Jiargg al.,
2009). Es gibt unterschiedliche Arbeitsgruppen, diigan arbeiten den Metaboliten zu
identifizieren, der Uber MRP6 transportiert wirdduder ursachlich fur die Ausbildung
ektoper Verkalkungen bei PXE-Patienten ist. Um Ahfgss dartber zu gewinnen, welche
Metabolite Uber MRP6 transportiert werden, wurde @&truktur von MRP6 naher
betrachtet. Auf Grund von Analysen der Strukturhtoge zu anderen ABC-
Transportproteinen v. a. Zdbcclvermuteten Jiangt al. (2009), dass MRP6 als Efflux-
Transportprotein arbeitet und mit Glutathion komgutg Anionen oder Vitamin K-
Derivate als Substrate transportiert. Zu diesenvatn zahlt v. a. die reduzierte Form von
Vitamin K, KH,, das ein obligatorischer Co-Faktor geGlutamyl-Carboxylase ist. Dieses
Enzym ist u. a. auch fur die Aktivierung des Vekkaigsinhibitors Matrix-GLA-Protein
zustandig. In Hautlasionen von PXE-Patienten uxiatc6knock-out Mausen wurde
Matrix-GLA-Protein gefunden, das untercarboxyliertd somit inaktiv war (Uitteet al,
2010). KH besonders in seiner mit Gluthathion konjugiertearnk konnte somit ein
Substrat von MRP6 sein, das in der Peripherie diberAktivierung von Matrix-GLA-

Protein eine ektope Verkalkung verhindert.

Ein weiteres Molekll, das einen Einfluss auf dietviicklung von Verkalkungen bei
PXE-Patienten haben kénnte, ist der Verkalkungbitdn Fetuin-A. Jianget al. (2007)
fanden im Serum von PXE-Patienten eine um ca. 3@e¥ngere Konzentration von
Fetuin-A verglichen mit dem Serum gesunder ProbanHendiget al. (2006) entdeckten
weiterhin, dass das Fetuin-A-Level im Serum vonPXE-Patienten verwandten Personen
intermediar zwischen dem Level von gesunden Pradanchd dem von PXE-Patienten
lag. Uitto et al. (2010) stellen dazu die Uberlegung an, dass diedoHEmg der
Fetuin-A-Level im Blut von PXE-Patienten den ektopéerkalkungen entgegen wirken
konnten. In einemAbcceknock-out Mausmodell flihrte das Einbringen einesui-A
cDNA tragenden Expressionsvektors mit leberspetiisn Promotor zu einer

Verringerung der Verkalkung.

Einige Arbeitsgruppen arbeiten auch daran, Strategiu entwickeln, mit denen die
Transportfunktion vonAbcc6 wieder hergestellt werden kann. Dies konnte dutteb
Einbringen von Stammzellen gelingen, die das Piatehaben, sich zu Hepatozyten mit

funktionsfahigem MRP6 zu differenzieren. Ein anderd/eg bestinde in der
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Transplantation einer Leber oder eines Leberlapgemss Spenders, der nicht an PXE
leidet. Alle diese Ansatze mussen jedoch noch sgadehnten préklinischen Studien am
Tiermodell auf ihre Anwendbarkeit und Funktionstiteit Uberpruft werden (Uittet al,
2010).

Eine weitere mdgliche Behandlungsstrategie bietet Modifikation der Erndhrung.

LaRussoet al. (2009) konnten durch die Zugabe von Magnesium Ztunter die

Ausbildung ektoper Verkalkungen babccéknock-out Mausen bis zu einem Alter von
sechs Monaten verhindern. Ein hoher Gehalt vonidazund Phosphat in der Nahrung
verstarkt hingegen das Ausmald der Verkalkungentqéit al, 2010). Durch diese im
Tiermodell gewonnenen Erkenntnisse konnte zukirdtige speziell fiur PXE-Patienten
zugeschnittene Diat entwickelt werden, die das wstgh der Verkalkungen moéglichst

lange hinauszdgert.
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5. Zusammenfassung

Verkalkungsprozesse spielen eine entscheidende e Rati der Entwicklung

unterschiedlicher Erkrankungen. Hierbei sind vEskrankungen des kardiovaskularen
Systems wie Arteriosklerose und koronare Herzkraiikilsowie deren Folgen, der
Schlaganfall und der Myokardinfakt zu nennen, deseli Krankheitskomplex in der

westlichen Welt die Statistik der Todesursacheiiltamf

Das GenAbcc6hat Einfluss auf die Regulation von Verkalkungzessen und kodiert fur
das multidrug-resistent-protein MRP6, einen ABCrBg@orter in der Zellmembran, der
hauptséachlich in der Leber und der Niere exprimird. In dem fur Dystrophe Kardiale
Verkalkung (DCC) pradisponierten Mausstar@3H/Hekonnten im Vergleich zum DCC-
resistenten Stamm@57BL/6sieben Punktmutationen im Gé&mcc6gefunden werden, die
zum Austausch von sieben Aminoséauren im resultteeMRP6 fuhren. Das Geékbcco

konnte als urséchliches fiir DCC identifiziert warde

Beim Menschen fihren unterschiedliche Mutationen Gan Abcc6 zu der seltenen
genetischen Erkrankung Pseudoxanthoma elasticunk)(PBei dieser Erkrankung sind
verschiedene Gewebe, hauptsachlich in Haut, Auged GefalRen, von abnormen

Verkalkungen betroffen.

Ziel dieser Arbeit war es, eim vitro Zellkulturmodell fir Verkalkung zu etablieren und
den Einfluss der DCC-pradisponiertét3H/He- und der DCC-resistente@57BL/6-
Variante vonAbcc6 in diesemin vitro Modell zu untersuchen. Die Wildtyp-cDNA-
Variante (C57BL/§ sowie die sieben Punktmutationen enthaltende ciMdAante
(C3H/He des Gens wurden zunéachst hergestellt und in gu&B5-Expressionsvektor
eingebracht. Dieser wurde durch Transfektion inineumesenchymale Stammzellen der
Linie C3H10T1/2 eingebracht und die entsprechendav@riante somit Uberexprimiert.
Ein Verkalkungsprozess wurde durch die Zugabe waorganischem Phosphat (6 mM
Natriumdihydrogenphosphat) zum N&hrmedium induzibds Ausmald der Verkalkung
wurde nach Ablauf von drei, sieben und 21 Tagertgrhetrisch bestimmt und die RNA
zur Analyse der Genexpression gewonnen. Nach Aealgs zeitlichen Ablaufs konnte
nach drei Tagen keine Verkalkung nachgewiesen werlae beginnende Entwicklung
von Verkalkung lief3 sich nach sieben Tagen beokacnd weitete sich bis zum 21. Tag
stark aus. Als interessanter Zeitpunkt fir eineagene Analyse wurde der Zeitpunkt nach
sieben Tagen ausgewahlt. Zu diesem Zeitpunkt zeigté dem pSG5-Vektor und mit
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pSG5Abcc6-C57BLB-Vektor transfizierte Zellen ein &hnliches Ausmatd®h Verkalkung
(pSG5: 9,42 pmol, pSGAbcc6-C57BL/6 9,13 umol). Interessanterweise wiesen die
Zellen, die mit pSGHbcc6-C3H/Hetransfiziert wurde, mit 13,76 umol eine starkere
Verkalkung auf. Die um das 1,55-fach erhdhte Védag bei mit pSG5Abcc6-C3H/He
transfizierten Zellen war im Vergleich zu mit pS@bec6-C57BL/@ransfizierten Zellen
signifikant (p = 0,0058). Der Einfluss der Subgtdn von sieben Aminosauren im MRP6
des Mausstammeé33H/He auf die Verkalkung konnte in dieser Arbeit somithin vitro

bestatigt werden.

Um genaueren Aufschluss UUber den der Verkalkung rundg liegenden
Pathomechanismus  zu  erhalten, wurde das Expressieast einiger
Transkriptionsfaktoren der OsteogeneBair(x2, Sox9, Vvdr, MB, Twistl, Msx1, Msx2,
Smadl, Smad2, SmadBd Smad in vitro undin vivo mittels real-time-PCR untersucht
und miteinander verglichen. Ala vivo Proben dienten dabei Myokardgewebe des DCC-
padisponierten Mausstamm€8H/He und des DCC-resistenten Stamn@&s7BL/6 Um

die Verkalkung des Myokards zu induzieren, wurdeanhst eine Myokardkryopexie
durchgefuhrt und anschlieBend nach Ablauf von eibem. drei Tagen Gewebeproben

von gesundem und verletztem Myokard gewonnen.

In vitro zeigte sich lediglich eine basale Expression dentersuchten
Transkriptionsfaktoren ohne Unterschiede zwischem dlie C3H/He und den die
C57BL/6Variante von MRP6 exprimierenden Zellen. Auch #ang sich keine
Unterschiede zwischen Zellen, die mit DMEM und bkelt Zellen, die mit

phosphathaltigem Medium kultiviert wurden.

In vivo konnte Runx2 als Schlisselgen fiir die Regulation von Verkalkpnggessen
identifiziert werden. Drei Tage nach Myokardkryojgekonnte im verletzten Herzgewebe
des Stamme<3H/He eine im Vergleich zur Kontrolle um das 30,26-faemhéhte
Expression vorRunx2gemessen werden. Aul3erdem konnte eine geringeegsipn von
Sox9, vdr, NfkB, Msx1l, Smadl, Smad@nd Smad4 gemessen werden. In einem
Folgeversuch wurde zusatzlich die Expression Ranx2downstream Genen untersucht.
Hierbei zeigte sich in beiden Mausstdmmen einelgenBxpression vofolla2, MMPS,
MMP13 und Opn Das Expressionsniveau und -muster war dabei ideheStdmmen
ahnlich. Eine Ausnahme bildete die Expression@pn, die im nekrotischen Myokard des

Stamme<3H/Heim Vergleich zum Stamr@57BL/6ca. sechsfach erhdht war.
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7.1 Sequenz des Gersbcc6

Die Sequenz der cDNA des Gemsbcc6 wurde vom Ensembl Genome Browser
heruntergeladen. Rot markiert sind die Positionesr dPunktmutationen in der
cDNA-Sequenz und am rechten Rand der dazugehomg@adsaurenaustausch sowie die
Position der Mutation im resultierenden MRP6 angege Rot unterstrichen sind die zur
Sequenzierung verwendeten Primer. Start- und Stigpesind hellblau unterlegt.

TGTGCTGTCTCATCATTTTGGCAAAGAAT TGTAATACGACT CACTATAGGGOGAATTCGC
CACCATGAACEIBBGGCAGAAGCAT GBOCACCCCT GGCGAGCAGT GTGOCGGECCTGAGAGT ABG
GT GGAACCAGACCGAGCAGGAACCT GCOGCCT ACCACCT GCTGTCCCT GTGCT TCGTGAGS23R

AGCTGCATCTTOCTGGGTGOCCOCTAT GTACCT GTGGGT GCTGBGOCCTATCTATCTGCT
CTACATCCACOGGCAT GGACGGT GTTACCT GCGGAT GAGCCACCT GTTCAAGACCAAGAT
GGTGCTCGGGCT GACTCTGATCCTGCTGT ATACCT TCAACGT GGOCGT GOOCCTGTGROG
GATCCACCAGGGOGT GOCT CAGGCOCCOGAGCT GCTGATCCACCOCACCGT GTGGCTGAC
CACCATGAGCTTCGCCACCT TTCT GATCCACAT GGAACGGCGGAAGGGECGTGOGGAGCAG frimr2
CGGCGTGCTGTTCGGCTACTGGCT GCTGT GCT GCATCCT GCOCGGCAT CAACACCGTGCA
GCAAGCCAGCGCOGGCAACHIIBCGGCAGGAACCOCT GCACCACCT GGOCACCTACCTGTG TR
CCTGAGCCT GGT GGT GECOGAGCT GGTGCT GT CCT GOCT GGT GGACCAGOCCCCCTTCTT  Lisek
CAGCGAGGACAGOCAGOCCCT GAACCOCT GOCCT GAGGOCGAGGOCAGCT TCOCCAGCAA brimer2 R
GGCCATGTTTTGGT GRECCAGOGGOCT GCT GT GECGGEGECTACAAGAAGCTGCTCGRCCC
TAAGGACCT GT GGAGCCT GGECOGGGAGAACAGCAGOGAGGAACT GGTGT COCAGCT GGA
ACGGGAGT GEOGEOGGAGCT GCAACGECCT GOCOGGOCATAAAGGOCACAGCT COGTGRG
AGOCCOCGAGACCGAGGOCT TCCT CCAGOCT GAGOGGAGCCAGAGAGGOCCOCTGCTGCG
GGOCAT CTGGOGGGT GTTCAGAAGCACCT TOCT GCT GBGCACCCT GTCCCTGGTGATCAG
CGACGCCTTCOGGT TOGCOGT GOCCAAGCT GCTGT CTCTGT TCCT GGAGT TCATGGGCGA
CAGAAACAGCAGOGCCTGGACCGGCT GBCT GCTGROCGT GCTGATGT TCGOCGCTGOCTG
CCTGCAGACCCT GT TCGAGCAGCAGCACAT GTACCGGEGOCAAGGT GCTGCAGATGOGGCT i mrz-o ¢
GOGGACCGCCAT CACOGGOCT GGT GTACCGGAAGGT GCTGGT CCT GTCTAGCGGCAGCCG
GAAGT CCTCTGCOGCOGGAGAT GTGGT GAACCT GGT GT COGT GGACAT CCAGOGGCTGRC
CGAGAGCATCAT CTACCT GAACGGCCT GTGGCTGCTGT TCCTGTGGATCTTCGTGTGCTT #rimrz-a
TGTGTATCTGT GECAGCT CCTCGGACCCAGCGCOCT GACCGCOGT CBCOGTGTTCCTGAG
CCTGCTGOCCCT GAACTTCTTCATCACCAAGAAACGGGGCT TCCAT CAAGAGGAGCAGAT
GAGGCAGAAGGCT TCOOGGECT CGGCT GACCAGCAGCAT GCT GAGGACCGT GOGGACCAT
CAAGAGCCACGGCT GGGAGCACGCCT TTCT GGAACGGCT GCT GCACAT COGGGGECCAGGA
ACTGAGCGOCCT GAAAACCAGCACCCT GCTGTTCAGOGT GTCTCTGGTCTCCTTTCAAGT
GTCCACCTTCCT GGT GECOCT GGETGGTGT TTGOOGT GCACACCCT GGT GGOCGAAGATAA

CGCT AT GGACGCOGAGAAGGCCT TOGT GACCCT GACCGT GCTGTCCATCCTGAACAAGGC
CCAGGCCTTTCTGOCCTTCAGOGT GCACT GCATOGT GCAGGOCAGAGT GAGCTTCGACAG
GCTGGCCGCCTTOCT GTGTCT GGAAGAGGT GGACCOCAACGGCAT GATCGOCAGCAACAG
COGGOGGAGCAGCAAGGACCGGAT CTCOGT GCACAACGGCACCT TCGOCT GGTCCCAGGA
AAGCCOCCOCT GCCT GCACGGCAT TAAT CT GACOGT GOCOCAGGGAT GOCTGCTCGCTGT i e
GGT GGGCOCT GT GGGAGCCGGCAAGAGCAGOCT GCT GT COGOCCT GCTGRECGAACT GCT
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GAAGGT GGAGGGCAGOGT GAGCAT CGAGGGCT COGT GROCT ACGT GCCACAGGAAGCCTG
GGTCCAGAACACCAGOGT GBBBGAGAACGT GT GCTTCCGGRCAGGAACT GGACCTGOCCTG diC
GCTGCAGAAAGT GCT GGACGCCT GOGCOCT GBGRCAGCGACGT GROCT CCT TCOCT GOCGGA726V
CGTGCACACACCCAT CGGOGAGCAGGGCAT GAACCT GAGCGGCGGACAGAAGCAGAGACT  primers
GAGCCT GGCCAGGGCOGT GTACAAGAAGGCT GCAATCTAT CTCCTGGACGACCCCCTGRC
CGOCCT GGATGCOCACGT GAGOCAGCAGGT GTTCAAGCAGGT GATCGECOCCT CCGRCCT
GCTGCAGGGCACCACAAGGAT CCT GGT CACCCACACCCT GCACGT GCT GCOCCAGGOCGA
CAGAAT CCTGGT GCT GBCCAAT GGCACCAT CGOCGAGAT GGGCAGCTACCAGGACCT GCT
GCAGOGGAACGGOGCOCT GET CBGOCT GCT GGACGGOGCCAGACAGCCT GOCGECACCCA
CGACGCCGCCACCT COGACGACCT GBGOGGCT TOCCTGROGGAGGACGCCOCACCTGCAG
GOCCGACOGGOCCAGACCT ACCGAAGCOGOCCCT GTGAAGGGCOGCAGCACCT CCGAGGT  primera_r
CCAGAT GGAAGCCAGOCT GGACGAT CCOGAGGCTACCGGECT CACAGOCGAAGAGGACAG
CGTGAGATACGGOOGEGT GAAGHIIBACAAT CTACCT GAGCTACCT GOGCGOCGTGGGCAC AIC
COCTCTGTGCACCTACACCCTGTTTCTGT TTCTGT GTCAGCAGGT GGOCAGCT TCAGCCAI947T
GGGCTAT TGGCT CTCTCT GT GGECOGACGACCOOGT GGT GGACGECOGGCAGATGCACGET primera R
CGOCCT GOGGGRGCT GRGT GTTOGRGECT CCT GRGCT GOCT GCAGGOCATCGECCTGTTCRC
CAGCAT GGCCGCOGT GTTTCT GBGOGGAGCCAGBGOCT CCGGACT GCTGT TCOGGT CCCT
GCTGTGGGACGT GGCCAGAAGOCCTATCGGCT TCT TCGAGCGGACCOOCGT GRGRCAACCT
GCTCAACAGGTTCTCCAAAGAAACCGACACOGT GGACGT GGATATCCOCGACAAGCTGOG

GAGCCTGCTGACCTACGCCTTOGGGECT GCT GGAAGT GGGCCT GROCGT GACAATGGCCAC
ACCCCTGGOCAT CGTGGOCAT CCTGOCCCT GAT GGT GCT GTACGOOGGCT TCCAGAGCCT
GTACGT GGCCACCT CCTGOCAGCT GOGGCGECT GGAAAGCGOCCGGTACAGCAGCGTGTG
CAGCCACAT GGCOGAGACCTTCCAGGGCT CTCTGGT GGT GCGGGOCT TCAGGGCOCCAGEC
ATCTTTCACCGOCCAGCACGACGOCCT GAT GGACGAGAACCAGCGGGT GTCCTTCCOCAA

ACT GGT GGCT GACAGAT GGCT GGCCACAAACCT CGAACT GCT GEGCAACGGGCTGGTGTT
CGTCGOCGCTACCT GTGCOGT GCT GT CTAAGGOCCACCT GTCCGOCGGACTGGTCGRCTT o mrscs £
CTCTGTCTCTGCOGCOCT GCAGGT GACCCAGACACT GCAGT GBGT GGTGOGGAGCT GGAC
CGACCT GGAAAACAGCAT GGT GECOGT GGAGCGRGT GCAGGACTACGOCCGGATCOCCAA imre-s v
AGAGGOCCCT TGROGGCT GOCT ACAT GT GCOGCCCAGOCT CT GT GGCCAT GOGGAGGOCA
GATCGAGT TCOGGGACT TOGGOCT GCGGCACAGGECOOGAGCT GCOCCT GROCGT GCAGGG
CGTGAGCCT GAAGAT CCACGCOGGOGAGAAAGT GBGCAT CGT GGGCCGGACAGECGOCGG
AAAGT CCAGCCT GGOCT GBGGECCT GCT GAGACT GCAGGAAGCCGCOGAGGGCAACATCTG
GATCGACGGOGT GOCCAT CACCCACGT GBGOCT GCACACACT GOGGAGCCOGGAT CACCAT
CATCOCCCAGGACCCOGT GCT GTTCCCOGGCAGOCT GAGGAT GAAT CTGGATCTGCTGCA
GGAACACACCGACGAGGGCAT TTGGGCT GOCCT GGAAACCGT GCAGCTGAAGGCTTTTGT primers
GACAAGCCT GOCT GGOCAGCT GCAGT ACGAGT GOGOCGGACAGGGECGACGACCTGAGOGT  CAB
GG AAACAGCT GCT GTGTCT GBCCAGAGOOCT GCT GAGAAAGACCCAGATCCTGATQ1401H
CCTGGAT GAGGCCACCGCCAGOGT GGACCCOGGCACCGAGAT GCAGATGCAGGCAGCTCT [BTC
CGAACGGT GGTTCACCCAGT GTACARIBCT CCT GATCGOCCACCGRCT GOGGAGCGT GATV1448L
GGACT GCGCCAGAGT GCT OGT GAT GGAT GAGGGOCAGGT GGOCGAGT CCGCOBBCOCCC ABC
CCAGCTCCTGGCOCAGAAGGGOCT GTTCT ACCGGECT GGOCCACGAGAGCGGRCCT GGROCTEs1476N
ATGAGATCTTATTAAAGCAGAACTTGT TTATTGCAGCTTATAATGGT AN  mers g
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7.2 Oligonukleotidprimer

Innerhalb der vorliegeden Arbeit wurden folgende@ukleotidprimer verwendet.

Name des Primer Forward (5'-3") Primer Reverse (5'-3)
Primers
Abcc6-S23R GCCACCATGAACAGGGGCAGAAGCATGGC

GCCATGCTTGCCCCTGTTCATGGTGGC

Abcc6-L186F

CAGCGCCGGCAACTTCCGGCAGGAACCCC

GGGGTTABICGGAAGTTGCCGGCGCTG

Abcc6-A726V

GAACACCAGCGTGGTCGAGAACGTGTGCT

AGCACACALCTCGACCACGCTGGTGTTC

Abcc6-1927T

ACGGCCGGGTGAAGACCACAATCTACCTGAG

CTCAGRGATTGTGGTATTCACCCGGCCGT

Abcc6-Q1401H
Abcc6-V1448L

CTGAGCGTGGGCCAGAAACAGCTGCTGTG

CACAGCTGTCTGGCCCACGCTCAG

TGGTTCACCCAGTGTACAGTCCTCCTGATCG

CGAT@GAGGACTGTACACTGGGTGAACCA

Abcc6-S1476N

TGGCCGAGTCCGGCAGCCCCGCCC

GGGCGGGGCTGGBCTCGGCCA

Tabelle 7.1: Primer zum Einfiigen von Punktmutationeén das Gen Abcc6

Name des Primers Primer Forward (5’-3’) Primer Reverse (5'-3)
pSG5ADbcc6-1 GGTCATCATCCTGCCTTTCT GCAGCACAGCAGCCAGTA
PSG5AbcCE-2 GCCACCTTTCTGATCCACAT GTCCACCAGGCAGGACGA
pSG5Abcc6-3 CTGCAGGCATTAATCTGAC CCAGGCTCAGTCTCTGCTT
PSG5Abcc6-4 GGCCCAGACCTACCGAAG GCCCACAGAGAGAGCCAATA
pSG5Abcc6-5 ACACCGACGAGGGCATTT GCTGCAATAAACAAGTTCTGITT

pSG5ADbcc6-2-3 CTGTTCGAGCAGCAGCACAT CACAGGCCGTTCCAGBGAT
pSG5Abcc6-4-5 TACCTGTGCCGTGCTGTCTA ACCATGCTGTTTTCGGTC

Tabelle 7.2: Primer fur die Sequenzierung von Tdikchnitten von Abcc6

Name des Primers

Primer Forward (5’-3’)

Primer Reverse (5'-3)

Opn TCTGATGAGACCGTCACTGC AGGTCCTCATCTGTGGCATC
Bglap2 AAGCAGGAGGGCAATAAGGT TTTGTAGGCGGTCTTCAAGC
Tabelle 7.3: Primer fir Knochenmarker

Name des Primers

Primer Forward (5’-3’)

Primer Reverse (5'-3)

R-Aktin TGTTACCAACTGGGACGACA CCATCACAATGCCTGTGGTA
18'S (500 bp) TCAAGAACGAAAGTCGGAGG GGACATCTAAGGGCATCACA
18 S (200 bp)

GTGGTGTTGAGGAAAGCAGACA

TGATCACACGTTC@CTCATC

GAPDH

GACCACAGTCCATGCCATCAC

CCGTTCAGCTCTGGGATGAC

Tabelle 7.4: Primer fir Interne Standards
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Name des Primers Primer Forward (5’-3’) Primer Reverse (5'-3)
Nfkb1 GCCTGCAAAGGTTATCGTTC AGCCCCTAATACACGCCTCT
vdr AAGGCTGCAAGGGTTTCTTC CTTCAAGGCCTCTTCCTCCT
Twistl AGCGCGGCAAGAAATCTG GCCAGTTTGAGGGTCTGAAT
Sox9 AGGAAGCTGGCAGACCAGTA CGTTCTTCACCGACTTCCTC
Msx1 CTCTCGGCCATTTCTCAGTC TACTGCTTCTGGCGGAACTT
Msx2 CTCTCGTCAAGCCCTTCG CTTCCGGTTGGTCTTGTGTT
SMAD1 GCTTACCTGCCTCCTGAAGA GGACGGATCTGTGAAACCAT
SMAD2 AGGGGAGTGCGCTTGTATTA GCACATTCGGGTTAGCTGAT
SMAD3 CCTCCTGGCTACCTGAGTGA GGGGTCAGTGAAGCCATCTA
SMADA4 GGAGGTGGCCTGATCTACAC GACGGCTGTCCTTCAAAGTC
Runx2 AAGTGCGGTGCAAACTTTCT ACGCCATAGTCCCTCCTTTT

Tabelle 7.5: Primer fur Transkriptionsfaktoren deDsteogenese

Name des Primers

Primer forward (5'-3)

Primer revese (5'-3°)

Abcc6-mus

GCCTCTGGACTGCTATGGAG

CGCCAGATAGCCCTGAGTAG

Abcc6-pSG5

AAGCCTGGGTCCAGAACAC

CCAGGCTCAGTCTCTGCTTC

Tabelle 7.6: Primer fur das native Abcc6 und dasasis auf pSG5

111




8. Danksagung

8. Danksagung

Ich danke Frau Prof. Dr. rer. nat. Jeanette Erdmawth Herrn Prof. Dr. med. Heribert
Schunkert fur die Bereitstellung des Themas diégbeit, die finanzielle Unterstiitzung
und die Mdglichkeit die Experimente im Molekulargéschen Labor der Medizinischen
Klinik Il der Universitat zu Lubeck, dem spateremstitut fur Integrative und

Experimetelle Genomik, durchfihren zu kdnnen.

Bedanken méchte ich mich aul3erdem bei Janine Stegrdée mich in die Methoden der
Zellkultur eingearbeitet hat. Sandra Wrobel dankk ganz besonders fir die gute
Zusammenarbeit in der Zellkultur und die ausdauemndOptimierungen der

Versuchsbedingungen.

Frau Dipl.-Biol. Anja Medack danke ich fir die el wertvollen Ratschlage und

aufmunternden Worte.

Weiterhin danke ich Herrn Dr. rer. nat. Reinhargpiag aus dem Institut fur Physiologie

fur die Durchfiihrung eindn VitroTranskription/Translation.

Fur die Erstellung des MRP6-Homologiemodells daickeganz herzlich Frau Stephanie
Tennstedt.

Ein ganz herzlicher und besonderer Dank gilt H&rrnhum. biol. Zouhair Aherrahrou fir
die vielen wertvollen Anregungen, die intensiverskdissionen und die hervorragende
Betreuung wahrend dieser Arbeit und dafir, dassiagtr immer die Zeit genommen hat,

alle meine Fragen zu beantworten.

AulRerdem mdchte ich mich auch recht herzlich befa®ie Belz und Annett Thiemig fur
die Hilfe bei der Durchflihrung einiger Methoden &ekken. Bei Arnika Wagner (M.Sc.),
Frau Dr. rer. nat. Nadine Clausen, Frau Dr. ret. Jennifer Freyer, Frau Dipl.-Biol. Petra
Bruse und Herrn Dr. med. Piotr M. Kaczmarek bedaitke mich fur ihre vielfaltige

Unterstitzung und Hilfsbereitschatft.

Vielen lieben Dank auch an meine Familie. Ganz bheéss danke ich meinen lieben

Eltern, die mir das Studium ermdéglichten und mitleder Hinsicht unterstitzt haben.

112



9. Lebenslauf

9. Lebenslauf

113



10. Veroffentlichungen

10. Veroffentlichungen
10.1 Publikationen

e A -K. Sowa, F.J. Kaiser, J. Eckhold, T. Kessler, S. WrobelPbehring, H. Schunkert, J.
Erdmann, Z. Aherrahrou: “ Functional interaction @$teogenic transcription factors
Runx2 and Vdr in transcriptional regulation ©pn during soft tissue calcification”, zur

Veroffentlichung angenommen in The American JourofalPathology am 12.03.2013

10.2 Abstract-Publikationen

e A-K. Sowa J. Erdmann, L. Doehring, S. Wrobel, H.Schunkeft, Aherrahrou:
“Overexpression of ambcc6encoding protein variant fronr€3H/He enhances
calcification in mesenchymal stem cellBuropean Heart Journal ( 2010 ) 31
(Abstract Supplement ), 83

* A.-K. Sowa, J. Erdmann, H. Schunkert, Z. Aherrahro8trong up-regulation dRunx2
in DCC-susceptibleC3H/He mice after freeze-thaw-injury“European Heart
Journal (2010 ) 31 ( Abstract Supplement ), 7

« A.-K. Sowa, J. Erdmann, H. Schunkert, Z. Aherrahrou: “P647relgulation ofRunx2and
its downstream gen®pn in mice predisposed to calcification after injunClin Res
Cardiol 100, Suppl 1, April 2011

« A-K. Sowa F.J. Kaiser, J. Eckhold, L. Doehring, H. Schunker. Erdmann, Z.
Aherrahrou: “ Functional interactions of the ostewig -related transcription factors
Runx2, Vdr and Néb to regulate the transcription of osteopontin (Ogaring cardiac
calcification in mice” Circulation 2011; 124: A15280

« A.-K. Sowa F.J. Kaiser, J. Eckhold, S. Wrobel, L. Doehrikf, Schunkert, J.
Erdmann, Z. Aherrahrou‘Functional interaction of osteogenic transcoptifactors
Runx2 and Vdr in transcriptional regulation of agtentin Opn) expression during soft
tissue calcification in MRP6 deficient miceCJin Res Cardiol 100, Suppl 1, April 2012

10.3 Vortrage

 A.-K. Sowa, J. Erdmann, H. Schunkert, Z. Aherrahrou: “Strapgregulation oRunx2in
DCC-susceptible C3H/He miceafter freeze-thaw-injury”, European Society of
Cardiology (ESC) Kongress Stockholm (Schweden), August 2010

114



10. Veroffentlichungen

« A.-K. Sowa F.J. Kaiser, J. Eckhold, S. Wrobel, L. Doehrilky, Schunkert, J.
Erdmann, Z. Aherrahrou‘Functional interaction of osteogenic transcoptifactors
Runx2 and Vdr in transcriptional regulation of agtentin Opn) expression during soft
tissue calcification in MRP6 deficient mice”78. Jahrestagung der Deutschen

Gesellschaft fur Kardiologie Mannheim, April 2012(gehalten von Dr. Z. Aherrahrou)

10.4 Poster

« A.-K. Sowa, Z. Aherrahrou, S. Wrobel, J. Erdmann: “Der Eisfludes Gens Abcc6 auf die

Regulation von Verkalkungsprozessentipecker Doktorandentag, Juni 2009

« A-K. Sowa, J. Erdmann, L. Doehring, S. Wrobel, H.Schunkeft, Aherrahrou:
“Overexpression of anAbcc6encoding protein variant fromC3H/He enhances
calcification in mesenchymal stem cellNationales Genomforschungsnetzwerk
(NGFN) Meeting, Berlin, November 2009

« A-K. Sowa, J. Erdmann, L. Doehring, S. Wrobel, H.Schunk&rt,Aherrahrou:
“Overexpression of arbccéencoding protein variant fron€3H/He enhances
calcification in mesenchymal stem celBuropean Society of Cardiology (ESC)
Kongress Stockholm (Schweden), August 2010

« A-K. Sowa, J. Erdmann, L. Doehring, S. Wrobel, H. Schunkett, Aherrahrou:
“Overexpression of anAbcc6encoding protein variant fromC3H/He enhances
calcification in mesenchymal stem cellEuropean Atherosclerosis Society (EAS)

Kongress, Hamburg, Juni 2010

 A.-K. Sowa, J. Erdmann, H. Schunkert, Z. Aherrahrou: “Strapgregulation oRunx2in
DCC-susceptible C3H/He miceafter freeze-thaw-injury“,European Atherosclerosis
Society (EAS) Kongress, Hamburg, Juni 2010

e A.-K. Sowa, J. Erdmann, H. Schunkert, Z. Aherrahrou: “Strapgregulation oRunx2in
DCC-susceptible C3H/He mice after freeze-thaw-injury”, Nationales

Genomforschungsnetzwerk (NGFN) Meeting, Berlin, Noember 2010

e Z. Aherrahrou, S. Tennstedf.-K. Sowa, F. Kaiser, A. Dendorfer, J. Erdmann, H.
Schunkert: “Homology model of ABCC6 provides indigihito the function of mutations
causing cardiovascular phenotypeNationales Genomforschungsnetzwerk (NGFN)

Meeting, Berlin, November 2010

115






ERROR: undefi nedfi | ename
OFFENDI NG COVMAND: C: \ User s\ ANN- KA~1\ AppDat a\ Local \ Tenp\ PDFCr eat or \ Spool \ 4A6D82BAC0154C

STACK:



