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Abkürzungsverzeichnis 
 

 

A    Ascorbinsäure 

ADAM TS   a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 

ALP    alkalische Phosphatase 

�1(VIII)   Kollagen �1(VIII), mRNA bzw. Protein 

�2(VIII)   Kollagen �2(VIII), mRNA bzw. Protein 

�1(X)    Kollagen �1(X), mRNA bzw. Protein 

Amp    Ampicillin 

APS    Ammoniumperoxodisulfid 

ATDC5   Zelllinie, gewonnen aus einem murinen, embryonalen Karzinom 

B    �-Aminopropionitril 

BLAST   basic local alignment and search tool 

BMP    bone morphogenic protein 

bp    Basenpaare 

BSA    bovine serum albumin 

C    Cystein 

CBF�    core-bonding factor � 

cDNA    komplementäre DNA 

Col    Kollagen 

Col8a1   Gen, das die �1-Kette von Kollagen VIII kodiert  

Col8a2   Gen, das die �2-Kette von Kollagen VIII kodiert 

COMP    cartilage oligomeric protein 

cpm    counts per minute 

DEPC    Diethylpyrocarbonat 

dH2O    entionisiertes Wasser 

DMEM   Dulbecco`s modofiziertes Eagle Medium 

DMEM/F12   DMEM/Ham`s F-12 mit L-Glutamin 

DMSO    Dimethylsulfoxid 

dNTP    desoxy-Nukleosidtriphosphat 

dp    double strand 

DTT    Dithiothreitol 

E64    Proteinase Inhibierer E64 

E.coli    Escherichia coli 

ECM    Extrazellulare Matrix 

EDTA    Ethylendiamintetraacetat 

EGF    Epidermal growth factor 

EGTA    Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)-N, N, N`, N`-tetraessigsäure 

ERK    extracellular signal regulated kinases 

EST/Est   expressed sequence tag 

FACIT    fibrillenassozierte Kollagene mit unterbrochenen Tripelhelices 

FGF    fibroblast growth factor 

FGFR    fibroblast growth factor receptor 

FKS    fötales Kälberserum 

GAG    Glykosaminoglykan 
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Gly    Glycin 
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hs    Homo sapiens 

HT-Agarose   Hochtemperatur-Agarose 

IGF-I    Insulin-like growth factor I 

Ihh    Indian hedgehog 

IPTG    Isopropyl-�-D-thiogalactopyranosid 

kb    Kilobasen 

kDa    Kilodalton 

KO    Knockout 
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MAP    mitogen-activated protein 

MAPK    mitogen-activated protein kinase 

MEK    Map Kinase Kinase 

mm    Mus musculus 

MMP    Matrixmetalloproteinase 

MOPS    3(N-Morpholino)-propansulfonsäure 

mRNA    messenger RNA 

MT-MMP   membrane-type Matrixmetalloproteinase 

NC    nicht kollagene Domäne 

NT-Agarose   Niedrigtemperatur-Agarose 

OD    Optische Dichte 

P    Pyruvat 

PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS    phosphate buffered saline 

PCR    polymerase chain reaction 

PFA    Paraformaldehyd 

Pfu    Pyrococcus furiosus 

PG    Proteoglykan 

Ptc    patched 

PTH    parathyroid hormone 

PTHR    parathyroid hormone receptor 

PTHrP    parathyroid hormone-related peptide 

RA    retinoic acid 

RAR    retinoic acid receptor 

RGD    Arginin-Glycin-Aspartat-Sequenz 

Rho    Rho-GTPase 

RISC    RNA-induced silencing comlex 
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Rock    Rho-Kinase 
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RT    Raumtemperatur bzw. Reverse Transkriptase 
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1. Einleitung 
 
 

1.1 Der Knorpel 
 
Der Knorpel gehört zu den wichtigsten Binde- und Stützgeweben des Körpers. Er leistet, z.B. 
als Gelenkknorpel (artikulärer Knorpel), Dehn- und Kompressionskräften biomechanischen 
Widerstand. Als nicht permanenter Knorpel dient er während der indirekten Knochenbildung 
(enchondralen Ossifikation) als Vorstufe des Knochens.  
Wie auch andere Bindegewebstypen (Knochen, Sehnen, Cornea, Glaskörper des Auges) leitet 
er sich vom Mesoderm ab. Der Knorpel besteht aus nur einem Zelltyp, der Knorpelzelle 
(Chondrozyt), und aus der sie umgebenden extrazellulären Matrix (ECM), die von der Zelle 
selber synthetisiert wird. Die Abbildung 1.1 zeigt diese strukturelle Baueinheit des Knorpels, 
den Chondron, in einer elektronenmikroskopischen Aufnahme (A) und schematisch (B). Die 
extrazelluläre Matrix ändert sich in ihrer Zusammensetzung mit zunehmendem Abstand zum 
Chondrozyten. Sie macht im Knorpel den wesentlich größeren Bestandteil aus. 
Da in Knorpelgewebe keine Vaskularisierung stattfindet, werden die Zellen durch Diffusion 
mit Nährstoffen versorgt.  
 

 
 
Abbildung 1.1: Der Chondrozyt (Knorpelzelle) und die umgebende extrazelluläre Matrix. A: 
Aufnahme mit einem Transmissions-Elektronenmikroskop eines Chondrozyten und seines Umfeldes. 
In der Vergrößerung ist das Netzwerk aus Kollagenfibrillen, das den Chondrozyten umgibt, zu 
erkennen (Eyre, 2002). B: Schematische Darstellung eines Chondrozyten und seiner umgebenden 
Matrix. Der Kollagen II-Anteil in der extrazellulären Matrix nimmt mit dem Abstand vom 
Chondrozyten zu. Der Chondrozyt mit den umgebenden Schichten wird als Chondron bezeichnet 
(Verändert nach Horton, 1993). 
 
 
1.1.1 Klassifizierung des Knorpels 
 
Es werden drei Knorpeltypen unterschieden, die sich in ihrer Morphologie und der 
Zusammensetzung der ECM stark unterscheiden (Horton, 1993, Temenoff und Mikos, 2000): 
 
 
 

B 

A 
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Elastischer Knorpel 
 
Der elastische Knorpel formt das Ohr und die Nase. Charakteristisch ist die Anwesenheit von 
elastischer Faser (Elastin) in großen Mengen, was diesem Knorpel Verformbarkeit und 
Biegsamkeit verleiht.  
 
Faserknorpel 
 
Der Faserknorpel besitzt eine hohe Festigkeit, da er aus eng ineinander verflochtenen 
Kollagenfasern besteht. Er befindet sich am Übergang zwischen hyalinem Knorpel und 
dichtem Bindegewebe und kommt in Zwischenwirbelscheiben, in der Schambeinfuge und in 
Teilen des Kiefergelenkes vor.  
 
Hyaliner Knorpel 
 
Der hyaline Knorpel besteht aus Kollagenfibrillen, aus Proteoglykan-Aggregaten und dem 
Chondrozyten. Er kommt während der embryonalen Entwicklung in den Anlagen einiger 
Skelettteile vor, die in der indirekten Knochenbildung (enchondralen Ossifikation) durch 
Knochen ersetzt werden. Als permanenter Knorpel liegt er an Gelenkoberflächen, Rippen, der 
Nase, dem Kehlkopf, der Trachea und den Bronchien vor. An den Gelenken sorgt der 
artikuläre Knorpel für eine reibungsarme Bewegung der artikulierenden Skelettelemente.  
In der vorliegenden Arbeit wird nur der hyaline Knorpel behandelt.  
 
 
1.1.2 ECM des Knorpels 
 
Der hyaline Knorpel besteht zu etwa 80% aus Wasser und zu etwa 20% aus zum Teil sehr 
komplex aufgebauten Aggregaten, die ein hohes Molekulargewicht besitzen. Bei der 
Betrachtung durch ein Elektronenmikroskop lassen sich quergestreifte Fibrillen erkennen. Sie 
bestehen hauptsächlich aus den Kollagenen II, XI und IX, welche innerhalb der Fibrillen 
kovalent quervernetzt sind und somit für eine starke mechanische Zugfestigkeit des Gewebes 
sorgen. 
Umgeben werden die Fibrillen von Hyaluronan und Proteoglykanen. Die Proteoglykane     
besitzen sulfatierte Glykosaminoglykanketten, so dass aufgrund der großen Menge an 
negativen Ladungen sehr viel Wasser gebunden werden kann. Auf diese Weise entsteht ein 
innerer Schwelldruck und das führt zur hohen Druckbelastbarkeit des Knorpels.  
Die ECM, die direkt an die Membran des Chondrozyten angrenzt, besteht aus dichtem 
Proteoglykan und wird als perizelluläre Matrix bezeichnet. Die daran anliegende territoriale 
Matrix besteht aus Fibrillen, dünnen Filamenten und Chondroitinsulfat. Die Fibrillen der 
interterritorialen Matrix sind dicker als die der territorialen Matrix und die interterritoriale 
Matrix ist reich an Keratansulfat (Poole et al., 1984). Der Anteil an Kollagen II nimmt mit 
dem Abstand zum Chondrozyten zu. Schematisch zu sehen ist das in der Abbildung 1.1 B. 
Neben den Hauptkomponenten enthält die ECM des hyalinen Knorpels noch zahlreiche 
weitere Proteine wie z.B. kleinere Proteoglykane und Glykoproteine. So spielen z.B. 
Thrombospondine und Fibronektin eine Rolle bei der Zell-Matrix-Interaktion. Sehr wichtige 
Enzyme in der ECM sind die Matrixmetalloproteasen (MMPs), da sie durch Spaltung 
Matrixkomponenten aktivieren oder deaktivieren können.  
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1.1.2.1 Komponenten der ECM 
 
Zur besseren Übersicht über die verschiedenen ECM-Komponenten und zur 
Veranschaulichung der Komplexität der ECM wird zunächst eine Abbildung gezeigt (1.2), die 
einige Komponenten in der Interaktion mit anderen ECM-Komponenten darstellt.  

 
 

 
 
 
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Zusammenspiels verschiedener Matrixkom-
ponenten. COMP=cartilage oligomeric matrix protein, CS=Chondroitinsulfat, HA=Hyaluronsäure, 
HS-PG=Heparansulfat-Proteoglykan, KS=Keratansulfat, MAT=Matrilin, CHAD=Chondroadherin, 
PRELP=proline arginine-rich end leucine-rich repeat protein (Heinegård, 2009).  
 
 
Mutationen in einzelnen ECM-Komponenten können verschieden starke Auswirkungen auf 
den Organismus haben. So können etwa Veränderungen in Kollagen X oder II durch eine 
gestörte enchondrale Ossifikation zu Kleinwuchs führen, oder zu degenerativen Krankheiten 
des Knorpels, wie Osteoarthrose, etwa durch das Fehlen von Kollagen IX oder Mutationen in 
Kollagen II.  
In den folgenden Abschnitten werden zunächst die Kollagene und dann die nicht-Kollagenen-
Matrixkomponenten, zu denen auch COMP (Thrombospondin-5) und Matriline zählen, 
vorgestellt.  
 
 
1.1.2.1.1 Kollagene 
 
Kollagene sind der Menge nach die bedeutendsten Proteine des Organismus. Sie geben die 
Struktur von Haut, Sehnen, Bändern und bilden die organische Grundsubstanz von 
Hartgewebe und Basalmembran. Momentan sind 27 verschiedene Kollagene bekannt, die von 
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41 Genen kodiert werden. Viele von ihnen sind im Knorpel vertreten, von denen einige der 
wichtigsten noch vorgestellt werden.  
Im artikulären Knorpel haben Kollagene einen Anteil von etwa 66% am Trockengewicht. 
Kollagene formen verschiedene Quartärstrukturen, nach denen sie sich auch in Gruppen 
einteilen lassen: Es gibt die fibrillären Kollagene, fibrillenassozierte Kollagene mit 
unterbrochenen Tripelhelices, Transmembrankollagene, filamentbildende Kollagen und 
netzwerkbildende Kollagene.  
Allen gemeinsam ist eine rechtsgängige Tripelhelix, bestehend aus drei Polypeptidketten 
(linksgängige �-Ketten). Die Tripelhelix der verschiedenen Kollagentypen kann drei 
identische (z.B. bei Kollagen X), zwei oder sogar drei (z.B. bei Kollagen IX) verschiedene   
�-Ketten enthalten. Die Ketten bestehen aus Wiederholungen von X-Y-Gly-Aminosäuren-
Tripletts. X und Y können beliebige Aminosäuren sein, X ist aber oft Prolin und Y 4-trans-
Hydroxyprolin.  
 
 
1.1.2.1.1.1 Fibrilläre Kollagene 
 
Die fibrillären Kollagene sind die Hauptkollagene von Bindegewebe, Knochen, Knorpel, 
Sehnen und Bändern. Ihre wichtigsten Vertreter sind Kollagene I, II, III, V und XI und ihre 
Aufgabe ist es, Fasern zu formen, die Druck und Zugbelastung standhalten können. In 
verschiedenen Geweben variieren die Fibrillenzusammensetzungen, um den unterschiedlichen 
Anforderungen nachkommen zu können: In Sehnen liegt vor allem Kollagen I vor, und die 
Fibrillen sind parallel angeordnet, damit sie die Zugbelastung in eine Richtung aushalten 
können.  
 

 
 
 
In der Haut dagegen, wo Kollagen I und III besonders häufig sind, liegen die Fibrillen 
weniger geordnet vor, damit eine Dehnung in alle Richtung möglich ist.  
Im Knorpel bilden die dünnen Fibrillen ein dreidimensionales Netzwerk aus, das auf 
Druckbelastung eingestellt ist. Der Durchmesser der Kollagenfibrillen nimmt mit 
zunehmendem Abstand zum Chondrozyten zu. Der Anteil von Kollagen II an den Fibrillen 

Abbildung 1.3: Aufbau von Kollagenfibrillen. A: 
Schematische Darstellung der Synthese von Kollagen-
Fibrillen (Canty und Kadler, 2005). B: Aufbau einer Kollagen 
II-haltigen Fibrille. Kollagen XI ist essentiell für die Bildung 
der Fibrille und Kollagen IX hat wahrscheinlich eine 
verbindende Funktion zwischen ECM und der Fibrille. Die 
Vergrößerung zeigt eine Verbindungsstelle zwischen 
Kollagen II und Kollagen IX. (Eyre, 2002) 

A B 
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beträgt bei großem Abstand zur Zelle bis zu 90% Kollagen II (Eyre und Wu, 1987), und die 
Fibrillen werden dicker und sind stärker gebändert.  
Fibrillen sind heterotypisch, das heißt, dass sie nicht nur aus einem Typ Kollagen bestehen, 
sondern aus verschiedenen (Eikenberry et al., 1992). Neben den Kollagenen II (etwa 80%), 
Kollagen IX und XI (jeweils 10%) (Vaughan et al., 1988), treten im hyalinen Knorpel in den 
Fibrillen auch die Kollagene I, III, XII, XIV, XVI und XXVII auf. Die Kollagene IX, XII, 
XIV, XVI und XXII sind so genannte FACITs (fibril-associated collagens with interrupted 
triple helices) und können nicht selbständig Fibrillen bilden, werden jedoch in diese integriert.  
Die Fibrillenbildung erfolgt im Extrazellularraum. Zuvor werden die Tripelhelices im Lumen 
des endoplasmatischen Retikulums mit der Hilfe von Chaperonen, beginnend am C-Terminus, 
generiert. Modifizierungen wie z.B. die Hydroxylierung von Prolylresten durch die Prolyl-4-
Hydroxylase stabilisieren die Tripelhelices thermisch. Nach der Sekretion in den 
Extrazellulärraum oder während der letzten Phasen der Sekretion werden die Propeptide 
durch Prokollagenproteinasen abgespalten. Danach bestehen die fibrillären Kollagenmoleküle 
aus der langen tripelhelikalen Domäne, die an beiden Enden von den Telopeptiden flankiert 
wird. Jetzt sind die Moleküle zur Fibrillenbildung kompetent. Durch wechselwirkende 
Aminosäuren ordnen sich die Moleküle in den Fibrillen D-periodisch (D=67 nm) versetzt an. 
Dies resultiert in einer im Elektronenmikroskop sichtbaren D-periodischen Abfolge von 
Lücken- und Überlappungsregionen. Aus der unterschiedlichen Aufnahme in diese Regionen 
von Kontrastmitteln ergeben sich helle und dunkle Abschnitte (Petruska und Hodge, 1964, 
Eikenberry und Bruckner, 1999). Die Abbildung 1.3 A zeigt vereinfacht die Fibrillenbildung 
von Kollagenen. Nach erfolgter Fibrillogenese werden die Fibrillen durch kovalente 
Quervernetzungen stabilisiert. Für diese Quervernetzung sind die Telopeptide notwendig.  
 
 
Kollagen II  
 
Kollagen II ist ein Produkt von Col2a1 und bildet eine homotrimere Tripelhelix [�1(II)]3. Es 
kommt in allen Knorpeltypen vor und wird während der enchondralen Ossifikation nur in 
frühen Phasen der Chondrozytenspätdifferenzierung gebildet (Sandberg und Vuorio, 1987, Ng 
et al., 1993). Allerdings ist seine Expression nicht nur auf Knorpel beschränkt. Während der 
embryonalen Entwicklung der Maus wurde es z.B. auch im Herz, Gehirn und Auge 
nachgewiesen (Cheah et al., 1991, Ng et al., 1993). Col2a1 Transkripte gibt es in zwei Splice-
Varianten. Die lange Form mit Exon 2 (IIA) wird vor allem in nicht knorpeligen Zellen 
exprimiert, während die kurze Form (IIB), ohne Exon 2, typisch für reife Chondrozyten ist 
(Metsäranta et al., 1992, Ng et al., 1993).  
Kollagen II ist ohne andere Kollagene nicht in der Lage, Fibrillen zu bilden, die lang genug 
für die verschiedenen Gewebe sind. Deshalb kommt Kollagen II niemals als einziges Protein 
vor, sondern zusammen mit den Kollagenen IX und XI, seltener mit XI und XVI. Die 
Abbildung 1.3 B zeigt schematisch eine Fibrille, die aus den Kollagenen II, IX und XI 
besteht. 
Wenn Kollagen IIA durch Mutationen verändert ist, kann dies zu unterschiedlich starken 
Chondrodysplasien führen, die mitunter Knochendeformation und Kleinwuchs verursachen 
(Williams und Jimenez, 1995). Bei 2% der Patienten, die eine familiäre, frühe Osteoarthrose 
haben, sind auch Mutationen im Kollagen II-Gen für die Krankheit verantwortlich 
(Ritvaniemi et al., 1995).  
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Kollagen XI 
 
Kollagen XI hat wie die Kollagene I, III, V, XXIV und XXVII eine rutenartige Struktur und 
eine große tripelhelicale Domäne. Es liegt als Heterotrimer [�1(XI) �2(XI) �3(XI)] vor (Eyre 
et al., 1987).  
Die �3(XI)-Kette ist in ihrer Primärsequenz identisch mit �1(II) B, das eine der langen 
Spleißvarianten von Kollagen II-mRNA ist (Eyre und Wu, 1987). Im adulten Knorpel findet 
man die Ketten �1(V) und �1(XI) im Verhältnis 1:1 (Eyre und Wu, 1987). Die �1(V)-Kette 
verbindet sich mit �1(XI) und �2(XI)-Ketten.  
In der ECM ist Kollagen XI in dünnen Fibrillen mit bis zu 10% vertreten, während es bei 
dicken Fibrillen nur noch etwa 3% ausmacht (Vaughan et al., 1988, Eyre und Wu, 1987).  
Es wird angenommen, dass Kollagen XI den Kern der Fibrillen bildet (Bateman et al., 1996) 
und dass sich Kollagen II und IX anlagern. 
Das Stickler-Syndrom ist eine besondere Form der Chondrodysplasie (Vikkula et al., 1995) 
und führt zu unnormaler Skelett-und Augenentwicklung, verursacht durch Punktmutationen in 
den Genen Col11a1 und Col1a2. Eine Deletion in Col11a1 der Maus führt zu einem frame 
shift des Leserasters und als Folge davon zu einer autosomal rezessiven Chondrodysplasie. 
Die cho/cho-Maus stirbt bei der Geburt, da die Translation der Volllänge �1(XI)-Kette nicht 
stattfinden kann. Verursacht wird der Tod wahrscheinlich durch eine Unterentwicklung der 
Lunge oder durch einen Kollaps der Luftröhre (Li et al., 1995).  
Vermutlich spielt Kollagen XI eine Rolle bei der Regulierung des Durchmessers der Kollagen 
II/XI-Fibrillen (Blaschke et al., 2000). Außerdem wird vermutet, dass es mit Proteoglykanen 
interagiert und zu deren Bindung an die Fibrillen beiträgt (Li et al., 1995). Dafür spricht, dass 
Proteoglykane leicht aus dem Knorpelgewebe von cho/cho-Mäusen extrahiert werden können 
(Stephens und Seegmiller, 1976). Auffällig in der cho/cho-Maus sind die dicken 
Kollagenfibrillen und die abnormale Entwicklung von Rippen, Schnauze, Extremitäten, 
Mandibeln und Trachea (Helminen et al., 2002).  
 
 
1.1.2.1.1.2 Nichtfibrilläre Kollagene 
 
FACIT-Kollagene (fibrillenassozierte Kollagene mit unterbrochenen Tripelhelices) 
 
Zu den FACIT-Kollagenen gehören Kollagen IX, XII, XIV, XVI und XIX bis XXIII. Sie 
bilden keine Fibrillen, können aber mit ihnen interagieren, wie z.B. Kollagen IX, das als 
monomeres Protein an die Oberfläche von Kollagen II-haltigen Fibrillen bindet. Das                 
N-terminale Ende des Kollagen IX-Moleküls weist von der Fibrille weg. Kollagen IX hat 
häufig eine Dermatansulfat-Seitenkette, was zu den hydrophilen Eigenschaften der Kollagen 
II/IX-haltigen Fibrillen führt. Die nicht-kollagenen Domänen von Kollagen IX können als 
gelenkartige Verbindungen zwischen den kollagenen Domänen mit anderen Matrixmolekülen 
wechselwirken.  
 
Kollagen IX 
 
Das Kollagen IX-Molekül besteht aus einer �1(IX), einer �2(IX) und einer �3(IX)-Kette, 
welche eine unterbrochene Tripelhelix bilden. Es besitzt drei kollagene (COL) und vier nicht 
kollagene (NC) Domänen  
Im Knorpel ist an die �2(IX)-Kette oft ein kurzes Glykosaminoglykan gebunden (Irwin und 
Mayne, 1986, McCormick et al., 1987). Kollagen IX interagiert mit Fibrillen, die 
hauptsächlich aus Kollagen II bestehen (Vaughan et al., 1988, van der Rest, M. und Mayne, 
R., 1988). Verantwortlich für die direkte Interaktion mit der Fibrille sind wahrscheinlich die 



Einleitung 10 

COL1- und COL2-Domänen, während die COL3-Domäne in die perifibrilläre Matrix ragt. 
Am Amino-Ende der �1(IX)-Kette liegt eine globuläre Domäne (NC4) (Vasios et al., 1988), 
die mit 243 Aminosäuren im Knorpel sehr viel größer ist, als die anderen nicht kollagenen 
Domänen NC1-3, die nur zwischen 12-30 Aminosäuren lang sind.  
Für die Anhaftung von Kollagen IX an Kollagen II-haltige Fibrillen, verbindet sich die 
COL2-Domäne von Kollagen IX über Lysyl- und Hydroxylysylreste mit den N- und                  
C-Telopeptiden von Kollagen II. Die NC1-Domäne knüpft sich an die Tripelhelix von 
Kollagen II (Eyre et al., 2004). Die COL1-Domäne von Kollagen IX wird antiparallel zu den 
Kollagen II-Molekülen in die Lückenregionen der Fibrillen eingelagert. Ein Umknicken des 
Kollagen IX-Moleküls um 180 Grad in der NC2-Domäne führt dazu, dass die COL2-Domäne 
nunmehr parallel zu den Kollagen II-Molekülen an der Fibrillenoberfläche angeordnet ist. Ein 
weiterer Knick in der NC2-Domäne erlaubt, dass die COL3- und NC4-Domänen aus der 
Fibrillenoberfläche herausragen (im Elektronenmikroskop nach Rotationsbedampfung 
darstellbar (Vaughan et al., 1988)) und deshalb zur bevorzugten Kandidatregionen für 
Wechselwirkungen mit Zellen und der extrafibrillären Matrix werden (Wu et al., 1992). Es 
wurde des weiteren spekuliert, dass COL3-Domänen auch in andere Fibrillen eingelagert 
werden können und Kollagen IX so als Quervernetzer für die Stabilisierung der Fibrillen und 
des gesamten Netzwerkes sorgt (Müller-Glauser et al., 1986; Eyre et al., 2004).  
Kollagen IX ist auf der Oberfläche von Fibrillen dünnerer und mittlerer Dicke zu finden und 
verknüpft diese wahrscheinlich mit der umliegenden ECM. So bindet es z.B. in vitro an 
verschiedene Integrine, sehr wichtige Zellrezeptoren, und könnte auf diese Weise eine 
Verbindung zwischen den Chondrozyten und der ECM schaffen (Käpylä et al., 2004). Sehr 
wahrscheinlich ist auch eine direkte Interaktion von Kollagen IX mit Matrilin-3, und eine 
indirekte mit Matrilin-3 über COMP (Budde et al., 2005).  
Eine Maus, der die �1(IX)-Kette fehlt (Fässler et al., 1994), kann kein funktionelles Kollagen 
IX-Protein mehr bilden (Hagg et al., 1997). Die neugeborene Maus zeigt einen Phänotyp in 
der Wachstumsfuge (Dreier et al., 2008). Die verschiedenen Zonen der Wachstumsfuge 
(proliferierende, prähypertrophe und später auch die hypertrophe Zone) haben im Gegensatz 
zum Wildtyp zellfreie Regionen. Diese Abnormalitäten nehmen mit dem Alter der Tiere ab. 
Allerdings entwickelt sich früh Osteoarthrose, was sich unter anderem durch Verlust von 
Gelenkknorpel und Degeneration der Gelenkoberflächen bemerkbar macht (Fässler et al., 
1994). Außerdem wurde festgestellt, dass die Mäuse einen Hörverlust haben, da Kollagen IX 
eine Komponente des Corti-Organs im Innenohr ist (Asamura et al., 2005, Suzuki et al., 
2005).  
Im Menschen führen Mutationen im Kollagen IX-Gen häufig zu autosomal dominanter 
Multipler Epiphysärer Dysplasie (MED) (Briggs et al., 1994, Czarny-Ratayczak et al., 2001), 
einer recht milden Chondrodysplasie, die zu verzögerter und unregelmäßiger Ossifikation 

einiger Epiphysen (Endstück langer Röhrenknochen, mit 2. Ossifikationszentrum, siehe 
Abbildung 1.6) führt.  
 
 
Filamentbildende Kollagene 
 
Kollagen VI 
 
Kollagen VI ist eine weit verbreitete Komponente des Bindegewebes (Wu et al., 1987). Es 
bildet aus drei Polypeptidketten, �1(VI), �2(VI) und �3(VI), ein Heterotrimer (Chu et al., 
1987). Die tripelhelikale Domäne ist zweimal unterbrochen und etwa 335 AS lang. Sie wird 
von zwei globulären Domänen am aminoterminalen und am carboxyterminalen Ende 
eingerahmt. In dem Helixbereich befinden sich Arginin-Glycin-Aspartat (RGD)-Sequenzen, 
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die wahrscheinlich von Integrinen erkannt werden können, z.B. von �5�1-Integrin (Ruoslathi 
und Pierschbacher, 1987). 
Kollagen VI bildet Suprastrukturen aus, indem sich 2 monomere Moleküle antiparallel zu 
Dimeren zusammenlegen, die weiter zu Tetrameren aggregieren. Diese polymerisieren dann 
über die globuläre Domäne.  
Kollagen VI kann mit vielen verschiedenen Proteinen interagieren, z.B. mit den Kollagenen I, 
II, IV, XIV, Perlekan, Decorin, Fibronektin und Integrinen (Birk und Bruckner, 2005). Es 
kann die Zellmigration, Differenzierung, Apoptose und Proliferation beeinflussen.  
Zusätzlich zu den drei bereits bekannten �1-�3(VI)-Ketten wurden kürzlich drei weitere 
Ketten, �4, �5 und �6 entdeckt (Gara et al., 2008, Fitzgerald et al., 2008). Die drei Ketten 
ähneln im Aufbau der �3-Kette und es wird vermutet, dass sie diese ersetzen können. 
Vermutlich sind sie durch Verdopplung des Vorläufers der �3-Kette entstanden. Eine 
Voraussetzung für die Sekretion von �4, �5 und �6 ist die Synthese der �1-Kette (Gara et al., 
2008).  
 
 
Netzwerkbildende Kollagene 
 
Kollagen VIII 
 
Kollagen VIII gehört zu den kurzkettigen, nicht Fibrillen formenden Kollagenen. Es wurde in 
Endothelzellen entdeckt und deshalb zunächst Endothelzell-Kollagen genannt (Sage et al., 
1979, Benya, 1980). Es gibt zwei verschiedene Polypeptide �1 und �2, die jeweils aus einer 
tripelhelikalen Domäne und zwei nicht kollagenen Domänen, NC1 (C-terminal) und NC2 (N-
terminal), die die tripelhelikale Domäne einrahmen, bestehen. Die Polypeptide können Homo- 
oder Heterotrimere formen (Greenhill et al., 2000, Illidge et al., 1998, Illidge et al., 2001) und 
bilden hexagonale Netzwerkstrukturen (Sawada et al., 1990, Birk und Bruckner, 2005). Die 
Abbildung 1.4 zeigt schematisch ein solches Polypeptid und die Entstehung eines Netzwerks. 
 

VIII �1

VIII �2

 
 
Abbildung 1.4: Kollagen VIII Netzwerkbildung. Kollagen VIII formt Hetero- oder Homotrimere 
aus den �1 und �2-Ketten, von denen sich jeweils 4 durch Interaktionen ihrer C-terminalen Enden zu 
Tetraeder zusammenschließen und dann wiederum hexagonale Netzwerke knüpfen (verändert nach 
Birk und Bruckner, 2005). 
 
Kollagen �1(VIII) und �2(VIII) sind strukturell sowohl untereinander sehr ähnlich, als auch 
zu der Kollagen �1(X)-Kette (Shuttleworth et al., 1997).  
Die Netzwerke von Kollagen VIII sind in verschiedenen subepithelialen und subendothelialen 
extrazellulären Matrices zu finden (Sage et al., 1982, Kittelberger et al., 1990, Muragaki et al., 
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1992). Sie kommen zum Beispiel in der Descemet-Membran im Auge (Kapoor et al., 1986) 
und in Blutgefäßen (Sinha et al., 2001) vor. In einer Col8a1

--
/Col8a2

---Maus wurde eine 
veränderte Segmentierung des vorderen Auges mit einer hervortretenden Augenkammer 
nachgewiesen. Außerdem ist das Hornhautstroma dünner und die Descemet-Membran ist nur 
etwa halb so dick wie in der Wildtyp-Maus (Hopfer et al., 2005). Im Vergleich zum Wildtyp 
fehlt die schmale hintere Zone und eine Bänderung, welche in der Wildtyp-Maus deutlich im 
Transmissions-Elektronen-Mikroskop zu erkennen ist.  
Beim Menschen werden die Augenkrankheiten FECD (Fuchs`endothelial dystrophy) und 
PPCD (Posterior polymorphous corneal dystrophy) mit verschiedenen Mutationen in der 
Kollagen VIII �2-Kette in Verbindung gebracht (Biswas et al., 2001, Gottsch et al., 2005a/b). 
Im Unterschied zu der Col8a1

--
/Col8a2

---Maus ist die Descemet-Membran im menschlichen 
Auge bei diesen Krankheiten auffällig verdickt.  
Kollagen VIII stimuliert die Migration von glatten Muskelzellen und die Invasion durch das 
Binden an Integrin-Rezeptoren und durch die Hochregulierung der Expression von Matrix-
Metalloproteasen 2 und 9 (Hou et al., 2000). Es wird angenommen, dass Kollagen VIII 
vielleicht eine provisorische Matrix bilden kann, bis Kollagen I sich absetzt (Gerth et al., 2007 
Pilcher et al., 1998). 
Außerdem wird für Kollagen VIII über verschiedene mögliche Funktionen spekuliert. Ihm 
wird eine Rolle bei der Proliferation und Migration von Zellen zugeschrieben (Gerth et al., 
2007).  
Bei Untersuchungen an Zebrafischen wurde eine Mutante mit auffälligen Veränderungen am 
Notochord entdeckt (Gansner und Gitlin, 2008). Die Mutante besitzt außerdem einen kürzeren 
Dottersack. Im Vergleich zum Wildtyp kann man per Elektronenmikroskopie Zonen am ER 
entdecken, wo sich Proteine stauen, die nicht sekretiert werden können und die so Aggregate 
bilden. Die Störung in der Bildung des Notochords wird wahrscheinlich durch eine 
unzureichende Anlagerung von Kollagen VIII aus �1-Ketten verursacht.  
Hopfer et al. (2009) und Gerth et al. (2007) haben eine Verbindung zwischen diabetischer 
Nephropathie und der Expression von Kollagen VIII gefunden. Das Fehlen von Kollagen VIII 
in Col8a1

--
/Col8a2

---Mäusen führt zu einem besseren Schutz der Niere in diabetischer 
Nephropathie. In Knockout-Mäusen mit durch Streptozotocin ausgelöster Diabetes sind die 
Veränderungen im Vergleich zum Wildtyp im Glomerulus der Niere nicht so stark ausgeprägt 
und es wird weniger Albumin ausgeschieden. Vermutlich spielt Kollagen VIII eine Rolle in 
der Regulierung der Proliferation mesangialer Zellen während der diabetischen Nephropathie. 
 
Kollagen X 
 
Kollagen X gehört wie Kollagen VIII zu den kurzkettigen, nicht Fibrillen bildenden, aber 
Netzwerk formenden Kollagenen. Es wird von hypertrophen Chondrozyten in der 
Wachstumsfuge während der enchondralen Ossifikation (Apte und Olsen., 1993, Schmid und 
Linsenmayer, 1983, Kielty et al., 1985), bei der Reparatur von Frakturen (Grant et al., 1987) 
und als Folge von Arthrose im artikulären Knorpel (von der Mark et al., 1992) gebildet. Da es 
ausschließlich von hypertrophen Zellen exprimiert wird, ist es ein Marker für die 
Spätdifferenzierung der Zellen. Drei �1-Polypeptidketten von Kollagen X formen ein 
Homotrimer-Molekül. Eine Kette besteht aus einem kollagenen Teil, gerahmt von zwei nicht 
helikalen Domänen, NC1 und NC2 (Thomas et al., 1991, Reichenberger et al., 1992). Eine 
Kette hat ein Molekulargewicht von 59 kDa (Schmid und Linsenmayer, 1987). Über die 
Funktion von Kollagen X gibt es verschiedene Spekulationen: Es wird angenommen, dass 
Kollagen X eine Rolle im Prozess der enchondralen Ossifikation spielt (Kwan et al., 1989). 
Außerdem wird angenommen, dass Kollagen X durch seine Anwesenheit einen 
Gewebekollaps verhindert, wenn die Matrix abgebaut wird (Kirsch und von der Mark, 1990, 
Olsen, 1995).  
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Im Menschen verursacht eine Mutation in der NC1-Domäne (heterozygot) von Kollagen X 
SMCD (Schmid metaphyseal chondrodysplasia) (Chan et al., 1998). Die Krankheit zeigt 
einen recht milden Phänotyp mit kleiner Statur, Coxa vara (auswärtsgebogene Hüfte), Genu 
varum (O-Beine) und mit einer weiten irregulären Wachstumsfuge. Das Krankheitsbild wird 
durch die Haploinsuffizienz von Kollagen X und nicht etwa durch Expression einer mutierten 
Kollagen X-Kette ausgelöst (Lachman et al., 1988, Wallis et al., 1996). Die Kollagen-Trimer-
Bildung und die Sekretierung wird beeinflusst. 
Chan et al. (2001) untersuchten in vitro zwei weitere Mutationen in der �1(X)-Kette, die nicht 
im NC1-Bereich liegen und ebenfalls zu SMCD führen, mit Hilfe von zellfreier Translation in 
der Anwesenheit von Mikrosomen. Diese Ergebnisse zeigten, dass die Spaltung des 
Signalpeptids von der mutierten pre �1(X)-Kette inhibiert ist. So bleiben die Ketten an die 
Membran der Mikrosomen gebunden. Weitere Translations- und Transfektions-Studien in 
Zellen zeigten, dass die Ketten Trimere, aber keine Tripelhelix bilden können. Vermutlich 
kann das Protein aus diesen Gründen nicht sekretiert werden und das führt dann 
wahrscheinlich zum Abbau des Proteins. 
Eine Erklärung für SMCD durch eine verzögerte terminale Differenzierung könnte ER-Stress 
sein, der durch die nicht korrekte Proteinfaltung oder fehlende Sekretion des Proteins 
ausgelöst werden kann (Tsang et al., 2007). Untersuchungen an Kollagen X, das eine Deletion 
aufweist, konnten zeigen, dass durch die mutierten �1(X)-Ketten in hypertrophen 
Chondrozyten (hypertrophe Zone, siehe 1.5) ER-Stress ausgelöst wird. Die Zellen werden 
zwar nicht apoptotisch, jedoch wird die terminale Differenzierung unterbrochen und die 
enchondrale Ossifikation verzögert. Sie beginnen erneut, Faktoren typisch für ein 
vorausgehendes Differenzierungsstadium, zu exprimieren, so dass weniger Kollagen X 
synthetisiert wird und somit auch der ER-Stress abnimmt.  
 
Bei Mäusen tritt bei einer homozygoten Null-Mutation für Kollagen X ein milder Phänotyp 
für SMCD auf, bei heterozygoten Mäusen ein normaler Phänotyp (Kwan et al., 1997). Wird 
eine Kollagenkette, mit einer Deletion in der �1(X)-Helix, aus Huhn in der Maus exprimiert, 
führt das zu einer spondylometaphysären Dysplasie mit einem schwereren Phänotyp als bei 
der SMCD. Die Auswirkungen fallen unterschiedlich aus: Einige transgene Mäuse hatten z.B. 
eine kleine Statur, Ausbeulungen am Rücken und ein instabiles Becken. 15-20% starben sogar 
im Alter von etwa 20 Tagen, da sich ca. 16 Tage nach der Geburt ein Buckel bildete, eine 
Lähmung der Hinterbeine einsetzte und Probleme mit der Atmung auftraten (Jacenko et al., 
1993, Jacenko et al., 2002).  
Campbell et al. (2004) haben die Hypothese, dass der Fehler in Kollagen X in einem Kollaps 
der Gitternetzstruktur, der Auflösung der Aufteilung der Wachstumsfuge und 
Markverbindungen und in Inbalance des Cytokin-Metabolismus resultiert.  
 
 
1.1.2.1.2 Nicht-kollagene Matrixproteine 
 
In dem folgenden Abschnitt werden einige wichtige, nicht-kollagene Matrixbestandteile näher 
vorgestellt. Die Tabelle 1.1 zeigt außer den vorgestellten Proteinen ergänzend noch weitere 
nicht-kollagene Matrixproteine.  
 
1.1.2.1.2.1 Glykosaminoglykane (GAGs) 
 
Die Glykosaminoglykane bestehen aus zwei sich wiederholenden Disaccharideinheiten, einer 
Uronsäure und einem Aminozucker. Sie besitzen keinen Proteinkern und sind deshalb nicht 
mit Proteoglykanen zu verwechseln. Es gibt die Hyaluronsäure, das Chondroitinsulfat, das 
Dermatansulfat, das Keratansulfat und das Heparansulfat (Buckwalter und Mankin, 1998, 
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Wirth und Rudert, 1996). Sie werden nach ihrer Zusammensetzung aus den verschiedenen 
Uronsäuren und Aminozuckern unterschieden. Die Hyaluronsäure wird nicht an ein Protein 
gebunden, während die übrigen vier GAGs immer an einen Proteinkern gebunden 
vorkommen und auf diese Weise die Proteoglykane bilden. Sie enthält im Gegensatz zu den 
anderen GAGs keine Sulfatgruppe an ihren Aminozuckern.  
Im Knorpel dienen die GAG-Ketten, verbunden mit dem Aggrecan, durch ihre negativ 
geladenen Sulfatgruppen der Erzeugung eines osmotischen Drucks. 
 
1.1.2.1.2.2 Proteoglykane 
 
Die Proteoglykane sind die zweithäufigsten Proteine in der ECM. Mit dem Proteinkern des 
Moleküls können eine oder mehrere GAG-Ketten verbunden sein. In Proteoglykanen der 
Plasmamembran finden sich Heparansulfatketten, während die anderen GAG-Ketten in 
Proteoglykanen der ECM vorkommen. 
 
Aggrecan 
 
Aggrecan hat einen etwa 250 kDa großen Proteinkern, der drei globuläre Domänen besitzt 
(G1-3) (Doege et al., 1991). Die G1- und G2-Regionen werden durch eine kurze, 
interglobuläre Domäne unterbrochen. Die G2- und G3-Domänen werden durch eine lange 
Region unterbrochen, an die sich GAGs anlagern können (Roughley, 2006). Es können etwa 
30 Keratansulfat- und bis zu 100 Chondroitinsulfat-Seitenketten an das Proteingerüst binden. 
Durch die Seitenketten entsteht eine sehr hohe Konzentration an negativen Ladungen, die 
Na+- und Ca2+-Ionen anzieht, wodurch dann ein osmotisch bedingter Wasser-Influx 
stattfindet.  
Aggrecan bildet im Knorpel sehr große Aggregate mit Hyaluronsäure. Die Bindung der      
Aggrecane wird durch das Link-Protein stabilisiert (Mörgelin et al., 1988), dessen Struktur 
ähnlich wie die G1-Domäne des Aggrecans ist.  
Es sind Mutationen in dem Aggrecan-Gen im Menschen, in der Maus und im Huhn bekannt, 
die zu einer Chondrodysplasie führen.  
In der Abbildung 1.2 ist eine schematische Darstellung von Aggrecanen im Verbund mit 
Hyaluronsäure und im Zusammenspielt mit anderen Matrixkomponenten zu sehen.  
 
Decorin  
 
Decorin gehört zur Familie der kleinen, leucinreichen Proteoglykane. Es hat eine Molmasse 
von 40 kDa und enthält nur eine GAG-Kette (Chondroitin- oder Dermatansulfat) am N-
terminalen Ende. Decorin besitzt eine Reihe verschiedener biologischer Funktionen. Bereits 
1984 entdeckten Vogel et al., dass es die Fibrillogenese der Kollagene I und II inhibieren 
kann. Außerdem kann es die Aktivität von Wachstumsfaktoren und von Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen verändern (Yamaguchi et al., 1990, Iozzo et al., 1999, Santra et al., 2002). Es spielt 
eine Rolle im Wachstum von Tumoren, in der Angiogenese und in der Erneuerung von 
Gewebe (Santra et al., 1997, Schönherr et al., 1999, Huttenlocher et al., 1996).  
Diese vielen verschiedenen Funktionen werden dem Proteinteil des Proteoglykans zuge-
schrieben, dessen leucinreiche Region mit insgesamt 12 Leucinen von Cysteinen flankiert 
werden. So können die Leucine etwa mit Kollagenen und mit TGF-� interagieren (Weber et 
al., 1996, Keene et al., 2000, Reed und Iozzo, 2003, Yamaguchi et al., 1990). In 
Ovarienzellen vom Hamster konnte gezeigt werden, dass über die Expression von Decorin 
TGF-� inaktiviert und somit die Proliferation der Zellen inhibiert wird (Yamaguchi, et al., 
1990). Auch an Kollagen gebundenes Decorin kann noch mit TGF-� interagieren (Schönherr 
et al., 1998). Decorin verlinkt verschiedene Kollagene untereinander, indem es ein Kollagen 
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mit seinem Proteinteil und das andere mit seinem Glykosaminoglykanteil bindet (Heinegard 
et al., 2002). In der ECM des Knorpels kommt Decorin also eine Bedeutung in der 
Quervernetzung der Kollagene und in der Regulierung der späten Chondrozyten-
differenzierung zu, bei welcher Decorin über die Inaktivierung von TGF-� als positiver 
Regulator agieren könnte.  
Es wird angenommen, dass Decorin eine hufeisenförmige Struktur hat (Weber et al.,1996), 
indem die �-Faltblatter nach innen und die �-Helices nach außen gerichtet sind. Die innere 
Seite des „Hufeisens“ wäre sehr gut geeignet für die Wechselwirkungen mit anderen 
Proteinen oder Wachstumsfaktoren. Eine andere Studie versucht zu beweisen, dass Decorin 
als Dimer vorliegt (Scott, Grossmann, et al., 2003). Grundlegend für diese These sind Licht- 
und Röntgenstrahlen-Streuungs-Experimente. Goldoni et al. (2004) haben mittels                
Cross-linking Experimenten versucht, eine Bestätigung hierfür zu finden, kamen aber zu der 
Annahme zurück, dass Decorin als Monomer vorliegt.  
Die Decorin Knockout-Maus ist lebensfähig, hat aber eine fragile Haut (Danielson et al., 
1997). Ultrastrukturelle Analysen zeigen, dass die Kollagenmorphologie in der Haut und in 
den Sehnen verändert ist. Die Fibrillen sind grob und unregelmäßiger im Vergleich zu der 
Wildtypmaus. Im Elektronenmikroskop sind in der Knockout-Maus sowohl größere als auch 
kleinere Fibrillendurchmesser zu sehen. Die Autoren schließen aus ihren Ergebnissen, dass 
ohne Decorin eine unkontrollierte laterale Fusion der Fibrillen stattfindet und daraus die 
reduzierte Zerreißfestigkeit der Haut und Sehnen entsteht.  
Eine andere Gruppe (Rühland et al., 2007) untersuchte die Fibrillenbildung unter 
Anwesenheit von Decorin mit einer GAG-Kette und ohne GAG-Kette und konnte zeigen, 
dass die Zugabe von Decorin zu Fibroblasten, die kein Decorin exprimieren, den 
Durchmesser der Fibrillen vergrößert. Durch Zugabe von Decorin ohne GAG-Kette wird der 
Durchmesser der Fibrillen allerdings noch stärker vergrößert. Sie schlossen daraus, dass die 
GAG-Kette des Decorin in der frühen Fibrillogenese eine Auswirkung auf die Dicke der 
Fibrillen hat. Unveröffentlichte Ergebnisse von Hansen et al. zeigen, dass Decorin für das 
Alignment und die Fusion von Knorpelfibrillen sorgt. 
 
 
1.1.2.1.2.3 Glykoproteine 
 
Glykoproteine bestehen im Gegensatz zu Proteoglykanen zu einem sehr großen Prozentsatz 
aus einem Proteinteil und kurzen Kohlenhydratseitenketten. Sie stellen Kontakte zwischen 
den verschiedenen Komponenten der ECM her und vermitteln zwischen der ECM und den 
Chondrozyten. Ein Beispiel für ein Glykoprotein ist COMP. Es besteht aus einer coiled-coil-
Domäne, die 5 identische Untereinheiten am N-terminalen Ende zusammenhält. Es kann 
Matrilin 1, 3 und 4 (Mann et al., 2004) und die Kollagene I, II und IX (Holden et al., 2001, 

Thur et a., 2001) binden. Es konnte gezeigt werden, dass COMP an Kollagen IX (in Fibrillen 
mit Kollagen II) bindet und als Linker zwischen Matrilin und Kollagen IX agieren kann 
(Budde et al., 2005).  
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In der Tabelle 1.1 sind die wichtigsten nicht-kollagenen Matrixkomponenten des Knorpels 
aufgeführt. 
 
Tabelle 1.1: Übersicht über einige wichtige nicht-kollagene Matrixkomponenten des Knorpels 
 
Protein Klassifizierung Vorkommen 
Aggrecan Proteoglykan Knorpel, Blutgefäß, Hirn 
Biglykan Proteoglykan (DS/CS) Knorpel, Haut, Knochen, 

Sehnen, Aorta 
Decorin Proteoglykan (DS/CS) Knorpel, Haut, Knochen, 

Sehnen, Aorta 
Fibromodulin Proteoglykan (KS) Knorpel, Niere, Plazenta, 

Pankreas, Skelettmuskel 
COMP  strukturgebendes Glykoprotein im Knorpel, Sehnen 
Fibronektin strukturgebendes Protein Knorpel, weitverbreitet 
Matrilin-1 strukturgebendes Protein im Knorpel, Sehnen, Knochen 
Tenascin strukturgebendes Protein Knorpel 
Thrombospondin 1 und 3 strukturgebendes Protein 1: Knorpel, weit verbreitet; 3: 

Knorpel, Hirn, Lunge 
Perlekan Proteoglykan Basalmembran, Knorpel 
Matrix Gla-Protein regulatorisches Protein Knochen, Knorpel, Eingeweide 
Fibrillin strukturgebendes Protein Knorpel, weitverbreitet, 
Elastin strukturgebendes Protein Lunge, Blutgefäße 
CS=Chondroitinsulfat, DS=Dermatansulfat, KS=Keratansulfat, COMP=cartilage oligomeric 
protein 
 
 

1.2 Die Wachstumsfuge  
 
Es gibt zwei verschiedene Möglichkeiten der Knochenbildung (Osteogenese): Beide beginnen 
mit der Kondensation mesenchymaler Vorläuferzellen. Bei der direkten oder desmalen 
Knochenbildung differenzieren die mesenchymalen Zellen direkt zu Osteoblasten. Diese 
werden in eine verkalkte Substanz, die aus Kollagen I, Proteoglykanen, Mucinen und nicht-
kollagenen Proteinen besteht, eingebettet. Die desmale Knochenbildung findet zum Beispiel 
bei Schädelknochen statt.  
Die zweite Möglichkeit der Knochenbildung ist die indirekte oder enchondrale Ossifikation. 
Es wird eine knorpelige Anlage geformt, die später durch Knochen und Knochenmark ersetzt 
wird (Chung, 2004). Zum Beispiel entstehen die Knochentrabekel von Röhrenknochen auf 
diese Weise. 
 
 
1.2.1 Enchondrale Ossifikation 
 
Nach der Kondensation der mesenchymalen Zellen zu einer knorpeligen Anlage, 
differenzieren die äußeren Zellen zu Osteoblasten und bilden das Perichondrium, während die 
inneren Zellen zu Chondrozyten differenzieren. Die Chondrozyten exprimieren bestimmte 
Knorpelmatrixkomponenten wie z.B. Kollagen II und Aggrecan. In der Mitte der knorpeligen 
Anlage bildet sich das erste Verknöcherungszentrum (Ossifikationszentrum), in welchem die 
Zellen zunächst proliferieren, dann hypertrophieren und schließlich durch Apoptose sterben. 
Die Differenzierung des Chondrozyten aus der Ruhephase bis zum Sterben des hypertrophen 
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Chondrozyten durch Apoptose wird als terminale oder späte Chondrozytendifferenzierung 
bezeichnet.  
Nun wandern Blutgefäße und Chondroklasten ein, die die Reste der Knorpelzellen abbauen. 
Osteoblasten-Vorläuferzellen gelangen in die Markhöhle. Das knöcherne Zentrum weitet sich 
längs zu beiden Seiten aus.  
Typisch für die hypertrophen Zellen ist die Expression von Kollagen X statt Kollagen II, das 
von den proliferierenden Zellen exprimiert wird.  
An den beiden Enden der Röhrenknochen entstehen sekundäre Ossifikationszentren in den 
Epiphysen, die sich zentrifugal ausbreiten. Die Gelenkflächen bleiben knorpelig. Für das 
Längenwachstum ist die Wachstumsfuge verantwortlich, die zwischen den beiden 
Ossifikationszentren liegt. Hier durchlaufen die Chondrozyten ebenfalls die verschiedenen 
Stadien von den ruhenden Chondrozyten bis zur Apoptose.  
Das Längenwachstum der Knochen endet schließlich beim Erreichen der Geschlechtsreife, 
wenn eine hohe Konzentration an Sexualhormonen sämtliche Chondrozyten der 
Wachstumsfuge zur Hypertrophierung anregt und der restliche Knorpel durch Knochen 
ersetzt wird.  
In der Abbildung 1.5 ist die enchondrale Ossifikation schematisch dargestellt.  
 

 
 
Abbildung 1.5: Die enchondrale Ossifikation. A-C: Kondensierung der mesenchymalen Zellen, D: 
Formen der Knochenanlagen durch Knorpel, E: Chondrozyten in der Mitte werden hypertroph, F: 
Blutgefäße wachsen in das Innere des späteren Knochens, G: Die Knochenmarkhöhle, das zweite 
Ossifikationszentrum und die epiphysäre Wachstumsfuge bilden sich, H: Das sekundäre 
Ossifikationszentrum bildet sich im epiphysären Knorpel (Cancedda et al., 1995) 
 
 
In der Wachstumsfuge sind die verschiedenen Differenzierungsstadien, die Chondrozyten auf 
ihrem Weg bis zur Ossifikation durchlaufen, gut zu erkennen und zu unterscheiden. Die 
Stadien sind horizontal angeordnet, (Hunziker, 1994), wie in der Abbildung 1.6 C 
schematisch dargestellt. In Abbildung 1.6 A ist die Tibia einer 14 Tage alten Maus mit 
Epiphyse, Diaphyse und der Wachstumsfuge zu sehen. Das 2. Ossifikationszentrum in der 
Epiphyse ist 14 Tage nach der Geburt fast vollständig verknöchert. Die Abbildung 1.6 B zeigt 
die Vergrößerung einer Wachstumsfuge der Tibia einer 15,5 Tage alten Maus. Die 
Ruhechondrozyten liegen benachbart zu der Epiphyse. Daran schließt sich die proliferative 
Zone an, gefolgt von den prähypertrophen und hypertrophen Chondrozyten. Die hypertrophen 
Zellen werden schließlich apoptotisch und Teil der Knochen.  
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Abbildung 1.6: Die Wachstumsfuge des Knochens. A: Metatarsale Sektion einer 14 Tage alten 
Maus, gefärbt mit Masson-Trichrom (Ortega et al., 2004). B: Ausschnitt aus der Wachstumsfuge einer 
Tibia einer 15,5 Tage alten Maus (100 fache Vergrößerung im Lichtmikroskop). C: Schematische 
Darstellung der verschiedenen Stadien die die Zellen der Wachstumsfuge durchlaufen. 
 
Es gibt für die Chondrozyten der verschiedenen Zonen unterschiedliche Charakteristika: 
 
Ruhezone 
 
Die Chondrozyten der Ruhezone sind klein und rund. Sie liegen weit von einander getrennt 
und sind von einer Matrix umgeben, die für den hyalinen Knorpel typisch ist (Hunziker, 1994, 
Brochhausen et al., 2009). Die Zellen sind metabolisch kaum aktiv und proliferieren fast 
überhaupt nicht.  
Ihre Aufgabe ist relativ unbekannt. Es wurden stammzellenähnliche Zellen in der Ruhezone 
gefunden (Abad et al., 2002), aus denen sich proliferierende Zellen entwickeln können. Abad 
et al. (2002) haben die proliferative und die hypertrophe Zone einer Wachstumszone entfernt, 
woraufhin sich diese Zonen aus der Ruhezone neu bildeten.  
 
 
Proliferative Zone 
 
Typisch für proliferierende Chondrozyten der Wachstumsfuge ist die Säulenbildung. Die 
Säulen sind parallel zu der longitudinalen Achse des Knochens angeordnet. Ihre Höhe hängt 
von der Mitoserate der Zellen ab. Die Mitosespindeln ordnen sich senkrecht zur Längsachse 
des Knochen an (Stevenson et al., 1990) und die Chondrozyten drängen nach der Teilung 
vorerst horizontal auseinander und stapeln sich dann übereinander (Hunziker, 1994).  
Einen großen Anteil in der ECM der proliferierenden Chondrozyten hat Kollagen II.  
Die Chondrozyten synthetisieren während der terminalen Differenzierung für die 
verschiedenen Zonen typische Faktoren. Nach Cancedda et al. (1995) läßt sich die 
Differenzierung in 3 Stadien teilen.  
Die Chondrozyten der proliferierenden Zone bilden das Stadium I. Typische Genprodukte 
sind die Kollagene II, IX und XI, Aggrecan und Link Protein. Dieses Stadium läßt sich noch 
in Ia und Ib unterteilen. Das frühere Stadium Ia ist gekennzeichnet durch eine hohe 
Expression von Kollagen VI (Quarto et al., 1993) und das spätere Stadium Ib durch eine 
Aktivierung von Matrilin 1 und die Hochregulierung spezifischer Matrixproteine (Muratoglu 
et al., 1995).  

A B C 
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Hypertrophe Zone 
 
Nach der Einteilung von Cancedda et al. (1995) gehören die hypertrophen Chondrozyten dem 
Stadium II der Differenzierung an. 
Optisch unterscheiden sich Chondrozyten dieser Zone von Chondrozyten der proliferierenden 
Zone darin, dass ihr Volumen um bis zu 10 mal größer ist. Sie entstehen durch eine terminale 
Differenzierung der prähypertrophen Chondrozyten, die eine Zone zwischen den 
proliferierenden und den hypertrophen Zellen bilden.  
Die Zellen haben einen sehr hohen Kalziumspiegel, den sie für die Abgabe von 
Matrixvesikeln benötigen (Wang und Kirsch, 2002, Wang et al., 2003). Die Vesikel nehmen 
mit Hilfe von Annexinen viel Kalzium auf (Kirsch et al., 2000) und durch die Vesikel werden 
Phosphatasen, Matrixmetalloproteinasen (MMPs), Kalziumphosphat und Hydroxylapatit aus 
der Zelle geschleust. Die MMPs 3 und 13 werden von den Chondrozyten exprimiert und 
bauen die ECM, welche die Zellen umgibt, ab. MMP-13 z.B. spaltet Kollagen II (Goldring et 
al., 2006, Colnot et al., 2004, Ortega et al., 2004). 
Die ECM der hypertrophen Zone unterscheidet sich stark von der ECM der restlichen 
Wachstumsfuge (Ruhe- und Proliferative Zone). Kollagen X und die alkalische Phosphatase 
sind typische Produkte der Zellen der hypertrophen Zone (Alvarez, et al., 2000). Kollagen II, 
IX und XI werden in dieser Zone kaum noch synthetisiert.  
 
Invasive Zone 
 
In der invasiven Zone durchlaufen die Chondrozyten das Stadium 3 der Differenzierung:  
Die mineralisierte Matrix wird vaskularisiert. Es dringen Blutgefäße und Osteoblasten ein, 
stimuliert durch VEGF (vascular endothelial growth factor), das von den hypertrophen 
Chondrozyten exprimiert wird (Gerber et al., 1999).  
Einwandernde Chondroklasten bzw. Osteoklasten degradieren die restliche Matrix (Lewinson 
und Silbermann, 1992, Vu et al., 1998). Endothelzellen, die von den einwachsenden 
Blutgefäßen stammen, exprimieren MMP 3, 10 und 13 (Bord et al., 1998, Tuckerman et al., 
2000).  
Etwa 20% der Septa des hypertrophen Knorpels bleiben bestehen und dienen als Gerüst für 
die Anlagerung von Knochenmatrix, die von den Osteoblasten sekretiert wird (Salle et al., 
2002). Schließlich werden die hypertrophen Chondrozyten apoptotisch (Gibson, 1998, 
Salvesen und Dixit, 1997).  
 
 

1.3 Embryonales Hühnersternum 
 
Die Entwicklung des embryonalen Sternums des Huhns ist mit der Bildung des primären 
Ossifikationszentrums vergleichbar. Aus diesem Grund eignet sich das Sternum gut, um die 
verschiedenen Zellstadien der späten Differenzierung während der enchondralen Ossifikation 
zu untersuchen.  
Die Chondrozyten im Sternum des Huhns entwickeln sich innerhalb der späten 
Differenzierung unterschiedlich schnell. Am 17. Tag der Entwicklung des Hühnerembryos im 
Ei ist das Sternum noch immer knorpelig und enthält Zellen in verschiedenen Stadien der 
Differenzierung, wohingegen die Zellen bis zum 16. Tag des Embryos im Ei homomorph und 
klein sind und dicht zusammen liegen.  
Ab dem 16. Tag zeigen sich im kranialen Bereich des Sterums (siehe Abbildung 1.7) die 
ersten hypertrophen Zellen. So besteht dieser Teil ab dem 17. Tag aus unterschiedlich 
differenzierten Zellen. Links und rechts von der Mittelachse des Sternums befinden sich 
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hypertrophe Zellen, während im peripheren Bereich auch noch kleine, proliferierende Zellen 
auftreten (D`Angelo und Pacifi, 1997).  
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Abbildung 1.7: Embryonales Hühnersternum. Die Chondrozyten werden aus dem kranialen und 
kaudalen Teil des Sternums gewonnen und unterscheiden sich dadurch, dass sie sich in 
unterschiedlichen Stadien der späten Chondrozytendifferenzierung befinden (Foto: T. Steens). 
 
Die Zellen aus dem kranialen Bereich des Sternums beginnen mit der Synthese von Kollagen 
X. Am Tag 20, das ist einen Tag, bevor das Huhn schlüpft, bestehen 50-80% des Kollagens in 
diesem Bereich aus Kollagen X (Gibson und Flint, 1985, Reginato et al., 1986). Bereits am 
18. Tag beginnt die Verknöcherung und die Vaskularisierung des kranialen Teils; im 
Gegensatz dazu bleibt der kaudale Teil des Sternums noch bis zu zwei Monate nach dem 
Schlüpfen des Huhnes knorpelig (Iwamoto, et al., 1993). Die kaudalen Chondrozyten 
synthetisieren die Kollagene II, IX und XI und befinden sich teilweise im Ruhestadium oder 
im proliferativen Stadium. 
 
 
1.3.1 Kultivierung von Zellen aus dem embryonalen Hühnersternum 
 
Chondrozyten aus dem kaudalen und kranialen Teil des embryonalen Hühnersternums können 
auch in Kultur gehalten werden, so dass man die späte Differenzierung in vitro simulieren 
kann. Hierzu wurde eine drei-dimensionale Agarosesuspensionskultur entwickelt (Benya und 

Shaffer, 1982, Bruckner et al., 1989). Die Dedifferenzierung, welche Monolayerkulturen bei 
den Chondrozyten verursacht, wird verhindert. Bei der Dedifferenzierung nimmt der 
Chondrozyt wieder den Phänotyp seiner Vorläuferzelle an, und exprimiert Kollagen I statt 
Kollagen II und Aggrecan (Mayne et al., 1976, Bruckner et al., 1989). In der drei-
dimensionalen Agarosesuspensionskultur wird der differenzierte Chondrozyt stabilisiert und 
produziert die ECM. Für die Proliferation allerdings benötigt er FKS (Fötales Kälber Serum). 
Eine andere Möglichkeit der Stabilisierung des Chondrozyten-Phänotyps ist die Kultivierung 
in Kollagen-Gelen unter Zugabe von Serum (Gibson et al., 1984).  
So kann man die Chondrozyten entweder in ihrem gegenwärtigen Zustand erhalten oder die 
Hypertrophie, also die weitere Differenzierung, induzieren. Um die Differenzierung zu 
verhindern, muß ein serumfreies Medium verwendet werden, da durch serumhaltiges 
Medium, das sehr viele verschiedene Faktoren besitzt, die Differenzierung eingeleitet werden 
kann (Bruckner et al., 1989, Tschan et al., 1990).  
Chondrozyten sind empfindlich gegenüber Sauerstoff-Radikalen. Im Knorpel herrscht 
normalerweise ein geringer Sauerstoffgehalt, der während der Kultivierung in 
Suspensionskulturen in dieser Form nicht erreicht werden kann. Tschan et al. (1990) konnten 
zeigen, dass Chondrozyten in vitro durch Sauerstoff-Radikale sterben, was aber durch Zugabe 
von Cystein oder Pyruvat verhindert werden kann.  

kranialer 
Bereich 

kaudaler Bereich 
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Außerdem bewiesen sie in vitro, dass Chondrozyten in Kulturen von geringer Dichte durch 
FKS zur Differenzierung angeregt werden können.  
 
 
1.3.1.1 Unterschiede in der Kultivierung von kaudalen und kranialen Zellen 
 
Die Hypertrophie von kranialen Zellen kann durch Zugabe von Insulin like growth factor I 
(IGF-I), Insulin oder Thyroidhormon erreicht werden (siehe Abbildung 1.7). So kann man 
während einer 14-tägigen Kultivierung beobachten, wie die Synthese der Hypertrophiemarker 
Kollagen X und der alkalischen Phosphatase in kranialen Zellen nach Stimulierung ansteigt. 
Zu Beginn der Kultivierung bilden die kranialen Zellen ein relativ heterogenes Gemisch 
(frühhypertrophe und proliferierende Zellen), doch durch die Stimulierung werden sie schnell 
hypertroph und sezernieren die Hypertrophie-Marker, z.B. Kollagen X und die alkalische 
Phosphatase.  
 
In kaudalen Zellen reichen die gleichen Bedingungen nicht aus, um die Zellen zur 
Differenzierung anzuregen (siehe Abbildung 1.7) (Böhme et al., 1995). Allerdings zeigten 
Experimente, in denen Chondrozyten mit Endothelzellen kokultiviert wurden, und Thyroxin 
in das serumfreie Medium gegeben wurde, dass kaudale Chondrozyten unter diesen 
Bedingungen hypertroph werden können (Bittner et al., 1998). Der gleiche Effekt tritt ein, 
wenn die kaudalen Zellen nur mit Thyroxin und dem konditionierten Medium der 
Endothelzellen kultiviert werden.  
Wie sich zeigte, sind Endothelzell-Proteasen für die Freischaltung der terminalen 
Differenzierung kaudaler Chondrozyten verantwortlich (Babarina et al., 2001).  
In vitro kann Chymotrypsin die Funktion der Endothelzell-Proteasen ersetzen. Zusammen mit 
Thyroxin führt es dazu, dass kaudale Chondrozyten in Kultur hypertroph werden.  
Werden kaudale und kraniale Chondrozyten in Kokultur gehalten, ohne dass Endothelzell-
Protease zugegeben werden, unterdrücken die kaudalen Zellen ihre eigene Hypertrophie und 
die Hypertrophie der kranialen Zellen (Böhme et al., 1995), indem sie negative Regulatoren 
der Differenzierung sekretieren.  
 
 

1.4 Regulation der Chondrozytendifferenzierung 
 
Der Prozess der Chondrozytendifferenzierung wird auf verschiedenen Wegen reguliert. Die 
ECM spielt eine wesentliche Rolle. Ihre Funktion liegt nicht nur in ihrer Struktur, sondern 
auch in der Bereitstellung von verschiedenen Faktoren und der Interaktion mit der Zelle.  
Im weiteren Verlauf der Einleitung werden autokrine und parakrine Faktoren vorgestellt, 
einige Transkriptionsfaktoren und die Proteasen.  
In der Abbildung 1.8 werden einige Faktoren gezeigt, die die enchondrale Ossifikation 
beeinflussen. Sie soll verdeutlichen, dass in der Differenzierung viele verschiedene Faktoren 
eine Rolle spielen und dass die Anwesenheit eines Faktors den nächsten beeinflusst.  
Die Abbildung 1.8 A zeigt die verschiedenen Stadien, die die Zelle während der enchondralen 
Ossifikation durchläuft und dazu nötige Faktoren. Unterhalb der Abbildung sind die 
Synthese-Produkte der entsprechenden Stadien dargestellt. In der Abbildung 1.8 B wird die 
Wirkung einiger Transkriptions-, sekretierter und systemischer Faktoren und ihre Interaktion 
untereinander dargestellt.  
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1.4.1 Rolle der Proteasen bei der Regulation 
 
Die Hypertrophierung der Chondrozyten und die Mineralisierung geht mit einem Abbau der 
extrazellulären Matrix einher. Verschiedene Proteasen bauen Matrixkomponenten ab und 
aktivieren oder deaktivieren durch Spaltung Faktoren, die in der terminalen Differenzierung 
eine Rolle spielen. Zu den aktiven Proteasen gehören z.B. die Matrix-Metallo-Proteasen 
(MMPs) und Cystein-Proteasen. 
Im Weiteren werden die MMPs, Cathepsin und die ADAMTS-Proteine vorgestellt: 
 
MMP 
 
Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs) spielen eine große Rolle beim Abbau der ECM. Sie 
spalten ECM-Proteine und Zelloberflächenproteine und sie aktivieren und deaktivieren 
Wachstumsfaktoren (Egelblad und Werb, 2002). Die MMPs sind eine Familie aus mehr als              
20 Zink-abhängigen Proteasen. Sie sind entweder verankert in der Membran oder sie werden 
sezerniert. Die meisten MMPs werden als inaktive Vorstufen synthetisiert und müssen 
nachträglich aktiviert werden (Stetler-Stevenson, 1989, Strongin et al., 1993). Sie werden 
durch proteolytische Abspaltung der aminoterminalen Domäne aktiviert. MMPs werden je 
nach Substrat in Kollagenase (Substrat: tripelhelikales Kollagen), Gelatinasen (Substrat: 
degradiertes Kollagen und Gelatine), Stromelysine (Substrat: Proteoglykane), Membran-
gebundene MMPs und in die übrigen MMPs aufgeteilt. Die Inhibitoren der MMPs heißen 
TIMPs (tissue inhibitor of metalloproteinases).  
MMP 2 (Gelatinase A), MMP9 (Gelatinase B), MMP13 (Kollagenase 3) und MMP14 (MT1-
MMP) sind sehr wichtig für die enchondrale Ossifikation (Vu et al., 1998, Pendas et al., 1997, 
Holmbeck et al., 1999).  

A B 

Abbildung 1.8 Übersicht einiger Faktoren, die in 
der enchondralen Ossifikation eine Rolle spielen. A: 
Es sind die verschiedenen Stadien der Zelle während 
der Differenzierung mit den entsprechenden Wachs-
tums- und Differenzierungsfaktoren (über den Pfeilen), 
den Transkriptions-faktoren (unter den Pfeilen) und 
den ECM-Proteinen, den typischen Produkten der 
verschiedenen Differenzierungsstadien, dargestellt 
(verändert nach Goldring et al., 2006).  

B: Schematisches Diagramm über die Rolle verschiedener systemischer Faktoren, sekretierter 
Faktoren und Transkriptionsfaktoren und über ihre Interaktionen (verändert nach Macky et al., 
2008). 
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MMP9-Null-Mäuse haben Knochen, die etwa 10% kürzer sind als beim Wildtyp. Außerdem 
verzögert sich die Apoptose der hypertrophen Chondrozyten (Vu et al., 1998). Im Mikroskop 
lassen sich in der Wachstumsfuge von der Tibia, dem Femur und dem Mittelfuß 
Abnormalitäten erkennen: Bei der Geburt der MMP9-Null-Maus ist die hypertrophe Zone 
etwa doppelt so lang wie in der Wildtyp-Maus, nach drei Wochen ist sie sechs bis acht mal so 
lang. Doch die Form der Chondrozyten ist normal und die Kalzifizierung verläuft ebenfalls 
wie bei der Wildtyp-Maus. Acht Wochen nach der Geburt ist der Unterschied in der 
Wachstumsfuge verschwunden, da die Ossifikation in der Knockout-Maus anstatt enchondral, 
desmal über das Perichondrium abläuft.  
Wird MMP13 inhibiert, kommt es zu einer Einstellung des Kollagen II-Abbaus und einer 
Blockade der Kollagen X-Synthese (Wu et al., 2002).  
Untersuchungen zu MMP9 und -13 Doppel Knock-out-Mäusen hat ergeben, dass MMP9 und 
MMP13 bei der Knochenentwicklung auf einander abgestimmt aktiv sind. Die 
Knochenmarkhöhle formiert sich nur verzögert, hypertropher Knorpel sammelt sich, die 
Knochenbildung ist blockiert und das sekundäre Ossifikationszentrum bildet sich zögerlich 
(Ortega et al., 2003, 2004).  
 
 
Cathepsin 
 
Cathepsine gehören zu der Gruppe der Cysteinproteasen. Die meisten Cathepsine sind 
Endopeptidasen. Sie werden als Preproenzyme synthetisiert und die Prepeptide werden im 
Endoplasmatischen Retikulum entfernt. Das aktive Cathepsin entsteht nach proteolytischer 
Abspaltung des Propeptids durch verschiedene Proteasen in saurer Umgebung von 
Endosomen oder Lysosomen (Lutgens et al., 2007). Die meisten Cathepsine sind in sauerer 
Umgebung sehr aktiv, z.B. die Cathepsine B, F, H, K, L und V. Cathepsin S dagegen ist 
besonders aktiv bei neutralem pH-Wert (Turk et al., 2000).  
Cathepsine sind am Abbau der ECM beteiligt. Sie werden in Osteoklasten exprimiert, aber 
auch in Chondrozyten und in synovialen Fibroblasten von Patienten, die an rheumatoider 
Arthritis erkrankt sind (Ruettger et al., 2008, Konttinen et al., 2002, Hummel et al., 1998).  
Ruettger et al. (2008) waren in der Lage zu zeigen, dass ein N-terminales Fragment von 
Kollagen II über die Protein Kinase C und die p38 MAP Kinase, abhängig von Ca2+ die 
Expression und Synthese der Cathepsine B, K und L induziert. Kollagen II kann an Annexin 
V binden (Lucic et al., 2003), das an der Einfuhr von Kalzium in die Zelle beteiligt ist (Wang 
und Kirsch, 2002).  
 
 
ADAMTS  
 
ADAMTS-Proteine (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs, 
soluble) sind extrazelluläre Multidomänen-Enzyme, die als Prokollagen N-Proteinase 
Kollagene prozessieren (ADAMTS-2, -3 und -14), Aggrecan (ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9 und -
15), Versikan (ADAMTS-1, -4 und -9) und Brevikan (ADAMTS-4) schneiden, die 
Angiogenese inhibieren und eine Rolle in der Selbstregulierung der Blutgerinnung spielen. 
(Porter et al., 2005). Sie sind eine Subfamilie der Metalloendopeptidasen und nah verwandt 
mit den ADAM-Proteinasen, die als integrale Membranproteine für das Abspalten von 
extrazellulären Domänen von Membranproteinen (ectodomain shedding) oder die Aktivierung 
von verschiedenen Zelloberflächen-Proteinen verantwortlich sind (Seals und Courtneidge, 
2003).  
Einige ADAMTS-Proteine, z.B. ADAMTS-1, -4 und –5 können an die ECM binden (Porter et 
al., 2005, Kuno und Matsushima, 1998).  



Einleitung 24 

Zu den sehr wichtigen Aggrekanasen gehören die ADAMTS-1, -4 und -5. Das Ausschalten 
von ADAMTS-4 und -5 in Mäusen zeigte allerdings keine Auswirkungen auf das Wachstum 
oder den Knorpel (Little et al., 2005, Stanton et al., 2005). Die ADAMTS-1-Nullmaus weist 
aber ein vermindertes Wachstum, Veränderungen im Fettgewebe und eine verminderte 
Fruchtbarkeit aufgrund histologischer Veränderungen im Uterus und den Ovarien auf (Shindo 
et al., 2000, Yokoyama et al., 2002).  
Es wird angenommen, dass die ADAMTS-Proteine in der späten 
Chondrozytendifferenzierung eine Rolle spielen: Die Expression von ADAMTS-5 z.B. wird 
durch Triiodthyronin, einen Faktor, der die terminale Differenzierung positiv reguliert, 
hochreguliert. ADAMTS-5 spielt außerdem eine wichtige Rolle beim Abbau der Matrix im 
Knorpel während der Osteoarthrose. Für eine Maus, der die katalytische Domäne von 
ADAMTS-5 fehlt, konnte ein geringerer Abbau von Knorpelgewebe während der 
Osteoarthrose im Tiermodel im Vergleich zu der Wildtyp-Maus nachgewiesen werden 
(Glasson et al., 2005). Echtermeyer et al. (2009) konnten kürzlich mittels einer Syndekan-4 
defizienten Maus zeigen, dass Syndekan-4 die Aktivierung von ADAMTS-5 kontrolliert. 
Syndekane sind transmembrane Heparansulfat-Proteoglykane, die mit verschiedenen 
Faktoren, z.B. FGF, VEGF und TGF-� interagieren können. Die Kontrolle von ADAMTS-5 
geschieht, indem Syndekan-4 direkt mit ADAMTS-5 wechselwirkt sowie über die 
Regulierung einer Protein Kinase, der MAPK (mitogen-activated protein kinase), welche 
wiederum Aktivierung von MMP-3 induziert. 
Zu den ADAMTS gehören auch die ADAMTS-like-Proteine, von denen bis jetzt drei bekannt 
sind (Hirohata et al., 2002) und denen die katalytische Metalloprotease-Domäne und die 
Disintegrin-like-Domäne fehlt. Die Ankerdomäne jedoch ist vorhanden. Sie wird von 
ADAMTS benötigt, um das Substrat zu binden und schneiden zu können (Kuno et al., 1999, 
Colige et al., 1999). 
Bis dato gibt es nur Spekulationen, welche Funktionen ADAMTS-like haben könnte. Man 
nimmt an, dass ADAMTS-like ADAMTS reguliert, etwa durch Konkurrenz um das Substrat, 
so dass dieses vor dem Verdau geschützt wird. Eine andere Möglichkeit wäre auch, dass 
ADAMTS-like die Aktivität von ADAMTS erhöht. 
 
 
1.4.2 Parakrine und autokrine Regulation 
 
Einige Faktoren, die während der späten Chondrozytendifferenzierung eine Rolle spielen, 
sind noch nicht identifiziert. Es gibt sowohl parakrine Hormone oder Wachstumsfaktoren, 
welche Einfluss auf die umliegenden Chondrozyten nehmen, als auch autokrine Faktoren, die 
von den Zellen selber produziert werden und auf dieselbe Zelle wirken, die den Faktor 
produziert hat.  
Ein Beispiel für die parakrine Regulation sind die kaudalen Chondrozyten, die in Kokultur 
mit kranialen Chondrozyten nicht nur ihre eigene Hypertrophierung, sondern auch die der 
kranialen Chondrozyten unterdrücken. Das geschieht über die Sekretion von Faktoren, welche 
die Differenzierung negativ regulieren.  
Kultiviert man artikuläre Chondrozyten zusammen mit Zellen der Wachstumsfuge oder 
kranialen Zellen, wird ebenfalls die Hypertrophie in der Wachstumsfuge bzw. der kranialen 
Zellen gehemmt (Jikko et al., 1999, D`Angelo und Pacifici, 1997).  
Außerdem inhibieren epiphysäre Chondrozyten die Differenzierung von Chondrozyten aus 
der Wachstumsfuge (Haaijman et al., 1999, Pateder et al., 2000). Die Hypertrophierung von 
proliferativen Chondrozyten wird dadurch gehemmt, dass Ruhechondrozyten direkt neben 
ihnen, um 90° gedreht, angesiedelt werden (Abad et al., 2002). Das alles sind deutliche 
Indizien für parakrine Regulationsmechanismen. Im weiteren Verlauf der Einleitung werden 
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Faktoren vorgestellt, die für eine parakrine oder autokrine Regulierung der 
Chondrozytendifferenzierung in Frage kommen: 
 
 
FGFs und FGFRs (Fibroblast Growth Factor Rezeptoren) 
 
Die FGF-Familie besteht aus 23 verschiedenen Polypeptiden, die verschiedene Aufgaben in 
unterschiedlichen biologischen Prozessen haben. Sie besitzen eine große Affinität zu Heparin 
(Powers et al., 2000) und haben eine sehr homologe Kernregion von 140 Aminosäuren.  
Die FGF-Rezeptoren gehören zu einer Familie von 4 Tyrosin-Kinase-Rezeptoren. Sie binden 
Fibroblastenwachstumsfaktoren mit unterschiedlicher Affinität (Kronenberg, 2003, Ornitz 
und Marie, 2002, Vajo et al., 2000).  
Die FGF-Rezeptoren durchspannen die Membran. Sie besitzen eine extrazelluläre, Liganden 
bindende Region, bestehend aus 3 Immunglobulin-Domänen, eine Transmembran- und eine 
intrazelluläre Tyrosin Kinase-Domäne. Das Binden von FGF an den Rezeptor führt zur 
Homodimerisierung des Rezeptors, welcher wiederum die Autophosphorylierung und 
Stimulierung der Tyrosin-Kinase-Aktivität induziert. 
FGFR3 wird in den proliferierenden Chondrozyten exprimiert. Kommt es zu Mutationen in 
dem Rezeptor, kann dies zu Störungen in der Signalkaskade führen, was wiederum 
verschiedene Skelett-Dysplasien verursacht, wie z.B. Achondroplasie (ACH) und 
Hypochondroplasie (HCH). Beiden Krankheiten ist ein kleinwüchsiger Phänotyp gemein, der 
bei ACH stärker ausgeprägt ist und dadurch zustande kommt, dass die Wachstumsfuge der 
Epiphyse zu früh verknöchert und das Längenwachstum eingeschränkt wird.  
Die Mutationen sind immer autosomal dominant und werden durch „gain of function“ 
Mutationen, die einen dauerhaft aktiven FGF-Rezeptor 3 zur Folge haben, verursacht.  
Je aktiver der FGF-Rezeptor ist, desto schwerwiegender ist der Phänotyp. Aktiviert wird 
FGFR-3 durch FGF-18 (Liu et al., 2007), das im Perichondrium exprimiert wird.  
FGFR-3 kontrolliert die Chondrozytendifferenzierung negativ (Ornitz und Marie, 2002, Vajo 
et al., 2000). Es wurde bestätigt, dass das Binden von FGF an FGFR-3 die Proliferation durch 
die Herunterregulierung von Ihh (Indian hedgehog), einem Protein, das die Proliferation 
stimuliert und die Hypertrophie inhibiert, negativ beeinflusst (Ornitz und Marie, 2002, 
Brochhausen et al., 2009) Aber es ist weitgehend unklar, was für eine Wirkung die Expression 
von FGFR-3 auf die Hypertrophie besitzt. Stat-1, ein Transkriptionsfaktor, spielt ebenfalls 
eine Rolle in der Vermittlung des FGF-Signales und bei der Inhibierung der Proliferation 
(Sahni et al., 1999, Sahni et al., 2001).  
MAPK (Mitogen activating protein kinase) ist ein Effektor von FGFR-3. Wenn der Aktivator 
von MAPK, MEK, durchweg aktiv ist, entsteht ein Phänotyp für Achondroplasia, der dem des 
dauerhaft aktiven FGF-Rezeptor 3 sehr ähnlich ist (Murakami et al., 2004).  
 
 
PTHrP (Parathyroid hormone-related peptide) 
 
PTHrP wird in verschiedenen Geweben, sowohl bei Erwachsenen als auch während der 
Entwicklung exprimiert, z.B. im Herz, Knorpel, Niere, Haar-Follikel, Plazenta, Brust, Lunge 
und von vielen Epithelzellen (Schipani und Provot, 2003). Es ist ein wichtiger autokriner, 
bzw. parakriner Faktor. Mäuse, in denen PTHrP überexprimiert oder ausgeschaltet wird, 
zeigen dramatische Veränderungen bei der Entwicklung (Schipani und Provot, 2003).  
Bindet PTHrP an den PTH/PTHrP-Rezeptor, wird die Protein-Kinase A aktiviert. Diese 
phosphoryliert den Transkriptionsfaktor Sox9, der für den Einfluss von PTHrP auf die 
Wachstumsfuge sorgt (Huang et al., 2001). 
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In der Wachstumsfuge wird PTHrP mRNA von perichondrialen Zellen und proliferierenden 
Chondrozyten der periartikulären Region exprimiert, während der Rezeptor in geringen 
Mengen von säulenartigen, proliferierenden Chondrozyten und in größeren Mengen von 
prähypertrophen Zellen exprimiert wird (Lanske et al., 1996, Vortkamp et al., 1996). 
Mutationen in dem Rezeptor führen zu Chondrodysplasien: Chondrodysplasie vom Typ 
Blomstand (BLC) (Schipani und Provot, 2003, Oostra et al., 2000) und die metaphysäre 
Chondrodysplasie vom Typ Jansen (JMC) (Schipani und Provot, 2003, Calvi und Schipani, 
2000). Die Krankheit BLC ist charakterisiert durch ein Sterben des Embryos, zu frühe 
Mineralisierung der Knochen und kurze Gliedmaßen. Die enchondrale Ossifikation ist sehr 
stark beschleunigt und die Säulenbildung der proliferierenden Zellen findet nicht statt.  
JMC, die durch eine konstitutive Expression des PTH/PTHrP-Rezeptors verursacht wird, 
zeichnet sich durch Kleinwuchs mit kurzen Gliedmaßen und Besonderheiten in der 
Wachstumsfuge, in Form von verzögert eintretender und lang andauernder Hypertrophie und 
verzögerter vaskulärer Invasion, aus (Calvi und Schipani, 2000, Schipani et al., 1997).  
In Hühnerchondrozyten, die den Transkriptionsfaktor Runx2 überexprimieren, konnte gezeigt 
werden, dass PTHrP die Aktivität der alkalischen Phosphatase und die Kalzifizierung der 
Matrix blockiert. Eventuell geschieht die Inhibierung der Runx2-Expression durch die 
Induktion weiterer Transkriptionsfaktoren, gesteuert durch PTHrP (Iwamoto et al., 2003).  
Um die Chondrozytendifferenzierung zu regulieren agieren PTHrP und Indian Hedgehog 
(Ihh) gemeinsam, in Form eines negativen Feedback Loops: Prähypertrophe Chondrozyten 
produzieren Ihh und aktivieren so die Expression von PTHrP in den Zellen des periartikulären 
Perichondriums. Das gebildete PTHrP bindet an die PTH/PTHrP-Rezeptoren der 
proliferierenden und hypertrophen Zellen und verhindert so ein Fortschreiten der 
Hypertrophie (Chung et al., 1998, Vortkamp et al., 1996, Lanske et al., 1996, Wallis, 1996). 
Die Chondrozyten werden im proliferierenden Stadium gehalten und die Expression von Ihh 
wird gebremst. Die Abbildung 1.9 zeigt eine schematische Darstellung des negativen 
Feedback loops.  
Veränderungen in der PTHrP-Expression führen im Tiermodel zu sehr auffälligen 
Phänotypen: In Mäusen, die kein PTHrP oder nur defektes PTHrP produzieren, differenzieren 
Chondrozyten zu früh und es wird zu viel Knochen gebildet (Amizuka et al., 1994, Lanske et 
al., 1996).  
Wird die Expression von PTHrP verstärkt, führt dies zu einer Verzögerung der 
Differenzierung und fehlender Knochenbildung. Die Mäuse werden mit einem knorpeligen 
Skelett geboren (Weir et al., 1996). 
 
 
Ihh (Indian hedgehog) 
 
Ihh gehört zu der Familie der Hedgehog-Proteine, die für die embryonale Musterbildung und 
für die Gliedknospenentwicklung mit verantwortlich sind (Hammerschmidt et al., 1997). Es 
wird besonders stark in der prähypertrophen Zone exprimiert (Kronenberg, 2003) und gilt als 
notwendig und hinreichend für die Expression von PTHrP (Vortkamp et al., 1996, St.-Jacques 
et al., 1999). Ihh inhibiert die hypertrophe Chondrozytendifferenzierung, indem es die 
Produktion von PTHrP fördert. Auf diesen negativen „Feedback-Loop“ wurde in dem 
Abschnitt über PTHrP bereits näher eingegangen.  
Hedgehog-Proteine binden an Ptc-(patched) Rezeptoren und als Folge wird das 
Membranprotein Smo (smoothened) freigesetzt, das intrazellulär aktiv ist. In der Abwesenheit 
von Ihh blockiert Ptc das Membranprotein Smo.  
In der Ihh-Knockout-Maus ist die Chondrozytendifferenzierung reduziert, die Hypertrophie 
jedoch verstärkt. Die Osteoblastenentwicklung fehlt (St.-Jacques, McMahon, 1999). Wird Ihh 
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überexprimiert, tritt die Hypertrophie nur verzögert ein (Vortkamp, et al., 1996, Lanske et al., 
1996).  
Ihh reguliert die Hypertrophie in vivo also negativ, die Proliferation aber positiv. Die 
Induzierung der Proliferation durch Ihh ist unabhängig von PTHrP, die inhibitorische 
Wirkung von Ihh auf die Hypertrophie ist allerdings abhängig von PTHrP (Karp et al., 2000, 
Kobayashi et al., 2002).  
Außerdem reguliert Ihh die Synthese von BMP-2 und -4. Wenn Ihh in Organkulturen 
überexprimiert wird, führt dies zu einer stärkeren Expression von BMP-2 und -4 im 
Perichondrium. Vielleicht sind die BMPs als Signalmoleküle verantwortlich für die 
Initiierung von PTHrP (Zou et al., 1997, Pathi et al., 1999).  
 

PTHrP

BMPsProliferation

FGFs Ihh

Runx2
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Abbildung 1.9: Negativer Feedback-Loop in der Ihh/PTHrP-Interaktion (nach Provot und 
Schipani, 2005).  
 
 
Vitamin D-Metabolite 
 
Vitamin D gehört zu den Steroidhormonen. Sie regeln unter anderem die extrazelluläre 
Kalziumkonzentration. Vitamin D3 entsteht bei UV-Bestrahlung in der Haut aus Provitamin 
D3, welches in der Leber synthetisiert wird. Ein Mangel an Vitamin D kann Rachitis 
verursachen. Patienten mit Rachitis haben weiche Schädelknochen am Hinterkopf, 
Auftreibungen an den Rippen und Handgelenken und sie neigen zu Infekten der oberen 
Luftwege. Langfristig kann die Krankheit zu verbogenen Beinen, krummer Wirbelsäule und 
gestörtem Zahnaufbau führen. Auf mikroskopischer Ebene läßt sich eine Vergrößerung der 
hypertrophen Zone der Wachstumsfuge erkennen (Norman und Hurwitz, 1993, Yagishita et 
al., 2001).  
1,25- und 24,25 Dihydroxyvitamin D3(-(OH)2D3) sind die aktiven Formen von Vitamin D. In 
der Wachstumsfuge regulieren sie die Proliferation, die Differenzierung und die Synthese von 
Matrix durch Chondrozyten.  
Vitamin D reguliert die Differenzierung der Chondrozyten aus der Wachstumsfuge über die 
klassischen nuklearen Vitamin D-Rezeptoren und über Membran-assoziierte Rezeptoren 
(Boyan et al., 2003).  
In Ruhechondrozyten ist Vitamin 24,25-(OH)2D3 aktiv (Sylvia et al., 1993). Es bindet an die 
Membran und induziert die Aktivität der Mitogen-activated Protein Kinase und reduziert die 
Prostaglandin Produktion (Schwartz et al., 2002).  
Ein spezieller 1,25 Dihydroxyvitamin D3(-(OH)2D3)-Rezeptor, der 1,25 D3 MARRS-
Rezeptor (1,25 dihydroxy vitamin D3 memrane assoziated rapid response steroid receptor), 

TGF-� 
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vermittelt die Inhibierung der späten Chondrozyten-Differenzierung. Er ist an der Oberfläche 
der Plasmamembran verankert und bindet 1,25 Dihydroxyvitamin D3(-(OH)2D3). 
Versuche in Kulturen von Chondrozyten aus dem kranialen Teil der Sterna von embryonalen 
Hühnern haben gezeigt, dass IGF-I die Inhibierung aufhebt und die Chondrozyten hypertroph 
werden. Mit E-64, einem Inhibitor für Cystein-Proteasen, kann dieser Effekt wieder 
aufgehoben werden. Es wird davon ausgegangen, dass der Rezeptor durch die Proteasen nach 
Stimulierung mit IGF-I gespalten wird, Vitamin D nicht mehr binden kann, und somit die 
Inhibierung der späten Chondrozytendifferenzierung nichtig ist. E-64 blockiert die Proteasen 
und somit die Spaltung des Rezeptors (Dreier et al., 2008a). 
 
 
Retinoinsäure 
 
Die isomeren Formen der Retinoinsäure (retinoic acid, RA) kommen in embryonalen 
Chondrozyten und im Perichondrium vor und die Retinoid-Rezeptoren werden im Knorpel 
exprimiert (Koyama et al., 1999). Sie ist ein aktives Derivat von Vitamin A und essentiell für 
die Skelettentwicklung. Allerdings verursacht zu viel RA starke Abnormalitäten im Skelett 
(Wolbach und Hegsted, 1952). Die Retinoinsäuren-Rezeptoren und die Retinoid-X-
Rezeptoren stammen aus zwei unterschiedlichen Transkriptionsfaktor-Familien und 
vermitteln die Signale der Retinoinsäure. Wenn der Ligand bindet, bilden die Rezeptoren 
Heterodimere und binden an die Promotoren der Zielgene der RAs (Mangelsdorf, 1994).  
Obwohl man im Promotor von Kollagen X keine Bindungsstelle für die Heterodimere 
gefunden hat, konnte in vitro gezeigt werden, dass die Synthese von Kollagen X, die Aktivität 
der alkalischen Phosphatase und die Mineralisierung (Pacifici et al., 1991, Iwamoto et al., 
1994) durch RA verstärkt wird. Vermutlich wird das Signal hier durch BMP-7 (Grimsrud et 
al. 1998) weitergegeben, da RA die Synthese von BMP-7 bewirkt. Fehlt BMP, wird weniger 
Kollagen X gebildet. Im Promotor von Kollagen X wurde eine Bindungsstelle für BMP 
gefunden, die die Signalisierung durch RA vermitteln kann (Adams et al., 2003, Li et al., 
2003b). 
RA induziert auch die Expression von Runx2, Smad1 und Smad 5, die alle drei 
Bindungsstellen auf dem Kollagen X Promotor besitzen und deren Bindungsstellen für die 
Stimulierung durch RA bzw. BMP-2 notwendig sind (Li et al., 2003b, Drissi et al., 2003).  
Die Retinoinsäure verursacht nur dann eine weitere Differenzierung, wenn die Zellen bereits 
sehr weit differenziert sind, sich also im prähypertrophen Stadium befinden (Iwamoto et al., 
1993, Dietz et al., 1999). Versuche in Monolayerkulturen mit Kaninchen- und 
Hühnerchondrozyten über einen längeren Zeitpunkt haben gezeigt, dass RA die 
Differenzierung inhibiert und die Dedifferenzierung induziert (Pacifici et al., 1980, Horton et 
al., 1987). In Rinderchondrozyten kann die Dedifferenzierung mit BMP-7 verhindert werden 
(Nishihara et al., 2003).  
Wang und Kirsch (2002) konnten zeigen, dass Retinoinsäure die Kalziumkonzentration im 
Zytoplasma erhöht. Außerdem wird angenommen, dass die Behandlung mit Retinoinsäure zu 
einer Erhöhung der Expression von Annexin II, V und VI und zu einer Annexin-Kanal-
Bildung in den Chondrozyten der Wachstumsfuge führt (Wang et al., 2005). Wahrscheinlich 
wird der Einfluss von Kalzium durch Annexin vermittelt (Wang und Kirsch, 2002, Wang et 
al., 2003). In embryonalen Hühnerchondrozyten der Wachstumsfuge resultiert die 
Überexpression von Annexin V in einer Steigerung der zytoplasmatischen Kalzium-
Konzentration, ähnlich wie bei der Überexpression von RA. Es folgt außerdem verstärkte 
Expression von Annexin II und VI, Osteocalcin, Runx2, ATPase und die Mineralisierung 
wird stimuliert (Wang et al., 2005).  
Williams et al. (2009) konnten zeigen, dass Mäuse ohne die RA-Rezeptoren � und � oder � 
und � eine Verringerung im Wachstum und eine sehr geringe Aggrecan-Expression besitzen. 
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RAR � ist der in den proliferierenden und prähypertrophen Chondrozyten der Wachstumsfuge 
am meisten exprimierte RA-Rezeptor. Eine RAR �/� knockout-Maus hat eine geringe 
Expression des Transkriptionsfaktors Sox9.  
 
 
Insulin und Insulin-like Growth Factors (IGFs) 
 
Insulin ist ein Hauptregulator des Glukosestoffwechsels. Das Hormon wird als Proinsulin von 
den �-Zellen der Langerhans-Inseln im Pankreas gebildet. Es besteht aus einer A- und einer 
B-Peptidkette, die über zwei Disulfidbrücken zusammengehalten werden.  
IGFs sind Wachstumshormon abhängige Wachstumsfaktoren, die parakrin das 
Knorpelwachstum und die Differenzierung beeinflussen. Wegen ihrer strukturellen 
Ähnlichkeit und ihrer analogen Wirkung zu Insulin haben sie ihren Namen erhalten.  
IGF-I wird vor allem in der Leber synthetisiert, während IGF-II in Teilen des embryonalen 
Gewebes stark präsent ist und vermutlich eine wichtige Rolle in der Kontrolle des Wachstums 
vor der Geburt spielt.  
Als Faktor, der das Wachstum von Gliedmaßen unterstützt, wurde IGF-I mittels eines Laser- 
Amputations-Experiments (Geduspan et al., 1992, Geduspan und Solursh, 1993) identifiziert.  
Chondrozyten synthetisieren sowohl IGF-I als auch IGF-II (Burch et al., 1986, Nilsson et al., 
1986).  
Es ist noch nicht genau geklärt, welche Zellen der Wachstumsfuge IGF exprimieren. So 
wurde z.B. in fötalen Chondrozyten aus Rindern mRNA von IGF-I und IGF–II in 
proliferierenden Zellen nachgewiesen (Olney und Mougey, 1999). In Mäusen allerdings 
wurde IGF-I mRNA in proliferierenden und hypertrophen Zellen gefunden (Reinecke et al., 
2000, Smink et al., 2002).  
IGF-I interagiert mit den IGF-Bindungsproteinen (IGFBP), deren Expression in fötalen 
Chondrozyten durch IGF-I und IGF–II, Insulin und TGF-� beeinflusst wird.  
Die Zellrezeptoren, an die IGF-I und Insulin binden, bestehen aus zwei �- und �-
Untereinheiten. Die Liganden binden an der �-Untereinheit und die Tyrosinkinase der �-
Untereinheit katalysiert daraufhin die Autophosphorylierung von Tyrosinresten. 
Torres et al. (2003) konnten zeigen, dass Insulin eine antiapoptotische Wirkung besitzt. In 
Kulturen hoher Dichte mit Chondrozyten aus Gliedknospen des Huhns führte die 
Stimulierung mit Insulin zu einer verstärkten Proliferation der Zellen und zu einer reduzierten 
Hypertrophie und Apoptose. Ähnliche Ergebnisse ergaben sich auch mit Ruhechondrozyten 
der Ratte. Unter serumfreien Bedingungen konnten weder IGF-I noch Insulin eine 
Hypertrophierung der Zellen erreichen. Nur in sehr hohen Konzentrationen führte Insulin zu 
einer Synthese von Kollagen X und alkalischer Phosphatase (Ballock und Reddi, 1994).  
Es wird angenommen, dass Insulin ein primärer Faktor für den Beginn und den Ablauf der 
Chondrogenese ist, und dass es direkt an der Reifung der Chondrozyten beteiligt ist und hier 
nicht über den IGF-Rezeptor wirkt (Quarto et al., 1992).  
IGF stimuliert das Wachstum und die Differenzierung während der frühen Organogenese im 
Hühnerembryo in vivo (Girbau et al., 1987). In der Wachstumsfuge wird die IGF-I-Produktion 
über das Wachstumshormon (Growth hormone) angeregt (Nilsson et al., 1986). IGF-I bindet 
an den IGF-Rezeptor und stimuliert die Proliferation der Chondrozyten (Isgaard, 1992). 
Untersuchungen zur Expression von IFG-I auf mRNA-Ebene in hypertrophen Chondrozyten 
zeigten, dass sich die Expression von IFG-I verringert, allerdings bleibt die Expression des 
Wachstumshormons und des IGF-Rezeptors unverändert im Vergleich zu den anderen Zonen 
der Wachstumsfuge (Olney und Mougey, 1999).  
Eine Deletion im IGF-I-Gen beim Menschen verursacht Zwergwuchs. Die IGF-I-Knockout-
Maus zeigt ebenfalls Zwergwuchs (Liu et al.,1993, Woods et al. 1996). Das Fehlen von IGF-I 
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bei der Maus führt zu kleineren Zellen in der hypertrophen Zone, so dass die Zellzahl gleich 
ist, jedoch die hypertrophe Zone schmaler ist. 
In Kulturen von Hühnerchondrozyten aus dem kranialen Teil des Sternums ist es möglich, die 
Hypertrophie der Zellen mit Insulin oder IGF-I zu stimulieren. Die Zellen synthetisieren dann 
Marker wie Kollagen X und die alkalische Phosphatase (Böhme et al., 1995, Szüts et al., 
1998). Werden Chondrozyten des gesamten Sternums kultiviert und mit Insulin oder IGF-I 
stimuliert, so proliferieren diese zwar, werden aber nicht hypertroph (Böhme et a., 1992).  
 
 
Thyroidhormone 
 
Thyroidhormone sind wichtige Regulatoren der enchondralen Ossifikation. Sie sind Faktoren 
beim postnatalen somatischen Wachstum und der Skelettentwicklung und regulieren Teile des 
Knochen- und Mineralhaushaltes (Allain und McGregor, 1993, Compston, 1993). Im 
Menschen sind die beiden wichtigsten Thyroidhormone Trijodothyronin (T3) und Thyroxin 
(T4). Zweiteres wird zu T3 dejodiert, während T3 Signale direkt durch 3 Thyroid-
Kernrezeptoren vermitteln kann (Gauthier et al., 1999). Die drei Thyroid-Kernrezeptoren, 
TR�1, TR�2 und TR�1 werden in ruhenden und proliferativen Chondrozyten nachgewiesen. 
Sie sind Transkriptionsfaktoren, die abhängig von Liganden sind, und können durch 
Interaktionen die Expression bestimmter Gene auslösen.  
Die am häufigste auftretenden Ursachen für ein verändertes Wachstum und ein deformiertes 
Skelett sind Störungen der Funktion von Thyroiden.  
Wird der Rezeptor T3R� ausgeschaltet (T3R�-Knock-out-Maus), bleiben die Chondrozyten in 
der Wachstumsfuge unorganisiert und es kommt zur Hemmung des Wachstums, da keine 
enchondrale Ossifikation stattfindet (Fraichard et al., 1997).  
Der Rezeptor T3R� ist nicht so bedeutend für die Knochenbildung: Bei der T3R�-Knockout-
Maus konnte kein Fehler in der Skelettentwicklung festgestellt werden (Forrest et al., 
1996a/b). Allerdings besitzen T3R�-Knockout-Mäuse ein Defizit der Hörfunktion, sie sind 
sehr oft taub (Forrest, 1996b).  
Es wurden in vitro Experimente mit T3 und T4 in Chondrozyten verschiedener Spezies 
durchgeführt: Humane Chondrozyten und Rattenchondrozyten der Epiphyse können mit T3 
zur Synthese der alkalischen Phosphatase angeregt werden. Hier weisen die Chondrozyten 
von Ratten eine geringere Proliferation der Zellen auf (Carrascosa et al., 1992, Ohlsson et al., 
1992a/b).  
Kraniale Chondrozyten aus dem Sternum des Huhns, isoliert nach 17 tägiger Bebrütung des 
Eis, lassen sich in Agarosekultur durch T4 zur Synthese von Kollagen X und der alkalischen 
Phosphatase stimulieren. Die Zellen werden hypertroph, ohne vorher zu proliferieren (Böhme 
et al., 1992).  
T4 reguliert den Transkriptionsfaktor Sox9 negativ, welcher die Differenzierung der Zellen 
aus dem proliferativen zum hypertrophen Stadium inhibiert (Okubo und Reddi, 2003).  
Es konnte in Chondrozyten aus Wachstumsfugen sowohl des Schweins als auch des 
Kaninchens eine Induktion der Expression von Aggrekanase-2 durch die Zugabe von T3 
nachgewiesen werden (Makihira et al., 2003).  
T3 ist sowohl in der Lage, den Abbau von Proteoglykanen zu induzieren als auch, ihre 
Synthese zu steigern (Audhya et al., 1976, Grade et al., 1994).  
Dies sind deutliche Hinweise auf eine positiv regulatorische Funktion von Thyroidhormonen 
während der terminalen Chondrozytendifferenzierung. 
Produziert die Schilddrüse zu wenig T3 bzw. T4, führt das im Menschen zu Kretinismus 
(Hypothyreose), einer Krankheit, bei der es zu neurologischen Schäden und 
Wachstumsstörungen kommen kann. Die Ursache für die fehlende Produktion von Thyroxin 
ist sehr häufig ein Mangel an Jod. 
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Für die Kashin-Beck-Krankheit, die sich in Gelenk-Deformationen und geringer 
Beweglichkeit zeigt (Sokollof, 1989, Allander, 1994), wird ein Mangel an Selen 
mitverantwortlich gemacht, da sie auf Selenarme Regionen wie etwa China und Nordkorea 
beschränkt ist (Wu und Xu, 1987, Yang et al., 1988). Selen wird u.a. für die Aktivität der 
Deiodinase benötigt, die die Reaktion von Thyroxin in Trijodthyronin katalysiert (Zagrodzki 
et al, 2000).  
Eine Studie zur Kashin-Beck-Krankheit hat gezeigt, dass sie sich nicht durch Selenzugabe 
bekämpfen läßt (Moreno-Reyes et al., 2003).  
 
 
Wnts 
 
Die Wnt-Familie, eine Gruppe von Cystein-reichen Glykoproteinen, sind an einigen 
Entwicklungsprozessen, einschließlich der Chondrogenese beteiligt (Wodarz und Nusse, 
1998). Wnts binden an so genannte Frizzled-Rezeptoren, was zur Stabilisierung von 
cytosolischem �-Catenin führt, das wiederum Komplexe mit Transkriptionsfaktoren der LEF-
1/TCF-Familie bildet und als Komplex in den Kern der Zelle gelangt. Dort kann dann die 
Transkription der Zielgene reguliert werden (Behrens et al., 1996).  
Wnt-3a etwa unterdrückt die Chondrogenese von mesenchymalen Zellen, indem es die Zell-
Zell-Adhäsion stabilisiert (Sox-9-Expression wird unterdrückt) und induziert die 
Dedifferenzierung von artikulären Chondrozyten durch die transkriptionale Aktivierung von 
�-Catenin-T-Zell-Faktor/lymphoid enhancer-factor-Komplex (Hwang et al., 2004).  
In den Knorpelanlagen des Huhns kommen auch noch Wnt-4, -5a, -5b und -14 vor. Es wurde 
eine Studie für eine Überexpression in vivo angefertigt: Wnt-4 wird in den Gelenken 
exprimiert und führt zu einer beschleunigten Hypertrophie der Chondrozyten, während Wnt-
5a im Perichondrium exprimiert wird und die Hypertrophie verlangsamt.  
Außerdem unterstützt Wnt-5 in der Chondrogenese die Proliferation der mesenchymalen 
Stammzellen (Church et al., 2002).  
Wnt-14 und Wnt-2 hemmen gemeinsam die Chondrogenese (Hoang et al., 1998, Kawakami et 
al., 1999, Hartmann und Tabin, 2000, 2001).  
Osterix, ein Osteoblasten-spezifischer Transkriptionsfaktor, inhibiert Wnt (Zhang et al., 
2008). In der Osterix-Null-Maus wird der Antagonist Dkk1 von Wnt nicht exprimiert und die 
Expression der Zielgene von Wnt, cMyc und Cyclin D, ist erhöht.  
Eine Krankheit, die mit Fehlern im Wnt-Signalweg in Verbindung gebracht wird, ist die 
rheumatoide Arthritis (Sen et al., 2001). 
 
 
TGF-�-Familie 
 
Die TGF-�-Superfamilie (transforming growth factor �) läßt sich in die TGF-�/Aktinin- 
Faktoren und die BMP/Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (growth and differentitaion 
factor, GDF, siehe nächste Abschnitt) teilen. Sie sind sich strukturell alle ähnlich und es 
handelt sich bei allen um Wachstumsfaktoren.  
Zunächst sind die TGF-�s inaktive Komplexe, bestehend aus dem reifen TGF-� und einem 
durch Disulfidbrücken verbundenen TGF-� Bindungsprotein (Kanzaki et al., 1990), die 
später, vermittelt durch Proteasen, aktiviert werden.  
Es müssen Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren vom Typ I und II für die Signalwirkung 
vorliegen (Franzen et al., 1993). TGF-� bindet und der Rezeptor Typ II phosphoryliert den 
Rezeptor vom Typ I, der wiederum Smad 2 und 3 phosphoryliert, welche schließlich in den 
Zellkern gelangen und dort die Transkription der Zielgene regulieren können (Nakao et al., 
1997, Whitman, 1998).  
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In der Wachstumsfuge werden TGF-�1 bis 3 synthetisiert. Mäuse, die durch genetische 
Veränderung einen im Zytoplasma kürzeren TGF-� Rezeptor vom Typ II besitzen, haben eine 
verbreitete Wachstumsfuge, deren Aufbau nicht so organisiert ist wie im Wildtyp. Außerdem 
zeigt sich im Gelenkknorpel eine frühe Form der Osteoarthrose (Serra et al., 1997). Weiter 
wurde beschrieben (Yang et al., 2001), dass artikuläre Chondrozyten durch einen Smad3 
vermittelten TGF-�-Signalweg im Ruhezustand gehalten werden.  
Nicht differenzierte Mesenchymzellen werden in vitro durch TGF-� zur Chondrogenese 
angeregt (Denker et al., 1995). Die späte Differenzierung von Chondrozyten wird allerdings 
durch TGF-� inhibiert (Tschan et al., 1993). So wurde in serumfreien Suspensionskulturen 
von Chondrozyten aus embryonalen Hühnersterna gezeigt, wie TGF-� die Hypertrophie 
inhibiert und die Dedifferenzierung der Zellen verursacht. In kranialen Chondrozyten kann 
die Hypertrophie in Zusammenarbeit mit FGF-2 unterdrückt werden (Böhme et al., 1995, 
Szüts et al., 1998). Bei kaudalen Chondrozyten läßt sich die Hypertrophierung durch TGF-� 
hemmen, wenn die Zellen in konditioniertem Endothelzellmedium kultiviert und nur mit 
Thyroxin stimuliert werden (Babarina et al., 2001).  
Interessanterweise synthetisieren hypertrophe Zellen die größte Menge an aktivem TGF-� 
(D`Angelo und Pacifici, 1997), vermutlich wird die Spätdifferenzierung innerhalb eines 
physiologischen Rahmens begrenzt (D` Angelo et al., 2001).  
TGF-� induziert die Expression von PTHrP, einem negativen Faktor der Chondrozyten-
differenzierung, auf den bereits näher eingegangen wurde (Pateder et al., 2000). In Mäusen, 
die kein PTHrP synthetisieren können, kann durch TGF-� nicht die Hypertrophie, sondern nur 
die Proliferation der Chondrozyten und die Mineralisation der Matrix unterdrückt werden. 
Vermutlich gibt es also einen von PTHrP unabhängigen Weg des TGF-� (Serra et al., 1999). 
 
 
BMPs (Bone morphogenetic protein) 
 
Die BMPs, die auch GDFs (Growth and differentiation factors) genannt werden, bilden, mit 
Ausnahme von BMP-1, eine Unterfamilie von sekretierten Signalmolekülen in der 
Superfamilie der TGF-�s (Massague, 1998, Massague und Wotton, 2000, Massague und 
Chen, 2000).  
Sie sind als Auslöser der Knorpel- und Knochen-Bildung während der Entwicklung sehr 
wichtig. Ihre Funktion wird durch das Binden an ihre Zellrezeptoren, die eine Serin-Threonin-
Kinase-Aktivität besitzen, ausgelöst. Die Aktivierung dieser Rezeptoren führt zur Aktivierung 
des SMADs-Protein, welches wiederum das Signal von der Membran zum Kern weiterleitet.  
BMPs spielen eine wichtige Rolle während der mesenchymalen Kondensierung.  
In Zellkulturexperimenten konnte gezeigt werden, dass BMPs einen direkten Einfluss auf die 
Spätdifferenzierung der Chondrozyten haben: 
In serumfreien und serumhaltigen Medium führt die Zugabe von BMP-2, -4 und –7 bei 
kranialen Chondrozyten zu Hypertrophie (Leboy et al., 1997, Volk et al., 1998), während 
BMP-7 diese und die Mineralisierung des Knorpels in Organkultur unterdrückte (Haaijman et 
al., 1997).  
Das Expressionsmuster der BMPs ist verschieden: Die meisten BMPs (BMP-2, -3, -4, -5 und 
–7) werden vom Perichondrium exprimiert, manche von den hypertrophen Chondrozyten 
(BMP-2 und -6) und BMP-7 auch von den proliferierenden Chondrozyten (Brochhausen et 
al., 2009). Sie haben auch Teil an dem Ihh-PTHrP-Signalweg, indem sie die Expression von 
Ihh induzieren und somit die Proliferation der Chondrozyten anregen (Grimsrud et al., 1999). 
Es gilt als wahrscheinlich, dass BMPs die Proliferation positiv und die terminale 
Differenzierung negativ beeinflussen (Minina et al., 2002, Minina et al., 2001). 
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1.4.3 Transkriptionsfaktoren in der Chondrozytendifferenzierung 
 
SOX-Protein 
 
Die Sox-Familie sind Transkriptionsfaktoren, die eine sehr mobile Gruppe, die HMG Box-
DNA-Bindungsdomäne besitzen (Crombrugghe et al., 2001, Lefebvre, 2002). Sox9 ist ein 
kritischer Faktor bei der Entwicklung von mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten und es 
erhöht die Expression von den Kollagen II, IX und XI und Aggrecan.  
Es wird in der Wachstumsfuge beim Längenwachstum von Knochen in proliferierenden 
Zellen synthetisiert und fördert die Proliferierung, während es die Hypertrophie hemmt 
(Akiyama et al., 2002 und 2004, Bi et al., 2001).  
Eine heterozygote Missense-Mutation führt im Menschen zu einer abnormalen Entwicklung 
des Skeletts und verursacht eine Verformung der meisten Knochen (Giordano et al., 2001). 
Viele Neugeborene sterben am Versagen der Atmung, aufgrund schlecht gebildeter Tracheen 
und Rippen.  
In Mäusen, denen Sox9 bereits in den undifferenzierten mesenchymalen Zellen der 
Gliedknospe fehlt, kommt es zum völligen Fehlen von Knorpel und Knochen. Es gibt keine 
Expression von Sox5 und Sox6 und Runx2. Allerdings gibt es eine Ausdehnung apoptotischer 
Regionen. Wird Sox9 erst nach der Kondensation mesenchymaler Zellen ausgeschaltet, führt 
dies zu einer Chondrodysplasie, ähnlich wie die der Sox5/6 Doppelknockout-Maus (Smits, et 
al., 2001, Akiyama, et al., 2002).  
Daraus kann man schließen, dass die Expression von Sox5 und 6 von der Sox9-Expression 
abhängt. Beide Faktoren spielen auch eine Rolle in der späten Differenzierung der 
Chondrozyten der Wachstumsfuge. Sox5+/-Sox6-/- und Sox5-/-Sox6+/--Tiere zeigen, dass die 
beiden Faktoren für die Proliferation von Chondrozyten notwendig sind und die säulenartige 
Anordnung der Zellen innerhalb der Wachstumsfuge unterstützen, weil sie die prähypertrophe 
Differenzierung verzögern (Smits et al., 2004).  
 
 
Runx2 und Runx3 
 
Runx2 ist ein Transkriptions-Faktor, der die Differenzierung positiv reguliert. Er gehört zu 
der Runt Transkriptions-Faktor-Familie und ist ein sehr wichtiges Molekül für die 
Differenzierung von Oestoblasten (Mundlos et al., 1997, Ducy et al., 1997). Die Runx2-
Knockout-Maus hat keine Knochen (Komori et al., 1997, Otto et al.,1997) und in vitro wurde 
gezeigt, dass Runx2 Osteoblasten spezifische Gen-Expression unterstützen kann (Ducy et al., 
1997).  
Im Menschen führt die Inaktivierung von Runx2 zu kleidokranialer Dysplasie (Mundlos et al., 
1997), einer autosomal dominant vererbten Skeletterkrankung, bei der sich proportionierter 
Zwergwuchs, ein vergrößerter Stirnschädel, fallende Schultern und ein Defekt im 
Schlüsselbein phänotypisch zeigen. Es kann auch zu neurologischen Irritationen kommen. 
Runx2 wird auch in Chondrozyten exprimiert und initiiert die Hypertrophie. Mäuse, in denen 
der Faktor fehlt, haben eine verzögerte späte Chondrozytenreifung (Inada et al., 1999, Kim et 
al., 1999). Runx2 induziert sowohl in vivo (Ueta et al., 2001, Takeda et al., 2001, Stricker et 
al., 2002) als auch in vitro (Enomoto et al., 2000) die Expression von Kollagen X und anderer 
Hypertrophiemarker, wenn es ektopisch in unreifen Chondrozyten exprimiert wird.  
Runx3 kooperiert mit Runx2 bei der Induzierung der Hypertrophie der Chondrozyten 
(Yoshida et al., 2004). Wahrscheinlich aktiviert Runx2 den Promotor von Ihh und somit auch 
die PTHrP-Expression, um eine größere Menge an reifenden und proliferierenden 
Chondrozyten zu erhalten.  
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Runx spielt auch bei der Vaskularisierung eine große Rolle: Die Invasion von Blutgefäßen in 
den Knorpel geht mit einer Hochregulierung von VEGF (vascular endothelial growth factor) 
in hypertrophen Zonen einher. Mäuse, denen Runx2 fehlt, zeigen keine Hochregulierung von 
VEGF und keine Vaskularisierung im Skelett (Zelzer et al., 2001). Bei einer Hochregulierung 
von Runx2, erhöht sich auch die Expression von VEGF-mRNA und die Protein-Produktion.  
 
 
1.4.4 Kollagene in der Regulation der Chondrozytendifferenzierung 
 
Wie bereits erwähnt, sind Kollagene aufgrund ihrer Eigenschaften strukturgebend für Haut, 
Sehnen, Bänder und die organisch Grundsubstanz von Hartgewebe und Basalmembranen. In 
erster Linie geben Kollagene Halt und Stützkraft.  
Im Zusammenhang mit der Chondrozytendifferenzierung stellt sich die Frage, ob sie auch 
eine regulierende Funktion haben könnten.  
Versuche mit Chondrozyten, die serumfrei in Kollagen I-haltiger Agarose kultiviert wurden, 
haben gezeigt, dass die Zellen ihren differenzierten Phänotyp verloren haben (Farjanel et al., 
2001). Außerdem hat Kollagen I in fibrillärer Form mehr Einfluss auf die Chondrozyten als in 
nicht fibrillärer Form. Wurden die Zellen in Serum kultiviert, wurde die dedifferenzierende 
Wirkung von Kollagen I ausgesetzt.  
Kollagen II ist das Kollagen im Knorpel, das den größten Anteil ausmacht. Als Fibrillen 
bildendes Kollagen sorgt es für die Festigkeit des Knorpels gegen Zug- und Scherkräfte. Dort 
bildet es mit den Kollagenen IX und XI Fibrillen und hat einen Anteil von 80% und mehr 
(Vaughan et al., 1988). Bis jetzt ist nicht bekannt, ob eines dieser drei Kollagene auch an der 
Regulierung der Differenzierung beteiligt ist. Kollagen XI hat wahrscheinlich eine Rolle in 
der Regulierung des Durchmessers von Kollagen II-haltigen Fibrillen. Die großen, zellfreien 
Zonen in den Wachstumszonen der Kollagen IX-defizienten Maus deuten auf eine Funktion 
des Proteins für die normale Skelettentwicklung hin (Dreier et al., 2008b).  
Kollagen X ist ein anderes Kollagen, das im Knorpel vorkommt. Es ist ausschließlich in 
hypertrophen Zellen zu finden. Es gehört zu den kurzkettigen, nicht Fibrillen bildenden 
Kollagenen. Seine Funktion ist noch nicht bekannt.  
Es wird auch vermutet, dass Kollagen IV neben seiner strukturgebenden Funktion in der 
Basalmembran auch eine regulatorische Funktion besitzt. Da es auch in der perizellulären 
Matrix des Chondrozyten vorkommt (Kvist et al., 2008), darf nicht ausgeschlossen werden, 
dass es einen Einfluss auf die terminale Differenzierung hat.  
Auch die Funktion von Kollagen VIII im Knorpel ist noch unbekannt. Seine möglichen 
Aufgaben in anderen Zelltypen allerdings, z.B. Migration von glatten Muskelzellen, das 
Binden an Integrin und die Hochregulierung der MMP2 und 9-Expression (Hou et al., 2000) 
sind ein interessanter Hinweis auf eine große Bandbreite der möglichen Funktionen von 
Kollagen VIII. 
 
 

1.5 Ziel dieser Arbeit 
 
Die Bildung und Differenzierung von Knorpelzellen ist ein stringent regulierter Vorgang, 
dessen nähere Aufklärung für das Verständnis von Prozessen wie Osteoarthrose oder anderen 
Chondrodysplasien hilfreich ist.  
Als Modell zur Untersuchung der terminalen Differenzierung von Chondrozyten während der 
enchondralen Ossifikation eignen sich besonders Zellen aus dem Sternum von Hühner-
embryonen.  
Die kaudalen und kranialen Chondrozyten des Sternums befinden sich am 17. Tag in ovo in 
unterschiedlichen Stadien der Differenzierung bzw. sie besitzen eine unterschiedliche 
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Ansprechbarkeit für Differenzierungssignale. Vereinfacht dargestellt sind die Chondrozyten 
des kaudalen Teils vorwiegend ruhende und proliferierende Zellen, während die im kranialen 
Teil bereits damit beginnen zu hypertrophieren. In Kultur lässt sich die Hypertrophierung 
dieser Zellen mit verschiedenen Faktoren auslösen. Allerdings können die kaudalen Zellen 
ihre eigene Differenzierung sowie die der kranialen Zellen blockieren.  
In dieser Arbeit sollen die Faktoren, die zur Inhibierung der Differenzierung von den 
kaudalen Zellen sezerniert werden, untersucht werden. Dazu sollen verschiedene Ansätze 
verfolgt werden, die aufeinander aufbauen: 
Zuerst sollen mittels einer suppressiven, subtraktiven Hybridisierung und eines Gene Arrays 
differentiell exprimierte Gene in kaudalen und kranialen Zellen identifiziert werden. 
Über semiquantitative PCR, Northern Blotting und Sequenzanalysen sollen diese Ergebnisse 
verifiziert und vertieft werden.  
Eine Auswahl differentiell exprimierter Gene soll schließlich im Chondrozytenmodell 
funktional untersucht werden, einen besonderen Schwerpunkt sollen dabei der Einsatz von            
siRNAs und die proteinbiochemische Untersuchung über Western Blots und Antikörper 
darstellen.  
Auch die Untersuchung bereits erzeugter transgener Huhn- und oder Mausmodelle soll bei 
den Versuchen hinzugezogen werden. 
Am Ende der Arbeit soll ein tieferes Verständnis zur Funktion der differentiell exprimierten 
Gene und ihrer Funktion in der Chondrozytendifferenzierung bestehen. 
Eventuell können auch Grundlagen für die weiterführende Untersuchung in Huhn- und 
Mausmodellen gelegt werden. 
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2. Material und Methoden 
 
 

2.1 Liste der verwendeten Chemikalien 
 
Aceton        Merck, Darmstadt 
 
Acetazolamid       Sigma-Aldrich, USA 
 
Acetylamid       Roth, Karlsruhe 
 
Agar        Difco Laboratories, USA 
 
Agarose Seakem®LE      BMA, USA 
 
Agarose-HT       FMC Bioproducts, Rockland 
 
Agarose-NT       FMC Bioproducts, Rockland 
 
Albumin bovine Fraction     Serva, Heidelberg 
 
�-Aminopropionitril      Sigma-Aldrich, USA 
 
Ampicillin       Biomol, Hamburg 
 
Ascorbinsäure       Merck, Darmstadt 
 
Bromphenolblau      Merck, Darmstadt 
 
Chloroform       Roth, Karlsruhe 
 
Chymotrypsin       Serva, Heidelberg 
 
Coomassie Blue G250     Serva, Heidelberg 
 
Cystein       Sigma-Aldrich, USA 
 
Desoxynukleotidtriphosphate     Sigma-Aldrich, USA 
 
Diethylpyrocarbonat      Sigma-Aldrich, USA 
 
Diethanolamin      Roth, Karlsruhe 
 
N,N Dimethylformamid     Merck, Darmstadt 
 
Diphenyloxazol (in DMSO)     Roth, Karlsruhe 
 
Dithiothreitol       Roth, Karlsruhe 
 
DMEM       Gibco, Invitrogen, USA 
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DMSO        Roth, Karlsruhe 
 
EDTA (Titriplex)      Merck, Darmstadt 
 
EGTA        Merck, Darmstadt 
 
Entellan       Merck, Darmstadt 
 
Essigsäure       Merck, Darmstadt 
 
Ethanol       Merck, Darmstadt 
 
Ethidiumbromid      Sigma-Aldrich, USA 
 
Fluoromount-G      Southern Biotech, USA 
 
Express Hyb Hybridization solution    Clontech Laboratories, USA 
 
Formaldehyd 37 %      Merck, Darmstadt 
 
Formamid       Merck, Darmstadt 
 
Fötales Kälberserum      Gibco, Invitrogen, USA 
 
Glukose       Roth, Karlsruhe 
 
Glycerin       Roth, Karlsruhe 
 
Glycin        Roth, Karlsruhe 
 
Ham`s F-12       PAA Laboratories, Österreich 
 
HCl        Roth, Karlsruhe 
 
Hefeextrakt       Difco Laboratories, USA 
 
Hepes        Gibco, Invitrogen, USA 
 
IGF-I        Sigma-Aldrich, USA 
 
IPTG        ICN Biomedicals 
 
Isoamylalkohol      Merck, Darmstadt 
 
Isopropanol        Merck, Darmstadt 
 
Kanamycin       Biomol, Hamburg 
 
KCl        Roth, Darmstadt 
 
Kollagenase B (bakterielle)     Roche, Schweiz 
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2 Mercaptoethanol      Sigma-Aldrich, USA 
 
Magermilchpulver      Fluka Analytika, Schweiz 
 
Methanol       Merck, Darmstadt 
 
MgCl2        Merck, Darmstadt 
 
MOPS (3-(N-Morpholino)propane-sulfonic acid  Biomol, Hamburg 
 
NaAcetat       Merck, Darmstadt 
 
Na3Citrat x H2O      Roth, Karlsruhe 
 
NaCl        MP Biomedicals, USA 
 
NaOH        Roth, Karlsruhe 
 
Natrium-Pyruvat      Fluka, China 
 
p-Nitrophenylphosphat     Sigma-Aldrich, USA 
 
NP40 (Nonidet P-40)      Sigma-Aldrich, USA 
 
PBS (Dulbecco`s)      PAA Laboratories, Österreich 
 
Pepsin        Serva, Heidelberg 
 
PFA (Paraformaldehyd)     Serva, Heidelberg 
 
Roti®Histol       Roth, Karlsruhe 
 
Rotiphorese® Gel 30      Roth, Karlsruhe 
 
SDS        Sigma-Aldrich, USA 
 
TEMED       Sigma-Aldrich, USA 
 
Thyroxin       Sigma-Aldrich, USA 
 
Trichloressigsäure      Serva, Heidelberg 
 
Tris-Ultra Pure      ICN Biomedicals Inc, USA 
 
Triton X-100       Serva, Heidelberg 
 
Trypton       Difco Laboratories, USA 
 
Wasserstoffperoxid      Merck, Darmstadt 
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Xylencyranblau      Roth, Karlsruhe 
 
Ziegenserum       Dako, Dänemark 
 
Zitronensäure       Roth, Karlsruhe 
 
 

2.2 Zellbiologische Methoden 
 
Um differentiell exprimierte Gene kaudaler und kranialer Chondrozyten aus embryonalen 
Hühnersterna zu identifizieren, wurde RNA als Ausgangsmaterial, gewonnen aus kaudalen 
bzw. kranialen Chondrozyten, genutzt. Es folgte eine suppressive, subtraktive Hybridisierung 
und die Erstellung von jeweils drei Gene Arrays für kaudale bzw. kraniale Chondrozyten. Im 
weiteren Verlauf der Arbeit wurden die identifizierten Gene und deren Genprodukte 
molekularbiologisch, proteinbiochemisch und histologisch untersucht. Zunächst werden die 
zellbiologischen Methoden dargestellt: 
 
 
2.2.1 Sternapräparation aus Hühnerembryonen 
 
Die befruchteten Hühnereier wurden für 17 Tage bebrütet, dann mit 75%igem Ethanol 
Oberflächen desinfiziert und schließlich wurden die Embryonen entnommen. Die Sterna 
wurden freipräpariert und dreimal unter sterilen Bedingungen in Krebs-Ringer-Puffer mit    
100 µg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin gewaschen, um Blut- und Gewebereste zu 
entfernen. Der kaudale und der kraniale Teil des Sternums wurde mit einem sterilen Skalpell 
vom Mittelteil abgetrennt.  
 
Krebs-Ringer-Puffer: 
Na2HPO4    15,7 mM 
KH2PO4      1,6 mM 
KCl       5,4 mM 
NaCl   111,2 mM  
MgCl2       1,3 mM 
NaHCO3         4 mM 
Glukose       13 mM  
in reinst. Wasser, pH 7,4 
 
 
2.2.2 Brustkorbpräparation aus neugeborenen Mäusen 
 
Für die Kultivierung von Chondrozyten aus Wildtyp-(BL6) und Col8a1

--
/Col8a2

---Mäusen 
wurden neugeborenen Mäuse getötet und die Brustkörbe entnommen, sorgfältig von 
anliegendem Gewebe befreit und gewaschen, wie unter 2.1.1 dargestellt. Die Rippen wurden 
mit einem sterilen Skalpell vom Rückgrat getrennt. 
Die Mäuse wurden uns freundlicherweise von Dr. Ulrike Hopfer (Basel) zur Verfügung 
gestellt.  
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2.2.3 Chondrozytenisolierung 
 
Zur Gewinnung der Chondrozyten wurden die Knorpelstücke (kaudale und kraniale beim 
Huhn, bzw. der gesamte Brustkorb bei der Maus) über Nacht mit 1-1,5 mg/ml bakterieller 
Kollagenase in DMEM mit 1mM Cystein, 100 µg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin 
bei 37 °C verdaut. 
Am nächsten Morgen (ca. 19-20 Stunden später) wurden die Chondrozyten im Medium 
resuspendiert und durch Swinnex-Filter mit drei Schichten Nylongewebe (Porengröße 100 
µm) filtriert. Die Zellen wurden dreimal in Krebs-Ringer-Puffer mit 100 µg/ml Streptomycin 
und 100 U/ml Penicillin gewaschen und durch Zentrifugation (600 x g, 7 min, RT) 
sedimentiert. Nun wurden die Zellen in DMEM resuspendiert und die Zellzahl wurde mit 
einer Neubauer-Kammer bestimmt.  
 
DMEM(Gibco, Invitrogen): 
Dulbecco`s modifiziertes Eagle Medium (4,5 g/l Glukose)  
pH 7,4 
 
 
2.2.4 Agarose-Suspensionskulturen (modifiziert nach Benya und Shaffer, 1982) 
 
Damit die Chondrozyten in Kultur optimale Bedingungen haben, wurden sie in Agarose 
eingebettet (2,1 x 106 Zellen/ml). Dafür wurde ein Volumen 2-fach DMEM, 1 Volumen 
2%ige Niedrigtemperatur-Agarose (NT-Agarose) und BCP (5µl/ml) gemischt. Dies wurde auf   
2 Volumen DMEM, in dem die Zellen resuspendiert worden waren, gegeben und der Ansatz 
auf 35 mm Kulturschalen pipettiert, die mit 1%iger Hochtemperatur-Agarose (HT-Agarose) 
beschichtet waren. Für 15 min standen die Schalen auf einem Wärmetisch (37°C), damit die 
Zellen absinken konnten, und wurden im Anschluss für 10 min in einen Kühlschrank (4°C) 
gestellt, so dass sich die Agarose verfestigte.  
Schließlich wurden die Schalen in einen Brutschrank gestellt (37°C, 5% CO2) und nach 1-3 
Stunden wurde zu jeder Schale 1 ml Medium mit BCP (5µl/ml) gegeben. 
Transfizierte Zellen wurden nach der Transfektion vor dem Einbetten zunächst zur 
Regeneration für 1 Stunde in 20 %igem FKS in DMEM/F12 gehalten.  
Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium gewechselt, dem ABCP-Stammlösung (5 µl/ml) 
beigemischt wurde. 
Je nach Versuch wurden die Zellen zur Hypertrophierung stimuliert, kaudale Zellen mit 
Thyroxin (1-5 µl/ml) und Chymotrypsin (10 µl/ml), kraniale Zellen mit IGF-I (10 µl/ml) 
(Böhme et al., 1992, Bittner et al., 1998).  
In einem Versuch zur Inhibierung der Carboanhydrase durch Acetazolamid wurde regelmäßig 
zusätzlich zu Thyroxin bzw. IGF-I noch Acetazolamid in einer Konzentration von 5-500 µM 
zu den kranialen Zellen gegeben.  
 
Zusätze: (A) BCP-Stammlösung 
Ascorbinsäure (A)       5 mg/ml 
�-Aminopropionitril (B)     10 mg/ml 
Cystein (C)       35,1 mg/ml 
Pyruvat (P)       22 mg/ml 
in H2O und sterilfiltrieren 
 
Thyroxin (1 mg/ml)  pro ml Medium wurde 1 µl zugegeben 
IGF-I (10 µg/ml)  pro ml Medium wurden 10 µl zugegeben 
Chymotrypsin (1 mg/ml) pro ml Medium wurden 10 µl zugegeben 
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2.2.5 Monolayerkultur 
 
Für die Isolierung von RNA wurden die Zellen in Monolayerkultur gehalten. Sie wurden in 
einer Dichte von 1,3-3,5 x 106 Zellen/Schale (35 mm) auf einem Volumen Niedrigtemperatur-
Agarose gemischt mit einem Volumen 2-fach-DMEM ausgesät. Die Kultivierung erfolgte in 
DMEM.  
Um den Einfluss eines in kaudalen und kranialen Chondrozyten differentiell exprimierten 
Gens auf die späte Differenzierung zu untersuchen, wurden Chondrozyten transfiziert (siehe 
2.2.6). Vor der Transfektion der Zellen wurden sie für zwei-drei Tage in Vorkultur gehalten, 
um sich von der Isolierung regenerieren zu können. Hier wurden 7,5 x 106 Zellen/ Schale  
(100 mm) ausgesät. Kaudale Zellen wurden in 10% FKS-haltigem Medium             
(DMEM/Häm F12) und kraniale Zellen in FKS-freiem Medium gehalten. Zum Ablösen der 
Chondrozyten von den Schalen wurden sie nach der Vorkultur 1½ bis 3 Stunden mit 
bakterieller Kollagenase (1 mg/ml) und ggf. Pronase (1 mg/ml) verdaut und mit sterilem PBS 
gewaschen.  
 
 
2.2.6 Transfektion von Chondrozyten 
 
Für die Transfektion der primären Hühnerchondrozyten wurde das Human Chondrocyte 
Nucleofector KitTM im Zusammenspiel mit dem NucleofectorTM von Lonza (Köln) verwendet. 
Hier wurde die siRNA bzw. das Plasmid mittels Elektroporation direkt in den Zellkern der 
Chondrozyten eingeschleust. Die Vorgehensweise erfolgte wie vom Hersteller empfohlen. 
Von dem Plasmid wurden 2 µg/ Transfektion und von der siRNA (20µM) 10 µl/Transfektion 
pro 1-1,3 Millionen Zellen eingesetzt.  
Für die Transfektion wurden die Chondrozyten nach der Vorkultur in 100 µl Human 
Chondrocyte Nucleofector-Lösung aufgenommen, die siRNA bzw. das Plasmid dazugegeben 
und in die Küvette pipettiert. Elektroporiert wurde mit dem Programm X-05, das sich nach 
dem Testen einiger Programme als besonders geeignet für die Vitalität und erfolgreichen 
Transfektion der Hühnerchondrozyten erwiesen hatte.  
Nach der Elektroporation mit der siRNA wurden gleich 500 µl vorgewärmtes DMEM/F12-
Medium mit 20 FKS auf den Ansatz pipettiert. Für etwa 1 Stunde wurden die Zellen bei 37°C 
und 5 % Kohlendioxid zur Regeneration gehalten. Dann wurde das Medium durch DMEM 
ersetzt und die Zellen wurden eingebettet bzw. in Monolayerkultur genommen. 
 
 
2.2.7 Immunfluoreszenz 
 
Die transfizierten Chondrozyten wurden für 72 Stunden in 35 mm Kulturschalen bei 37°C 
und 5 % CO2 kultiviert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen wurden dreimal 
vorsichtig mit PBS gewaschen. Anschließend wurden sie für 5 min in 3 % PFA in PBS fixiert 
und dann wieder dreimal für 5 min mit PBS gewaschen.  
Mit 0,5% Triton X-100 (v/v) in PBS wurden die Zellen für 5 min permeabilisiert und 
anschließend erneut mit PBS gewaschen. Blockiert wurde mit 1%igem Ziegenserum in PBS 
für 15 min.  
Der Primärantikörper wurde 1:100 in der Blockierungslösung (1%iges Ziegenserum in PBS) 
eingesetzt und für 45 min bei 37°C inkubiert. Es wurde dreimal je 15 min mit PBS 
gewaschen, bevor der Sekundärantikörper (1:500 in 1 %igem Ziegenserum in PBS) ebenfalls 
für 45 min bei 37°C inkubiert wurde. Hier wurden die Schalen mit Alufolie abgedeckt, um sie 
vor Licht zu schützen.  
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Vor dem Eindeckeln mit Fluoromount G mit einem Deckgläschen wurde erneut dreimal für 
15 min mit PBS gewaschen.  
Die Schalen wurden bis zur Betrachtung mit einem konfokalen Lasermikroskop (Zeiss Axio 
Imager 200) in Alufolie bei 4 °C aufbewahrt. 
 
PBS    Phosphate Buffered Saline (Dulbecco), w/o Ca2+ und Mg2+ 

 
3% PFA   3 % Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4; auf etwa 60 °C erhitzen, 
    pH-Einstellung mit 1M NaOH 
Primärantikörper  Anti-FLAG Polyclonal AK (Rabbit, Sigma-Aldrich, USA) 
 
Sekundärantikörper  Alexa Flour ® 488 goat anti mouse IgG (Molecular Probes,USA) 
 
 
2.2.8 Markierung mit 14C-Prolin 
 
Für die Bestimmung der Kollagene und der Kollagen-Menge im Medium bzw. in den Zellen, 
wurde dem Medium an Tag 11-14 in Kultur 14C-Prolin zugefügt und die Zellen wurden für 
einen weiteren Tag bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert, so dass das markierte Prolin in die 
neusynthetisierten Proteine eingebaut werden konnte. Die isolierten, aufgereinigten Kollagene 
wurden dann durch ein SDS-Gel (siehe 2.4.7) aufgetrennt und die Menge an Kollagen II und 
Kollagen X fluorographisch (siehe 2.4.11) bestimmt.  
 
 

2.3 Molekularbiologische Methoden 
 
Bei der SSH, die unter 2.3.6 vorgestellt wird, und für die Generierung eines Plasmids zur 
Transfektion von Hühnerchondrozyten und eines Konstrukts für die Herstellung einer 
transgenen Maus, die �1(VIII) unter Regulation eines Kollagen II-Promotors exprimiert, 
waren verschiedene Klonierungen notwendig. In den folgenden Abschnitten wird auf die 
Bedingungen der Bakterienkultivierung und die verwendeten und konstruierten Vektoren 
eingegangen: 
 
 
2.3.1 Verwendeter Bakterienstamm 
 
Stamm   Referenz  Genotyp 
E. coli TOP10 F` Invitrogen  F` {lacIq, Tn10 (TetR)}mcrA � (mrrhsdRMS- 

http://products.  mcrBC) �80lacZ�lacX74 deoR recA1 araD139 
invitrogen.com  � (ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1  

nupG 
 
 
2.3.2 Nährmedien und Nährmedienzusätze 
 
Die Nährmedien und ihre Zusätze wurden nach Sambrook et al. (2001) hergestellt. Nach dem 
Autoklavieren (121 °C, 1,2 bar; 20 min) der Medien wurde ihnen zur Selektion der Bakterien, 
die ein Plasmid mit Resistenzgen enthielten, noch Ampicillin (100 µg/ml) oder Kanamycin 
(25 µg/ml) zugesetzt, nachdem das Medium auf 50-60°C abgekühlt war. 
Zur blau/weiß-Selektion wurden den Platten 40 µl X-Gal und 40 µl IPTG zugefügt. 
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LB (Luria-Bertani) Medium     LB Agar 
Trypton    10 g/l      Trypton   10 g/l 
Hefeextrakt      5 g/l    Hefeextrakt     5 g/l 
NaCl     10 g/l    NaCl    10 g/l 
        Agar    15 g/ 
 
SOC Medium 
Trypton-Pepton (Difco)       2 % (w/v) 
Hefeextrakt (Difco)    0,5 % (w/v) 
NaCl    0,05 % (w/v) 
pH-Wert auf 6,8-7,0 einstellen und autklavieren, anschließend zusetzen: 
 
1M KCl    0,25 % (v/v) 
1M MgCl* 6 H20        1 % (v/v) 
50 % Glukose-Lösung   0,73 % (v/v) 
 
Ampicillinlösung      Kanamycinlösung 
100 mg/ml in dH2O, sterilfiltriert    25 mg/ml in dH2O, sterilfiltriert 
 
IPTG-Lösung       X-Gal-Lösung 
100 mM IPTG in dH2O      40 mg/ml X-Gal in DMF 
     
 
 
2.3.3 Bakterienkultivierung und Stammhaltung 
 
Für die Präparation der Plasmide aus den Bakterien wurden Kolonien gepickt und in 3 ml LB-
Medium, versetzt mit Antibiotika, für etwa 8-12 Stunden bei 37°C geschüttelt (180 rpm). 
Zur Aufbewahrung der Klone wurden 828 µl einer Übernachtkultur mit 172 µl 87%igem 
Glycerin gemischt und bei –70 bis –80°C eingefroren. 
 
Transformationsansätze und Vereinzelungsausstriche von Bakterien wurden auf LB-
Agarplatten ausplattiert und für 12-16 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Platten können auch, 
mit Parafilm (Pechiney, Plastic Packaging, Menasha) verschlossen werden, um Austrocknung 
zu vermeiden, und für bis zu drei Wochen bei 4°C gelagert werden.  
 
 
2.3.4 Vektoren 
 
In der Tabelle 2.1 sind die verwendeten, kommerziell zu erwerbenden Vektoren aufgelistet. 
Die Vektoren pCR®II-TOPO und pBluescript II KS sind für die Transformation von 
Bakterien geeignet. pmaxGFP und pCMV-Tag-4A eignen sich für die Expression in Zellen, 
die von Eukaryonten stammen. 
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Tabelle 2.1: kommerzielle Vektoren 

 
Vektor Beschreibung Vertrieb 

pCR®II-TOPO Ampr, Kanr, linearisierter Vektor mit 3`- Thymin- 
Überhängen, blau-weiß-Selektion 

Invitrogen, USA 

pBluescript II KS Ampr, blau-weiß-Selektion 
 

Stratagene, USA 

pmaxGFP Mammalian Kontrollvektor, Kanr, Reporterprotein 
GFP 

Lonza, Köln 

pCMV-Tag-4A Mammalian Expressionsvektor, Kanr, FLAG-Tag-
Epitop 

Stratagene, USA 

 
Die Tabelle 2.2 zeigt die hergestellten Vektoren. PCMV-Tag-4A-Kollagen VIII �1gg ist der 
Vektor zur Überexpression von �1(VIII) in Hühnerchondrozyten und pBluescript II KS 
Kollagen II �1 Promotor Koll VIII �1, mm ist das Ausgangsplasmid für die Herstellung der 
transgenen Maus.  
 
Tabelle 2.2: Konstruierte Vektoren 

 
Vektor Beschreibung 

pCR®II-TOPO-Kollagen VIII �1 gg Ampr, Kanr, Vektor zur Zwischenklonierung 
von �1(VIII)-cDNA aus Huhn 

PCMV-Tag-4A-Kollagen VIII �1 gg Kanr, Expressionsvektor von �1(VIII)-cDNA 
aus Huhn 

pBluescript II KS-Kollagen VIII �1 mm* Ampr, Vektor zu Zwischenklonierung von 
�1(VIII)-cDNA aus Maus 

pCR®II-TOPO-Kollagen VIII �1mm Ampr, Kanr, Vektor zur Zwischenklonierung 
von �1(VIII)-cDNA aus Maus 

pCR®II-TOPO-Kollagen VIII �1-Tag mm Ampr, Kanr, Vektor zur Zwischenklonierung 
von �1(VIII) mit myc-Tag cDNA aus Maus 

pBluescript II KS-Kollagen II �1 Promotor 
mm** „Kollagen-II-Promotor-Plasmid“ 

Ampr, Vektor zur Klonierung mit dem 
Promotor von �1(II) aus Maus 

pBluescript II KS Kollagen II �1 Promotor 
Koll VIII �1, mm 

Ampr, Vektor zur Zwischenklonierung mit 
dem Promotor von �1(II) aus Maus, �1(VIII)-
cDNA aus Maus 

*von Ulrike Hopfer freundlicherweise zur Verfügung gestellt, **von Attila Aszodi freundlicherweise 
zur Verfügung gestellt; gg=Gallus gallus, mm=Mus musculus 
 
 
2.3.5 Oligonukleotide (Primer) 
 
Für die nähere Untersuchung der in kaudalen und kranialen Zellen unterschiedlich stark 
exprimierten Gene, die in der suppressiven, subtraktiven Hybridisierung und im Gene array 
gefunden wurden, war die Herstellung von Sonden für Northern Blot Hybridisierung per PCR 
notwendig. Außerdem wurde die Expression mittels semiquantitativer reverser Trankriptions-
PCR bestimmt. Als House-Keeping-Gen diente Beta aktin bzw. GAPDH.  
Auch die cDNA Volllänge-Klone von �1(VIII) wurden per PCR synthetisiert. Die Sequenzen 
für die Primer wurden mit Hilfe der Datenbank NCBI ausgewählt. Die Sequenzierung einiger 
PCR-Produkte erfolgte bei Eurofins MWG (Ebersbach), ebenso wie die Synthese der 
Oligonukleotide.  
Im Folgenden werden die verschiedenen, benutzten Primer tabellarisch vorgestellt:  



Material und Methoden 45 

Tabelle 2.3 „Housekeeping“-Gene 

 

Name Sequenz 5`-3` Tm, Produktlänge 

chaktin_for (gg) 
chaktin_rev 

ggtatgtgcaaggaaggttt 
atggctggggtgttgaaggt 

59,4°C, 353 bp 
59,4 °C 

GAPDH_for (gg) 
GAPDH_rev 

tgggtgtcaaccatgagaaata 
cttggctggtttctccagac 

58°C, 365 bp 
62°C 

gapdhIn-for (gg) 
gapdhIn-rev 

ttggctgatttgccttcttt 
tgcttttcttcacgcatttg 

53,2°C, 178 
53,2°C 

G3PDH5` Primer (hs) 
G3PDH3`Primer (hs) 

accacagtccatgccatcac 
tccaccaccctgttgctgta 

59,4°C 
59,4°C 

hs=Homo sapiens, gg=Gallus gallus 
 
Die Tabelle 2.3 zeigt die Primer, die zum Nachweis der Expression der so genannten 
Housekeeping-Gene zu Verfügung standen. Das Primerpaar gapdhIn ist so gewählt, dass nur 
dann ein Produkt per PCR gebildet wurde, wenn noch genomische DNA in der Probe 
vorhanden war. Es diente zur Kontrolle der RNA Proben nach DNase-Behandlung. 
 
Tabelle 2.4: Primer zur Generierung von Sonden für Northern Blots und als Primer für die  

Qiagen® One Step RT-PCR (Gallus gallus) 

 

Name Sequenz 5`-3` Tm, Produktlänge 

Chest7m_for * 
Chest7m_rev 

tcgactgatgcattgaccat 
tgtgtcctttttgcaagctg 

55,3°C, 583 bp 
55,3°C 

kolsonde_for ** 
kolsonde_rev 

aagggagaagcaggacacaa 
atccctgttgcagggttgta 

57,3°C, 575 bp 
57,3°C 

estkollVIII_for * 
estkollVIII_rev 

cagcttgcaaaaaggacaca 
ggcctgcagattctcctaga 

55,3°C, 244 bp 
59,4°C 

kollVIII-200907_for ** 
kollVIII-200907_rev 

agagctcctcactcccttcc 
tcagtggctcgttgttcttg 

57,3°C, 197 bp 
57,3°C 

kollalpha2-2_for 
kollalpha2-2_rev 

gactttgtacaacgggcaca 
ggaacccagagaaggaggag 

57,3°C, 308 bp 
61,4°C 

ferritinH_for 
ferritinH-rev 

ccaccgcatctctctctttc 
gccttcagctgtcactttcc 

59,4°C, 582 bp 
59,4°C 

ADAMTS-2_for  
ADAMTS-2_rev 

ttcctagcagcaggacgaat 
ttgagcacaggcttcatttg 

57,3°C, 435 bp 
55,3°C 

Koll-X_for 
Koll-X_rev 

acctgcaggatccctggtctat 
atcaatgacagcactgcctgagg 

62,1°C, 161 bp 
62,4°C 

Koll-II_for 
Koll-II_rev 

acctacagcgtcttggagga 
atatccacgccaaactcctg 

59,4°C, 155 bp 
57,3°C 

*Primer hybridisieren in der Est-Sequenz, **Primer hybridisieren im ORF von �1(VIII) 
 
Zum Abgleich der aufgetragenen Menge an RNA bzw. mRNA auf den Blots wurde eine Beta 
aktin-Sonde (siehe Tabelle 2.3) verwendet.  
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In der Tabelle 2.5 sind die Primer für die Herstellung des ORF von �1(VIII) für die 
Expression im Huhn und in der Maus aufgelistet. Für die Expression in der Maus wurde 
zusätzlich zu dem ORF noch ein der ORF mit einem Myc-Tag am 3`-Ende generiert.  
 
Tabelle 2.5: Primer zur Generierung des ORFs  

 

Name Sequenz 5`-3` Tm, Produktlänge 

VIIIORF_for 
orf-2_rev (gg) 

aaagaattcatggccgtgctgctcattc 
aaactcgagcatgggatacaataaatatcctg 

65,1°C, 2235bp 
64,4°C 

VIIImausfor 
VIIImausrev (mm) 
 
VIIImaustagrev 
(mm) 

tttaaaatggctgtggcca 
tttaaattacatgggatacaataaatatcctgaaaa
ggagg 
tttaaattacagatcctcttctgagatgagtttttgttc
catgggatacaataaatatcctgaaaaggagg 

60,6°C, 2247bp 
65,4°C 
 
74°C, 2277 bp 

gg=Gallus gallus, mm=Mus musculus 
 
In der Tabelle 2.6 sind die Primer für die Sequenzierungen der synthetisierten ORF-
Sequenzen von �1(VIII) angegeben.  
 
Tabelle 2.6: Primer zur Sequenzierung des ORFs 

 

Name Sequenz 5`-3` Tm 

Sequenzier-1 (gg) ggaccaccaggacctcatgg 66°C 

Sequenzier-2 (gg) gccatgcagggccaccaggc 66°C 

Ko641 (mm) cagggttaccagggcaacca 64°C 

ko1262 (mm) gaccacagggtccaccaggc 68°C 
gg=Gallus gallus, mm=Mus musculus 
 
Die Primer, die in der Tabelle 2.7 gelistet sind, wurden während der suppressiven, 
subtraktiven Hybridisierung (2.3.6) verwendet.  
 
Tabelle 2.7: Primer für den Einsatz im Subtraktions-Kit 

 

Name Sequenz 5`-3` Tm 

PCR primer 1 ctaatacgactcactatagggc 58,4°C 

Nested PCR primer1 tcgagcggccgcccgggcaggt 73,3°C 

Nested PCR primer 2R agcgtggtcgcggccgaggt 67,6°C 

 
Für das Silencing der �1(VIII)- und �2(VIII)-mRNA in Chondrozyten wurden von Invitrogen 
(USA) 25bp-lange Fragmente synthetisiert, die komplementär zu einem Sequenzabschnitt der 
�1(VIII)- oder �2(VIII)-mRNA-Sequenz waren. Das Programm von Invitrogen 
(https://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/) arbeitet mit einem dem Nutzer nicht weiter 
bekannten Algorithmus, um die siRNA-Abschnitte auszuwählen, die zu einem Silencing der 
entsprechenden Sequenz führen sollen.  
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Tabelle 2.8: Sequenzen für die siRNA (Gallus gallus) 

 
Name �1(VIII) bzw. �2(VIII) Sequenz 5`-3` 

XM_416597_stealth_337 (�1) Acucaggguggugucuacuauggaa 
XM_416597_stealth_2144 (�1) Ccgugaaguuugacaagcuccucua 
Stealth_1818 (�2) alte sequenz Caugccugucaaguucgacaggacu 
Stealth_1941 (�2) Gaccaacgucuggguggcucuuuau 
RNA stealth_1739 (�2) Ccaccuacaccuacgacgaguacaa 
RNA stealth_1870 (�2) Acggaauacauccacuccuccuucu 
 

 

2.3.6 Herstellung einer subtraktiven cDNA Bank 
 
Wie in der Einleitung erklärt wird, wurde nach unterschiedlich stark exprimierten Genen in 
kaudalen und kranialen Chondrozyten gesucht. Die Methode der Wahl war die Herstellung 
einer subtraktiven cDNA-Bank (PCR-Select-Subtraktions-Kit, BD Biosciences) durch eine 
suppressive subtraktive Hybridisierung (SSH) nach Diatchenko et al., (1996). Ein Schema zur 
suppressiven, subtraktiven Hybridisierung ist in der Abbildung 3.1 im Ergebnisteil dargestellt. 
Zunächst wurde kaudale und kraniale mRNA in cDNA umgeschrieben. Die kaudale cDNA 
wurde als „tester“ bezeichnet und die kraniale cDNA, die als Referenz genommen wurde, als 
„driver“. Die „tester“ und die „driver“ cDNA wurden hybridisiert und die übrig-bleibende 
cDNA entsprach Genen, die in kaudalen Zellen, jedoch nicht in kranialen, exprimiert wurden. 
Parallel wurde die Reaktion auch umgekehrt durchgeführt, die sogenannte reverse Reaktion. 
Wenn nicht anders angegeben, stammten die Enzyme, Puffer und Primer aus dem PCR-
Select-cDNA-Subtraktions-Kit. Die Herstellung der subtraktiven cDNA-Bibliothek wurde in 
folgende Abschnitte gegliedert: 
 
 
2.3.6.1 cDNA-Synthese 
 
Für die Herstellung von cDNA wurden 2 µg mRNA in 2-4 µl DEPC-H2O eingesetzt. Auf die 
RNA-Isolierung aus Chondrozyten und die mRNA-Aufreinigung wird in den Abschnitten 
2.3.8 und 2.3.9 eingegangen. Da bei der Aufreinigung der mRNA zunächst ein größeres 
Volumen vorlag, musste die mRNA zunächst in der Speed-Vac (Savant Speed Vac Plus, 
Minnesota, USA) getrocknet werden. 
Die cDNA-Synthesen (first strand, second strand) erfolgte nach Angaben der Herstellers. 
Um die erfolgreiche subtraktive Hybridisierung überprüfen zu können, wurde parallel eine 
Kontroll-Subtraktion mit RNA aus menschlichem Skelettmuskel (aus dem Kit) durchgeführt. 
Die cDNA-Synthese der Skelettmuskel-Poly A+RNA erfolgte nach Anleitung des Herstellers. 
 
 
2.3.6.2 Restriktionsverdau mit Rsa I 
 
Die Ansätze wurden mit dem Restriktionsenzym Rsa I verdaut, da für die Adapterligation und 
die SSH blunt-ended-cDNA Fragmente notwendig waren. Der Verdau wurde nach Angaben 
des Herstellers durchgeführt.  
Die gelungene Restriktion wurde per Gelelektrophorese (2.3.14, 1% Agarose in TAE-Puffer) 
überprüft. Nach der Restriktion sollten die meisten cDNA-Fragmente kleiner sein als ohne 
Verdau (0,1-2 kb statt 0,5-10 kb).  
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2.3.6.3 Adapterligation 
 
Um im weiteren Verlauf die überexprimierten cDNAs identifizieren zu können, wurden die 
kaudalen und kranialen cDNAs mit 2 unterschiedlichen Adaptern (1, 2R) ligiert. Als 
Kontrolle wurden die cDNAs zusätzlich mit beiden Adaptern ligiert.  
Die Ligation erfolgte wie vom Hersteller angegeben.  
Überprüft wurde sie durch eine PCR, für die ein Primer gewählt wurde, der an dem Adaptor 
band und einer, der spezifisch für G3PDH war. Die Quantität des Produktes wurde verglichen 
mit der einer PCR, wo G3PDH for und reverse Primer verwendet wurden. War sie viermal 
schwächer, war die Effizienz der Ligation nicht ausreichend, um mit der Hybridisierung 
fortzufahren.  
 
 
2.3.6.4 Subtraktive Hybridisierung 
 
Die subtraktive Hybridisierung wurde sowohl als „forward“ und auch als „reverse“ Reaktion 
durchgeführt. In der forward-Reaktion war die kaudale cDNA die „tester“ und die kraniale 
cDNA die „driver“-Probe, bei der reverse-Reaktion war es umgekehrt. Das war nötig, um 
später das differentielle Screenen durchzuführen.  
Bei der ersten Hybridisierung wurde „tester“ cDNA, ligiert mit Adapter 1 bzw. Adapter 2R, 
mit Rsa I geschnittener „driver“ cDNA vermischt (genaue Angaben, siehe Hersteller).  
Die Reaktion dauerte 8 Stunden und wurde bei 68°C durchgeführt.  
Bei der zweiten Hybridisierung wurden die Ansätze der ersten Hybridisierung mit Adapter          
1 und Adapter 2R vereinigt und noch einmal „driver“ cDNA im Überschuss zugegeben (siehe 
Angaben des Herstellers), damit „driver“ cDNA Hybride mit nicht differentiell exprimierten 
Transkripten der „tester“ cDNA bilden konnte. So wurde nur cDNA angereichert, die in der 
„tester“-Population überexprimiert wurde.  
 
 
2.3.6.5 PCR-Amplifikation 
 
Mit Hilfe von zwei verschiedenen PCRs wurde zunächst die cDNA, an denen jeweils beide 
Adapter (1, 2R) ligiert waren, exponentiell amplifiziert. Bei 75°C (5 min) wurden die Adapter 
aufgefüllt, dann schloss sich eine PCR nach Angaben des Herstellers an.  
Die zweite PCR war eine nested PCR, mit welcher der Hintergrund reduziert und die 
differentiell exprimierte cDNA weiter angereichert werden sollte.  
Die Nested Primer waren Inhalt des Kits. Die PCR wurde nach Angaben des Herstellers 
durchgeführt. Im Anschluss daran wurde das PCR-Produkt auf ein 1%iges Agarosegel 
aufgetragen und wie vom Hersteller angegeben mit der Kontrolle aus dem Kit verglichen.  
 
 
2.3.6.6 PCR-Analyse der Subtraktionseffizienz 
 
Per PCR-Analyse wurde die Effizienz der Subtraktion überprüft, bevor mit der Herstellung 
einer cDNA-Bibliothek begonnen werden konnte. Es wurden Primer für GAPDH (aus Huhn) 
synthetisiert (MWG), um die Subtraktion dieses Housekeeping-Gens nachzuweisen.  
Die cDNAs (subtrahiert, nicht subtrahiert) wurden 1:10 in reinst. H2O verdünnt und davon 1 
µl für die PCR eingesetzt. 
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PCR-Ansatz:  
 
forward Primer (10µM)     1,2 µl 
reverse Primer (10µM)     1,2 µl 
10-fach PCR-Puffer          3 µl 
dNTPs (10 mM)      0,6 µl 
50x Advantage cDNA-Polymerase-Mix    0,6 µl 
reinst. H2O      22,4 µl 
 
Es wurde 30 sek. bei 94°C denaturiert, 30 sek. bei 65°C hybridisiert und 2 min bei 68°C 
amplifiziert. Die Produkte wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen und auf einem 
1 %igem Agarosegel untersucht.  
 
 
2.3.6.7 Differentielles Screening der subtrahierten cDNA 
 
Mit Hilfe des differentiellen Screenings (PCR-Select-Differential-Screening Kits, BD 
Bioscience, USA) wurde die Verunreinigung mit falsch positiven Klonen minimiert, da die 
Bibliothek neben unsubtrahierter cDNA sowohl mit der forward als auch mit der reverse 
subtrahierten cDNA hybridisiert wurde. Die richtigen Klone, welche ein differentiell 
exprimiertes Gen darstellten, durften nur mit der forward cDNA hybridisieren, andere, die 
auch mit der reversen Sonde hybridisierten waren Hintergrund (Diatchenko et al., 1996).  
Die nested PCR wurde vor der Erstellung der Bibliothek wiederholt, der Elongationsschritt 
bei 72°C ausgeführt und eine finale Amplifikation (5 min, 72 °C) für die Synthese von A-
Überhängen angehängt, da für die Herstellung einer Bibliothek eine TOPO T/A-Klonierung 
(siehe 2.3.6.8) notwendig war.  
 
 
2.3.6.8 T/A-Klonierung 
 
Die Klonierung wurde mit dem TOPO T/A-Cloning-Kit (Invitrogen, USA) nach Angaben des 
Herstellers durchgeführt. Es wurden 10 ng der forward und reverse subtrahierten cDNA zur 
Erstellung der subtraktiven Bibliotheken verwendet.  
 
 
2.3.6.9 Bakterienkolonie-PCR zur Erstellung eines cDNA-Arrays 
 
Nach der TOPO-Klonierung wurden 96 Klone zufällig von der Platte gepickt und in einer 96 
Well Kulturschale in 100 µl LB-Medium (mit Ampicillin) für 4-6 h bei 37°C und 180 rpm 
inkubiert. Für die Bakterienkolonie-PCR wurde ein Mastermix hergestellt, der die Nested 
Primer aus dem Kit enthielt (PCR-Select-Differential-Screening Kits, BD Bioscience).  
Je 1 µl der Bakterienkultur wurde zu 19 µl des Mastermixes pipettiert und es wurde das 
entsprechende PCR-Programm ausgeführt (siehe Skript PCR-Select-Differential-Screening 

Kits).  
Von den Kulturen wurden zur Weiterverwendung Einzelausstriche angefertigt und sie wurden 
bei 4°C gelagert.  
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2.3.6.10 cDNA-Dot Blots 
 
Die PCR-Ansätze wurden 1:1 mit NaOH (0,6 N) verdünnt und jeweils 2 µl des Gemisches 
wurden auf Nylonmembranen (Hybond-XL-Nylonmembran, Amersham Biosciences, 
Freiburg, Deutschland) aufgetupft. So wurden vier identische Dotblots hergestellt, die nach 
Lufttrocknung in 0,5 m Tris/HCl (pH 7,5) für 2 min neutralisiert wurden. Dann wurden sie in 
dH2O kurz gewaschen und mit UV-Bestrahlung bei 120 mJ immobilisiert.  
Zur Aufbewahrung wurden sie in Folie eingeschweißt und bei –20°C gelagert.  
 
 
2.3.6.11 Radioaktive Markierung von subtrahierter und unsubtrahierter cDNA 
 
Die subtrahierten und unsubtrahierten cDNA-Proben wurden durch enzymatischen Einbau 
von [32P]-dCTP ([�-32P] dCTP Isoblue>3000 Ci/ mmol, MP Biomedicals) radioaktiv markiert. 
Sie wurden verdünnt (75-100 ng/µl) und entsprechend der Empfehlung des Herstellers (PCR-
Select-Differential-Screening Kit, BD Bioscience) behandelt. Mit Hilfe des PCR-Purification-
Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) wurden nicht eingebaute cCTPs, wie im Qiagen 
Handbuch dargestellt, entfernt. Die Sonde wurde zweimal mit 50 µl EB-Puffer eluiert und die 
Aktivität der Proben über die cpm-Werte von jeweils 2 µl der Sonde mit einem �-Counter 
(siehe 2.3.16.1) bestimmt. 
 
 
2.3.6.12 Hybridisierung der Dot Blots 
 
Die Dot Blots wurden mit sterilem dH2O befeuchtet und in Hybridisierungs-Röhren gelegt. Es 
wurden 50 µl 20x SSC-Puffer und 50 µl Blockierungslösung (PCR-Select-Differential- 

Screening Kits, BD Bioscience) 1:1 gemischt und für 5 min auf 95 °C erhitzt. Dann wurden 
sie in 5 ml Hybridisierungslösung (ExpressHyb, Hybridization Solution, Clontech) 
aufgenommen und die Membranen wurden 60-80 min bei 72°C in dieser Lösung 
prähybridisiert.  
107 cpm/100 ng cDNA-Sonde wurden mit 50 µl 20x SSC und 50 µl Hybridisierungslösung 
aufgekocht. Die Filter wurden für 16 h bei 72 °C mit den Sonden inkubiert.  
Dann wurden die Blots dreimal 20 min und einmal 45 min mit Low-Stringency-Puffer und 
zweimal 20 min mit High-Stringency-Puffer bei 68°C gewaschen. Die gemessene 
Radioaktivität der Waschlösung sollte nur noch weniger als 1 cpm betragen.  
Die Dot Blots wurden in Folie eingeschweißt und die Screens wurden für 1-12 Stunden 
aufgelegt. Die Signale wurden durch Phosphoimaging (Storm 860, Molecular Dynamics) 
detektiert. 
 
20 x SSC 
NaCl    175,3 g 
Na3Citrat x H2O    88,2 g 
pH 7,0 
 
20 % SDS   200 g/l, zum Lösen auf 65 °C erhitzen 
 
Low-Stringency-Puffer      High-Stringency-Puffer 
SSC           2 x    SSC    0,2 x 
SDS       0,5 %    SDS   0,5 % 
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2.3.6.13 Sequenzierung 
 
Die zu sequenzierenden DNA-Abschnitte wurden zu Eurofins MWG (Ebersbach) geschickt. 
Dort wurden sie nach der Didesoxy-Methode von Sanger et al. (1977) sequenziert.  
 
 
2.3.6.14 Sequenzanalysen im Internet 
 
Die Sequenzen wurden auf der Internetseite http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi mit 
dem Programm BLAST (Altschul et al., 1990) mit bekannten Sequenzen aus Huhn bzw. 
Maus verglichen.  
Zur Herstellung von Primern wurde das Programm zum Primerdesign der Internetseite 
http://frodo.wi.mit.edu/ benutzt und für Proteinsequenzvergleiche und das Alignen von               
2 Sequenzen wurden die Internetseiten http://genome.cs.mtu.edu/align/align/html und 
http://espript..ibcp.fr//ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi verwendet.  
 
 
2.3.7 Gene array 
 
Um noch weitere differentiell exprimierter Gene in kaudalen und kranialen Chondrozyten 
identifizieren zu können, wurden Chicken Gene Arrays (Affymetrix, USA), die mehr als 
32000 Transkripte enthalten, hybridisiert. Für die Hybridisierung, musste die aus kaudalen 
und kranialen Chondrotyzen isolierte RNA (Trizol®, siehe 2.3.8), mit DNase verdaut werden 
(siehe 2.3.11) und anschließend ein weiteres Mal aufgereinigt werden (siehe 2.3.10). Das 
Umschreiben in doppelsträngige cDNA und wieder in cRNA, die Markierung mit Biotin und 
die Hybridisierung mit den jeweils drei Genearrays (drei mit kaudalen Sonden, drei mit 
kranialen Sonden) wurde von der IFG (Integrierte funktionelle Genomik, Münster) 
durchgeführt. Die Auswertung mit dem Computer (Refiner Group Report, Genedata 
Expressionist Refiner Pro 3.0.7) zur Filterung der signifikanten Unterschiede in der 
Expression wurde von Dr. Martin Eisenacher, Diplominformatiker (IFG, Münster), und Frau 
Dr. Sylvia Merk (Bioinformatik, Münster) ausgeführt. Der größere Teil der hier vorgestellten 
Ergebnisse stammt aus den Auswertungen von Frau Dr. Sylvia Merk.  
 
 
2.3.8 Isolierung von RNA aus Hühnerchondrozyten mit Trizol® (Invitrogen, USA) 
 
Für die Herstellung der SSH (2.3.6), für die Hybridisierung des Gene Arrays(2.3.7.), für die 
Generierung von Northern Blots (2.3.15) und für die Analyse der Expression verschiedener 
Gene während der Differenzierung der Chondrozyten per semiquantitativer reverser 
Transkriptions PCR (2.3.17) war die Isolierung von RNA aus Chondrozyten notwendig. 
Die Chondrozyten wurden entweder direkt nach der Isolierung (siehe 2.2.3) oder nach der 
Kultivierung in Monolayer (siehe 2.2.5) abzentrifugiert, der Überstand verworfen und die 
Zellen mit Hilfe einer Spritze (20 g) und Trizol (1ml/5-10 Millionen Zellen) durch auf und 
abziehen lysiert.  
Die homogenisierten Proben inkubierten 5 min bei Raumtemperatur, dann wurde ein               
0,2-faches Volumen an Chloroform dazugegeben und geschüttelt. Nach zwei bis 3 min 
Inkubation wurde bei 12000 g für 2-8°C für 15 min zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde 
abgenommen und mit Isopropanol (½ Volumen des eingesetzten Trizols) vermischt. Nach        
10 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde wiederum für 15 min zentrifugiert                  
(12 000 g, 2-8°C). Das Pellet wurde mit 75%igem Ethanol gewaschen (1 Volumen des 
eingesetzten Trizols), kurz stehen gelassen und für 5 min zentrifugiert (7500 g, 2-8 °C).  
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Der Überstand wurde abgenommen, das Pellet kurz getrocknet und in 30-50 µl DEPC-H2O 
aufgenommen.  
 
DEPC-H2O    Diethylpyrocarbonat, 97 % (Sigma-Aldrich, USA) 
     4 ml auf 4 Liter bidest H2O 
 
 
2.3.9 Isolierung von mRNA  
 
Für die Herstellung der SSH und für die mRNA-Northern Blots wurde mRNA verwendet, die 
mit dem Oligotex mRNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Angaben des 
Herstellers aus der isolierten RNA (2.3.8) aufgereinigt wurde. Sie basiert auf einer 
Hybridisierung der Poly-A-Überhänge der mRNA mit dT-Oligomeren, die an Polystyrol- 
Latex-Partikel gebunden sind. Eluiert wurde die mRNA mit OEB-Puffer.  
 
 
2.3.10 Reinigung von RNA 
 
Für das Umschreiben der RNA in cDNA bei der Herstellung der Sonden für den Chicken 
Gene Array (2.3.7) bedurfte es einer besonderen Reinheit der RNA, so dass die RNA nach der 
Trizol®-Isolierung noch aufgereinigt werden musste. Dies geschah mit dem RNeasy Mini Kit 
(Qiagen, Hilden, Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers.  
 
 
2.3.11 DNase I-Verdau 
 
Die isolierte RNA musste für die weitere Verwendung, um restliche DNA zu entfernen, mit 
DNase (Ambion, Texas, USA) verdaut werden. Es wurden 6 U DNase, und 15 U RNase-
Inhibitor (Qiagen, Hilden, Deutschland) für 5 µg RNA eingesetzt (18 µl-Ansatz), die Probe 
gemischt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die DNase für 10 min bei 
70°C denaturiert, um sie zu inaktivieren.  
 
 
2.3.12 Isolierung von DNA 
 
Als positive Kontrolle für die PCR nach einem DNase-Verdau wurde genomische DNA 
verwendet. Isoliert wurde diese aus kranialen Hühnerchondrozyten. Die etwa 1 x 107 Zellen 
wurden abzentrifugiert (7 min, 600 g) und in 750 µl Lysepuffer resuspendiert. Der Ansatz 
wurde bei 55 °C für 1 Stunde inkubiert. Die Zellbestandteile wurde durch Zugabe von 265 µl 
5 M NaCl-Lösung und das 10 minütige Zentrifugieren in einer Eppendorfzentrifuge bei  
13000 rpm ausgefällt. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen, mit dreifachem 
Volumen 2-Propanol versetzt und vorsichtig invertiert.  
Dann wurde der Überstand mit der fadenförmigen DNA in 1,2 ml 70%iges Ethanol überführt 
und für 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet 
wurde getrocknet und in 50-100 µl H2O gelöst. Die DNA wurde bei –20°C gelagert.  
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Lysepuffer 
NaCl      0,1 M 
EDTA    50 mM 
Tris, pH=8   50 mM 
Proteinase K   0,1 mg/ml 
SDS    1,0% 
 
 
2.3.13 Photometrische Bestimmung von Nukleinsäuren 
 
Um die Konzentration von DNA- oder RNA-Proben zu bestimmen, wurde ein Eppendorf- 
Photometer zur Ermittlung der optischen Dichte (OD) verwendet. Das Absorptionsmaximum 
von Nukleinsäuren liegt bei 260 nm. Eine OD260 von 1,0 entspricht einer dsDNA-
Konzentration von 50 µg/ml und einer ssRNA-Konzentration von 40 µg/ml. Die Optische 
Dichte bei 280 nm (Absorptionsmaximum aromatischer Aminosäuren) ist zur Bestimmung 
der Reinheit von Nukleinsäuren geeignet. Die Reinheit der Nukleinsäuren ist ausreichend, 
wenn das Verhältnis von 260 zu 280 nm zwischen 1,5 und 1,8 liegt (Lottspeich und Zorbas, 
1998).  
 
 
2.3.14 Gelelektrophorese von Nukleinsäuren 
 
2.3.14.1 Gelelektrophorese von DNA (Sambrook et al., 1989) 
 
Für die Auftrennung von DNA-Fragmenten, zum Beispiel aus Restriktionsansätzen oder nach 
einer PCR, wurden horizontale Agarosegele verwendet. Diese erlauben, je nach 
Zusammensetzung, eine Auftrennung von Nukleinsäuren in einem Bereich von 20 bp bis     
20 kb. Die DNA-Proben wurden mit 6 x Auftragspuffer (Fermentas, Vilnius, Litauen) 
gemischt, in die Geltaschen pipettiert und eine Spannung von 80 bis 120 Volt angelegt. Als 
Laufpuffer wurde 1 x TAE-Puffer verwendet. Zur Bestimmung der Größe und der 
Konzentration der aufgetragenen Proben wurde ein Standard mit definierten Größen parallel 
aufgetragen (Gene Ruler 1kb bzw. 100 bp DNA Ladder, Fermentas, Vitnius, Litauen). Den 
Gelen wurde Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,1 µg/ml zugesetzt, damit die 
DNA-Fragmente unter UV-Licht sichtbar gemacht werden konnten. (UV-Transilluminator 
System (2 UV, MWG, Ebersberg, Thermodrucker Sony UP-D860 E, Thermopapier Sony UD 
11). Die Wellenlänge des UV-Lichts betrug 302 nm.  
 
50 x TAE-Puffer 
Tris-Base   40 mM 
Eisessig   40 mM 
EDTA      2 mM 
pH 7,8 
 
 
2.3.14.2 Denaturierende RNA-Agarosegelelektrophorese 
 
Die RNA wurde zur Kontrolle der Reinheit und für die Herstellung von Northern Blots 
gelelektrophoretisch aufgetrennt. 1-2% Agarose wurde in 1 x MOPS-Puffer gelöst. Zum 
Ansatz wurde Formaldehyd (37 %) mit einer Endkonzentration von 2,2 M dazugegeben.  
Die RNA wurde mit 2-fachem Volumen Denaturierungspuffer versetzt und für 10 min bei 
65°C denaturiert. Dann wurde sie auf Eis abgekühlt und 6-fach Probenpuffer und 1 µl 
Ethidiumbromid (0,5 mg/ml) zupipettiert.  
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Der Gellauf erfolgte bei 90 –100 Volt in 1-fachem MOPS-Puffer bei 4 °C.  
 
10 x MOPS       Denaturierungspuffer 
MOPS      0,2 M    Formamid,   5% (v/v) 
Na Ac    0,05 M    entionisiert 
EDTA    0,01 M    Formaldehyd  14,6 mM 
pH 7 mit NaOH einstellen     MOPS-Puffer        1x 
        in DEPC-H2O 
 
 
RNA-Probenpuffer      denaturierender Laufpuffer 
Formaldehyd   37 % (w/v), 500 µl  MOPS      1 x 
Glycerin    87 % (v/v),  400 µl  Formaldehyd  0,2 M 
Bromphenolblau    1 % (w/v),   50 µl  in DEPC-H2O 
Xylencyanblau      1% (w/v),   50 µl 
in DEPC-H2O 
 
 
2.3.15 Northern Blot 
 
Zur Herstellung des Northern Blots wurden 10-20 µg RNA oder 1-2 µg mRNA 
elektrophoretisch aufgetrennt. (siehe 2.3.14.2) Im Anschluss wurden sie auf eine Membran 
(Hybond-XL-Nylonmembran, Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) unter Wirkung 
von Kapillarkräften mittels eines Transferstapels aus Papier und 10 x SSC-Puffer übertragen 
(siehe Abbildung 2.2). Die vollständige Übertragung der RNA auf die Membran dauerte etwa 
12 Stunden und wurde bei 4°C durchgeführt.  
Schließlich wird die Membran kurz getrocknet und die RNA wurde durch Bestrahlung mit 
UV-Licht (0,120 Joule/cm2) an der Membran fixiert (Stratalinker, Stratagene, La Jolla, USA, 
Einstellung: Autocrosslink).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.2: Aufbau für Northern Blotting 

 
 
2.3.16 Hybridisierungstechniken 
 
2.3.16.1 Radioaktive Markierung einer ssDNA-Sonde 
 
Die cDNA-Sonden wurden mittels PCR hergestellt, nach Elektrophorese aus den Agarose-
Gelen ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe 2.3.19.4) und unter Verwendung des Prime-a-
gene-labeling-Kits (Promega, USA) radioaktiv markiert. Es wurden etwa 30 ng DNA (in       
30 µl DEPC-H2O) eingesetzt, denaturiert und mit Puffer, unmarkierten dNTPs (dGTP, dTTP, 
dATP), DNA-Polymerase I (Klenow, Promega, Madison, USA) und markiertem dCTP 

10 x SSC 

Gewicht (500g) 

Gel 
Glasplatte 

Whatman- 
Papier 

Papiertuch-
stapel 

Nylonmembran 
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versetzt. Es wurde für 30 min bei 37°C inkubiert und im Anschluss wurde die Probe zur 
Entfernung der nicht eingebauten [32P]-dCTPs mit dem PCR-Purification-Kit (Qiagen, 
Hilden, Deutschland) nach Angaben der Herstellers aufgereinigt.  
Die aufgereinigte Sonde wurde mit 2 x 50 µl EB Puffer eluiert. Die Einbaurate von [32P]-
dCTP wurde anhand der Radioaktivität von 2 µl der Sonde mit Hilfe eines 
Szintillationszählers (Beckmann, LS 6500 Multi-Purpose Scientillation Counter, Fullerton, 
Ca, USA) bestimmt und für die Hybridisierung des Northern Blots wurden maximal                   
10 000 cpm eingesetzt. Die Hybridisierung wurde wie unter 2.3.16.3.1 dargestellt 
durchgeführt. 
 
 
2.3.16.2 DIG Markierung einer ssDNA-Sonde 
 
Als Alternative zu der radioaktiven Markierung von Sonden gibt es das DIG-System (Roche, 
Mannheim). Es basiert auf dem Molekül Digoxigenin, das meistens an Uracil gebunden ist, 
und durch das Klenow-Enzym in die Sonde eingebaut wird. An das Digoxigenin bindet dann 
ein Antikörper, gebunden an eine alkalische Phosphatase. In einem weiteren Schritt wird das 
Substrat für die Phosphatase dazugegeben, welches dann abgebaut wird und das 
Abbauprodukt kann durch einen Röntgenfilm sichtbar gemacht werden. 
 
Es wurde 1 µg cDNA-Templat mit reinst-H2O auf 16 µl aufgefüllt, für 10 min bei 95°C 
denaturiert und auf Eis abgekühlt. Dann wurden 4 µl DIG-High-Prime (DIG High Prime 
DNA Labeling and Detection Starter Kit II, Roche, Mannheim) dazupipettiert und es wurde 
über Nacht bei 37°C inkubiert. Abgestoppt wurde die Reaktion für 10 min bei 65°C. 
 
 
2.3.16.2.1 Konzentrationsbestimmung der DIG gelabelten DNA durch Dot Blots 
 
Zur Konzentrationsbestimmung der Sonden wurden Verdünnungsreihen mit der markierten 
cDNA und der Kontroll-DNA erstellt (0,01 pg/µl bis 1 ng/µl). Es wurde jeweils 1 µl der 
Verdünnungen auf eine Nylon-Membran (Hybond-XL-Nylonmembran, Amersham 
Biosciences, Freiburg, Deutschland) pipettiert und UV-fixiert (siehe 2.3.6.10). Die Membran 
wurde in eine Schüssel mit 20 ml Maleinsäure-Puffer gegeben und 2 min bei RT geschüttelt. 
Dann wurde sie 30 min in Blockierungspuffer (1:10 verdünnt in Maleinsäure) und 30 min in 
Antikörper-Lösung (2 µl [75 mU/ml]) in 20 ml Blockierungspuffer) sanft geschüttelt. 
Es wurde viermal 10 min in Wasch-Puffer gewaschen und für 2-5 min in Detektions-Puffer 
inkubiert. (Beide Puffer sind im DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II, 
Roche, Mannheim vorhanden.) 
Die Membran wurde auf eine Folie gelegt, mit 4 Tropfen CSPD (Kit) beträufelt, mit einer 
Folie bedeckt, so dass sich die Lösung verteilt, und für 5 min im Dunkeln inkubiert. Dann 
wurde ein Röntgenfilm (CL-X PosureTM Film, Thermo Scientific, Rockford, Il, USA) 
aufgelegt.  
Für die Hybridisierung wurden 25 ng DIG-markierte DNA-Sonde je ml DIG Easy Hyb 
eingesetzt.  
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2.3.16.3 Hybridisierung und Detektion von Northern Blots 
 
2.3.16.3.1 Hybridisierung von Northern Blots mit einer radioaktiv markierten Sonde 
 
Für die Hybridisierung der Norhern Blots wurde die Express Hyb Hybridisierungslösung 
(Clontech Laboratories, Kalifornien) nach dem Protokoll des Herstellers verwendet. Die 
Prähybridisierung und die Hybridisierung wurden bei 68°C im Ofen durchgeführt. 
Gewaschen wurde zweimal mit Waschpuffer 1 bei RT und dann mit Puffer 2 bei 50°C, bis die 
abgeschüttete Waschlösung weniger als 1 cpm anzeigte (Hand-Counter). Der Blot wurde 
eingeschweißt und es wurde ein Screen für 12-48 Stunden aufgelegt. Die Signale wurden 
durch Phosphoimaging (Storm 860, Molecular Dynamics) detektiert 
Zum Strippen der Membran wurde diese für 10 min bei 90-100°C in 0,5%iger SDS-Lösung 
gewaschen. Luftgetrocknet kann man die Membran einfrieren und bei –20°C aufbewahren.  
 
20 x SSC 
NaCl    175,3 g 
Na3Citrat x H2O    88,2 g 
pH 7 
 
20 % SDS    200 g/l, auf 65 °C erhitzen, um es zu lösen 
 
Waschlösung 1      Waschlösung 2 

SSC           2 x   SSC   0,1 

SDS    0,05 %   SDS   0,1 % 

 
 
2.3.16.3.2 Hybridisierung von Northern Blots mit einer DIG markierten Sonde 
 
Die DIG Easy Hyb (10 ml/100 cm² Filter) wurde auf Hybridisierungstemperatur erwärmt. Die 
Membran wurde bei 68°C für 30 min unter leichtem Schütteln prähybridisiert, während die 
DIG markierte Sonde für 5 min bei 95°C denaturiert und auf Eis abgekühlt wurde.  
Dann wurde die Sonde zur vorgewärmten DIG Easy Hyb-Lösung zugegeben und vorsichtig 
gemischt.  
Die Hybridisierungslösung wurde auf die Membran gegeben und diese für 4 Stunden bei 
68°C inkubiert. Anschließend wurde zweimal 5 min mit 2x SSC und 0,1% SDS bei RT 
geschüttelt und zweimal 15 min mit 0,5x SSC und 0,1% SDS bei 68°C geschüttelt.  
Die Membran wurde kurz mit Waschpuffer gespült und dann 30 min in Blockierungslösung 
inkubiert. Anschließend wurde sie für eine Stunde bei 37°C in Antikörper-Lösung inkubiert. 
Es wurde viermal 10 min mit Waschpuffer gewaschen und 2-5 min mit Detektions-Puffer 
inkubiert. Die Membran wurde auf eine Folie gelegt, 0,5 ml CSPD zupipettiert und eine Folie 
auf die Membran gelegt. Es wurde für 5 min im Dunkeln inkubiert, die überschüssige Lösung 
wurde herausgestrichen und es wurde noch einmal 10 min bei 37°C inkubiert. Dann wurde 
ein Röntgenfilm aufgelegt, der nach 15 min bis 12 Stunden entwickelt wurde.  
Die Sonden konnten in dem Hybridisierungspuffer eingefroren (-20°C) und wieder benutzt 
werden, ebenso wie die Membranen, die eingeschweißt in eine Folie bei -20°C gelagert 
wurden. 
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2.3.17 cDNA-Synthese 
 
Die Synthese von cDNA war notwendig für die semiquantitative PCR zur Analyse der 
Expression verschiedener Gene, für die Herstellung der Sonden zur Hybridisierung der 
Northern Blots (2.3.16.3) und für die Generierung des Volllänge-ORFs von �1(VIII) aus 
Huhn (2.3.19).  
 
 
2.3.17.1 Reverse Transkription 
 
Das Umschreiben von polyA-RNA in cDNA wurde auf verschiedene Weise durchgeführt.  
Allen reversen Transkriptionen ging ein DNase-Verdau (siehe 2.3.11) voraus. 
Zunächst wurde die Strata Script Reverse Transkriptase (Stratagene, La Jolla, USA) 
verwendet. Sie ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, die durch Entfernung der RNase 
H-Aktivität von Moloney Murine Leukemia Virus Reversen Transcriptase hergestellt wurde. 
So kann das Enzym eine größere Menge an Volllänge-cDNA-Transkripten synthetisieren.  
Für die Reverse Transkription wurden 10 µg totale RNA in 38,5 µl DEPC-H2O zu 3 µl 
Oligo(dt)-Primern (100 ng/µl) pipettiert und für 5 min bei 70°C inkubiert. Das Gemisch 
wurde für etwa 20 min bei RT langsam abgekühlt, damit die Primer hybridisieren konnten.  
Dann wurden 10 µl 10x Puffer (StrataScript), 1,5 µl RNase-Inhibitor (Qiagen), 1 µl dNTPs 
(mM) und 1 µl Enzym hinzugefügt und für eine Stunde bei 42°C inkubiert. Darauf folgte ein 
Denaturierungsschritt bei 94°C für 10 min. Die cDNA wurde bei –20°C gelagert und konnte 
als Templat für die PCR eingesetzt werden.  
Für die Synthese der Vollänge-cDNA von �1(VIII) aus Huhn wurde die Super ScriptTM III 
Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) verwendet.  
Es wurde zwischen 10 pg und 5 µg RNA in 11 µl DEPC-H2O eingesetzt, mit 1 µl Oligo(dt) 
Primern (50µM) und 1 µl dNTPs (10 mM) gemischt und für 5 min bei 65°C inkubiert und auf 
Eis abgekühlt. Dann wurden 4 µl 5x first strand buffer (Invitrogen, USA), 1 µl 0,1 M DTT,     
1 µl RNase-Inhibitor (Qiagen, Hilden, Deutschland) und 1 µl Super Script III zupipettiert und 
vorsichtig gemischt. Es folgte eine 60 minütige Inkubation bei 50°C und eine 15 minütige 
Inkubation bei 70°C.  
Die cDNA wurde bei –20°C gelagert und konnte als Templat für die PCR eingesetzt werden.  
 
 
2.3.17.2 Reverse Transkription mit dem Qiagen

® 
One Step RT-PCR Kit 

 
Eine weitere Möglichkeit zur cDNA-Synthese bot das Qiagen® One Step RT-PCR Kit 
(Qiagen, Hilden, Deutschland), bei dem das Umschreiben der polyA-RNA und die 
Vermehrung der cDNA durch PCR gleich hintereinander ablief. Hier diente ein Templat von 
100-200 pg RNA als Templat. 
Es wurde nach Angaben des Herstellers verfahren. Diese Methode wurde für den Nachweis 
des erfolgreichen Silencing der �1(VIII)-mRNA in Hühnerchondrozyten und für die Analyse 
der Expression verschiedener Gene während der Differenzierung verwendet.  
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2.3.18 Amplifikation von Nukleinsäuren 
 
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 
Die PCR wurde für die Herstellung von Sonden aus cDNA für die Hybridisierung von 
Northern Blots (2.3.16.3), für die Amplifizierung der Volllänge-cDNA Sequenzen von 
�1(VIII) aus Huhn (2.3.19.1) und Maus (2.3.19.2) und als Kontrolle der DNase-Verdaus 
angewendet.  
 
 
2.3.18.1 Taq-Polymerasen 
 
Mit Hilfe einer PCR werden definierte DNA-Abschnitte beliebig oft amplifiziert.  
Die PCR wurde meistens im 25 µl- aber auch im 50 µl-Ansatz durchgeführt. Es standen zwei 
PCR Maschinen zu Verfügung (PTC-200 Peltier Thermal Cycler MJ Research, Biorad, USA; 
TGradient, Biometra, Göttingen, Deutschland).  
Für die Standard-PCR wurden die REDTaq-Polymerase (Sigma-Aldrich, USA) bzw. die 
MoltaqRED von Molzym (Bremen) verwendet.  
 
Eine typische PCR-Reaktion setzte sich wie folgt zusammen (25 µl Ansatz): 
 
H2O     18,375 µl 
10 x Puffer          2,5 µl 
dNTPs (10 mM)        0,5 µl 
Enhancer          0,5 µl 
forward Primer             1µl 
reverse Primer             1µl 
Moltaq/ REDTaq    0,125 µl 
Templat             1 µl 
 
Die PCR ist zumeist nach folgendem Prinzip aufgebaut: 

1.  94°C   120 sek, initiale Denaturierung 
2.  94°C   10-30 sek, Denaturierung 
3.  53-60°C  30-60 sek, Primer Anlagerung 
4.  68-72°C  Elongation, Zeit definiert durch Amplifikat 
5.  68-72 °C  Finale Elongation 

 
Nach dem vierten Schritt folgt der zweite und zumeist werden die Schritte 2-4 zwischen 20- 
und 32-mal wiederholt.  
 
 
2.3.18.2 Pfu-Polymerasen  
 
Für die Herstellung der Volllänge von �1(VIII) aus Huhn und aus Maus wurden besondere 
Polymerasen verwendet, die weniger Fehler einbauen, da sie eine „proof-reading“-Funktion 
haben.  
 
Für die Generierung der Volllänge von �1(VIII) beim Huhn aus cDNA wurde die 
AccuPrimeTM Pfx DNA-Polymerase (Invitrogen, USA) verwendet. Von der hergestellten 
cDNA wurden 2 µl eingesetzt und die PCR wurde nach Angaben des Herstellers 
durchgeführt.  
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Für die Amplifikation der Volllänge-Sequenzen von �1(VIII) mit und ohne Myc-Tag aus 
Maus wurde die PfuUltra

® II Fusion HS DNA Polymerase (Stratagene, USA) verwendet. Der 
PCR-Ansatz wurde nach Angaben des Herstellers pipettiert.  
Das Enzym arbeitet schneller als gewöhnliche Taq-Polymerasen, aus diesem Grund wurde die 
Elongationszeit kürzer gewählt: 
 

1.  95°C   120 sek, initiale Denaturierung 
2.  95°C   20 sek, Denaturierung 
3.  58-60°C  20 sek, Primer Anlagerung 
4.  72°C   15 sek/ 1kb, Elongation 
5.  72°C   180 sek, finale Elongation 

 
 
2.3.19 Klonierung  
 
Im Verlauf der Arbeit wurde die ORF-cDNA aus Huhn von �1(VIII) in den pCMV-Tag-4A-
Vektor zu Expression in Hühner-Chondrozyten kloniert und die ORF-cDNA von �1(VIII) aus 
Maus wurde in das pBluescript II KS-Kollagen II a1-Plasmid (Kollagen 2 Kassette) kloniert. 
Kurz soll der Ablauf der Klonierungen vorgestellt werden, bevor die einzelnen Schritte erklärt 
werden: 
 
 
2.3.19.1 Klonierung der ORF-cDNA von �1(VIII) aus Huhn 
 
Der ORF wurde aus cDNA vom Huhn (2.3.17.1) per PCR amplifiziert (2.3.18.2). Mit Hilfe 
der Primer wurden am 5`-Ende der Sequenz eine Eco RI-Schnittstelle und am 3`-Ende eine 
Xho I-Schnittstelle generiert. Nach der PCR folgte eine Agarosegelelektrophorese (2.3.14), 
die Aufreinigung aus dem Gel (2.3.19.4), ein A-Tailing (2.3.19.5) und eine weitere 
Aufreinigung. Die cDNA-Sequenz wurde in das Topo-Plasmid kloniert (2.3.6.8), dieses 
wurde aufgereinigt (2.3.19.3) und zum Sequenzieren (2.3.6.13) eingeschickt.  
Der pCMV-Tag-4A-Vektor und das Topo-Plasmid mit dem cDNA-Insert wurden jeweils mit 
Eco RI und Xho I für 5 Stunden bei 37°C verdaut (2.3.19.6), aufgereinigt und miteinander 
ligiert (2.3.19.8). Das fertige Plasmid wurde per Restriktionsverdau und darauf folgender 
Gelelektrophorese analysiert und konnte zur Transfektion der Hühner-Chondrozyten 
eingesetzt werden.  
 
 
2.3.19.2 Klonierung der ORF-cDNA von �1(VIII) aus Maus 
 
Für die PCR (2.3.18.2) zur Amplifikation der ORF-cDNA wurde das pBluescript II KS mit 
der cDNA von �1(VIII) aus Maus als Insert (freundlicherweise von Dr. U. Hopfer zur 
Verfügung gestellt) als Templat eingesetzt. Es wurden zwei Konstrukte amplifiziert. Das eine 
war die ORF-cDNA-Sequenz mit Dra I-Schnittstellen am 5` und 3`-Ende. Das zweite 
Konstrukt wurde mit einem Myc-Tag an seinem 3`-Ende und mit Dra I-Schnittstellen 
synthetisiert.  
Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.3.14), aus dem Gel eluiert 
(2.3.19.4) und es wurde ein A-Tailing durchgeführt (2.3.19.5). Nach dem A-Tailing wurde 
das Fragment ein weiteres Mal aufgereinigt und in das TOPO-Plasmid kloniert (2.3.6.8). 
Nach der Vermehrung in E. coli wurde das Plasmid zur Sequenzierung eingeschickt 
(2.3.19.3/2.3.6.13). Für die Klonierung in das Kollagen II-Promotor-Plasmid (Kollagen II 
Kassette) (freundlicherweise von Herrn Attila Aszodi zur Verfügung gestellt) wurde das 
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Insert aus dem TOPO-Plasmid mit Dra I ausgeschnitten. So entstanden Fragmente der Größe 
19 bp, 692 bp, 2000 bp 1175 bp und 2230 bp (ohne Myc-Tag) bzw. 2260bp (mit Myc-Tag). 
Damit das cDNA-ORF-Fragment gut von dem 2000 bp Fragment unterschieden werden 
konnte, wurde gleichzeitig auch mit Bgl II verdaut, welches das 2000 bp Fragment ein 
weiteres Mal schnitt. Die Kollagen 2 Kassette wurde mit Eco RV verdaut, dephosphoryliert 
(2.3.19.7) und mit dem cDNA-ORF von �1(VIII) ligiert (2.3.19.8).  
 
Nun werden die verschiedenen Schritte der Klonierungen näher vorgestellt. Die TOPO-
Klonierung wird unter 2.3.6.8 erklärt.  
 
 
2.3.19.3 Plasmidisolierung mit dem Qiaprep-Spin-Miniprep-Kit (Qiagen, Hilden, 

Deutschland)  
 
Um Plasmid DNA aus Bakterien zu gewinnen, wurden diese nach dem Prinzip der alkalischen 
Lyse (modifiziert nach Birnboim und Doly, 1979) aufgeschlossen. Für die Plasmid-
Aufreinigung wurde das QIAprep-Spin-Miniprep-Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
verwendet. Die freigesetzte Plasmid-DNA wurde unter einer hohen Salzkonzentration an eine 
Silikagel-Membran gebunden und mehrfach gewaschen, um die Salze wieder zu entfernen. 
Nachdem das Ethanol vollständig entfernt war, wurde die Plasmid-DNA mit dH2O gelöst und 
bei –20°C aufbewahrt.  
 
 
2.3.19.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des QIAquick-
Gelextraktion-Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach der Anleitung des Herstellers. Für 
eine höhere Konzentration der Nukleinsäuren in der Probe wurde nur mit 30 µl dH2O eluiert. 
Das Produkt wurde bei –20°C bis zur Verwendung gelagert. 
 
 
2.3.19.5 A-Tailing 
 
Für die Klonierung der PCR-Produkte in das TOPO-Plasmid (Invitrogen, USA), zur weiteren 
Vermehrung und Sequenzierung, benötigten sie Adenosin-Überhänge, die von den                  
Pfu-Enzymen nicht synthetisiert werden. Aus diesem Grunde schloss sich an die 
Aufreinigung der PCR-Produkte aus dem Gel (siehe 2.3.19.4) noch das A-Tailing an. Dafür 
wurde eine Taq-Polymerase verwendet, da sie die überstehenden Enden produziert. Hinzu 
kamen noch dATPs, Enhancer, PCR Puffer und das PCR-Produkt.  
 
Puffer        5 µl 
Enhancer       1 µl 
dATP        1 µl 
Taq-Polymerase   0,5 µl 
DNA   42,5 µl 
 
Der Ansatz wurde für 2 min bei 94°C denaturiert und für 10 min bei 72°C inkubiert.  
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2.3.19.6 Restriktionsverdau von DNA 
 
Für die Überprüfung von Klonierungen und die Restriktion von DNA-Fragmenten aus 
Plasmiden wurden Restriktionsenzyme verwendet, die DNA an spezifischen, palindromen 
Sequenzen schneiden. Die Enzyme wurden von NEB (New England Biolabs, Ipswich, USA) 
erworben und die Puffer nach Angaben des Herstellers verwendet.  
Es wurden in 10 µl Restriktionsverdau-Ansatz etwa 0,5-5 µg DNA und 1-2 U Enzym 
eingesetzt. Je nach Enzym wurde 1-3 Stunden verdaut. Die erhaltenen Fragmente wurden 
mittels Agarosegelelektrophorese nach Größe aufgetrennt.  
 
 
2.3.19.7 Dephosphorylierung 
 
Um nach der Spaltung von Vektoren die Religation zu verhindern, wurde das 5` Phosphat mit 
Calf Intestine Alkaline Phosphatase entfernt. Die Behandlung erfolgte nach Angaben des 
Herstellers (NEB, USA). Die Denaturierung der Phosphatase erfolgte bei 65°C für 10 min 
durch 1 µl 20%iges SDS und 10 µl 6-fach Ladepuffer auf einen 50 µl Cip-Ansatz. Es wurde 
bei Raumtemperatur angekühlt, auf ein Agarosegel aufgetragen, das Fragment ausgeschnitten 
und aufgereinigt. 
 
 
2.3.19.8 Ligation von DNA-Fragmenten  
 
Die Ligation erfolgte mit der T4 DNA Ligase (NEB, USA) über Nacht bei 16°C. Zu einem  
10 µl Ansatz wurde 1 µl Ligase-Puffer (NEB, USA), T4 DNA Ligase und Insert und Vektor 
im Verhältnis 3:1 pipettiert.  
 
 

2.4. Proteinbiochemische Methoden 
 
Um die späte Differenzierung der Chondrozyten nachzuweisen, wurde die Aktivität der 
alkalischen Phosphatase (2.4.1) und die Synthese von der �1-Kette von Kollagen X 
biochemisch nachgewiesen, zweier typischer Marker der Hypertrophie von Chondrozyten. 
Außerdem wurden Western Blots zum immunbiochemischen Nachweis verschiedener 
Proteine, wie Kollagen VIII und ADAMTS-like, hergestellt.  
 
 
2.4.1 Bestimmung der alkalischen Phosphatase 
 
Die Aktivität der alkalischen Phosphatase ist ein Indiz für die späte Chondrozyten-
differenzierung und wird aus diesem Grund während der Kultivierung beobachtet. 
Für die Bestimmung der AP-Aktivität wurde eine modifizierte Methode von Bessey et al. 
(1946) genutzt. Es wurden jeweils 50 µl des Kulturmediums der Zellen mit 450 µl 0,2%             
p-Nitrophenylphosphat in 1 M Diethanolamin/ HCl, pH 9,8 bei 37°C für 30 min inkubiert. 
Die Reaktion wurde mit 500 µl 2 M NaOH/0,2 mM EDTA gestoppt und die Extinktion der 
Probe bei 405 nm bestimmt.  
 
 
 
 



Material und Methoden 62 

2.4.2 Fällung von Proteinen aus Zellmedium 
 
Für den Nachweis verschiedener Proteine (Kollagen VIII, ADAMTS-like und Kollagen X) im 
Medium der Chondrozyten, wurden dieses zunächst mit 60%iger Trichloressigsäure              
(225 µl/ml Medium) und 1%igem Triton (139µl/ml Medium) für mindestens 20 min auf Eis 
gefällt und dann für 20 min bei 14000 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 
Ethanol und einmal mit Aceton gewaschen und bei 37°C getrocknet. Es wurde in PBS oder 
alternativ in Probenpuffer aufgenommen.  
 
Probenpuffer 
SDS          2 % (w/v) 
Glycerol       10 % 
Tris HCl       60 mM, pH 6,8 
Bromphenolblau  0,001 % 
Reduktion durch 5 % (v/v) �-Mercaptoethanol oder 100 mM Dithiothreitol (DTT) 
 
 
2.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentrationen (BCA-Test) 
 
Für den BCA-Test zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 10 µl Proteinlösung in 
PBS verwendet. Es gab eine Standardreihe mit bekannter Proteinkonzentration von BSA 
(0,025 mg/ml bis 0,7 mg/ml). Das BCA-Reagenz wurde aus 50:1 aus BCA-Lösung  und 
Kupfersulfat angesetzt.  
Jeweils 200 µl BCA wurden zu den Proteinlösungen und der Standardreihe pipettiert. Die 
Ansätze wurden für 30 min bei 60°C inkubiert und die Reaktion auf Eis abgestoppt. 
Mit einem Photometer wurde dann die Absorption bestimmt und die Konzentration der 
Proteinlösungen anhand dieser Werte berechnet.  
 
Bei den [14C]-Prolin markierten Kollagenen gleicht man die Menge an aufzutragenden 
Proteinen anhand der Radioaktivität von 2 µl der Probe ab, die mit Hilfe eines 
Szintillationszählers (siehe 2.3.16.1) und 2 ml LumasafeTM Plus Lumac*LSC BV (Groningen, 
Niederlande) bestimmt wurde.  
 
BCA-Lösung (1l): 
 
Bicinchroninsäure (Na2-BCA)       1%, 10g 
Natriumcarbonat (Na2CO3)       2%, 20g (17,1g, wenn H2O frei) 
NaOH       0,4%, 4g 
(Natriumhydrogencarbonat) NaHCO3 0,95%, 9,5g    
Na2-Tartat    0,16%, 1,6g (1,9 bei Dihydrat) 
 
 
2.4.4 Isolierung von Kollagenen aus Zellkulturmedium 
 
Für den Vergleich der Mengen an Kollagen II und X, Kollagen II wird in den proliferierenden 
Zellen und Kollagen X in den hypertrophen Zellen synthetisiert, wurden Kollagene aus 
Zellkulturmedium isoliert.  
Das Zellkulturmedium wurde abgenommen (1 ml) und mit 100 µl Pepsinlösung (10 mg/ml in 
1M HCL) für 2 Stunden bei RT rotiert. Die Reaktion wurde mit 70 µl 1 M Tris abgestoppt 
und der pH-Wert wurde mit 1M NaOH auf 7,4 eingestellt.  
Die Kollagene wurden dann mit 4,5 M NaCl über Nacht bei 4°C gefällt. Es wurde für 30 min 
bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 µl H2O aufgenommen und mit 
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300 µl 96%igem Ethanol versetzt und für mindestens 2 Stunden bei –20°C gefällt. Nach einer 
weiteren Zentrifugation (30 min, 14000 rpm, 4°C) wurde das Pellet getrocknet und in 70 µl 
Probenpuffer (siehe 2.4.2) aufgenommen. Diese Präparation von Kollagenen wurde vor allem 
mit dem Medium der 14C markierten Proben (2.2.8) durchgeführt.  
 
 
2.4.5 Isolierung von Kollagen aus Zellen und der umgebenden Matrix 
 
Für die Isolierung von Kollagenen aus Zellen, die in Monolayer kultiviert worden waren, 
wurden zu etwa 1,5 Millionen Zellen 1,35 ml Essigsäure (0,5 M) 150 µl Pepsin (10 mg/ml in 
0,5 M Essigsäure) zugegeben. Der Ansatz wurde für 2 Stunden bei RT rotiert. Es wurde           
105 mg NaCl zugegeben (Endkonzentration 1,2 M) und über Nacht bei 4°C rotiert.  
Am nächsten Morgen wurde für 30 min bei 14000 rpm zentrifugiert, der Überstand 
abgenommen und das Pellet in 100 µl Tris (100 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8,6) 
aufgenommen. Dann wurden 300 µl eiskaltes Ethanol zugegeben und kurz gevortext. Die 
Probe wurde für mindestens 2 Stunden bei –20°C inkubiert und anschließend für 30 min bei 
14000 rpm (12 000g) zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet wurde 
in 100 µl H2O aufgenommen und 300 ml eiskaltes Ethanol zupipettiert. Erneut wurde für 
mindestens 2 Stunden bei –20°C inkubiert und im Anschluss zentrifugiert (30 min,             
14000 rpm). Das Pellet wurde getrocknet und in Probenpuffer bzw. in PBS aufgenommen.  
 
Alternativ wurden die Zellen mit TOTEX-Puffer aufgereinigt. Die Zellpellets wurden in            
100 µl PBS gewaschen und für 5 min bei 600 g zentrifugiert. Das PBS wurde abgenommen, 
Totexpuffer mit Protease-Inhibitoren (Complete, Cocktail tablets, Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim) zugegeben und für 15 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden mit einer 20 G-
Spritze homogenisiert, für 25 min auf Eis inkubiert und bei 4°C für 10 min (13000 rpm) 
zentrifugiert. Die Überstände wurden abgenommen und es wurde eine TCA-Fällung 
durchgeführt (2.4.2).  
 
TOTEX-Puffer 
 
NaCl        350 mM, 2,04g 
HEPES          20 mM, 0,476g 
MgCl2            1 mM, 0,02 
EGTA         0,1 mM, 380,4g/mol 
EDTA         0,5 mM, 292,2g/mol 
Glycerin    20% (v/v), 25,2g 
NP40       1%, 10ml der 10%igen Lsg. 
in 100 ml H2O, 0,1% Triton, pH 7,9 
 
 
2.4.6 Isolierung von Kollagenen aus Agarose 
 
Die Isolierung von Kollagen aus Agarose war umfangreicher als die Isolierung aus Medium, 
da zunächst die Agarose beseitigt werden musste. Die Kulturschalen wurden einen Tag nach 
der Markierung mit 14C-Prolin eingefroren, dann wurde die Agarose in JA 20.1-
Zentrifugenröhrchen überführt. Die Probe wurde für 72 Stunden bei 4°C unter Rühren in 4 ml 
Pepsinlösung (1 mg/ml Pepsin in 0,2 M NaCl, 0,5 M CH3COOH) inkubiert. Es wurden 500 µl 
1 M Tris zugefügt und mit 10 M NaOH auf pH 7 titriert.  
Für die Kollagenextraktion wurden 17,5 mg/ml NaCl abgewogen und es wurde über Nacht 
bei 4°C unter Rühren inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Probe für 30 min bei 15000 rpm 
(Beckmann Coulter, Krefeld, Rotor Ja 20,1, 22550g) und 4°C zentrifugiert. Der Überstand 
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wurde überführt und die Kollagene mit NaCl (200 mg/ml) über Nacht bei 4°C (Rotation) 
gefällt.  
Dann wurde für 45 min bei 18500 rpm (Beckmann Coulter, Krefeld, Rotor Ja 20,1, 34300 g) 
und 4°C zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das Pellet wurde in 300 µl 0,4 M NaCl in 
0,1 M Tris-HCl (pH 7,4) aufgenommen. Es wurden 900 µl 96%iges eiskaltes Ethanol 
zugefügt und für mindestens 2 Stunden bei –20°C inkubiert. Dann wurde für 30 min bei 
14000 rpm und 4°C zentrifugiert (Beckman, CS-15R) und der Überstand wurde 
abgenommen. Das Pellet konnte in 70 µl Probenpuffer aufgenommen werden.  
 
 
2.4.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die Proteine wurden mit Acryl-/Bisacrylamid-Gradientengelen (4,5-15%) aufgetrennt. Das 
Sammelgel hatte eine Konzentration von 4,5% (Laemmli, 1970). 
Die Gele, die auf eine Membran geblottet wurden (Western Blot), wurden nicht fixiert und 
gefärbt, im Gegensatz zu den Gelen, von denen ein Fluorogramm gemacht, oder von denen 
eine Bande zum Sequenzieren eingeschickt wurde.  
 
Sammelgelpuffer (4x)      Trenngelpuffer (4x) 
Tris HCl     0,5 M     Tris HCl   1,5 M 
SDS       0,4 %    SDS    0,4 % 
pH 6,8        pH 8,0 
 
Kammerpuffer       SDS-Trenngel 
Tris HCl   25 mM    Trenngelpuffer        1x 
SDS      0,1 %    Acryl/Bisacr.(32:1) 4,5 u.15 (w/v) 
Glycin      0,2 M    TEMED      0,1 % (v/v) 
        APS         100 µg/ml 
 
SDS-Sammelgel 
Sammelgelpuffer  1x 
Acryl/Bisacr.(32:1)    4,5 % (w/v) 
TEMED   0,33 % (v/v) 
APS    75 µg/ml 
 
 
2.4.8 Färbung mit Coomassie Brillantblau R-250 
 
Für die Färbung mit Coomassie Brillantblau R-250 wurde das Gel zunächst für 30 min in 
50% Methanol (v/v) in 10% (v/v) Essigsäure fixiert und dann für 30 min mit 0,1% (w/v) 
Comassie Brillantblau R-250 in 10% (v/v) Essigsäure und 25% (v/v) Isopropanol gefärbt. 
Entfärbt wurde es wieder für 30 min mit 50% Methanol (v/v) in 10% (v/v) Essigsäure und 
anschließend mit 10% (v/v) Methanol in 10% (v/v) Essigsäure, bis das Gel entfärbt war.  
Die Nachweisgrenze liegt etwa bei 0,5 µg Protein pro Gelbande. 
 
Die kolloidale Comassie Färbelösung wurde verwendet, wenn eine Bande zum Sequenzieren 
geschickt wurde. Es wurde über Nacht gefärbt und am folgenden Tag wurde dreimal 1 Stunde 
mit bidestilliertem H2O gewaschen.  
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1 l kolloidale Coomassie Färbelösung: 
Coomassie G 250  800 mg (in 10 ml bidest H2O lösen) 
Ammoniumsulfat       80 g (in 400 ml bidest H2O lösen) 
Phosphorsäure 85%     16 ml  
(die ersten drei Komponenten auf 800 ml auffüllen) 
Methanol     200 ml (direkt vor Gebrauch zugeben) 
 
 
2.4.9 Sequenzierung von Proteinbanden 
 
Die Proteinbanden wurden ausgeschnitten und an das Zentrum für Molekulare Medizin Köln, 
die Zentrale Bioanalytik (ZBA), geschickt, wo sie sequenziert wurden. Das Ergebnis wurde 
dann per Mail an unser Institut gesendet. (Informationen gibt es auf der Seite www.zmmk-
bioanalytik@uni-koeln.de. ) 
 
 
2.4.10 Fluorographie 
 
Für die Bestimmung des Verhältnisses zwischen Kollagen II und X wurden die Gele nach der 
Elektrophorese mit Coomassie gefärbt (siehe 2.4.8), entfärbt und dreimal 20 min in DMSO 
entwässert. Sie wurden für mindestens 3 Stunden in 20%igem (w/v) Diphenyloxazol in 
DMSO inkubiert. Dann wurden die Gele gewässert (mind. 45 min) und im Geltrockner 
(Biorad) getrocknet. Die Röntgenfilme, zur Detektion der Signale, wurden 1-4 Wochen 
exponiert.  
 
 
2.4.11 Western-Blot und Immundetektion 
 
Nach der Elektrophorese (2.4.7) wurden die Proteine durch Elektrotransfer auf eine 
Nitrocellulosemembran (Protran®, Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) transferiert        
(1 mA/cm2, also 180 mA und 30 V bei einem großen Gel).  
Um zu überprüfen, ob tatsächlich die gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde, konnte nun 
eine Proteinfärbung der Membran vorgenommen werden. Hierzu wurde MemCodeTM 
Reversible Protein Kit (Thermo Scientific, Rockford, Il, USA) nach Angaben des Herstellers 
verwendet.  
Nach Entfärbung der Membran wurde diese für 30 min mit Magermilchpulver bei RT 
blockiert. Dann wurde sie über Nacht mit dem Primärantikörper (1:1000, in TBS-T: 
Milchpulver 1:1) bei 4°C inkubiert. Dann wurde dreimal für 15 min mit TBS-T gewaschen 
und schließlich mit dem Sekundärantikörper (POD-konjugiert, 1:25 000 in TBS-T: 
Milchpulver, 1:1) für eine Stunde bei RT inkubiert. Nach dreimal 15 min Waschen (TBS-T) 
wurden die Blots mit ECL-Plus-Reagenz (GE Healthcare, Amersham) bzw. mit Femto-ECL 
(Super Signal®West Femto Maximum Sensitive Substrat, Thermo Scientific, Rockford, Il, 
USA) für eine min bzw. fünf min inkubiert. Die Chemilumineszenz wurde auf einem 
Röntgenfilm festgehalten und mit dem Entwickler Curix 60 der Firma Agfa (Mortsel, 
Belgien). 
 
Blot-Puffer       TBS-T 
Tris HCl        50 mM   NaCl             0,15 M 
Glycin       380 mM   Tris HCl            50 mM, pH 7,4 
SDS       0,1 (w/v)   Tween-20            0,05 % (v/v) 
Methanol   20 % (v/v) 
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Magermilchpulver 
Magermilchpulver     5 % (w/v) 
BSA       1 % (w/v) in TBS-T 
 
Primärantikörper 

Anti (mouse MAP) Type VIII Kollagen (Gentaur, Belgien) 1:500 
    Mouse anti-chicken Kollagen Type II monoclonal AB (Chemicon, 

Millipore, USA) 1:2000 
    Maus-Anti-chicken Type X Collagen (Linsemayer, Boston) 1:1000 
    Anti-Flag® polyclonal (Sigma-Aldrich, USA) 1:1000 
    Collagen type VIII (Abcam, Groß-Britannien) 1:500 
 
Sekundärantikörper 

Anti Mouse IgG Peroxidase conjugated (Sigma-Aldrich, USA) 
    Anti goat POD produced in rabbit (Sigma-Aldrich, USA) 
 
 

2.5 Histologische Analyse 
 
Es sollten die Wachstumsfugen der Tibien von der Col8a1

--
/Col8a2

---Maus und der Wildtyp-
Maus (Bl 6) histologisch miteinander verglichen werden. Dazu wurde eine Alzian-
Blau/Sirius-Rot-Färbung und eine immunhistologische Färbung gegen Kollagen X und gegen 
Kollagen II von Paraffinschnitten durchgeführt. Außerdem sollte die Verteilung des Kollagen 
VIII-Proteins in der Wachstumsfuge der Wildtyp-Maus nachgewiesen werden. Es wurden 
Paraffin- und Kryostat-Schnitte verwendet. Auch die ADAMTS-like-Expression sollte auf 
diese Weise gezeigt werden.  
 
 
2.5.1 Herstellung von Paraffinblöcken und -schnitten 
 
Es wurden Tibien von neugeborenen Mäusen, 15,5 Tage alten und 50 Tage alten Mäusen in 
Paraffin (Merck, Darmstadt) eingebettet. Vor der Einbettung wurden die Tibien und Femuren 
fixiert und entkalkt: 
Die Mäusebeine wurden, nachdem sie möglichst ganz von Fell, Muskeln und Haut befreit 
wurden, über Nacht bei 4°C in 4% PFA in PBS (pH 7,4) fixiert. 
Um zu Entkalken wurden sie dann gewässert und in einem Entkalker bei 4°C inkubiert. Das 
Entkalken dauerte mehrere Tage, der Entkalker musste häufig gewechselt werden und durch 
Einstechen mit einer Nadel wurde getestet, ob die Gewebe vollständig entkalkt waren.  
Nach der vollständigen Entkalkung wurden die Proben 24 Stunden bei 4°C gewässert und 
dann nach folgendem Fließschema behandelt: 
 

Ethanol 50 %   2-6 h, 4 °C 
Ethanol 70 %   2-6 h, 4 °C 
1. Ethanol 96 %    ü.N., 4 °C 
2. Ethanol 96 %  4 h, 4 °C 
1. Isopropanol   2-6 h, 4 °C 
2. Isopropanol   2-6 h, 4 °C 

 
Falls bis zu diesem Schritt in Eppendorfgefäßen gearbeitet wurde, wurden die Gewebe jetzt 
eingekapselt. Sie wurden für 24 Stunden bei 60°C in Intermedium (50% Isopropanol/ 50% 
Paraffin, weich), 12 Stunden in weichem Paraffin und noch mal ü.N. in erneuertem weichen 
Paraffin inkubiert. Dann wurden sie für 12 Stunden in hartem Paraffin und ü.N. weiter in 
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hartem Paraffin bei 60°C inkubiert, bevor sie in Paraplast (McCormick, Roth, Karlsruhe) 
gegossen wurden.  
 
Entkalker 
EDTA    10 % 
Tris/HCl     3 %  
in dH2O, pH 7,4 
 
 
Die Blöckchen wurden mit einem Rotationsmikrotom HM 355 (MICROM Laborgeräte 
GmbH, Walldorf, Deutschland) bearbeitet und es wurden 5 µm Serienschnitte hergestellt. Die 
dünnen Schnitte glitten auf einer Wasserrutsche entlang (etwa 20°C) und wurden dann 
vorsichtig in ein Wasserbad (37°C) für die Glättung der Schnitte zwischengelagert, bevor sie 
auf einen Objektträger übertragen wurden.  
Auf diese Weise konnten Serien von Schnitten hergestellt werden, die außen in der Tibia 
begannen, dann folgten Schnitte, die weiter innen lagen, und dann kamen wieder die äußeren 
Teile der anderen Seite der Tibia.  
 
Gelagert wurden die Schnitte und die Blöckchen bei 4°C.  
 
 
2.5.2 Herstellung von Kryostatblöcken und -schnitten 
 
Für die Herstellung von Kryostat-Schnitten wurden zunächst die Tibien von neugeborenen 
Mäusen in Gewebeeinbettmedium (Neg50 Frozen Section Medium, Richard-Allan Scientific, 
Waltham, MA) eingebettet und in flüssigen Stickstoff (196°C) schockgefroren. So wurden 
kleine Blöcke mit wenigen mm Kantenlänge hergestellt, die in dem Kryostaten (Microm 

Cryo-Star HM 560 MV, Internationale GmbH, Walldorf) bei –20°C gut bearbeitet werden 
konnten. Die eingebetteten Schnitte wurden bei –80°C gelagert.  
Vor dem Schneiden erfolgt keine Fixierung. Die Blöcke wurden auf einen Halter mit 
Gewebeeinbettmedium für Gefrierschnitte aufgebracht. Bis das Gewebe beim Schneiden 
erreicht wurde, musste zunächst eine große Menge gefrorenes Einbettmedium entfernt 
werden. Dann konnten Gewebeschnitte von 3 µm bis 10 µm Dicke angefertigt werden. Die 
Schnitte wurden vorsichtig auf einen Objektträger aufgezogen und durch die Hand etwas 
erwärmt, damit sie keine Falten warfen. Mit einem Mikroskop wurde parallel überprüft, an 
welcher Stelle die Schnitte das Gewebe getroffen hatten. 
Die Schnitte wurden bei –80°C bis zur Färbung eingefroren.  
 
Als Positiv-Kontrolle für die immunhistologische Färbung mit dem Kollagen VIII Antikörper 
(Gentaur, Belgien) wurden von Frau Forsberg gefertigte Kryostat-Schnitte von Nieren aus 
zwei Monate alten Mäusen verwendet, die auf die gleiche Weise hergestellt worden sind. 

 
 
2.5.3 Färbung von Gewebeschnitten 
 
Die Paraffinschnitte wurden zunächst entparaffiniert. Hierzu wurden sie zunächst für 30 min 
bei 50°C inkubiert, bevor sie durch eine Reihe, bestehend aus Rotihistol- und Ethanolbädern, 
gegeben wurden (zweimal Roti®Histol, dreimal Ethanol 96%, einmal 75% und einmal H2O, 
jeweils 10 min). Die Schnitte wurden in PBS (pH 7,4) überführt und mit einem Dako-Pen 
(Dako, Glostrup, Dänemark) umrandet.  
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Die Kryostat-Schnitte wurden etwa 50 min bei RT aufgetaut, 10 min bei 4°C in Aceton 
inkubiert und getrocknet. Dann wurden sie für 10 min in PBS gegeben und mit dem Dako-Pen 
umrandet.  
 
 
2.5.3.1 Alzian-Blau/Sirius-Rot-Färbung 
 
Um knöcherne Regionen von knorpeligen zu unterscheiden wurden die Paraffinschnitte mit 
Alzian-Blau und Sirius-Rot gefärbt.  
Nach der 10 minütigen Inkubation in PBS wurden die Schnitte 15 mit Weigert`s Hämatoxylin 
gefärbt. Dann wurden sie mit dest-H2O gewaschen und für 10 min mit H2O aus dem Hahn 
beträufelt.  
Die Schnitte wurden für drei min in 3%iger Essigsäure (pH 2,5) inkubiert und für 30 min in 
Alzian-Blau-Lösung gefärbt. Erneut wurden die Schnitte für 10 min mit Leitungswasser 
beträufelt. Dann wurden die Schnitte für eine Stunde mit Sirius-Rot-Lösung gefärbt und 
anschließend für 2 min mit 0,01 M HCl gewaschen, um ungebundenen Farbstoff zu entfernen. 
Die Schnitte wurden durch eine Bäderreihe von steigenden Ethanolkonzentrationen (75 %, 
dreimal 96%) geführt. Sie wurden zweimal in Roti®Histol inkubiert (10 min) und in Entellan 
eingebettet.  
 
Alzian-Blau-Lösung   1% Alzian-Blau in 3%iger Essigsäure (pH 2,5) 
 
 
Sirius-Rot-Lösung   0,1% (w/v) in einer an Pikrinsäure (1,2% (w/v))  

gesättigten, wässrigen Lösung 
 
Weigert`s Hämatoxylin Lsg.  Lsg A: 1g Hämatoxylin in 100 ml Ethanol lösen 
     Lsg B: 1,16 g EisenIIIchlorid in 99 ml H2O und 
     1 ml 25 %ige Salzsäure 
     Lsg. A und Lsg. B 1:1 mischen 
 
 
2.5.3.2 Immunhistochemische Färbung 
 
2.5.3.2.1 Immun-histochemische bzw. Fluoreszenz-Färbung 
 
Nach dem Entparaffinieren, bzw. der Fixierung der Kroyschnitte, wurden die Schnitte für     
60 min mit Hyaloronidase (0,1% in Acetatpuffer, pH 6,0) bei 37°C verdaut. Es wurde dreimal 
für 5 min in PBS gewaschen.  
Im nächsten Schritt wurde die endogene Peroxidase blockiert (3% H2O2 in dest. H2O, für      
10 min, RT). Dieser Schritt wurde bei den Immunfluoreszenz-Färbungen weggelassen.  
Die Schnitte wurden bei 4°C über Nacht blockiert (10% NGS, 5% BSA in PBS), bzw. für       
2 Stunden bei 37°C, wenn eine Fluoreszenzfärbung vorgenommen wurde. 
Die Schnitte wurden kurz in PBS gewaschen und für eine Stunde bei 37°C mit dem 
Primärantikörper inkubiert. (Antikörper 1:10, 1:20, 10% Blockierungslösung in PBS).  
Es wurde dreimal in PBS gewaschen und der Sekundärantikörper (1:200, 10% 
Blockierungslösung in PBS) wurde auf die Schnitte pipettiert. Nach einer Stunde 
Inkubationszeit (37°C, bei Fluoreszenzfärbung RT) wurde erneut mit PBS gewaschen. 
Bei der Immunfärbung wurde nun das DAB Substrat (Vektor Laboratories, Kalifornien, USA) 
nach Angaben des Herstellers gemischt und auf die Schnitte gegeben. Die Farbentwicklung 
wurde beobachtet und die Reaktion mit dest. H2O gestoppt. Die Schnitte wurden für 10 min 
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mit Leitungswasser gewässert und nach Überführen in die Ethanol und Roti®Histol-Bäder 
mit Etellan eingedeckelt. 
Die Fluoreszenz-Schnitte wurden nach Inkubation mit dem sekundären Antikörper gewaschen 
und mit Fluoromount (Southern Biotech, USA) eingedeckelt und bei 4°C im Dunkeln 
gelagert. 
 
Primäre Antikörper 
    Anti (mouse MAP) Type VIII Kollagen aus Rabbit  

(Gentaur, Belgien) 
    Collagen type VIII aus Rabbit (Abcam, Groß-Britannien) 
    ADAMTS-like 1 (Punktin), (Acris, Littleton, CO, USA) 
 
Sekundärer Antikörper 
 
für Fluoreszenz   Alexa Fluor® Goat Anti Rabbit (Invitrogen, USA) 
für Immunfärbung  aus Ziege gegen Rabbit POD (Sigma-Aldrich, USA) 
    aus Ziege gegen Maus POD (Sigma-Aldrich, USA) 
 
 
2.5.3.2.2 Färbung mit dem DakoCytomation ARK

TM 

 
Für die Färbung von der Wachstumsfuge der Maus mit Antikörper, die in Mäusen hergestellt 
wurden, wurde das DakoCytomation ARKTM-Kit verwendet. Hier wird der primäre 
Antikörper zunächst biotinyliert, so dass Wechselwirkungen auf dem Mausgewebe mit dem 
zweiten Antikörper vermieden werden können. Nach dem Entparaffinieren, bzw. der 
Fixierung der Kroyschnitte, wurden die Schnitte für 10 min in Protease XXIV (0,05 % in 
PBS) verdaut (37°C). Es wurde für dreimal 5 min in PBS gewaschen und dann wurden die 
Schnitte 90 min mit Hyaloronidase (0,1% in Acetatpuffer, pH 6,0) bei 37°C verdaut. Es 
wurde erneut dreimal für 5 min in PBS gewaschen. 
Im nächsten Schritt wurde die endogene Peroxidase blockiert (3% H2O2 in dest. H2O, für            
5 min). 
Die Schnitte wurden für 5 min gewaschen. An dieser Stelle wurde bei der Färbung mit dem 
Kollagen II-Antikörper noch ein Pepsinverdau bei 37°C für 10 min eingefügt.  
Der primäre Antikörper wurde nach Angaben des Herstellers des Kits (Dako ARKTM Animal 
research Kit, Peroxidase Mouse) mit dem Biotinylation Reagent und Wasser, und 
anschließend mit dem Blocking Reagent gemischt und für 15 min bei RT auf den Schnitten 
inkubiert. Es wurde dreimal für 5 min in PBS gewaschen und der sekundäre Antikörper 
(Streptavidin-HRP-Gebrauchslösung aus DAKO® ARK) wurde ebenfalls für 15 min bei RT 
auf die Schnitte gegeben.  
Es wurde dreimal für 5 min mit PBS gewaschen und dann wurde die Substratlösung (DAKO® 
Liquid Substrate System, 1 Tropfen auf 1 ml) für etwa 10 min auf die Schnitte gegeben. 
Zwischendurch wurde die Färbung unter einem Mikroskop beobachtet.  
Es wurde kurz mit PBS gewaschen, mit Weigert`s Hämatoxylin gefärbt (nur 2-5 sek, dieser 
Schritt war nicht unbedingt erforderlich) und es wurde 10 min mit Leitungswasser gewässert.  
Dann wurden die Schnitte mit dest. H2O gespült und entwässert (75 %, 3 x 96 % Ethanol, 2 x 
Roti®Histol).  
Die Schnitte wurden mit Entellan eingedeckelt.  
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Primäre Antikörper 
Mouse-Anti-Human Collagen Type X (Quartett, Berlin) 

    Mouse anti-chicken Kollagen Type II monoclonal AB (Chemicon, 
Millipore, USA) 

 
Für die Anfertigung der Immunofluoreszenzschnitte wurde die endogene Peroxidase nicht 
blockiert und es wurde ein anderer sekundärer Antikörper verwendet. Nach der Inkubation 
mit dem zweiten AK und dem anschließenden Waschen wurden die Schnitte mit Fluoromount 
(Southern Biotech, USA) eingedeckelt.  
 
Sekundärer Antikörper 
 

für Fluoreszenz    Alexa Fluor® Goat Anti Mouse (Invitrogen, USA) 
für Immunfärbung   aus Ziege gegen Maus POD (Sigma-Aldrich, USA) 
 
 
2.5.3.3 Verwendete Mikroskope 
 
Für die Mikroskopie von Zellen und immunhistochemisch oder Fluoreszenz gefärbten 
Schnitten wurden verschiedene Mikroskope und Programme für die Bildverarbeitung genutzt: 
 
Zeiss Axio Imager 200, Labor Sorokin; Programm: open lab, improvision 
 
Axiovert 100 (Zeiss, Deutschland), Dunkelkammer, 3. Stock, Programm: Axio Vision 
Version 2.0.5 (Zeiss) 
 
Nikon Eclipse E600 (Nikon, Japan), Programm: PCM 2000 confocal microscope scanning 
system 
 
Olympus Bx60 (Olympus, Japan), Programm: analysSIS, Soft Imaging System (Olympus, 
Japan) 
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3. Ergebnisse 
 
Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es, Gene zu identifizieren, die in kaudalen und 
kranialen Chondrozyten des Hühnersternums verschieden stark exprimiert werden. Die Zellen 
aus dem kaudalen und dem kranialen Teil des Sternums differenzieren unterschiedlich 
schnell: Erstere sind sogar in der Lage, in Co-Kultur ihre eigene Differenzierung und die der 
kranialen Zellen zu unterdrücken, wenn diese mit IGF-I oder Insulin induziert worden sind 
(Böhme et. al., 1992).  
Erreicht wird die Blockade der Hypertrophie durch lösliche Signalfaktoren der kaudalen 
Zellen, die, gebunden an Zellrezeptoren der kranialen Zellen, intrazelluläre Signalvermittler in 
kranialen Zellen in Gang setzen. Es werden Genprodukte gesucht, die in kaudalen Zellen 
verstärkt exprimiert werden und die Hypertrophie der kranialen Zellen unterdrücken. Aus 
diesen Grunde wurde eine subtraktive cDNA-Bank nach der Methode der subtraktiven, 
suppressiven Hybridisierung (siehe 2.3.6) zur Identifikation der in kaudalen Chondrozyten 
hochregulierten Gene erstellt. 
 
Eine andere Methode, differentiell exprimierte Gene zu identifizieren, ist die Hybridisierung 
auf einem Gene Array. Die Firma Affymetrix (USA) hat einen Chicken Gene Array mit mehr 
als 32.000 Transkripten hergestellt. Jeweils drei Gene Arrays wurden mit RNA von kaudalen 
und kranialen Hühnerchondrozyten hybridisiert (siehe 2.3.7). Die Menge der hybridisierten 
RNA pro cDNA auf dem Array wurde bestimmt und aus den drei verschiedenen 
Signalintensitäten der Arrays ein Mittelwert gebildet.  
 
Die gefundenen, unterschiedlich exprimierten Gene wurden tabellarisch erfaßt und einige 
wurden ausgewählt, um sie weiter zu untersuchen. 
Kollagen VIII, ADAMTS-like 1-Protein, Ferritin und die Carboanhydrase gehörten zu den 
Genen, die molekularbiologisch, immmunhistologisch und/oder proteinbiochemisch näher 
untersucht wurden.  
 
Die Darstellung der Ergebnisse unterteilt sich in verschieden Punkte: Sie beginnt mit der 
Anfertigung einer subtraktiven cDNA-Bank. Dann werden die Ergebnisse der Auswertung 
des Chicken Gene Arrays vorgestellt.  
Es folgt die nähere, funktionelle Analyse einiger in kaudalen und kranialen Chondrozyten als 
differentiell exprimiert gefundener Gene.  
 
 

3.1 Anfertigung einer subtraktiven cDNA-Bank 
 
Die suppressive, subtraktive Differenzierung ist eine Methode zur Herstellung von 
subtraktiven cDNA-Bibliotheken (Diatchenko et al., 1996). Mit ihrer Hilfe können 
differentiell exprimierte Gene zweier Populationen identifiziert werden. Im Gegensatz zum 
Differential Display (Liang und Pardee, 1992) und der subtraktiven Hybridisierung können 
auch schwach differentiell exprimierte Gene entdeckt werden. Dies wird mit einem PCR-
Schritt möglich gemacht, der die seltenen Sequenzen anreichert (Diatchenko et al., 1996). Zur 
Herstellung einer cDNA-Bank durch die SSH werden nur kleine Mengen an RNA für den 
Start benötigt (Byers et al., 2000). Für die Hybridisierungsschritte ist das Arbeiten mit 
Radioaktivität überflüssig, nur das Screening zur Identifizierung der isolierten Gene sollte mit 
radioaktiv markierter cDNA vorgenommen werden (Clontech Bioscience, USA). Es werden 
durchaus auch Gene als differentiell exprimiert identifiziert, die nicht unterschiedlich 
exprimiert werden. Diese „falsch Positiven“ können durch Northern Blots, Real-Time-PCR 
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oder Western Blots erkannt werden (Cao et al., 2004). Mit der SSH können auch Sequenzen 
von Genen identifiziert werden, die bis dahin völlig unbekannt waren.  
In der vorliegenden Arbeit stellen die kaudalen und kranialen Zellen des embryonalen 
Sternums die zu vergleichenden Populationen dar. Nach der Herstellung der cDNA-Bank 
wird ein Screening durchgeführt, durch das die verschiedene stark exprimierten Gene 
identifiziert werden können.  
Die Methode der SSH wird detailliert unter 2.3.6 vorgestellt. Die Abbildung 3.1 zeigt einen 
schematischen Ablauf der SSH. Hier wird nun noch einmal ganz kurz die Durchführung 
wiedergegeben: Nach der RNA-Isolierung aus kaudalen und kranialen Zellen, wird die 
mRNA aufgereinigt, es wird eine Erststrang- und eine Zweitstrang-cDNA-Synthese 
durchgeführt. Mit dem Restriktionsenzym Rsa I wird die cDNA in Fragmente geschnitten und 
die Adapter 1 bzw. 2R werden an die Fragmente ligiert. Diese sogenannten „tester“-cDNAs 
werden mit einem Überschuß an „driver“-cDNA hybridisiert. (Es wurde sowohl die forward 
als auch die reverse Hybridisierung durchgeführt. In einem Ansatz stammte die „tester“-
cDNA von den kaudalen Zellen und die „driver“-cDNA von den kranialen Zellen und im 
zweiten Ansatz ist es umgekehrt.)  
In der zweiten Hybridisierung werden die Ansätze mit dem „tester“, der an den Adapter 1 
ligiert ist und die Ansätze mit dem „tester“, der an den Adapter 2R ligiert ist, 
zusammengegeben, zusätzlich zu einem weiteren Überschuß an „driver“-cDNA. 
Anschließend folgt ein PCR-Schritt, in dem nur die hybridisierten Fragmente, die sowohl 
einen Adapter 1 als auch Adapter 2R besitzen, amplifiziert werden. In der Vorstellung der 
Ergebnisse werden die einzelnen Schritte näher erläutert.  
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RNA

mRNA

cDNA- Synthese

RsaI- Restriktionsverdau

Adapter- Ligation

„driver“ cDNA im 
Überschuss (kranial)

„tester“ cDNA mit 
Adapter 1 (kaudal)

„tester“ cDNA mit 
Adapter 2R (kaudal)

Erste Hybridisierung

Zweite Hybridisierung:Zugabe von 
„driver“ cDNA im Überschuß

Auffüllen der Enden

Primer- Zugabe

PCR- Amplifikation

a

b

c

d

a, b, c, d und e

a

b

c

d

e

a, d keine Amplifikation

b      b` keine Amplifikation

c lineare Amplifikation

e lineare Amplifikation
 

 
 
Abbildung 3.1: Schema zur suppressiven, subtraktiven Hybridisierung 
 
 
3.1.1 RNA-Isolierung 
 
Für die Herstellung einer SSH mußte zunächst RNA aus kaudalen und kranialen 
Chondrozyten isoliert werden. Dies geschah mit Trizol® nach der unter 2.3.8 erläuterten 
Methode. Für die Isolierung wurde die gleiche Zellzahl an kaudalen und kranialen Zellen 
verwendet. In Tabelle 3.1 ist die Ausbeute verschiedener Gesamt-RNA-Isolierungen 
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dargestellt. Trotz Einsatz der gleichen Zellmenge konnte teilweise mehr als doppelt so viel 
RNA aus kranialen Zellen gewonnen werden, da sie stoffwechselaktiver sind.  
Aus der Gesamt-RNA konnte im Schnitt 1-2 % mRNA gewonnen werden (siehe 2.3.9). 
 
 
Versuch eingesetzte Zellzahl (x106) Ausbeute kaudale RNA (µg) Ausbeute kraniale RNA (µg) 

1 112 165,5 599 
2 54 117 214,5 
3 99 239 329 

 
Tabelle 3.1: Gesamt-RNA-Ausbeute dargestellt durch die Ergebnisse dreier unabhängiger, 
repräsentativer RNA-Isolierungen 
 
 
Die Reinheit und die Unversehrtheit der isolierten RNA und der aufgereinigten mRNA 
wurden mittels der Messung der optischen Dichte (siehe 2.3.13) und denaturierender Agarose-
gelelektrophorese nachgewiesen. Die Abbildung 3.2 zeigt ein Beispiel einer 
gelelektrophoretischen Auftrennung von RNA (A) und mRNA (B). Hier wurden jeweils 3 µg 
RNA und 2 µg mRNA auf das Gel aufgetragen. 
 
 

kau     kr M       kau    kr

 
 
 
Für die cDNA- Synthese mittels des PCR-Select-Subtraktions-Kit mußten 0,5-2 µg mRNA 
eingesetzt werden.  
 
 
3.1.2 Adapterligation 
 
Nach erfolgreicher cDNA- Synthese wurde die cDNA mit Rsa I verdaut, so dass im Schnitt 
etwa 600 bp (Diatchenko et al., 1996) große Fragmente entstanden. An die verdaute cDNA 
(„tester“, forward und reverse) wurden die Adapter 1 bzw. 2R ligiert. Die 5`-Enden der 
Adapter waren nicht phosphoryliert, so dass sich jeweils nur ein Strang jedes Adapters mit 
dem 5`-Ende einer cDNA verbinden konnte. Ein Teil der Sequenz der Adapter 1 und 2R sind 
identisch, damit der Primer 1 in den späteren, für die Vermehrung der differentiell 
exprimierten Gene notwendigen PCRs, binden konnte.  
Die „tester“ cDNAs wurden in zwei Hälften geteilt, die eine wurde an Adapter 1 und die 
andere an Adapter 2R ligiert. Als Negativ-Kontrolle für die Subtraktionsanalyse wurde 
„tester“-cDNA mit beiden Adaptern ligiert und im weiteren Verlauf nicht voneinander 
subtrahiert.  

A B 

6,0  

3,0  

1,5  

Abbildung 3.2: Agarosegelelektrophoretische 
Auftrennung der RNA aus kaudalen und 
kranialen Zellen. A: Agarosegel zur 
Qualitätsbestimmung der RNA, es wurden 3 µg 
RNA aufgetragen; B: Agarosegel zur Auftrennung 
der mRNA zur Herstellung eines mRNA-Northern 
Blots, es wurden 2 µg mRNA aufgetragen. M: 
RNA-Ladder (Invitrogen 0,5-10 kb) 

kb  
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Anhand einer PCR wurde überprüft, ob die Ligation erfolgreich verlaufen war. Es wurde eine 
PCR mit GAPDH Primern (Tabelle 2.3 im Material und Methoden-Teil, die Sequenz durfte 
keine Schnittstelle für Rsa I besitzen) und eine PCR mit dem 3` GAPDH-Primer und Primer 1 
aus dem Select-Kit, der an ein Sequenzstück der Adapter bindet, durchgeführt. Bei dieser 
PCR entstand nur ein Produkt, wenn am 5`Ende der cDNAs ein Adapter ligiert worden war. 
Entsprechend des Templats wurden die GAPDH-Primer spezifisch für das Huhn (Abbildung 
3.3 A und B, siehe auch 2.3) bzw. spezifisch für den Menschen (Abbildung 3.3 C, siehe 2.3) 
gewählt.  
Das Produkt der GAPDH3`/Primer 1-PCR sollte nicht weniger als ¼ des Produktes der 
GAPDH5`/3-PCR betragen, sonst mußte die Ligation als gescheitert betrachtet werden.  
Die Abbildung 3.3 zeigt die gelelektrophoretische Analyse der PCR-Produkte nach der 
Ligation. Für die Produkte in A und B wurde für die Banden 1 und 3 je eine Größe von 892 
bp erwartet und für die Banden 2 und 4 eine Größe von 365 bp. Für die Produkte in Bande 1 
und 3 in C (cDNA aus humaner Skelettmuskulatur) wurde eine Größe von 753 bp erwartet. 
Die erwarteten Größen stimmten mit den Größen der erhaltenen Banden überein. 
Die Banden 2 und 4 dienten jeweils als PCR-Kontrolle und zum Vergleich der Intensitäten 
der PCR- Produkte, Bande 1 soll mit 2 und 3 soll mit 4 verglichen werden. Die Abbildung 3.3 
A zeigt die PCR-Produkte der „tester“-cDNA aus kaudalen Chondrozyten, B zeigt die PCR- 
Produkte der cDNA aus kranialen Chondrozyten und in Abbildung 3.3 C sieht man die PCR- 
Produkte der Kontrollreaktion mit cDNA aus humanem Skelletmuskel. 
 
 

 
 
Abbildung 3.3: Analyse der Ligationseffizienz: Die Ligation der Adapter wurde per PCR überprüft 
und die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die cDNA wurde jeweils mit Adapter 
1 (Bahn 1 und 2) oder Adapter 2R (Bahn 3 und 4) ligiert. Bei der PCR wurden als Primer der GAPDH 
3`Primer und Primer 1 (Bahn 1 und 3) und die GAPDH 3` und 5`Primer (Bahn 2 und 4) eingesetzt. A: 
Als Templat diente cDNA kaudaler Zellen. B: Hier diente kraniale cDNA als Templat. C: Als Templat 
diente cDNA aus humaner Skelettmuskulatur, die wie die cDNA aus Hühnerzellen mit Adapter 1 bzw. 
2R ligiert worden war. Die GAPDH- Primer wurden homolog zu den Sequenzen des Huhns bzw. des 
Menschen ausgewählt. M: 1 kb Gene Ruler. 
 
 

kb kb 

kb 
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3.1.3 Analyse der PCR-Produkte 
 
Nach der Subtraktion der „driver“- von der „tester“-cDNA mittels Hybridisierung mit 
„driver“-cDNA im Überschuß (siehe Abbildung 3.1), wurden die differentiell exprimierten 
cDNAs selektiv amplifiziert. Zunächst wurden die fehlenden Stränge der Adapter durch eine 
Inkubation bei 75°C aufgefüllt, dann wurde eine PCR mit Primer 1 durchgeführt, bei der nur 
doppelsträngige cDNAs exponentiell vermehrt wurden, die beide Adapter an den 5` und 
3`Enden besaßen.  
Im Anschluß daran folgte eine nested PCR. Auf diese Weise sollten die differentiell 
exprimierten cDNAs weiter angereichert und der Hintergrund weiter reduziert werden.  
Als Kontrolle für eine erfolgreiche Subtraktion wurde eine „tester“-cDNA aus humanem 
Skelettmuskel (mit 0,2 % (w/w) Hae III- geschnittene �X174-DNA) mit „driver“-cDNA (nur 
humane Skelettmuskulatur) hybridisiert. Die stärksten Banden der subtrahierten Probe 
(Abbildung 3.4 „Muskel“ +) sollten nach Angaben des Herstellers dem Bandenmuster von 
�X174-DNA (siehe Abbildung 3.4 „K“) auf dem Agarosegel entsprechen. Das ist besonders 
nach der ersten PCR (Abbildund 3.4 A) gut zu erkennen. Man kann also den Schluß ziehen, 
dass die Subtraktion erfolgreich war.  
 

 
 
 
Abbildung 3.4: Gelelektrophoretische Analyse der Amplifikation: Per PCR (A) und einer sich 
anschließenden nested PCR (B) wurden die subtrahierten (+) und nicht subtrahierten (-) cDNAs 
vermehrt. Als Positivkontrolle (K) wurde erfolgreich subtrahierte �X174 DNA/Hae III-cDNA aus 
dem Kit eingesetzt. M: Gene Gene Ruler 1 kb. 
 
Die forward und reverse subtrahierte cDNA zeigte sich nach der PCR nicht als distinkte 
Banden sondern als „Schmier“ in einem Bereich zwischen 0,25 und 1,5 kb. Die nicht 
subtrahierten Proben waren von höherer Quantität und hochmolekularer als die subtrahierten. 
Da die parallel durchgeführte Subtraktions-Kontrolle erfolgreich war, wurde auch hier von 
einer gelungenen Subtraktion ausgegangen.  
 
 
3.1.4 Analyse der subtraktiven Bibliothek durch differentielles Screening 
 
An die Subtraktion schloß sich eine differentielle Analyse der subtraktiven Bibliothek an, da 
auch unter den vermeintlich differentiell exprimierten cDNAs immer noch Sequenzen 
vorhanden sein könnten, welche in den kaudalen und kranialen Zellen nicht unterschiedlich 
stark exprimiert wurden. 
Es wurde sowohl mit der forward subtrahierten cDNA (kaudal = „tester“) als auch mit der 
reverse subtrahierten cDNA (kranial = „tester“) eine subtraktive Bibliothek hergestellt. Dazu 
wurden die subtrahierte cDNA in in das T/A-Plasmid des TOPO T/A-Cloning Kits ligiert 
(siehe 2.3.6.8).  

A B 

kb 
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Im weiteren Verlauf sollte bei dem differentiellen Screening der hergestellte Dot Blot mit der 
forward und mit der reverse subtrahierten cDNA hybridisiert werden, damit die falsch 
positiven Klone aussortiert werden konnten.  
Vor der Klonierung wurde die nested PCR unter leicht veränderten Bedingungen wiederholt. 
Die Elongation erfolgte bei 72°C und am Ende wurde für 5 min eine zusätzliche Inkubation 
bei 72°C angefügt.  
Vor der Herstellung des Screenings wurden die Klone mittels Bakterienkolonie-PCR auf 
Inserts getestet. Klone ohne Insert wurden nicht für die Herstellung des Dot Blots verwendet. 
Die Größe der PCR-Produkte lag zwischen 0,2 kb und 1,5 kb. Die Abbildung 3.5 zeigt 
Ergebnisse der Bakterienkolonie-PCR mit Templat aus forward subtrahierter cDNA und die 
Abbildung 3.7 zeigt Ergebnisse der Bakterienkolonie-PCR mit Templat aus reverse 
subtrahierter cDNA.  
Die Bibliothek wurde durch einen cDNA-Dot Blot hergestellt, indem die Produkte der 
Kolonie-PCR mit NaOH denaturiert wurde und je 2 µl der Proben auf vier Nylonmembranen 
(Hybond-XL-Nylonmembran, Amersham Bioscience, Freiburg) aufgetropft wurden. Auf 
diese Weise wurden 4 identische Dot Blots hergestellt, die mit forward subtrahierter cDNA, 
reverse subtrahierter cDNA, nicht subtrahierter „tester“-cDNA und nicht subtrahierter driver-
cDNA hybridisiert wurden. Diese Sonden wurden mit [32P]-dCTP radioaktiv markiert (siehe 
2.3.6.11) 
 
 

 
 
 
Abbildung 3.5: Gelelektrophorese der Bakterienkolonie-PCR: Durch Bakterienkolonie–PCR 
wurden die Klone auf Inserts überprüft. Insgesamt wurden 96 positive Klone zur Anfertigung eines 
Dot Blots ausgewählt. Für die PCR wurden nested Primer (Tabelle 2.7) verwendet und es wurden 5 µl 
des Produktes auf einem 1,5%igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Mit Ausnahme des 
Klones 77, der sich auf einem anderen Gel befand, sind die später als differentiell exprimierten 
gefundenen Klone hier markiert (8, 9, 24, 29, 34, 43, 47 und 94). M:1 kb Gene Gene Ruler 
 
 
Abbildung 3.6 zeigt die Dot Blots, die aus den Produkten einer Kolonie-PCR mit Templat aus 
forward subtrahierter cDNA hergestellt worden sind. Der Blot, der mit forward subtrahierter 
cDNA hybridisert wurde, zeigte ein ähnliches Hybridisierungsmuster wie der Blot, der mit 
der nicht subtrahierten „tester“-cDNA hybridiert wurde.  

M      34                                                  M                         8 9 

M 43                 47                                 M                         24              29 

M                                                               M                            94 
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Die deutlichen Signale standen für cDNA-Sequenzen, die besonders in kaudalen Zellen 
exprimiert wurden. Der Blot, der mit reverse subtrahierter cDNA hybridisiert wurde, zeigte 
das gleiche Hybridisierungsmuster, wie der Blot, der mit „driver“-cDNA hybridisiert wurde.  
cDNA Inserts, welche verstärkt in kaudalen Zellen vorkamen, sollten kein verstärktes Signal 
in den mit reverse subtrahierter bzw. mit „driver“-cDNA hybridisierten Blots aufweisen.  
Durch den Blot, der mit „tester“-cDNA hybridisiert wurde, wurden nur cDNA Sequenzen 
erfaßt, die sehr stark exprimierte Gene in kaudalen Zellen repräsentieren. Erst durch die 
Hybridisierung mit forward subtrahierter cDNA konnten auch Sequenzen identifiziert werden, 
die zwar differentiell, jedoch nicht sehr stark, exprimiert wurden. 
 

„forward“ subtrahierte cDNA
(hoch reguliert in kaudalen Zellen)

„reverse“ subtrahierte cDNA
(hoch reguliert in kranialen Zellen)

nicht subtrahierte cDNA
(kaudale cDNA)

nicht subtrahierte cDNA
(kraniale cDNA)

A

B

 
 
Abbildung 3.6: Dot Blot der Kolonie- PCR der forward subtrahierten cDNA 
Per Bakterienkolonie-PCR (vergleiche 2.3.6.9) wurden die Inserts der Klone vermehrt, mit NaOH 
denaturiert und je 2 µl auf eine Nylonmembran getropft. So entstanden 4 identische Nylonmembranen 
mit 96 verschiedenen PCR- Produkten. Der linke, obere Blot wurde mit [32P]-dCTP markierten 
forward subtrahierter cDNA, der rechte, obere Blot wurde mit reverse subtrahierter cDNA hybridisiert. 
Der linke, untere Blot wurde mit [32P]-dCTP markierter nicht subtrahierter kaudaler, „tester“-cDNA 
und der rechte, untere Blot mit [32P]-dCTP markierter nicht subtrahierter kranialer, „driver“-cDNA 
hybridisiert.  
 
 
Die Klone der in der Abbildung 3.6 umkreisten Dots wurden zwecks einer Sequenzierung zu 
Eurofins-MWG geschickt. 
 
 
Die Abbildung 3.8 zeigt die Dot Blots, die aus den Produkten einer Kolonie-PCR mit Templat 
aus reverse subtrahierter cDNA hergestellt worden sind. Ebenso wie in Abbildung 3.5 zeigte 
der Blot, der mit forward subtrahierter cDNA hybridisert wurde, ein ähnliches 

8 

9 

29 

43 94 

47 

34 

24 

77 



Ergebnisse 79 

Hybridisierungsmuster wie der Blot, der mit der nicht subtrahierten „tester“-cDNA 
hybridisiert wurde.  
 
 
 
 

 
 
 
Abbildung 3.7: Gelelektrophorese der Bakterienkolonie-PCR: Durch Bakterienkolonie–PCR 
wurden die Klone auf Inserts überprüft. Insgesamt wurden 96 positive Klone zur Anfertigung eines 
Dot Blots ausgewählt. Für die PCR wurden nested Primer (Tabelle 2.7) verwendet und es wurden 5 µl 
des Produktes auf einem 1,5 %igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Mit Ausnahme der 
Klone 43 und 84, die sich auf einem anderen Gel befanden, sind die später als differentiell 
exprimierten gefundenen Klone hier markiert (18, 22, 23, 47 und 49). Als Größenstandard wurde der 
1kb Gene Gene Ruler verwendet. 
 
 
 
Der Blot, der mit reverse subtrahierter cDNA hybridisiert wurde, zeigte das gleiche 
Hybridisierungsmuster, wie der Blot, der mit „driver“-cDNA hybridisiert wurde. Diese 
Signale repräsentierten cDNA-Sequenzen, die besonders stark in kranialen Zellen exprimiert 
wurden. 
In diesem Fall sollten cDNA-Inserts, die in kranialen Zellen überexprimiert wurden, kein 
verstärktes Signal in den mit forward subtrahierter bzw. mit „tester“-cDNA hybridisierten 
Blots aufweisen.  
Durch den Blot, der mit „driver“-cDNA hybridisiert wurde, wurden nur cDNA Sequenzen 
erfaßt, die sehr stark exprimierte Gene in kranialen Zellen repräsentieren. Erst durch die 
Hybridisierung mit reverse subtrahierter cDNA konnten auch Sequenzen identifiziert werden, 
die zwar differentiell, jedoch nicht sehr stark, exprimiert wurden.  
Auch bei den Blots mit reverse subtrahierten cDNAs wurden die markierten Dots ausgewählt 
und die PCR-Produkte wurden sequenziert. 
 
 

M                                                               M   18          22 23 
47 

M  49 

0,5 

0,5 

1,0 

1,0 

kb 

kb 



Ergebnisse 80 

„forward“ subtrahierte cDNA
(hoch reguliert in kaudalen Zellen)

„reverse“ subtrahierte cDNA
(hoch reguliert in kranialen Zellen)

nicht subtrahierte cDNA
(kaudale cDNA)

nicht subtrahierte cDNA
(kraniale cDNA)

A

B

 
 
Abbildung 3.8: Dot Blot der Kolonie-PCR der reverse subtrahierten cDNA 
Per Bakterienkolonie-PCR (vergleiche 2.3.6.9) wurden die Inserts der Klone vermehrt, mit NaOH 
denaturiert und je 2 µl auf eine Nylonmembran getropft. So entstanden 4 identische Nylonmembranen 
mit 96 verschiedenen PCR- Produkten. Der linke, obere Blot wurde mit [32P]-dCTP markierten 
forward subtrahierter cDNA, der rechte, obere Blot wurde mit reverse subtrahierter cDNA hybridisiert. 
Der linke, untere Blot wurde mit [32P]-dCTP markierter nicht subtrahierter kaudaler, „tester“-cDNA 
und der rechte, untere Blot mit [32P]-dCTP markierter nicht subtrahierter kranialer, „driver“-cDNA 
hybridisiert. 
 
 
3.1.5 Ergebnisse der Sequenzierungen 
 
Die ausgewählten Bakterienklone wurden als Übernachtkulturen in LB-Medium mit 
Ampicillin angezogen und am nächsten Morgen wurde eine Mini-Plasmid-Präp (siehe 
2.3.19.3) vorgenommen. Die isolierten Plasmide wurden bei Eurofins MWG sequenziert. Die 
Sequenzen befinden sich im Anhang dieser Arbeit. Mit Hilfe des Programms BLAST 
(Altschul et al., 1990) wurden die erhaltenen Sequenzen mit den vorhandenen Sequenzen des 
Huhns in der Internet-Datenbank (NCBI) verglichen.  
Der Abgleich erfolgte Anfang des Jahres 2006.  
Es wurden neun Klone der in kaudalen Zellen hochregulierten Gene zum Sequenzieren 
geschickt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.2 dargestellt. Sieben Klone der in kranialen Zellen 
hochregulierten Gene wurden zum Sequenzieren geschickt und diese Ergebnisse sind in 
Tabelle 3.3 dargestellt.  
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Tabelle 3.2: Ergebnisse der BLAST- Analyse (2006). Hier sind die Klone dargestellt, die nach der 
Hybridisierung der Dot Blots in kaudalen Zellen überexprimiert zu sein schienen. Die Spalte 
„Identität“ zeigt den Grad der Übereinstimmung des sequenzierten Abschnitts mit der gefundenen 
Sequenz „Homologie zu“.  
 

Klon Homologie zu Spezies Identität 
34 cDNA ChEST7m5 Gallus gallus 100 % 
8 Ferritin heavy chain Protein Gallus gallus 100 % 
43 Kollagen �3 (VI) Gallus gallus 100 % 
24, 29, 94 Matrix Gla Protein Gallus gallus 99 %, 100 %, 99 % 
77 Cartilage associated protein Gallus gallus 99 % 
47 Osteopontin Gallus gallus 100 % 
9 mitochondriale DNA Gallus gallus 99 % 
 
 
Tabelle 3.3: Ergebnisse der BLAST- Analyse (2006). Hier sind die Klone dargestellt, die nach der 
Hybridisierung der Dot Blots in kranialen Zellen überexprimiert zu sein schienen. Die Spalten 
entsprechen denen der Tabelle 3.2.  
 

Klon Homologie zu Spezies Identität 
49  Transkriptionsfaktor crx Gallus gallus 99 % 
84  similar to KIAA protein; 

Adrenal Gland Protein 
AD00-5 

Gallus gallus 98 % 

43 Dermatan Sulfat 
Proteoglykan 3 oder 
Proteoglykan Core precurser 

Gallus gallus 99 % 

22 Matrilin-3- precurser Gallus gallus 99 % 
47 Ubiquitin 52 amino acid 

fusion protein 
Gallus gallus (98%) sehr kurz 

18 ribosomal protein S17 Gallus gallus 99 % 
23 similar to ribosomal protein 

S23 
Gallus gallus 100 % 

 
 
Es wurden sieben verschiedene Gene als in kaudalen Zellen hochreguliert und sieben 
verschiedene Gene als in kranialen Zellen hochreguliert identifiziert. Das Matrix Gla Protein 
konnte sogar in drei verschiedenen Klonen gefunden werden. Mit dem Produkt aus der PCR, 
in der die differentiell exprimierten Gene angereichert wurden, könnten weitere Klonierungen 
durchgeführt und Dot Blots hergestellt werden. Allerdings wurden mit dem Gene Array (3.2) 
zunächst genug interessante, differentiell exprimierte Gene identifiziert: 
 
 

3.2 Gene Array 
 
Ein Gene Array ist eine weitere Möglichkeit, die differentielle Expression von Genen aus 
verschiedenen Zellpopulationen zu analysieren (Carulli et al., 1998). Auf dem Array befinden 
sich cDNA-Sonden möglicher Kandidatengene, an die die RNA der eigenen Proben 
hybridisieren kann. Die Quantität der gebundenen RNA wird dann bioinformatisch 
ausgewertet und mit der Quantität des Signals der zweiten Population verglichen.  



Ergebnisse 82 

Der Vorteil eines Arrays ist, dass sehr viele Gene parallel analysiert werden können. Er ist 
sehr nützlich, wenn das Expressions-Muster von definierten Genen wie Wachstumsfaktoren, 
Cytokinen oder Transktiptionsfaktoren untersucht werden soll. Ein großer Nachteil des Gene 
Array ist, dass nur bekannte Gene als Sonden auf dem Array bereitstehen. Wenn ein neues, 
unbekanntes Gen eine wesentliche Rolle in der untersuchten Zelle spielt, wird es im Gene 
Array übersehen (Carulli et al., 1998). Außerdem ist diese Methode sehr teuer (Byers et al., 
2000) und nicht sehr sensitiv gegenüber schwach exprimierten Transkripten (Evans et al., 
2002).  
Als Ausgangsmaterial wird für den Array wie bei der SSH RNA aus den zu vergleichenden 
Zell- oder Gewebe-Populationen benötigt. 
Wie bereits in der Einleitung des Ergebnisteils erwähnt, wurde der Gene Array der Firma 
Affymetrix, mit mehr als 32.000 Transkripten aus dem Huhn, verwendet. Es wurden jeweils 
drei Gene Arrays mit RNA aus kaudalen Zellen und drei Gene Arrays mit RNA aus kranialen 
Zellen hybridisiert. Das Umschreiben der RNA in cDNA und anschließend in rRNA, sowie 
die Hybridisierung der Gene Array wurde von der IFG, Münster vorgenommen.  
Die Analyse der Ergebnisse mit Hilfe spezieller Computerprogramme (Refiner Group Report, 
Genedata Expressionist Refiner Pro 3.0.7.) wurde von Herrn. Dr. Martin Eisenacher (IFG, 
Münster) und Frau Dr. Sylvia Merk (Bioinformatik, Münster) durchgeführt. In dieser Arbeit 
werden die Ergebnisse von Frau Sylvia Merk tabellarisch dargestellt.  
Für die Auswertung wurden nur Sequenzen herangezogen, wo jeweils bei allen 3 Gene Arrays 
eine Hybridisierung stattgefunden hatte, da eine statistische Auswertung ein Minimum von 
drei Meßwerten verlangt. Auf diese Weise konnten für die Gene, die in kaudalen Zellen 
hochreguliert wurden, 22 signifikant hochregulierte Sequenzen gefunden werden (siehe 
Tabelle 3.4), und für die Gene, die in kranialen hochreguliert waren, wurden 28 Sequenzen 
gefunden (siehe Tabelle 3.5). Aufgeführt sind die Mittelwerte der Expressionsstärke von 
jeweils drei Arrays, der Unterschied in der Expressionsstärke zwischen kaudalen und 
kranialen Zellen, die Bezeichnung der Sonde durch Affymetrix und der Name des 
entsprechenden Gens.  
In Abbildung 3.9 ist der Arbeitsverlauf bei der Hybridisierung des Gene Arrays schematisch 
dargestellt. Zunächst wurde die RNA aus kaudalen und kranialen Zellen isoliert und 
aufgereinigt (siehe 2.3.8 und 2.3.10). Dann folgte eine Erststrang und eine Zweitstrang 
cDNA-Synthese und die doppelsträngige cDNA wurde aufgereinigt. In einer in vitro 
Transkription wurde cRNA hergestellt und mit Biotin, das an Uracil gebunden war, gelabelt. 
Die cRNA wurde aufgereinigt, fragmentiert und mit den Gene Arrays hybridisiert. Nach dem 
Waschen und der Färbung durch einen Streptavidin-Phycoerythrin biotinylierten Anti- 
Streptavidin Antikörper wurde der Array mit dem Computer ausgewertet. 
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Abbildung 3.9: Schema zur Hybridisierung des Amaxa-Chicken Gene Arrays.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Ergebnisse 84 

Tabelle 3.4: Ergebnisse der Gene-Array-Auswertung. Es werden die Gene, die in kaudalen Zellen 
verstärkt exprimiert werden, dargestellt. Die Mittelwerte der Expressionslevel der kaudalen und 
kranialen Zellen wurde aus den Daten der Auswertung von drei verschiedenen Gene-Arrays gebildet. 
Für diese Tabelle wurden nur die eindeutigen Daten verwendet, für die jeweils alle drei Arrays 
herangezogen werden konnten. Die Spalte „Name“ bezieht sich auf das Gen, aus dem die Sequenz für 
die Sonde gewählt wurde, und die Angaben sind der Datenbank NCBI entnommen worden. 
 

Sondenname MW der 
Expression in 

kau 

MW der 
Expression in 

kr 

Unterschied 
in 

Expressions-
stärke 

Name 

Gga.4083.1.S1_at  116,355834  39,8887709  2,917 Homeodomain I Protein 

GgaAffx.3519.1.S1_at  76,2197271  24,3577014  3,129 Similar to hypothetical 
protein 

Gga.4725.1.S1_at  370,1022081  238,6954219  1,551 Finished cDNA clone 
ChEST19h15 

GgaAffx.10229.2.S1_s_at  492,8563999  293,8627025  1,677 Similar to Single minded 

Gga.8371.1.S1_s_at  1101,712118  537,3557929  2,05 Adiponectin receptor 2 

Gga.13168.1.S1_at  88,68095371  44,64389822  1,986 Finished cDNA clone 
ChEST128e8 

Gga.7798.1.S1_at  205,2077061  161,9601154  1,267 Protein inhibitor of 
activated STAT, 2 

Gga.14504.1.S1_at  846,9315392  103,8125268  8,158 ADAMTS-like 1 

GgaAffx.11923.1.S1_at  1196,015367  387,6500181  3,085 similar to N-acyl-
phosphatidylethanolamine 
hydrolyzing 
phospholipase D 

GgaAffx.9478.1.S1_s_at  69,11777755  29,88883669  2,312 similar to Rho-guanine 
nucleotide exchange 
factor 

GgaAffx.4087.1.S1_at  48,37794202  36,65873616  1,32 similar to DNaJ homolog 
subfamily B 11 precursor 

Gga.15116.1.S1_at  181,9717653  83,88534696  2,169 similar to hypothetical 
protein FLJ19324 

Gga.1980.1.S1_s_at  1446,567998  452,405912  3,198 Thrombospondin-4 

Gga.15253.1.S1_at  292,4729013  71,65526152  4,082 cDNA clone 804i22 

GgaAffx.11543.1.S1_s_at  401,6740506  176,1465317  2,280 similar to glycogen 
phosphorylase, brain form 

GgaAffx.11375.1.S1_at  1884,202608  1031,553442  1,827 metastasis professor 

Gga.3013.1.S1_at  6239,782813  3142,31561  1,986 cDNA clone EST7m5, 
near to collagen �1(VIII)  

GgaAffx.20632.1.S1_at  361,5444878  172,2182396  2,099 finished cDNA clone 
ChEST707e22 

Gga.17138.1.S1_at  1048,435968  575,4426052  1,822 finished cDNA clone 
ChEST270f1 

Gga.1330.1.S1_s_at  330,4030204  178,2210915  1,854 Laminin gamma 1 

GgaAffx.20942.1.S1_s_at  519,6525802  229,4179589  2,265 finished cDNA clone 
ChEST840d13 

Gga.12307.2.S1_a_at  192,53031  56,73712097  3,393 sorbin und SH3 domain 
containing2 
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Tabelle 3.5: Ergebnisse der Gene-Array-Auswertung. Es werden die Gene, die in kranialen Zellen 
verstärkt exprimiert werden, dargestellt. Die Mittelwerte der Expressionslevel der kaudalen und 
kranialen Zellen wurde aus den Daten der Auswertung von drei verschiedenen Gene-Arrays gebildet. 
Für diese Tabelle wurden nur die eindeutigen Daten verwendet, für die jeweils alle drei Arrays 
herangezogen werden konnten. Die Spalte „Name“ bezieht sich auf das Gen, aus dem die Sequenz für 
die Sonde gewählt wurde, und die Angaben sind der Datenbank NCBI entnommen worden.  
 

Sondenname MW der 
Expression in 

kau 

MW der 
Expression in 

kr 

Unterschied 
in 

Expressions-
stärke 

Name  

Gga.3994.1.A1_s_at  3783,768648  8509,607054  2,249 Fibronectin 1 

Gga.14068.1.S1_at  37,29450783  181,4478224  4,865 DEP domain containing 
6 

Gga.3986.2.S1_a_at  22,11784468  879,5295758  39,766 carbonicanhydrase II 

Gga.16401.1.S1_at  30,00581122  224,0155321  7,466 Interleukin 13 receptor 
2 

Gga.12309.1.S1_at  72,9220206  154,730881  2,122 apoptosis inducing 
factor, mitochondrion-
associated 2 

Gga.2884.1.S1_at  42,97192278  86,02129689  2,002 finished cDNA clone 
ChEST583n1 

Gga.5439.1.S1_at  102,8524958  275,7812977  2,681 finished cDNA clone 
ChEST855l16 

Gga.14338.1.S1_at  90,8593904  381,2999114  4,197 fibroblast growth factor 
receptor 2 

GgaAffx.8804.1.S1_at  12,8129221  53,59549965  4,183 similar to KIAA 1135 
protein, zinc ion 
binding 

Gga.9293.1.S1_at  1809,162851  5445,698669  3,010 fibronectin 1 

Gga.1158.3.S1_a_at  15,61433364  143,1775935  9,17 odd homebox 1 protein 

Gga.7890.1.S1_at  11,97784373  156,4837777  13,064 similar to secreted 
frizzled- related protein 
4 

Gga.12552.1.S1_at  174,2941802  959,7620304  5,507 transcribed loccus 

GgaAffx.6715.1.S1_s_at  11,18005372  52,05849273  4,656 similar to Ptpn21 
protein 

Gga.4731.3.S1_at  15,84423357  40,50939587  2,557 syndecan binding 
protein 

Gga.13483.1.S1_at  26,08728235  53,0719463  2,035 Semaphorin 7AGPI 
Membran anchor 

Gga.6223.1.S1_at  32,26194211  62,20645614  1,928 ADAM 
metallopeptidase 
domain33 

Gga.4384.1.S1_at  50,59869227  173,7597628  3,434 baculoviral lAP repeat 
containing 2 

Gga.3587.1.S1_s_at  1135,660424  4586,447557  4,039 Matrilin 3 

GgaAffx.20941.1.S1_s_at  14,49615551  39,01572953  2,691 diacylglycerol kinase, 
delta 130 kDa 

GgaAffx.5299.1.S1_s_at  61,52694303  94,57493063  1,537 interleukin-1 receptor 
associated kinase 2 

GgaAffx.11711.1.S1_s_at  23,20062926  194,6435896  8,39 synaptosomal 
associated protein 91 
kDa homolog 
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Gga.8069.1.S1_at  75,89114115  117,3100483  1,546 similar to N-acetyl 
glucosaminyltransferase 
IVb 

GgaAffx.20887.1.S1_at  305,2520067  479,3384297  1,57 zyxin 

Gga.70.1.S1_at  294,4498213  980,571333  3,33 bagpipe homeobox 
homolog 1 

Gga.2770.2.S1_s_at  79,95967397  146,7646178  1,835 similar to protein 
C18orf1 

Gga.12557.1.S1_at  8,71301008  21,53509255  2,472 similar to TMEF2 

Gga.226.1.S1_at  265,4691544  1770,750434  6,670 coagulation factor XIII, 
A1 Polypeptide 

 
 
Der Vergleich der Gene, die mittels der SSH als in kaudalen und kranialen Chondrozyten 
differentiell exprimiert gefunden wurden mit den Genen, die durch den Gene Array als 
unterschiedlich exprimiert identifiziert wurden, ergab folgendes: 
Für die Klone 24, 29, 94, 47 und 9 aus der Tabelle 3.2 wurden in der Auswertung des Gene 
Arrays keine Vergleichswerte gefunden, entweder weil jeweils nicht alle drei Gene Arrays 
ausgewertet werden konnten, oder weil keine Sonde für das betreffende Gen vorhanden war. 
Für die Klone 43 und 77 ergab sich für kaudale und kraniale Chondrozyten eine identische 
Expression, für den Klon 8 ergab sich eine leicht stärkere (Faktor 1,24) Expression für die 
kranialen Zellen und für Klon 34 ergab sich eine deutlich stärkere Expression in den kaudalen 
Zellen (Faktor 2,2) in den Ergebnissen des Gene Arrays. 
Bei den Klonen, die für die Gene stehen, die in kranialen Chondrozyten hochreguliert 
erscheinen (Tabelle 3.3), ergab sich folgendes:  
Für die Klone 18 und 47 wurden keine Vergleichswerte in den Ergebnissen des Gene Arrays 
gefunden. Der Klon 22 ist in den Ergebnissen des Gene Arrays etwa fünffach stärker in 
kranialen Zellen exprimiert. Die Gene der Klone 49 und 43 wurden im Gene Array zweifach 
stärker in kranialen Chondrozyten gefunden, Klon 23 etwa 1,35-fach stärker in kranialen und 
Klon 84 etwa 1,5-fach stärker. 
Die Ergebnisse zeigen, dass die reverse Reaktion der SSH mit der kranialen RNA als „tester“ 
zuverlässiger funktioniert hat. 
Die Auswertung wurde anhand einer Tabelle mit allen erfaßten Daten der Gene Arrays 
vorgenommen, die von Dr. Martin Eisenacher stammte.  
 
 

3.3 Analyse einiger differentiell exprimierter Gene 
 
3.3.1 Vergleich der Expression ausgewählter Gene in kaudalen und kranialen 
Chondrozyten durch Northern Blots 
 
Um die Ergebnisse zur Expressionsstärke bestimmter Gene, die in der SSH bzw. im Gene 
Array gefunden wurden, zu bestätigen, wurden Northern Blots mit spezifischen Sonden 
hybridisiert.  
 
3.3.1.1 Herstellung der Sonden zur Hybridisierung von Northern Blots 
 
Die Kriterien zur Auswahl von Genen, welche in der SSH bzw. im Gene Array gefunden 
wurden, und die weiter untersucht werden sollten, waren unterschiedlich.  
Der Est-Klon Chest 7m5 wurde sowohl in der SSH als auch in dem Gene Array als 
hochreguliert in kaudalen Zellen detektiert. Da der Klon nach Angaben von BLAST in 
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unmittelbarer Nähe des Col8a1 Gens lag, von dem die Funktion noch lange nicht verstanden 
ist, wurde es als ein Ziel-Gen ausgewählt. Seit dem 16. November 2006 findet man bei Blast 
die Est-Sequenz zusammengefaßt mit der Sequenz von �1(VIII) als 4138 bp lange mRNA. 

Der ORF von Col8a1 aus Huhn hat die Größe von 2220 bp. 
Da zwei verschiedene Ketten von Kollagen VIII existieren (�1 und �2) und nicht 
ausgeschlossen werden kann, dass sie Heterotrimere bilden (Greenhill et al., 2000, Illidge et 
al., 1998), wurde auch eine Sonde für die �2-mRNA von Kollagen VIII hergestellt. Zusätzlich 
zu der Est-Sonde wurde eine �1(VIII)-Sonde amplifiziert, deren Sequenz innerhalb des ORF 
liegt, der die �1(VIII)-Kette kodiert („Kolsonde“). 
Das ADAMTS-like 1 Protein wurde mittels des Gene Array als mehr als achtmal 
hochreguliert in kaudalen Zellen gefunden. Da verschiedene ADAMTS-Proteine (A 
Disintegrin And Metalloproteinase) eine wichtige Rolle in der Regulation der späten 
Chondrozytenreifung spielen, wurde auch das ADAMTS-like 1 Protein, dessen Funktion bis 
jetzt unbekannt ist, für eine weitere Untersuchung ausgewählt.  
Auch die Expression von Ferritin heavy chain Protein wurde mittels der Hybridisierung eines 
Northern Blots untersucht.  
Zum Abgleich der RNA Menge auf dem Blot zwischen kaudalen und kranialen Zellen wurde 
eine Hybridisierung mit Beta aktin vorgenommen, das als sogenanntes Housekeeping Gen in 
beiden Zelltypen gleich exprimiert werden sollte.  
Die Sonden wurden per PCR hergestellt, aus dem Gel ausgeschnitten, aufgereinigt (siehe 
2.3.19.4) und mit [32P]dCTP markiert (siehe 2.3.16.1). In der Abbildung 3.10 sind die 
verschiedenen Sonden, amplifiziert per PCR und Agarose-gelelektrophoretisch aufgetrennt, 
zu sehen.  
 
 

 
 
 
Abbildung 3.10: Agarosegelelektrophoretische Auftrennung der PCR zur Herstellung von 
Sonden für die Hybridisierung mit Northen Blots. Die dargestellten PCR-Produkte wurden aus dem 
Gel ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe 2.3.19.4). A: Beta aktin- Sonde (353 bp*), B: ADAMTS-
like 1-Sonde (435 bp*), C: Ferritin-Sonde (582 bp*), D: EST 7m5-Sonde (583bp*), E: �1(VIII)-Sonde 
(575 bp*) (Zielsequenz liegt im ORF der �1(VIII)-mRNA), F: �2(VIII)-Sonde (308 bp*), M1: 1 kb 
Gene Ruler, M2: 100 bp Ladder, *=erwartete Größe der Sonden 
 
 
3.3.1.2 Hybridisierung der Northern Blots 
 
Die Abbildung 3.11 zeigt einen mRNA-Northern Blot, hybridisiert mit Beta aktin und 
ADAMTS-like 1 zur Analyse der Expression von ADAMTS-like 1 in kaudalen und kranialen 
Zellen. Mit Hilfe von Imaque Quant wurde die Expressionsstärke auf Beta aktin abgeglichen, 
so dass für ADAMTS-like 1 eine Erhöhung der Expression in kaudalen Zellen gegenüber 
kranialen um 5,4-fach (Gene Array: mehr als acht mal stärker in kaudalen Zellen als in 
kranialen) nachgewiesen werden konnte. Die beiden Northern Blots mit Gesamt-RNA wurden 

markiert die 500 bp-Bande 
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nicht in eine Statistik aufgenommen, da das Sondensignal insgesamt zu schwach war, um es 
mit Image Quant TM auszuwerten. Es war jedoch deutlich zu erkennen, dass ADAMTS-like 1 
in kaudalen Zellen stärker exprimiert war, als in kranialen Zellen.  
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Abbildung 3.11: Northern Blot-Analyse der Expression von ADAMTS-like 1. Es wurden je 2 µg 
mRNA von kaudalen und kranialen Zellen gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran 
geblottet, denaturiert und mit einer [32P]-markierten Sonde hybridisiert. Nach der Hybridisierung mit 
der Beta aktin-Sonde wurde der Blot gestrippt und mit einer ADAMTS-like 1-Sonde hybridisiert. Das 
Diagramm zeigt die densitometrische Auswertung. Die Werte wurden auf Beta aktin genormt. Die 
Auswertung mit Image Quant TM (Amersham Bioscience, USA) brachte das Ergebnis, dass 
ADAMTS-like 1 in kaudalen Zellen 5,4 mal stärker exprimiert wurde. 
 
Abbildung 3.12 zeigt einen Northern Blot zur Analyse der Expression von Ferritin in 
kaudalen und kranialen Zellen. Es wurde zunächst mit einer DIG markierten Beta aktin und 
nach Strippen mit einer DIG markierten Ferritin Sonde hybridisiert. Der Abgleich mit Image 
Quant TM erfolgte auf Beta aktin. Das Ergebnis, ein Mittelwert der Signalstärke von zwei 
Northern Blots (1.Blot: kranial: 1,4-fach mehr als in kaudal; 2.Blot kranial 2,46-fach mehr als 
in kaudal), zeigte, dass Ferritin etwa 1,95 mal stärker in kranialen Zellen exprimiert wird, was 
dem Ergebnis aus der SSH widerspricht. Das zeigt, dass die Überprüfung der Expression, der 
in der SSH in kaudalen Zellen als hochreguliert gefundene Gene, mittels Northern Blot 
Hybridisierung durchaus sinnvoll war.  

kau kr

<1,35 kb

Ferritin

1,7 kb

Beta aktin

kau kr
0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

5

F
a

k
to

r

kau kr
 

 
Abbildung 3.12: Northern Blot-Analyse der Expression von Ferritin. Es wurden je 20 µg RNA 
von kaudalen und kranialen Zellen gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran geblottet, 
denaturiert und mit einer DIG-markierten Sonde hybridisiert. Nach der Hybridisierung mit der Beta 
aktin-Sonde wurde der Blot gestrippt und mit einer Ferritin-Sonde hybridisiert. Das Diagramm zeigt 
die densitometrische Auswertung. Die Werte wurden auf Beta aktin genormt. Die Auswertung der 
Expressionsstärke mit Hilfe von Image Quant TM TM (Amersham Bioscience, USA) und die 
Berechnung eines Mittelwertes aus 2 verschiedenen Blots, brachte das Ergebnis, dass Ferritin in 
kranialen Zellen 1,95 mal stärker exprimiert wird als in kaudalen Zellen.  
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Abbildung 3.13 zeigt Northern Blots zur Analyse der Expression von Kollagen VIII in 
kaudalen und kranialen Zellen. Abgebildet sind mRNA Blots, die zunächst mit Beta aktin und 
nach dem Strippen mit für die �1-bzw. �2-Sequenzen von Kollagen VIII spezifischen Sonden 
hybridisiert worden sind. Für die densitometrische Auswertung wurden auch die Ergebnisse 
der RNA-Blots herangezogen, so dass für �1(VIII) n = 5 Blots und für �2(VIII) n = 3 Blots 
zur Verfügung standen. Der Mittelwert für die Expression in kranialen Zellen wurde auf 1 
gesetzt. 
Im Mittel war die �1-mRNA von KollagenVIII in kaudalen Zellen etwa 3,5 mal stärker 
exprimiert als in kranialen Zellen (Ergebnis Gene Array: Zwei mal stärker in kaudalen als in 
kranialen) und die �2-mRNA von Kollagen VIII zwei mal stärker in kaudalen als in kranialen 
Zellen.  
Nach den Ergebnissen der Hybridisierung der Northern Blots wurden Kollagen VIII und 
ADAMTS-like 1 für weitere Analysen ausgewählt. 
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Abbildung 3.13: Northern Blot-Analyse der Expression von Kollagen VIII. Es wurden je 2 µg 
mRNA von kaudalen und kranialen Zellen gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran 
geblottet, denaturiert und mit einer [32P]-markierten Sonde hybridisiert. Nach der Hybridisierung mit 
der Beta aktin- Sonde wurde die Blots gestrippt und mit einer �1(VIII) (A) bzw. �2 (VIII) (B) Sonde 
hybridisiert. Das Diagramm zeigt die densitometrische Auswertung von 5 (A) bzw. 3 (B) 
verschiedenen RNA-Blots. Die Werte wurden auf Beta aktin genormt und die Expression der 
kranialen Zellen auf 1 festgelegt. Die Auswertung der Expressionsstärke mit Hilfe von Image Quant 
TM (Amersham Bioscience, USA) brachte das Ergebnis, dass die �1(VIII)-mRNA in kaudalen Zellen 
3,5 (Mittelwert) mal stärker exprimiert wird als in kranialen Zellen und die �2(VIII)-mRNA zwei mal 
(Mittelwert). Die Größe der Banden wurde mit Hilfe eines Größenstandards (Invitrogen RNA-Ladder) 
bestimmt.  
 
 

�2 (VIII) 

�1 (VIII) 



Ergebnisse 90 

3.3.2 Untersuchung der Expression von ADAMTS-like 1 und Kollagen VIII 
während der späten Chondrozytendifferenzierung 
 
3.3.2.1 Expression in kranialen Zellen 
 
Zur Überprüfung der Expression von ADAMTS-like 1 und Kollagen VIII während der 
Differenzierung von Chondrozyten, wurden kraniale Chondrozyten für 14 Tage auf Agarose 
kultiviert und mit IGF I (siehe 2.2.4) stimuliert. Am 1., 7. und 14. Tag wurden Zellen 
geerntet, RNA isoliert und eine semiquantitative One Step-PCR (siehe 2.3.17.2) durchgeführt. 
Beta aktin wurde zum Abgleich der eingesetzten RNA-Menge verwendet. Die Abbildung 3.14 
A zeigt den Beta aktin-Expressions-Abgleich (erwartete Bandengröße war 353 bp), B die 
Expression von �1(VIII) (erwartete Bandengröße war 583 bp), C die Kollagen X-Expression 
(erwartete Bandengröße war 161 bp) und D die ADAMTS-like 1-Expression (erwartete 
Bandengröße war 435 bp). Unter den Gelbildern ist die PCR-Zyklenzahl aufgeführt. Die 
Expression von Kollagen X ist ein Marker der Hypertrophie und gibt einen Hinweis auf den 
Stand der späten Differenzierung der Chondrozyten.  
 

M     22      26    30     22      26     30     22     26     30

M     18      23     28     18      23     28     18      23    28

1. Tag                 7. Tag                14. Tag 1. Tag              7. Tag             14. Tag

M    22    26    30    22   26    30    22    26    30

1. Tag                  7. Tag                 14. Tag

M    18      23     28    18    23     28     18     23    28

1. Tag                7. Tag              14. Tag

A B

C D

 
 
Abbildung 3.14: Gelelektrophoretische Auftrennung von Produkten einer One Step-
semiquantitative-PCR zur Überprüfung der Expression verschiedener Gene in kranialen Zellen 
während 14 tägiger Chondrozytendifferenzierung. A: Beta aktin Expression, an Tag 1, 7 und 14. 
Beta aktin wurde zum Abgleich der Menge der eingesetzten RNA genommen. B zeigt die Expression 
von �1(VIII), C Kollagen X und D zeigt ADAMTS-like 1. M: 1 kb Gene Ruler (A, B) bzw. 100 bp 
Ladder (C, D) 
 
 
Es ist gut zu erkennen, dass die Expression der �1(VIII)-mRNA bereits am ersten Tag der 
Kultivierung in kranialen Zellen sehr gering ist und am 7. Tag bereits gar nicht mehr 
vorhanden zu sein scheint, während die Expression von Kollagen X am 1. Tag zwar 
vorhanden, aber noch nicht stark ausgeprägt ist, jedoch bereits am 7. Tag sehr stark ist. Die 
Expression von ADAMTS-like 1 ist insgesamt schwach und hat ihren Höhepunkt im mittleren 
Zeitpunkt der Kultivierung am Tag 7.  
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3.3.2.2 Expression in kaudalen Zellen 
 
Die Abbildungen 3.15, 3.16 und 3.17 zeigen die Expression von �1(VIII) und �2(VIII), von 
Kollagen X und von ADAMTS-like 1 in kaudalen Zellen während der späten 
Chondrozytendifferenzierung (mit und ohne Stimulierung). Wie die kranialen Zellen wurden 
die kaudalen Chondrozyten auf Agarose in Kultur gehalten, an Tag 1, 7 und 10 (Abbildungen 
3.15 und 3.16) bzw. 1, 7 und 14 (Abb. 3.17) geerntet und die RNA wurde isoliert. Die Zellen 
wurden mit Thyroxin und Chymotrypsin (vergleiche 2.2.4) stimuliert (+), die Kontrollen 
wurden nicht stimuliert (-).  
Es wurde eine semiquantitative One Step-PCR gemacht, die Produkte gelelektrophoretisch 
getrennt und die Menge der RNA anhand einer Beta aktin-PCR abgeglichen (Abb3.15 A, 3.16 
A und 3.17 A). Für Beta aktin wurde eine Produktgröße von 353 bp erwartet. Abbildung 3.15 
B zeigt die Expression von ADAMTS-like 1. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Expression 
von ADAMTS-like 1 während der Differenzierung abnimmt. In den nicht stimulierten Zellen 
verändert sich die Expression nicht. Für ADAMTS-like 1 wurde eine Produktgröße von 435 
bp erwartet.  
 

A 1. Tag 7. Tag 10. Tag B 1. Tag 7. Tag 10. Tag

M    - +     - +     - +  M     - +      - +     - +  
 
Abbildung 3.15: Gelelektrophoretische Auftrennung von Produkten einer semiquantitativen 
One Step-PCR zur Überprüfung der Expression verschiedener Gene in kaudalen Zellen 
während 10 tägiger Chondrozytendifferenzierung. Ein Teil der Zellen wurde mit Thyroxin und 
Chymotrypsin stimuliert (+), der andere Teil nicht. An Tag 1, 7 und 10 wurden Zellen geerntet und 
RNA isoliert. A: Beta aktin Expression, an Tag 1, 7 und 10. Beta aktin wurde zum Abgleich der 
Menge der eingesetzten RNA genommen. B zeigt die Expression von ADAMTS-like 1. M: 1kb Gene 
Ruler 
 
 
Die Abbildung 3.16 B zeigt die Expression von �1(VIII), C die Expression von �1(X) und D 
von �2(VIII). Für die PCR, die in der Abbildung B gezeigt wird, wurde ein Produkt der Größe 
von 244 bp erwartet, für C ein Produkt der Größe 161 bp und für D ein Produkt der Größe 
308 bp. Es ist gut zu erkennen, dass die Expression der �1(VIII)-mRNA bei nicht stimulierten 
Chondrozyten am 1. Tag am höchsten war. Am 7. und 10. Tag ist bei den stimulierten Zellen 
keine Expression der �1-mRNA von Kollagen VIII mehr nachweisbar. Die Kollagen X 
Expression verhält sich genau entgegengesetzt. In den nicht stimulierten Zellen war sie nicht 
nachweisbar, während sie bei den stimulierten Zellen bereits am 7. Tag sehr stark war. Die 
Expression der �2(VIII)-mRNA verhielt sich entsprechend der Expression der �1(VIII)-
mRNA. 
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Abbildung 3.16: Gelelektrophoretische Auftrennung von Produkten einer semiquantitativen 
One Step-PCR zur Überprüfung der Expression verschiedener Gene in kaudalen Zellen 
während 10 tägiger Chondrozytendifferenzierung. Ein Teil der Zellen wurde mit Thyroxin und 
Chymotrypsin stimuliert (+), der andere Teil nicht. An Tag 1, 7 und 10 wurden Zellen geerntet und 
RNA isoliert. A: Beta aktin Expression, an Tag 1, 7 und 10. Beta aktin wurde zum Abgleich der 
Menge der eingesetzten RNA genommen. B zeigt die Expression von �1(VIII), C Kollagen X und D 
zeigt die Expression von �2(VIII). M: 1kb Gene Ruler 
 
Die Abbildung 3.17 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung einer semiquantitativen One 
Step-PCR. In diesem Fall wurden die stimulierten Zellen am 1., 7. und 14. Tag geerntet und 
es wurde die RNA isoliert. Die Abbildung 3 A zeigt den Beta aktin-Abgleich, B die 
Expression der �1(VIII)-mRNA und C die Expression der �1(X)-mRNA. Die erwarteten 
Produktgrößen entsprechen denen der Abbildung 3.16. Bei diesem Versuch war die 
Expression der �1(VIII)-mRNA am 7. Tag noch deutlich nachweisbar, während die 
Expression der �1-mRNA von Kollagen X am 7. Tag kaum festzustellen war. Die Zellen 
begannen also später zu hypertrophieren als in dem Versuch, dessen Ergebnisse in der 
Abbildung 3.16 dargestellt ist. Daran kann man eine Varianz im Verhalten der Chondrozyten 
erkennen, die man von Woche zu Woche aus den Hühnersterna präpariert. Dennoch sind die 
Versuche aussagekräftig, da ja die Chondrozyten aus einer Charge verglichen werden.  
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Abbildung 3.17: Gelelektrophoretische Auftrennung von Produkten einer semiquantitativen 
One Step-PCR zur Analyse der Expression der �1(VIII)-mRNA und von Kollagen X während 
einer 14 tägiger Kultivierung kaudaler Zellen. Die Zellen wurden mit Thyroxin und Chymotrypsin 
stimuliert, an Tag 1, 7 und 14 wurden Zellen geerntet und RNA isoliert. A: Beta aktin-Expression 
Abgleich, B �1(VIII) und C Kollagen X. M: 1kb Gene Ruler 
 
 
3.3.3 Silencing der �1-mRNA von Kollagen VIII in kaudalen Hühner-
chondrozyten 
 
Um eine mögliche regulatorische Funktion von Kollagen VIII in der Chondrozytenreifung 
nachweisen zu können, wurde die �1-mRNA von Kollagen VIII in kaudalen 
Hühnerchondrozyten durch Elektroporation gesilenced (siehe 2.2.6). Mit Hilfe des 
Programms von Invitrogen (https://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/), das mit einem 
von Invitrogen nicht veröffentlichtem Algorithmus arbeitet, wurden zwei Ziele innerhalb der 
ORF-Sequenz der �1(VIII)-mRNA ausgewählt, die sich für das Silencing besonders eignen 
und die Zellen wurden mit zwei siRNAs transfiziert (siehe Tabelle 2.8). Als Kontrolle wurde 
eine scrambled siRNA in der gleichen Konzentration in die Zellen gebracht und als weitere 
Kontrolle erhielten die Zellen nur das Transfektionsmedium und den Stromstoß. Eine weitere 
Zahl an Zellen wurde gar nicht mit dem Medium in Berührung gebracht. In den Abbildungen 
3.18 und 3.19 ist die gelelektrophoretische Auftrennung der semiquantitativen One Step-PCR 
nach dem Silencing-Experiment zu sehen. Abbildung 3.18 A zeigt den Beta aktin-
Expressions-Abgleich (Produktgröße: 353 bp) und B die Expression der �1(VIII)-mRNA 
(Produktgröße: 244 bp) drei Tage nach dem Silencing. Das Silencing war erfolgreich (1), 
während in den Kontrollen (2-4) eine starke Expression der �1(VIII)-mRNA nachweisbar 
war. Während in den Kontrollen bereits nach 25 Zyklen ein PCR-Produkt zu erkennen war, 
war in der herunterregulierten Probe erst nach 33 Zyklen ein Produkt zu erkennen (hier nicht 
abgebildet). Die Expression der �2(VIII)-mRNA (Produktgröße: 308 bp) wurde durch das 
Silencing nicht verändert (Abbildung 3.18 C).  
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M      1      2     3     4
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Abbildung 3.18 Gelelektrophoretische Auftrennung von Produkten einer semiquantitativen One 
Step-PCR drei Tage nach dem Silencing der �1(VIII)-mRNA in kaudalen Chondryzyten. 1 ist 
die Probe, in welcher die �1(VIII)-mRNA herunterreguliert wurde, 2 die scrambled Probe, 3 wurde 
mit einem elektrischen Impuls behandelt und 4 wurde nicht behandelt. A: Beta aktin-Expression 
Abgleich B: Expression von �1(VIII) C: Expression von �2 (VIII). M: 1kb Gene Ruler 
 
 
Abbildung 3.19 A zeigt den Beta aktin-Expressions-Abgleich fünf Tage nach dem Silencing 
Experiment. B zeigt die Expression der �1(VIII)-mRNA. Die erwarteten Produktgrößen der 
One Step-PCR entsprechen den erwarteten Größen in der Abbildung 3.18. Das Silencing war 
auch 5 Tage nach der Transfektion noch nachzuweisen (1), allerdings war der Effekt nicht 
mehr so ausgeprägt, wie nach 3 Tagen.  

A B

M       1      2      3       4 M        1       2        3       4  
 
Abbildung 3.19: Gelelektrophoretische Auftrennung von Produkten einer semiquantitativen 
One Step-PCR fünf Tage nach dem Silencing der �1(VIII)-mRNA in kaudalen Chondryzyten. 1 
ist die Probe, in welcher die �1(VIII)-mRNA herunterreguliert wurde, 2 die scrambled Probe, 3 wurde 
mit einem elektrischen Impuls behandelt und 4 wurde nicht behandelt. A: Beta aktin-Expressions 
Abgleich B: Expression von �1(VIII). M: 1kb Standard 
 
Es konnte nach 29 Zyklen ein PCR-Produkt für �1(VIII) in der herunterregulierten Probe 
nachgewiesen werden, während in den Kontrollen nach 25 Zyklen ein Produkt auftrat (hier 
nicht dargestellt). 
 
 
3.3.3.1 Effekt der Runterregulierung der �1(VIII)-mRNA auf die späte 
Chondrozytendifferenzierung 
 
Die Marker für die späte Chondrozytendifferenzierung sind die zunehmende Aktivität der 
Alkalischen Phosphatase und die steigende Kollagen X-Expression. Die Kollagen II-
Expression nimmt während der Differenzierung in dem hypertrophen Zellzustand ab. 
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3.3.3.1.1 Alkalische Phosphatase Bestimmung 
 
Für die Bestimmung der alkalischen Phosphatase-Aktivität der kaudalen Chondrozyten 
wurde, wie unter 2.4.1 erklärt, verfahren. Das Diagramm in Abbildung 3.20 zeigt die 
Absorption der verschiedenen stimulierten Proben bei 405 nm. Es ist zu erkennen, dass die 
Absorption der Probe, in welcher die �1(VIII)-mRNA herunterreguliert worden war (si), 
höher als bei den Kontrollen war (scr, tran und neg). Bei der Bestimmung der Aktivität der 
alkalischen Phosphatase ist im Gegensatz zu der Kollagen X-Auswertung zu berücksichtigen, 
dass die Zellzahl eine Rolle spielt. Während bei der Kollagen X-Auswertung die 
Proteinmenge anhand der Counts aufeinander abgestimmt werden konnte, wurde hier einfach 
nur die gleiche Menge Medium abgenommen, unabhängig davon, wieviele Zellen während 
der Kultivierung eventuell gestorben waren und keine alkalische Phosphatase mehr 
synthetisieren konnten. Die Aussage über die Aktivität der alkalischen Phosphatase kann 
darum als ein Hinweis auf hypertrophierende Zellen sein, sollte allerdings zusammen mit dem 
Verhältnis von Kollagen X zu II betrachtet werden. Die hohe Aktivität der alkalischen 
Phosphatase in der Probe, in welcher die �1(VIII)-mRNA herunterreguliert wurde, im 
Vergleich zu den Kontrollen in den vorgestellten drei unabhängigen Versuchen (Abbildung 
3.20), gibt allerdings schon einen deutlichen Hinweis auf eine beschleunigte, spätere 
Differenzierung der Chondrozyten. 
Der Wert der Kontrolle „neg“ im Versuch II wurde aus dem Diagramm gestrichen, da hier in 
der Kontrolle nach der Transfektion mehr als doppelt so viele Zellen überlebt haben, wie in 
den transfizierten Zellen und den anderen Kontrollen.  
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Abbildung 3.20: Alkalische Phosphatase- Aktivitätsbestimmung am 11. Tag der Kultivierung. II, 
III und IV stellen drei unabhängige Versuche dar. Es wurden 50 µl des Mediums für den Test 
verwendet. si: �1(VIII)-mRNA wurde herunterreguliert; scr: Transfizierung mit einer scrambled RNA; 
tran: Zellen wurden mit einem elektrischen Impuls behandelt; neg: Zellen wurden nicht transfiziert. Im 
Versuch II wurde der Wert für „neg“ vernachlässigt, da die Zellzahl deutlich höher als in den anderen 
Proben war. 
 
 
 
 
 

si scr si scr neg tran si scr neg 

Absorption bei 405 nm 

III IV II 

si     = �1(VIII)-Kette runter 
scr   = scrambled Kontrolle 
tran = elektr. Impuls Kontrolle 
neg  = Kontrolle 
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3.3.3.1.2 Expression von Kollagen X 
 
Zum Nachweis der späten Chondrozytendifferenzierung wurde das Verhältnis von Kollagen 
II, dessen Expression während der Differenzierung abnimmt, zu Kollagen X, dessen 
Expression während der Differenzierung zunimmt, bestimmt. Unstimulierte kaudale 
Chondrozyten sollten nicht differenzieren und in Kultur Kollagen II, jedoch kein Kollagen X 
exprimieren. Kaudale Chondrozyten, stimuliert mit Chymotrypsin und Thyroxin (siehe 2.2.4), 
sollten nach einigen Tagen in Kultur Kollagen X synthetisieren.  
Am 11. Tag der Kultivierung wurde zu dem Medium der Chondrozyten [14C] markiertes 
Prolin zugegeben und am nächsten Tag wurde das Medium geerntet. Pepsin-resistente 
Kollagene wurden aufgereinigt, die Radioaktivität überprüft und es wurden gleich viele 
Counts auf einem SDS-Gel aufgetragen (siehe 2.4.5). Dann wurde das Gel gefärbt, getrocknet 
und es wurde ein Röntgenfilm für 1-2 Wochen aufgelegt. Die Abbildung 3.21 zeigt die 
Röntgenfilme von 3 unterschiedlichen Versuchen. Abbildung 3.21 A zeigt sowohl für die 
Probe, in denen die �1(VIII)-mRNA herunterreguliert wurde, als auch für die Kontrollen nur 
eine Bande der �1-Kette von Kollagen II, da das hier untersuchte Medium von Zellen 
stammte, die nicht stimuliert worden waren. Abbildung 3.21 B und C zeigen zwei Ausschnitte 
von Röntgenfilmen, auf denen die Kollagen II- und X-Synthese nach Stimulierung der Zellen 
zu sehen ist. Es ist deutlich zu erkennen, dass in den beiden Proben, in denen die �1(VIII)-
mRNA herunterreguliert wurde (si), wesentlich mehr Kollagen X im Verhältnis zu Kollagen 
II vorhanden war, als in den Kontrollen (scr, tran und neg). Das ist ein deutliches Zeichen für 
eine beschleunigte Differenzierung.  
 

 
 

 

Abbildung 3.21: Flurogramm einer SDS-PAGE zur Bestimmung der Kollagen II und X 
Expression transfizierter Chondrozyten und ihrer Kontrollen mit (B, C) und ohne (A) 
Stimulation durch Thyroxin und Chymotrypsin. Die Zellen wurden nach 11 tägiger Kultivierung in 
Agarose mit [14C]-Prolin markiert und prolinresistente Kollagene wurden isoliert. si: �1(VIII) wurde 
herunterreguliert; scr: Transfizierung mit einer scrambled RNA; tran: Zellen wurden mit einem 
elektrischen Impuls behandelt; neg: Zellen wurden nicht transfiziert.  
 
Die Verhältnisse von Kollagen X zu II wurden für die verschiedenen Experimente mit Hilfe 
von Image Quant TM (Amersham Bioscience, USA) bestimmt. Für die Experimente I-IV sind 
diese Ergebnisse der verschiedenen Proben in der Abbildung 3.22 A tabellarisch aufgeführt. 
Die Unterschiede im Verhältnis von Kollagen X zu II für den Versuch I-III sind auch in 
einem Diagramm in der Abbildung 3.22 B dargestellt.  
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Experiment si scr tran neg 

I 24,5 0,2 / 0,48 
II  17,16   0,16 / 0,32 
III           12   0,36 0,64 0,06 
IV    1,33     0,148 /   0,041 
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Abbildung 3.22 A und B: Verhältnis der Quantität von Kollagen X zu II zur Bestimmung des 
Status der späten Chondrozytendifferenzierung in transfizierten Chondrozyten und den 
Kontrollen. A: Tabellarische Übersicht zu dem Kollagen X:II Verhältnis. B: Diagrammdarstellung 
des Kollagen X zu II Verhältnisses der Versuche I-III. si: �1(VIII) wurde herunterreguliert; scr: 
Transfizierung mit einer scrambled RNA; (tran: Zellen wurden mit einem elektrischen Impuls 
behandelt); neg: Zellen wurden nicht transfiziert. 
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Abbildung 3.22 C: Verhältnis der Quantität von Kollagen X zu II zur Bestimmung des Status 
der späten Chondrozytendifferenzierung in transfizierten Chondrozyten und den Kontrollen. 
Mittelwerte der Versuche I-III dargestellt als Diagramm. si: �1(VIII) wurde herunterreguliert; scr: 
Transfizierung mit einer scrambled RNA; neg: Zellen wurden nicht transfiziert. 
 
 

I II III 

si     scr   neg si     scr   neg si    scr   neg 

A 

B 

C 

si                            scr                            neg 

Verhältnis: 
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Der Unterschied von der herunterregulierten Probe zu den Kontrollen ist sehr deutlich zu 
erkennen. Während das Verhältnis von Kollagen X zu II in der Probe über 10 liegt (mit 
Ausnahme von Versuch IV), liegt es für die Kontrollen immer unter 1. Die Abbildung 3.22 C 
zeigt die Mittelwerte der Kollagen X zu II-Verhältnisse der Versuche I-III, dargestellt in 
einem Diagramm. Der Unterschied in den Verhältnissen ist signifikant, wie an der 
Standardabweichung zu erkennen ist.  
Für den T-Test ergibt sich beim Vergleich der Werte von si und scr ein p-Wert von 0,00825 
und beim Vergleich der Werte si und neg ein p-Wert von 0,00822. Der p-Wert beim 
Vergleich von scr und neg liegt bei 0,8532. Hier ist der Unterschied also nicht signifikant.  
 
 
3.3.3.1.3 Expression von Kollagen II 
 
Um sicher zu stellen, dass das große Verhältnis von Kollagen X zu II in der �1(VIII)-mRNA 
herunterregulierten Probe im Vergleich zu den Kontrollen nicht durch eine unbeabsichtigte, 
zusätzliche Herunterregulierung von Kollagen II durch das Silencing von Kollagen VIII 
verursacht wurde, wurde die Kollagen II-Expression drei Tage nach der Transfektion der 
Zellen mittels semiquantitativer One Step-PCR untersucht. Abbildung 3.23 zeigt die 
agarosegelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte. Wie zu erkennen ist, wurde 
Kollagen II nicht mit herunterreguliert (1). Das Abnehmen der Kollagen II-Expression ist also 
eine Folge der Beschleunigung der Differenzierung und nicht eine Runterregulierung der 
Kollagen II mRNA durch die si RNA gegen �1(VIII).  
Die erwarteten Produktgrößen waren für die Beta aktin-PCR 353 bp, für �1(VIII)-PCR 244 bp 
und für die Kollagen II-PCR 155 bp.  

M      1      2     3     4

A B C

M      1        2       3       4 M      1       2      4  
 
Abbildung 3.23: Gelelektrophoretische Auftrennung von Produkten einer semiquantitativen 
One Step-PCR 3 Tage nach dem Silencing der �1(VIII)-mRNA in kaudalen Chondrozyten. 1 ist 
die Probe, in welcher die �1(VIII)-mRNA herunterreguliert wurde, 2 die scrambled Probe, 3 wurde 
mit einem elektrischen Impuls behandelt und 4 wurde nicht behandelt. A: Beta aktin-Abgleich, B: 
Expression von �1(VIII) C: Kollagen II Expression. M: 1kb Gene Gene Ruler 
 
 
3.3.4 Silencing der �2(VIII)-mRNA in kaudalen Hühnerchondrozyten 
 
Um festzustellen, inwieweit auch die Expression der �2-Kette von Kollagen VIII eine Rolle in 
der Chondrozytendifferenzierung spielt, wurde auch für die �2(VIII)-mRNA ein Silencing- 
Experiment vorgenommen. Es wurden jeweils zwei verschiedene siRNAs gegen �2(VIII) 
ausgesucht und bei Invitrogen (USA) bestellt (siehe 3.3.3). Die Zellen wurden wie unter 2.2.6 
beschrieben je mit einer siRNA-Sequenz alleine und den beiden siRNA-Sequenzen 
zusammen transfiziert.  
Die Abbildung 3.24 zeigt das Fotos eines Agarosegels nach der gelektrophoretischen 
Auftrennung der Produkte einer semiquantitativen One Step-PCR. In der Abbildung A sind 

1,0 

0,5 
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die Produkte des Beta aktin Abgleichs als Mengenabgleich für die eingesetzte RNA zu 
erkennen. B zeigt die Produkte der �2(VIII)-One Step-PCR (erwartete Größe: 308 bp). Es ist 
kein Silencingeffekt zu erkennen. 
 
 

M 1  2  3  4  5  1  2   3  4  5 M    1   2    3   4   5
 

Abbildung 3.24: Gelelektrophoretische Auftrennung von Produkten einer semiquantitative One 
Step-PCR drei Tage nach dem Silencing der �2(VIII)-mRNA in kaudalen Chondrozyten. In den 
Proben 1-3 wurden die Zellen mit siRNA gegen �2(VIII) transfiziert, 4 ist die scrambled Probe und 5 
wurde wurde nicht behandelt. A: Beta aktin Abgleich, 25 (links) und 28 (rechts) Zyklen B: Expression 
von �2(VIII), 28 Zyklen. M: 1kb Gene Ruler 
 
Insgesamt wurden zweimal 2 verschiedene siRNA-Sequenzen synthetisiert (siehe Tabelle 
2.8), allerdings blieb die Runterregulierung der �2(VIII)-mRNA erfolglos.  
 
 
3.3.5 Die Kollagen VIII knockout-Maus (Col8a1

--
/Col8a2

--) 
(freundlicherweise von Dr. Ulrike Hopfer (Basel) zur Verfügung gestellt) 
 
Ulrike Hopfer war so freundlich, unserem Institut präparierte Hinterbeine von fünf 
neugeborenen Knockout-und dazu fünf passenden Wildtyp-Mäusen (Bl 6), fünf 15,5 Tage 
alten Knockout-und den dazu passenden Wildtyp-Mäusen und zwei 50 Tage alten Knockout- 
und Wildtyp-Mäusen zur Verfügung zu stellen, so dass wir Paraffinschnitte durch die 
Tibienköpfe anfertigen und nach Veränderungen in der Wachstumsfuge suchen konnten. 
Ergebnisse aus anderen Untersuchungen zu der Col8a1

--
/Col8a2

---(Knockout-)Maus wurden 
veröffentlicht (Hopfer et al., 2005) und es wurde eine Veränderung der Descemet-Membran 
im Auge der Maus festgestellt (siehe 1.1.2.1.1.2). 
Das Skelett wurde von Hopfer et al. lediglich oberflächlich untersucht, so dass eine genaue 
Untersuchung der Wachstumszone durchaus vielversprechend schien.  
Die erhaltenen Mäusebeine wurden in Paraffin eingebettet (siehe 2.5.1) und mit einem 
Mikrotom 5µm dicke Schnitte gefertigt.  
 
 
3.3.5.1 Alzian Blau und Sirius Rot-Färbung 
 
Die Wachstumsfugen der Tibien wurden zunächst mit Alzian-Blau und Sirius-Rot gefärbt.  
In Abbildung 3.25 sind die Tibien von neugeborenen Wildtyp- und Knockout-Mäusen und 
von 15,5 Tage alten Mäusen abgebildet. Das Knorpelgewebe der Wachstumsfuge wurde blau, 
die Knochen, die Muskeln und anderes Bindegewebe wurden rot gefärbt.  
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Abbildung 3.25: Alzian-Blau und Sirius-Rot-Färbung von Tibien von neugeborenen und 15,5 
Tage alten Wildtyp- und Knockout- Mäusen. O: 2. Ossifikationszentrum, R: Ruhezone, P: 
Proliferative Zone, PR: Prähypertrophe Zone, H: Hypertrophe Zone, V: Vaskuläre Invasionszone; 
Vergrößerung: 40-fach 
 
 
 
Die Abbildung 3.26 zeigt die Wachstumsfuge einer 50 Tage alten Maus. Die Färbung erfolgte 
ebenfalls mit Sirius-Rot. Es ist eine deutliche Rot-Färbung auch schon in der Wachstumsfuge 
zu erkennen.  
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Abbildung 3.26: Sirius-Rot-Färbung von Tibien von 50 Tage alten Wildtyp- und Knockout-
Mäusen. P: Proliferative Zone, H: Hypertrophe Zone, V: Vaskuläre Invasionszone; Vergrößerung: 40-
fach 
 
 
3.3.5.2 Immunhistochemische und Immunfluoreszenz-Färbung mit einem monoklonalen 
Antikörper gegen Kollagen X 
 
 
Da anhand der Alzian-Blau und Sirius-Rot-Färbung zunächst kein Unterschied in der 
Wachstumsfuge zwischen Col8a1

--
/Col8a2

---Mäusen und den Wildtyp-Mäusen gefunden 
werden konnte, wurde eine Immunohistochemische Färbung mit einem monoklonalen 
Antikörper gegen Kollagen X auf den Tibienschnitten durchgeführt. Die Hypothese verfolgte, 
dass Kollagen X aufgrund seiner Struktur-Ähnlichkeit zu Kollagen VIII vielleicht das Fehlen 
von Kollagen VIII kompensieren könnte.  
Die Hybridisierung mit dem Antikörper und die anschließende Behandlung mit dem Dako-Kit 
(siehe 2.5.3.2.2) ergab in den hypertrophen Zonen der Wachstumsfuge eine starke 
Braunfärbung. Dies traf sowohl für die Tibien der neugeborenen Mäuse (Abbildung 3.27 und 
3.28) zu als auch für die Tibien der 15,5 Tage alten Mäuse (Abbildung 3.30). Der erste 
Eindruck war, dass die Zellsäulen im Wildtyp regelmäßiger aufgebaut waren, und dass die 
Kollagen X-Färbung in der Knockout-Maus in die prähypertrophe Zone fließt.  
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Abbildung 3.27: Immunhistologische Färbung gegen Kollagen X auf Tibien von neugeborenen 
Wildtyp- und Knockout-Mäusen. Die hypertrophe Zone der Wachstumszone zeigt eine deutliche 
Braunfärbung. Vergrößerung: 40-fach 
 
Das Verwischen der Färbung in die prähypertrophe Zone ist auch besonders in der Abbildung 
3.28 in der 100-fachen Vergrößerung zu sehen.  
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Abbildung 3.28: Immunhistologische Färbung gegen Kollagen X auf Tibien von neugeborenen 
Wildtyp-und Knockout- Mäusen. Vergrößerung: 100-fach  
 
Um den möglichen Unterschied feststellen zu können, wurde mit Hilfe des Programms Image 
J (frei erhältlich im WWW unter http://rsbweb.nih.gov/ij/) die Zellzahl in der hypertrophen 
Zone bestimmt. Die hypertrophe Zone wurde eingekreist, ihre Pixelzahl festgelegt und die 
Zellzahl/Pixel ausgezählt. Außerdem wurde bei den neugeborenen Mäusen die Länge der 
hypertrophen Zone im Verhältnis zur Breite ausgemessen. Zusätzlich wurde die Größe der 
Gesamtfläche der Wachstumsfuge in Pixel bestimmt und dann der Anteil der hypertrophen an 
der Gesamtfläche in Prozent berechnet (Abbildung 3.29). Wie in der Abbildung 3.29 gut zu 
erkennen ist, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Wachstumsfugen der Tibien 
der Wildtyp-Mäuse und der Knockout-Mäuse festgestellt werden. Für die Wildtypmaus 
wurden 5 Mäuse, n = 8 Schnitte (rechtes und linkes Hinterbein, wenn verwendbarer Schnitt 
vorhanden war) ausgewertet und für die Knockout-Maus 4 Mäuse, n = 6 Schnitte (rechtes und 
linkes Hinterbein, wenn verwendbarer Schnitt vorhanden war).  
 
 
 
 
 
 

Wildtyp Knockout 



Ergebnisse 104 

 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0,4

0,45

0,5

0

0,0002

0,0004

0,0006

0,0008

0,001

0,0012

0,0014

0,0016

0,0018

0,002

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

140000

160000

180000

200000

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

700000

800000

900000

1000000

0

5

10

15

20

25

 
 
Abbildung 3.29: Ergebnisse der Auswertung von Größe und Zellzahl der hypertrophen Zone 
der neugeborenen Wildtyp- und Knockout-Mäuse-Tibien. A: Länge im Verhältnis zur Breite der 
hypertrophen Zone, B: Zellzahl pro Pixel in der hypertrophen Zone, C: Größe der hypertrophen Zone 
(Einheit Pixel), D: Größe der gesamten Wachstumsfuge (Einheit Pixel), E: Anteil der hypertrophen 
Zone an der Wachstumsfuge (%), WT: Wildtyp, KO: Col8a1

--
/Col8a2

--
 

 
 
Auch für die Wachstumsfuge der Tibien der 15,5 Tage alten Mäuse (Abbildung 3.30) wurde 
die Zellzahl/ Pixel in der hypertrophen Zone bestimmt (Abbildung 3.31).  
Der erste Eindruck, dass die Zellform in der Knockout-Maus unregelmäßiger waren und dass 
die Säulenbildung der Zellen weniger ausgeprägt war, konnte auf diese Weise nicht bestätigt 
werden. In die Auswertung wurden 4 Wildtyp-Mäuse, n = 6 Schnitte und 5 Knockout- Mäuse, 
n = 8 Schnitte, mit aufgenommen. Auch in der Wachstumsfuge der Tibien der 15,5 Tage alten 
Mäusen konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Zellen in der hypertrophen 
Zone oder in dem Anteil der hypertrophen Zone an der gesamten Wachstumsfuge zwischen 
Wildtyp und Knockout festgestellt werden.  
Der Eindruck der unregelmäßigeren Säulenbildung der Zellen und des weniger regelmäßigen 
Übergangs zwischen der hypertrophen Zone und der prähypertrophen/proliferierenden Zone 
in den Wachstumsfugen der Knockout-Tiere bleibt aber dennoch bestehen und sollte nicht 
außer acht gelassen werden. 
 
Als Alternative zu den immunhistochemischen Färbungen der Tibien wurden auch 
Immunfluoreszenzfärbungen vorgenommen (siehe Abbildung 3.32), sie erwiesen jedoch nicht 
als geeigneter für die Auswertungen.  
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Abbildung 3.30: Immunhistologische Färbung gegen Kollagen X auf Tibien von 15,5 Tage alten 
Wildtyp- und Knockout-Mäusen. Die hypertrophe Zone der Wachstumszone zeigt eine deutliche 
Braunfärbung. Vergrößerung: A: 40-fach, B: 100-fach 
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Abbildung 3.31: Ergebnisse der Auswertung von Größe und Zellzahl der hypertrophen Zone 
der 15,5 Tage alten Wildtyp- und Knockout-Mäuse-Tibien. A: Zellzahl pro Pixel in der 
hypertrophen Zone, B: Anteil der hypertrophen Zone an der Wachstumsfuge (%),WT: Wildtyp, KO: 
Col8a1

--
/Col8a2

-- 
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Abbildung 3.32: Immunofluoreszenzfärbung gegen Kollagen X auf Tibien von 15,5 
Tagen alten Wildtyp- und Knockout-Mäusen. Vergrößerung: A: 40-fach, B: 100-fach 
 
 
3.3.5.3 Immunhistochemische Färbung mit einem monoklonalen Antikörper gegen 
Kollagen II 
 
 
Zusätzlich zu den Kollagen X-Färbungen und den Alzian-Blau/Sirius-Rot-Färbungen wurde 
die Wachstumsfuge der Tibien aus Wildtyp und Knockout-Maus mit einem monoklonalen 
Antikörper gegen Kollagen II inkubiert. Wie in der Abbildung 3.33 gut zu erkennen ist, ergab 
sich hier gleichermaßen eine Färbung der gesamten Wachstumsfuge für Wildtyp und 
Knockout, was zumindest für den Wildtyp auch erwartet war (Blumbach et al., 2008).  
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Abbildung 3.33: Immunhistochemische Färbung gegen Kollagen II auf Tibien von 
neugeborenen Mäusen. Vergrößerung: 40-fach 
 
 
3.3.6 Überexpression der �1-Kette von Kollagen VIII in kranialen Chondrozyten 
aus dem Sternum des Huhns 
 
Die Anwesenheit der �1-Kette von Kollagen VIII verlangsamt nach den in dieser Arbeit 
vorliegenden Ergebnissen in vitro die Differenzierung und die Unterdrückung der Expression 
der �1(VIII)-mRNA führt zu einer beschleunigten Differenzierung in kaudalen 
Hühnerchondrozyten. Allerdings scheint die völlige Abwesenheit der �1- und �2-Ketten von 
Kollagen VIII auf die Organisation der Wachstumsfuge in vivo in Tibien der Maus keinen 
Einfluß zu haben. Aus diesen Gründen sollte nun die Überexpression der �1-Kette von 
Kollagen VIII in kranialen Hühnerchondrozyten untersucht werden.  
Dazu wurde zunächst eine cDNA-Synthese (siehe 2.3.17.1) und dann eine PCR zur 
Amplifizierung des vollständigen ORFs von �1(VIII), allerdings ohne das Stopsignal, aber 
mit Eco RI-Schnittstelle (N-terminal) und Xho I-Schnittstelle (C-terminal) durchgeführt (siehe 
2.3.18.2). Das PCR-Produkt wurde in ein TOPO-Plasmid ligiert und, nach der Sequenzierung 
durch Eurofins MWG, in das pCMV-Tag4A-Plasmid umkloniert. Die Abbildung 3.34 zeigt 
die gelelektrophoretische Auftrennung des PCR-Produkts vor der Aufreinigung aus dem Gel.  
Im Plasmid C-terminal zu der Multiple Cloning Site befindet sich ein Flag-Tag, das, an die 
�1(VIII)-Protein-Kette gekoppelt, für den schnellen Nachweis mit einem Anti-Flag-
Antikörper genutzt werden konnte. Das Plasmid wurde in E. coli Top F10` transformiert und 
durch Kanamycin wurden die Klone selektiert. Es wurde eine Plasmidpräparation 
vorgenommen, das Plasmid testverdaut und zur erneuten Sequenzierung eingeschickt 
(Eurofins-MWG). Der vollständige ORF von Col8a1 war vorhanden und das Plasmid konnte 
für die Transfektion der Chondrozyten verwendet werden.  
Ebenso wie für das Silencing wurde die Transfizierung mit dem Elektroporator von Amaxa 
(Lonza, Köln) und dem Human chondrocyte Transfection Kit (siehe 2.2.6) durchgeführt. Es 
wurden pro Transfizierung 2 µg Plasmid eingesetzt. In der Abbildung 3.35 ist die das pCMV-
Tag4A-Plasmid und das Insert nach Verdau mit den Enzymen Eco RI und Xho I nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung zu sehen. Die erwartete Größe für das Insert war 2,22 kb 
und für das Plasmid 4,3 kb. 
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Als Kontrolle wurden die Zellen auch mit dem leeren pCMV-Tag 4A-Plasmid transfiziert und 
als zweite Negativ-Kontrolle gar nicht transfiziert. Die Zellen wurden drei Tage nach der 
Transfektion – Kultivierung auf Agarose - geerntet und es wurde RNA (siehe 2.3.8) isoliert. 
Es wurde ein Beta aktin Abgleich mittels semiquantitativer One step RT-PCR vorgenommen 
und anschließend eine semiquantitative One Step RT-PCR zur Überprüfung der Expression 
der �1(VIII)-mRNA durchgeführt. 
 
 

1      2     M
 

 
Die PCR Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Abbildung 3.36 A zeigt den Beta 
aktin-Abgleich und Abbildung 3.36 B Expression von �1(VIII). Es ist eine deutlich stärkere 
Expression in den Proben, die mit dem Plasmid und dem Insert transfiziert wurden (+) zu 
erkennen. In den beiden Kontrollen (co und neg) ist auch nach 30 Zyklen noch kein PCR-
Produkt vorhanden. Für Beta aktin wurde eine Produktgröße von 353 bp erwartet und für 
�1(VIII) eine Produktgröße von 197 bp.  
 
 

M       +       +      co neg M    +    +   co neg +   +   co neg
 

Abbildung 3.36: Gelelektrophoretische Auftrennung einer semiquantitativen One Step-RT-PCR 
zur Überprüfung der Expression der �1(VIII)-mRNA nach Transfizierung der kranialen 
Chondrozyten mit dem pCMV-Tag 4A-Plasmid. A: Beta aktin-Abgleich, B: Expression von 
�1(VIII), nach 28 (links) und 30 (rechts) PCR-Zyklen; Die Zellen der Probe + wurden mit dem 
Plasmid und dem Insert transfiziert, die Chondrozyten der Probe co wurde mit dem leeren Plasmid 
pCMV-Tag 4A transfiziert und die Chondrozyten der Probe neg wurden nicht transfiziert. M: 1kb 
Gene Ruler 
 

A B 

Abbildung 3.35: Gelelektrophoretische Auftrennung nach Verdau 
mit Eco RI und Xho I des pCMV-Tag 4A Plasmid mit dem 
�1(VIII)-Insert. M: 1 kb Gene Ruler, Plasmid 4,3 kb, Insert 2,22 kb 

28 30 23 

Abbildung 3.34: Gelelektrophoretische Auftrennung 
der PCR-Amplifikate zur Generierung des ORF von 
�1(VIII) aus dem Huhn ohne Stopcodon. 1 kb Gene 
Ruler, Insert 2,2 kb 
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Für eine Immunofluoreszenzfärbung der Zellen wurden die Chondrozyten nach der 
Transfizierung statt auf Agarose in einer Schale ausgesät (siehe 2.2.7). Nach drei Tagen 
wurden die Zellen gewaschen und mit dem Anti-Flag-Antikörper inkubiert (2.2.7). Abbildung 
3.37 zeigt die Fluoreszenzfärbung der Zellen. Im Gegensatz zu den nicht transfizierten Zellen 
(Abb. 3.37 B), war im Mikroskop bei den transfizierten Zellen (Abbildung 3.37 A) eine starke 
Fluoreszenz zu erkennen. Die Expression des gekoppelten Flags an das �1(VIII)-Protein war 
also erfolgreich. 
 
 

 
 
Abbildung 3.37: Immunfluoreszenzfärbung mit einem polyklonalen Anti-Flag-Antikörper auf 
kranialen Sternum-Hühner-Chondrozyten. A: Mit pCMV-Tag 4A und Insert transfizierte 
Chondrozyten, B: Nicht transfizierte Chondrozyten, Vergrößerung: 100-fach 
 
 
Zur weiteren Auswertung der Überexpression der �1-Kette von Kollagen VIII in 
Hühnerchondrozyten hätten die Zellen über einen längeren Zeitraum, um die 
Differenzierungsmarker wie Kollagen X und die alkalische Phosphatase bestimmen zu 
können, in Kultur gehalten werden müssen. Unglücklicherweise starben viele Zellen bereits 
bei der Transfizierung, oder nach wenigen Tagen, so dass eine Beobachtung über ein bis zwei 
Wochen nicht möglich war. So konnte der Einfluß der Überexpression der �1(VIII)-Kette auf 
die späte Differenzierung mit dieser Methode nicht untersucht werden. 
Aus diesem Grund wurde überlegt, die �1(VIII)-Kette knorpelspezifisch in Mäusen 
überzuexprimieren: 
 
 
3.3.7 Überexpression der �1-Kette von Kollagen VIII mit Hilfe des Kollagen II-
Promotors in transgenen Mäusen 
 
Ziel dieses Teils der Arbeit war es, den ORF von Col8a1 aus Maus in die Kollagen II 
Kassette zu klonieren, damit �1(VIII) unter der Kontrolle des Kollagen II-Promotors 
knorpelspezifisch in Mäusen exprimiert werden kann. Kollagen II ist ein Protein, das 
besonders stark in Knorpelgewebe vorkommt. Es wurden bereits einige andere Gene unter 
dem Kollagen II-Promotor knorpelspezifisch exprimiert, z.B. die Cre Rekombinase und 
COMP (Sakai et al.,2001, Schmitz et al.,2008).  
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Abbildung 3.38: Kollagen II-Promotor-Konstrukt. Für die knorpelspezifische Expression von 
�1(VIII) wurden das ORF-Konstrukt ohne Myc-Tag bzw. mit Myc-Tag unter die Kontrolle der 
regulatorischen Region des Kollagen Typ II Gens kloniert. Das fertige Transgen besteht aus der 
Kollagen II-Promotor-Region, dem Exon 1, bei dem das Startkodon mutiert wurde (ATG zu ATC), 
einem Teil von Intron 1 des Kol2a1-Gens, einer Splicing Akzeptor-Stelle, dem �1(VIII)-Konstrukt 
(mit bzw. ohne Myc-Tag), dem Exon 52 und dem Polyadenylierungssignal.  
 
Die Abbildung 3.38 zeigt das fertige Konstrukt schematisch. 
Das Kollagen II-Promotor-Plasmid wurde uns von Herrn Dr. Attila Aszodi (Martinsried) zur 
Verfügung gestellt, dessen Arbeitsgruppe auch die Mikroinjektion des Plasmids in den 
männlichen Vorkern der Oocyte der Maus durchführen wird.  
Für die Generierung des ORFs von Col8a1 aus Maus haben wir freundlicherweise die 
�1(VIII)-cDNA von Frau Dr. Ulrike Hopfer (Basel) erhalten. Das erhaltene Blueskript-
Plasmid wurde testweise mit Eco RI und Xho I verdaut, bei dem das Insert herausgeschnitten 
wurde (Abbildung 3.39. B). Außerdem wurde es sequenziert. 
Für die Klonierung des ORFs in das Kollagen II-Promotor-Plasmid mußten Blunt-End-
Schnittstellen generiert werden. Dra I schneidet nicht in der Sequenz der �1(VIII)-cDNA und 
wurde deshalb ausgewählt. Es wurden Primer ausgesucht, die an das 5` und das 3`- Ende des 
ORFs binden und es wurde die Dra I-Schnittstelle an das jeweilige Ende synthetisiert. Ein 
zweites Konstrukt wurde geplant, an dem am C-terminalen Ende zusätzlich noch ein Myc- 
Tag kodiert wurde. Dieser soll später dazu dienen, die Expression der �1(VIII)-Kette besser 
nachweisen zu können, da die verwendeten Antikörper gegen Kollagen VIII bis jetzt erfolglos 
auf Western Blots eingesetzt wurden. Gegen den Myc-Tag gibt es einen funktionierenden 
Antikörper.  
Die Abbildung 3.39 C zeigt die PCR-Produkte der Synthesen des ORFs mit und ohne Myc-
Tag. Als Templat für die PCR wurde das Blueskript-Plasmid mit der �1(VIII)-cDNA als 
Insert von U. Hopfer eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden ausgeschnitten, es wurde ein A-
Tailing gemacht (siehe 2.3.19.5), aufgereinigt und in TOPO kloniert (2.3.6.8). Es wurden 
E.coli 10F` mit dem TOPO-Plasmid transformiert, auf Kanamycin haltigen Agarplatten 
ausgestrichen, Klone gepickt und eine Plasmidpräparation vorgenommen. Die isolierten 
Plasmide wurden Test-verdaut und zum Sequenzieren eingeschickt (Eurofins MWG, 
Ebersbach). Nach der Sequenzierung wurden die ORF-Sequenzen mit Dra I aus dem Topo-
Plasmid herausgeschnitten, der Verdau auf ein Gel aufgetragen und die Bande von �1(VIII) 
aus dem Gel ausgeschnitten und in das Kollagen II-Promotor-Plasmid ligiert. Das Plasmid 
wurde zuvor mit Eco RV linearisiert, aufgereinigt und es wurden die überstehenden 
Phosphatgruppen entfernt (mit CIP, siehe 2.3.19.7), damit zwischen dem Plasmid und dem 
ORF eine Ligation stattfinden konnte. Nach dem Entfernen der überstehenden 
Phosphatgruppen wurde das Plasmid noch einmal aufgereinigt, bevor die Ligation stattfinden 
konnte. Die Abbildung 3.39.A zeigt das mit Eco RV verdaute Kollagen II-Promotor-Plasmid 
und B zeigt das pBluescript-Plasmid mit dem herausgeschnittenen Kollagen �1(VIII)-Insert.  
Für die Kollagen II Kassette wurde eine Größe von mehr als 10 kb erwartet (Abb. 3.39 A), für 
das Blueskript eine Größe von 3000 bp und für das Insert 2235 bp (Abb. 3.39 B) und für den 
ORF von Kollagen VIII eine Größe von 2235bp (ohne Tag) bzw. 2268 bp (mit Tag) (abb. 
3.39 C).  
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Abbildung 3.39: Kollagen II-Promotor-Plasmid (A) und pBluescript-Plasmid mit der �1(VIII)-
cDNA aus Maus als Insert nach Eco RI und Xho I-Verdau (B) nach gelelektrophoretischer 
Auftrennung. C zeigt die gelelektrophoretische Trennung der PCR-Produkte nach Synthese des ORFs 
von �1(VIII) mit Dra I-Schnittstellen und dem ORF und dem Myc-Tag mit Dra I. Schnittstelle. M: 
1kb Gene Ruler 
 
Nach der Ligation von dem Kollagen II-Promotor-Plasmid und dem ORF von �1(VIII) wurde 
das fertige Konstrukt in E. coli 10F` kloniert und die Bakterien wurden auf Ampicillin- 
haltigen Platten ausgestrichen. Die angewachsenen Klone wurden gepickt und als eine erste 
Kontrolle mit Nco I verdaut. Bei einem Verdau des vollständigen Konstruktes wurden Banden 
der Größe 6442 bp, 4170 bp, 1108 bp, 687 bp, und 309 bp erwartet. Drei Schnittstellen für 
Nco I liegen in dem ORF-Insert und zwei Schnittstellen in der Kollagen II Kassette. Wenn das 
Insert von 3`in 5`-Richtung integriert worden war, fehlte die 1108 bp große Bande. Die 
Klone, bei denen die 1108 bp großen Bande nach dem Nco I-Verdau vorkam, wurden zur 
Sequenzierung zu Eurofins MWG geschickt. Die Klone mit den richtigen Sequenzen wurden 
dann zu einer weiteren Plasmidpräparation genutzt. Die Abbildung 3.40 zeigt die Plasmide 
nach einem Nco I-Verdau und nach Aufreinigung auf einem Agarosegel.  
 
 

 
 
 
 
3.3.8 Immunfärbung mit Kollagen VIII-AK 
 
Kollagen VIII wird in der Wachstumsfuge der Tibia der Maus exprimiert: Während 
Untersuchungen zu der Kollagen X Knockout Maus wurde unter anderem auch die 
Expression von Kollagen VIII in der Wachstumsfuge mittels in situ Hybridisierung 
nachgewiesen (Kwan et al., 1997). 
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Abbildung 3.40: Gelelektrophoretische 
Auftrennung der Kollagen II-Plasmide mit 
ORF-Inserts nach Verdau mit Nco I. Die 
Reihen 1 und 2 zeigen das Plasmid mit ORF und 
dem Myc-Tag, die Reihen 3 bis 6 zeigen das 
Plasmid mit dem ORF ohne Myc-Tag. M: 1kb 
Gene Ruler 

kb 
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Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit die Protein-Expression von Kollagen VIII in der 
Wachstumsfuge nachgewiesen werden. Bisher standen 2 Antikörper zu Verfügung (siehe 
2.5.3.2.1).  
Der Antikörper von Gentaur wurde für Färbungen auf der menschlichen Niere eingesetzt 
(Gerth et al., 2007). Zunächst wurde der Antikörper auf Paraffin-Schnitten getestet und es 
konnte eine Färbung innerhalb der Zellen der prähypertrophen Zone detektiert werden. Als 
Negativ-Kontrolle wurde die Col8a1

--
/Col8a2

---Maus parallel gefärbt. Unglücklicherweise 
wurde bei diesen Mäusen ebenfalls eine intrazelluläre Färbung in der prähypertrophen Zone 
entdeckt, so dass von einer Hintergrundfärbung gesprochen werden muß. Die Abbildung 3.41 
zeigt die Wildtyp- (A) und Knockout-Maus (B) Schnitte.  
Für die Herstellung und Färbung von Kryoschnitte, wurden Tibien von neugeborenen Wildtyp 
Mäusen eingebettet, schockgefroren und in einem Kryostat geschnitten (siehe 2.5.2). Als 
Positiv-Kontrolle wurden bereits vorhandene Kryoschnitte von Mäusenieren verwendet.  
Die immunhistologische Färbung wurde wie bei den Paraffinschnitten vorgenommen.  
 
 

 
 
Abbildung 3.41: Immunhistologische Färbung von Maus-Tibia Schnitten (15,5 Tage alte 
Mäuse) mit einem polyklonalen Antikörper gegen Kollagen VIII. A zeigt die 
Wildtypmaus, B die Col8a1

--
/Col8a2

---Maus, Vergrößerung: 100-fach  
 
In der Abbildung 3.42 ist in der Wachstumsfuge sowohl in der Negativ-Kontrolle (A) als auch 
in der Probe (B), die auch mit dem 1. Antikörper behandelt wurde, eine leichte Färbung zu 
erkennen. In den kleinen Bildern kann man jeweils Schnitte der Niere einer Maus erkennen. 
In der Negativ-Kontrolle (A), ohne den ersten Antikörper, ist keine Färbung zu sehen, aber in 
der Probe, bei der der 1. Antikörper verwendet wurde, ist eine deutliche Färbung von 

A B 
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Arterienwänden zu erkennen. Der Antikörper funktioniert also auf Kryoschnitten von Nieren, 
allerdings nicht von Wachstumsfugen. Auf diese Weise konnte keine Expression von 
Kollagen VIII in der Tibia der Maus nachgewiesen werden. Der zweite Kollagen VIII-
Antikörper (Abcam) konnte in der Immunhistologie bis jetzt gar nicht erfolgreich angewendet 
werden. 
 

 
 
In der Abbildung 3.42 ist die Färbung von Kryoschnitten abgebildet. Bei der Wachstumsfuge ist 
sowohl in der Negativ-Kontrolle (A) als auch in der Probe (B) eine leichte Färbung zu erkennen. 
Unten links im Bild ist jeweils der Schnitt durch eine Mäuseniere gezeigt. Zur Kontrolle des 
Antikörpers wurden Nierenschnitte gefärbt. In A ist die Negativ-Kontrolle und in B die deutliche 
Färbung einer Arterienwand der Niere zu erkennen. R: Ruhezone, P: Proliferative Zone, H: 
Hypertrophe Zone, Vergrößerung: 40-fach 
 
 
3.3.9 Western Blot-Analyse mit Kollagen VIII-AK 
 
Die beiden Antikörper gegen Kollagen VIII (Gentaur, Brüssel, Abcam, England) wurden auch 
auf Western Blots getestet. Die Western Blots wurden mit boviner Cornea und Cornea aus 
Huhn (bereitgestellt durch Phillip Uhlig und Lei Wang, Institut für physiologische Chemie 
und Pathobiochemie, Münster) und mit Medium aus der Kultur mit Hühnerchondrozyten und 
Mäusechondrozyten vorgenommen. Cornea wurde verwendet, weil Kollagen VIII in größeren 
Mengen in der Descement`s-Membran des Auges vorkommt.  
Mit dem Kollagen VIII-Antikörper von Gentaur wurde kein Signal erhalten, weder für Maus 
noch für Huhn. Mit dem Antikörper von Abcam gab es positive Signale auf Blots, mit 
Proteinen aus Medium der Hühnerchondrozyten aus Kultur. Allerdings variierten die Höhe 
der Signale. Erwartet wurde nach Angaben des Herstellers ein Signal um die 72 kDa, jedoch 
gab es auch Banden von höherer Größe. Es wurden SDS-Gele mit Comassie Brilliantblau 
gefärbt, Banden in der erwarteten Höhe ausgeschnitten und zum Sequenzieren verschickt 
(siehe 2.4.8 und 2.4.9.). Kollagen VIII wurde nicht gefunden.  
Da die Ergebnisse beim Hybridisieren der Western-Blots zu unterschiedlich ausfielen, wird 
hier auf eine Abbildung verzichtet.  
 
 
3.3.10 Immunfärbung mit ADAMTS-like 1  
 
ADAMTS-like 1 wurde mittels Gene Array in kaudalen Chondrozyten als achtfach 
hochreguliert gefunden (siehe Tabelle 3.4). Der Northern Blot bestätigte die stärkere 
Expression in kaudalen Chondrozyten (siehe Abbildung 3.11) und die semiquantitative One 
Step-PCR zeigte ebenfalls in kaudalen Zellen eine geringere Expression von ADAMTS-like 1 
in der fortgeschrittenen Differenzierung (siehe Abbildung 3.15). 
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Aus diesen Gründen lag der Wunsch eines Nachweises von ADAMTS-like 1 auf 
Proteinebene nahe. Dazu wurden Wachstumsfugen von Tibien von neugeborenen und 15,5 
Tage alten Mäusen mit einem monoklonalen Antikörper gegen menschliches ADAMTS-like 
1 (Acris, Littleton, CO, USA) gefärbt (siehe 2.5.3.2.) und Western-Blots mit gefälltem 
Medium der Hühnerchondrozyten angefertigt (siehe 2.4.2, 2.4.7 und 2.4.11). Auf den 
Western-Blots erkannte der Antikörper entweder nichts oder verschiedene Banden, wo keine 
der erwarteten Größe von 55 kDa entsprach.  
Die Färbung der Tibien wurde mit verschiedenen Verdünnungen des Antikörpers getestet. Es 
konnte kein Signal detektiert werden. Aus diesem Grund wird hier auch keine Abbildung 
gezeigt. 
 
 
3.3.11 Untersuchung der Carboanhydrase, die in kranialen Chondrozyten 
hochreguliert ist 
 
Die Carboanhydrase, ein Enzym, das die Reaktion von Kohlestoffdioxid und Wasser zu 
Kohlensäure katalysiert, wurde im Gene Array als in kranialen Zellen 40-fach hochreguliert 
gefunden (siehe Tabelle 3.5). Da Inhibitoren dieses Enzyms weitläufig bekannt und gut 
käuflich zu erwerben sind, etwa Acetazolamid (Becker, 1955), wurde ein einfacher Versuch 
durchgeführt: 
Kraniale Chondrozyten wurden in Agarose eingebettet und für 14 Tage kultiviert. Nach 
Stimulation mit IGF I oder Thyroxin hypertrophieren kraniale Zellen und exprimieren 
typische Differenzierungsmarker wie die alkalische Phosphatase und Kollagen X. Einigen 
Schalen mit Zellen wurde, ebenso regelmäßig wie IGF I bzw. Thyroxin, alle 2 bis 3 Tage, der 
Inhibitor Acetazolamid in verschiedenen Konzentrationen (5- 2500 µM) zugegeben.  
Nach 14 Tagen wurden die Zellen mit [C14]- Prolin stimuliert, am 15. Tag geerntete und es 
wurde eine Isolierung der Pepsin-resistenten Kollagene (siehe 2.4.4), eine SDS-PAGE (2.4.7) 
und eine Fluographie (2.4.10) vorgenommen.  
In Abbildung 3.43 ist das Flurogramm der SDS-Page zu sehen. Die kranialen Zellen, die nicht 
stimuliert worden sind, haben kein Kollagen X, sondern nur Kollagen II exprimiert (A). Es ist 
kein Unterschied zwischen der nicht mit Acetazolamid behandelten Zellen und den mit 
Acetazolamid in verschiedenen Konzentrationen behandelten Zellen zu erkennen. Die mit 
IGF-I und Thyroxin stimulierte Zellen produzierten alle Kollagen X (B) und kein Kollagen II 
mehr, mit Ausnahme der Zellen, die mit IGF-I stimuliert und mit 50 bzw. 500 µM 
Acetazolamid behandelt worden waren (B, 2 und 3). In diesen Proben wurde noch eine kleine 
Menge an Kollagen II exprimiert, was ein Hinweis auf verlangsamte Differenzierung durch 
Inhibierung der Carboanhydrase ist. Da die Quantität an verabreichtem Inhibitor allerdings 
bereits ziemlich groß war, wurde hier nicht weiter experimentiert.  
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Abbildung 3.43: Flurogramm einer SDS-PAGE zur Bestimmung der Kollagen II und X 
Expression in kranialen Chondrozyten mit (B) und ohne (A) Stimulierung durch IGF-I bzw. 
Thyroxin.      : nicht gehemmt mit Acetazolamid, 1:5 µM Acetazolamid, 2: 50 µM Acetazolamid, 3: 
500 µM Acetazolamid. In Reihe 2 und 3 der mit IGF I und mit 50 µM und 500 µM Acetazolamid 
behandelten Proben, sind noch schwache Kollagen II �1-Banden zu erkenne, was auf eine leicht 
verzögerte Hypertrophierung der Zellen hinweist.  
 
 

3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden mittels einer suppressiven, subtraktiven cDNA-Bank und 
eines Micro Arrays Gene identifiziert, die in Chondrozyten, isoliert aus dem kaudalen und 
kranialen Teil eines embryonalen Hühnersternums, differentiell exprimiert werden.  
Vergleiche der cDNA-Bank mit den Ergebnissen der Gene Arrays haben gezeigt, dass die 
reverse Reaktion mit RNA aus kranialen Zellen als „tester“ und RNA aus kaudalen Zellen als 
„driver“ große Übereinstimmungen mit den Daten des Gene Arrays zur Expression 
verschiedener Gene in kranialen Zellen hatte. Die forward Reaktion mit RNA aus kaudalen 
Zellen als „tester“ und RNA aus kranialen Zellen als „driver“ hingegen zeigte weniger 
Übereinstimmung mit den Daten des Gene Arrays zur Expression verschiedener Gene in 
kaudalen Zellen. Für Ferritin wurde per Northern Blot nachgewiesen, dass es in kranialen und 
nicht, wie mit der SSH identifiziert, in kaudalen Zellen stärker exprimiert wird. 
Für die mRNA der �1-Kette von Kollagen VIII allerdings zeigten sowohl die Ergebnisse aus 
der SSH als auch die Auswertungen der Gene Arrays, dass sie in kaudalen Chondrozyten 
stärker exprimiert wird.  
Diese Ergebnisse konnten durch Northern Blots und One Step-RT-PCRs bestätigt werden. 
Auch die mRNA der �2-Kette von Kollagen VIII ist in kaudalen Chondrozyten stärker 
exprimiert und wird, wie �1 während der späten Differenzierung in vitro in kaudalen 
Chondrozyten herunterreguliert. Gleichermaßen wie die Expression der �1(VIII)-mRNA 
abnimmt, steigt die Expression der mRNA der �1-Kette von Kollagen X, einem 
Hypertrophiemarker, in der späten Differenzierung.  
Im nächsten Schritt wurde die Expression der �1(VIII)-mRNA in kaudalen Chondrozyten 
während der späten Differenzierung in vitro mit Hilfe von zwei siRNA-Sequenzen 
unterdrückt. Der Effekt des Silencing hielt mindestens für fünf Tage nach der Transfektion an 
und hatte seinen Höhenpunkt etwa drei Tage nach der Transfektion. Die Expression der 
�2(VIII)-mRNA wurde durch das Experiment nicht beeinflußt.  
Ein Effekt des Silencing der �1(VIII)-mRNA zeigte sich in der größeren Synthese von 
Kollagen X und gesteigerter Aktivität der alkalischen Phosphatase am 11. Tag der 
Kultivierung der kaudalen Chondrozyten. Im Vergleich zu den Kontrollen war die alkalische 
Phosphatase um den Faktor 3,6 aktiver und das Verhältnis von Kollagen X zu Kollagen II war 
um den Faktor 75 höher. (Der Faktor wurde aus den Mittelwerten der gesilencten Probe und 
der scrambled Kontrolle dreier unabhängiger Experimente berechnet.). Das Silencing der 
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�1(VIII)-mRNA führte also zu einer deutlichen Beschleunigung der späten 
Chondrozytendifferenzierung.  
Der Versuch des Silencing der �2-mRNA von Kollagen VIII blieb erfolglos.  
Die Col8a1

--
/Col8a2

---Maus hat eine Veränderung der Descemet-Membran im Auge (Hopfer 
et al., 2005) und wurde uns von Dr. Ulrike Hopfer für die nähere Untersuchung der 
Wachstumsfugen der Tibien zur Verfügung gestellt.  
Die Auswertung einer Alzian-Blau/Sirius-Rot und einer immunhistologischen Färbung mit 
einem monoklonalen Antikörper gegen Kollagen X zeigten keinen Unterschied bezüglich der 
Zellzahl oder der Größe der einzelnen Zonen zwischen der Wildtyp- und der Knockout-Maus. 
Die Färbung gegen Kollagen X ist sowohl in der Wildtyp- als auch in der Knockout-Maus auf 
die hypertrophe Zone beschränkt. 
Die Überexpression der �1-Kette von Kollagen VIII mit Hilfe eines pCMV4-Plasmids in 
kranialen Hühner-Chondrozyten konnte mittels einer One Step-RT-PCR und einer 
Fluoreszenzfärbung der Zellen nachgewiesen werden, doch der Effekt konnte aufgrund der 
niedrigen Überlebensrate der Zellen nicht untersucht werden.  
Für die Generierung einer transgenen Maus, die die �1(VIII)-Kette unter der Regulierung des 
Kollagen II-Promotors im Knorpel überexprimiert, wurde der ORF, mit und ohne Myc-Tag, 
in ein pBluesript-Plasmid mit der Promotor-Region aus Kollagen II (Kollagen II Kassette) 
integriert. Die Herstellung der transgenen Mäuse übernimmt die Gruppe von Attila Aszodi 
(Fraunhofer-Institut, Martinsried).  
Den Nachweis von Kollagen VIII auf Proteinebene war bis jetzt nicht möglich. Mittels 
Western Blot und Immunfärbung von Wachstumsfugen von Maustibien wurde versucht, ein 
Signal für Kollagen VIII zu erhalten, aber dies gelang bis jetzt nicht.  
ADAMTS-like 1 und Ferritin wurden ebenfalls als in kaudalen Zellen stärker exprimiert 
gefunden. 
Die Northern Blot-Analyse zu ADAMTS-like 1 bestätigte dieses Ergebnis. Während der 
Spätdifferenzierung von kaudalen Chondrozyten in vitro wurde ADAMTS-like 1 weniger 
exprimiert. Die weitere Analyse von ADAMTS-like 1 auf Ebene der Proteine war nicht 
möglich, da nur unspezifische Signale auf dem Western-Blot detektiert wurden und die 
immunhistologische Färbung der Wachstumsfuge von Mäusetibien kein Ergebnis brachte. 
Bei Ferritin konnte eine stärkere Expression in kaudalen Zellen durch Northern Blots nicht 
bestätigt werden. So wurde Ferritin als ein falsch positiver Klon der SSH gewertet.  
Das Enzym Carboanhydrase wurde in dem Gene Array als stärker exprimiert in kranialen 
Chondrozyten identifiziert. Da es 40-fach stärker exprimiert wurde, wurde in vitro mit einem 
einfachen Test überprüft, ob es für die Chondrozyten bei der späten Differenzierung wichtig 
ist. Azetazolamid ist ein Hemmer der Caroanhydrase und wurde in verschiedenen Mengen zu 
kranialen Zellen in Agarosekultur gegeben. Der Effekt auf die Differenzierung war minimal. 
Nur bei Zugabe einer recht großen Menge von Azetazolamid und Stimulierung durch IGF-I 
wurde die Differenzierung leicht verzögert. 
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4. Diskussion 
 
 
Das embryonale Hühnersternum am 17. Tag der Bebrütung eignet sich sehr gut als Model zur 
Untersuchung der enchondralen Ossifikation.  
Die Chondrozyten in verschiedenen Bereichen des Sternums besitzen in dieser Entwicklungs-
stufe eine unterschiedliche Ansprechbarkeit auf Differenzierungssignale (Castagnola et al., 
1986, LuValle et al., 1992). Während die kranialen Zellen nach ihrer Isolierung aus dem Ster-
num in Kultur leicht zur Hypertrophierung angeregt werden können, bleiben die kaudalen 
Zellen in der ruhenden und proliferativen Phase. In Co-Kultur mit kranialen Zellen sind sie 
sogar in der Lage, ihre und die Hypertrophie der kranialen Zellen zu unterdrücken (Böhme et 
al., 1995). Um die dafür verantwortlichen Faktoren zu identifizieren, wurden mit RNA aus 
den kaudalen und kranialen Zellen eine suppressive, subtraktive Hybridisierung (SSH) (Clon-
tech-Bioscience, USA) durchgeführt und ein Chicken-Gene Array (Affymetrix, USA) hybri-
disiert.  
Diese beiden Methoden und ihre Effizienz sollen zunächst miteinander verglichen werden.  
 
 

4.1 Methoden für die Identifikation differentiell exprimierter Gene 
 
4.1.1 Suppressive subtraktive Hybridisierung und Gene Array im Vergleich 
 
Cao et al. (2004) haben die beiden Methoden SSH (Clonetech) und Gene Array (Affymetrix) 
experimentell gegenübergestellt, wie es auch in der vorliegenden Arbeit geschehen ist. Aus 
diesem Grund eignet sich die Veröffentlichung gut, die beiden Methoden zu diskutieren. Cao 
et al. wollten die Expressionsmuster in vitro von menschlichen dendritischen Zellen während 
der Entwicklung vergleichen. Bei der SSH wurden 10.000 Klone untersucht und 2.000 
Transkripte erfolgreich sequenziert. In dem Gene Array wurden davon 73 % (1409 Transkrip-
te) durch eine Sonde repräsentiert, von denen 571 Transkripte mit „abwesend“ bewertet wur-
den; es konnte also kein Signal detektiert werden. Unter diese Zahl fielen sowohl Transkripte, 
die stark vertreten waren, als auch solche, die nur in sehr geringer Menge exprimiert wurden. 
Ein Drittel der 1409 Transkripte wurden auch in dem Gene Array als hochreguliert gefunden. 
Die übrigen zwei Drittel waren im Ergebnis des Gene Arrays entweder gleich oder herunter-
reguliert.  
Es gab fälschlicherweise als "differenziell reguliert" identifizierte Transkripte, sowohl in der 
SSH als auch im Gene Array. Es war also bei beiden Methoden eine weitere Analyse der ge-
fundenen Transkripte per Real-Time-PCR, Northern Blot oder Western Blot notwendig (Cao 
et al., 2004). In dieser Arbeit wurden ebenfalls Northern Blot-Analysen zur Bestätigung der 
Ergebnisse aus SSH und Gene Array durchgeführt. Ein in der SSH auffälliger Klon wurde als 
falsch positiv identifiziert.  
Zu der Bewertung der beiden unterschiedlichen Methoden sagten die Autoren, dass die Hälfte 
der mit der SSH identifizierten Transkripte mit dem Gene Array nicht gefunden worden wä-
ren. Sie begründen dies mit einer schlechten Effizienz der in vitro Transkription.  
In der vorliegenden Arbeit wurden durch das nach der Herstellung der cDNA-Bank durchge-
führte Screening sieben Klone in kaudalen Zellen als stärker exprimiert identifiziert, von de-
nen einer dreimal identifiziert wurde (Matrix Gla Protein). Sieben Klone wurden als "kranial 
verstärkt exprimiert" identifiziert (siehe Tabellen 3.2 und 3.3 der Ergebnisse). Um weitere 
Gene zu finden, hätten weitere Screenings durchgeführt werden können. Von den kaudal 
möglicherweise stärker exprimierten Genen wurden der Est7m5 (mittlerweile als Teil der 
�1(VIII)-mRNA von Kollagen VIII identifiziert, siehe Anhang), und die Ferritin-H-Kette per 
Northern Blots untersucht. Der Est7m5 wurde als 3,5 mal stärker kaudal exprimiert bestätigt, 
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was die These von Diatchenko et al. (1996) bestätigt, dass auch schwach differentiell expri-
mierte Gene gefunden werden können. Die Northern Blots mit einer Sonde gegen Ferritin 
zeigten, dass Ferritin in kranialen Zellen etwa zweimal stärker als in kaudalen exprimiert 
wird. Das Ergebnis zeigt, dass die Kontrolle der identifizierten Gene mittels Northern Blot 
oder ähnlichen Methoden notwendig ist (Cao et al., 2004). 
Es wurde im Gene Array für fünf Klone, die mittels der SSH als in kaudalen Zellen hochregu-
liert gefunden worden sind, kein Ergebnis gefunden. Für zwei der fünf Klone existierten auf 
den Arrays keine Sonden, für die anderen drei, welche alle das Matrix Gla Protein kodierten, 
gab es eine Sonde, aber es war nicht gelungen, die Hybridisierung quantitativ zu bestimmen. 
Für die in kranialen Zellen als hochreguliert gefundenen Sequenzen existierten für alle Sieben 
Sonden. Zwei konnten allerdings nicht ausgewertet werden. Natürlich wurden auch umge-
kehrt sehr viele Gene durch den Gene Array identifiziert, die mit der SSH, zumindest durch 
die Auswertung der ersten Dot Blots, nicht gefunden worden sind (vergleiche Tabelle 3.2-3.5 
des Ergebnisteils). 
Einen Vorteil des Gene Arrays sehen Cao et al. (2004) in der Möglichkeit, sehr viele Gene 
simultan betrachten zu können, während der Aufwand bei dem Screening der SSH-
Transkripte sehr groß ist. Ihre Empfehlung ist, bei einer großen Anzahl an Proben, vor allem 
bei homogenen Zellpopulationen den Gene Array für die Analyse zu nehmen. Für Gewebe, 
aus dem es schwierig ist, RNA zu isolieren, oder von dem nur sehr wenig zur Verfügung 
steht, raten sie zu der SSH. Weder mit dem Gene Array noch mit der SSH ist es möglich, 
wirklich alle differentiell exprimierten Gene zu detektieren.  
Die Auswertung der Gene Arrays, die innerhalb dieser Arbeit angefertigt wurden, identifizier-
te 22 Gene in kaudalen Zellen als signifikant hochreguliert und 28 Gene in kranial Zellen als 
signifikant hochreguliert (siehe Tabellen 3.4 und 3.5 der Ergebnisse). Wie bereits im Ergeb-
nisteil berichtet, wurden jeweils drei Chicken Gene Arrays (Affymetrix, USA) mit cRNA aus 
kaudalen und kranialen Zellen hybridisiert. Der Chicken Gene Array beinhaltet 32.773 
Transkripte aus dem Huhn, die als Sonden für eine Hybridisierung an der Oberfläche des Ar-
rays haften. 
Für die Auswertung wurden immer die Signale jedes der drei Arrays herangezogen, so dass 
Daten zu Sonden, die nur in zwei Arrays auswertbar waren, nicht berücksichtigt wurden. Es 
wurden aber die Intensitäten aller auswertbarer Signale in einer Exel-Tabelle zusammengefaßt 
(hier nicht dargestellt), so dass weitere, mögliche Kandidatengene zu einem späteren Zeit-
punkt untersucht werden können.  
Eines der Gene, das nach den Ergebnissen des Gene Array in kaudalen Zellen hochreguliert 
ist, ist der Est-Klon 7m5, welcher bereits in der SSH identifiziert wurde und dessen stärkere 
Expression durch Northern Blots bestätigt wurde. Eine weitere hochregulierte mRNA war die 
von ADAMTS-like 1, die um das achtfache stärker exprimiert wurde als in kranialen Zellen. 
Per Northern Blots wurde eine mehr als fünffach höhere Expression bestätigt (Vergleiche 
Abbildung 3.11). Auffällig war, dass in kranialen Zellen eine Carboanhydrase um 40-fach 
stärker exprimiert wurde. Des weiteren wurden Wachstumsfaktoren, Fibronektin, Laminin 
und viele Est-Klone als in kaudalen und kranialen Zellen differentiell exprimiert identifiziert.  
Die Ergebnisse aus dem Gene Array können als recht verlässlich eingestuft werden, da die 
erhöhte Expression in einem Zelltyp wie bereits angesprochen in drei verschiedenen Arrays 
vorhanden sein muß, die mit RNA aus den kaudalen bzw. kranialen Bereichen der Sterna, die 
aus drei verschiedenen Eierpopulationen stammten, hybridisiert worden sind 
 
Als Schlussfolgerung aus den vorgestellten Ergebnissen der SSH und der Gene Arrays läßt 
sich sagen, dass mittels des Gene Array mit weniger Aufwand eine viel größere Zahl von po-
tentiell hochregulierten Genen gefunden werden konnte als in der SSH. Außerdem ist der 
Aufwand für das Screening nach der Herstellung der SSH und die Sequenzierungen der ein-
zelnen Klone viel größer.  



Diskussion 119 

In unserem Fall war das Ergebnis der SSH mit der RNA aus kaudalen Zellen als „tester“ nicht 
verlässlich: Es funktionierten zwar alle positiven Kontrollen, die vom Hersteller (Clontech, 
Bioscience, USA) empfohlen wurden, jedoch wurde, die Ferritin-H-Kette als falsch positiver 
Klon identifiziert. Ferner wichen einige Ergebnisse zur Expression anderer Gene von den Er-
gebnissen des Gene Arrays ab (vergleiche 3.2), während für die in der SSH in kranialen hoch 
regulierten Gene (RNA aus kranialen Zellen als „tester“) die Ergebnisse des Gene Array und 
der SSH übereinstimmten.  
Die Ergebnisse legen nahe, in Zukunft mit Gene Arrays zu arbeiten, da schneller, mehr und 
zuverlässige Ergebnisse zur Verfügung stehen. Das ist vor allem zutreffend, wenn eine große 
Menge an Transkripten untersucht werden soll und stimmt mit der Schlussfolgerung von Cao 
et al. (2004) überein.  
 
 

4.2 Analyse einiger differentiell exprimierter Transkripte 
 
Zunächst wurde mit verschiedenen, identifizierten Sequenzen fortgefahren:  
Besonders detailliert untersucht wurde der zur mRNA von �1(VIII) gehörende Est-Klon 7m5, 
da weder das regionale Vorkommen noch die Rolle von Kollagen VIII im Knorpel genau be-
kannt sind. Außerdem wurde der Klon sowohl mittels der SSH als auch mit dem Gene Array 
identifiziert (Tabelle 3.2 und 3.4). Auf Kollagen VIII wird unter 4.3 und 4.4 noch näher ein-
gegangen. Per Northern Blot wurde eine stärkere Expression der �1(VIII)-mRNA in kaudalen 
Zellen um das 3,5-fache bestätigt (Abbildung 3.13). 
 
Des weiteren sollte ADAMTS-like 1 untersucht werden. In der Einleitung wurden die 
ADAMTS-Proteine bereits näher vorgestellt (1.4.1). Da die Substrate einiger ADAMTS-
Proteine Proteoglykane sind und einige ADAMTS-Proteine an die ECM binden können (Por-
ter et al., 2005), liegt der Gedanke nahe, dass sie während der enchondralen Ossifikation eine 
Rolle spielen. Für die ADAMTS-Proteine 4 und 5 konnte gezeigt werden, dass sie u.a. für den 
Abbau von ECM in degenerativen Gelenk-Krankheiten verantwortlich sind.  
Bei ADAMTS-1 ist die Thrombospondin-Typ-1-Domäne wichtig für die Bindung an die 
ECM (Kuno und Matsushima, 1998). Die ADAMTS-1 Knockout-Maus ist deutlich kleiner als 
die Wildtyp-Maus, hat aber normale Proportionen (Shindo et al., 2000). Im Alter von neun 
Monaten besitzt die Knockout-Maus nur etwa 70% des Gewichtes der Wildtyp-Maus. Es ist 
also durchaus wahrscheinlich, dass ADAMTS-1 eine Rolle beim Wachstum spielt.  
Die Funktion von ADAMTS-like 1 ist unbekannt (Hirohata et al., 2002). Ihm fehlt die kataly-
tische Domäne und die Disintegrin-like-Domäne der ADAMTS-Enzyme, aber die Ankerdo-
mäne ist vorhanden (Hirohata et al., 2002). Da ADAMTS die Ankerdomäne benötigt, um an 
ein Substrat zu binden und es dann zu schneiden, wäre es möglich, dass ADAMTS-like in 
Konkurrenz zu ADAMTS die Bindestellen besetzt und auf diese Weise das Substrat vor ei-
nem Verdau schützt.  
Die im Gene Array entdeckte und durch Northern Blots bestätigte, deutlich stärkere Expressi-
on von ADAMTS-like 1 in kaudalen Chondrozyten, in welchen die terminale Differenzierung 
verhindert wird, unterstützt diese These der Hemmung des Matrixabbaus. Während der termi-
nalen Differenzierung wird die ADAMTS-like 1-Expression deutlich reduziert. Die Beobach-
tungen von ADAMTS-like 1 per semiquantitativer One Step-PCR über 10 Tage in vitro zei-
gen auch in dieser Arbeit, dass die Expression während der Differenzierung von kaudalen 
Chondrozyten abnimmt (Abbildung 3.15). Vorausgesetzt die These ist richtig, könnten die 
ADAMTS-Proteine, z.B. ADAMTS 1, 4 und 5, mit Abnahme der Menge an ADAMTS-like 
1-Proteine an die Substrate binden und damit beginnen, sie zu verdauen. Die ECM würde 
abgebaut und die Vaskularisierung und Mineralisierung des Gewebes könnte stattfinden.  
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Eine andere Idee ist, dass ADAMTS-like die Expression von ADAMTS hochreguliert. Theo-
retisch wäre es möglich, dass ADAMTS-like die späte Differenzierung „einläutet“ und die 
ADAMTS-Expression startet, aber da ADAMTS-like vor allem in kaudalen Zellen exprimiert 
wird, wo die Hypertophierung unterdrückt wird, ist diese Möglichkeit unwahrscheinlich. Die 
Inhibierung der ADAMTS-Expression durch ADAMTS-like ist naheliegender. 
 
Carboanhydrasen katalysieren die Reaktion von Kohlendioxid und Wasser zu Hydrogencar-
bonat. Die Carboanhydrase II (NCBI: NM_205317) wurde in dem Chicken Gene Array als 
fast 40 mal stärker exprimiert in kranialen Zellen gefunden (Tabelle 3.5). Störungen in der 
Aktivität von Carboanhydrasen führen zum Beispiel im Knochen zu Osteopetrose, in der Nie-
re zu nephrogener Azidose und im Gehirn zu cerebraler Kalzifizierung (Sly et al., 1983, Sly 
und Hu, 1995). Der Osteoklast bindet an die Knochen-Oberfläche und formt eine Membran 
mit H+-ATPase-Komplexen und Cl--Kanälen. So werden H+-Ionen und Cl--Ionen in den Zwi-
schenraum der Zelle und der Knochenoberfläche abgegeben und der pH-Wert sinkt. Im nun 
sauren Milieu werden Enzyme wie Cathepsin K aktiviert, die dann die Knochenmatrix abbau-
en. Durch eine Störung der Carboanhydrase II werden keine H+ Ionen mehr geliefert und der 
Abbau kann nicht ablaufen.  
Auch in Matrixvesikeln kommt die Carboanhydrase vor. Matrixvesikel sind wichtig für die 
Mineralisierung des Knorpels während der enchondralen Ossifikation (Genge et al., 1989, 
Anderson, 1995).  
In einem kleinen Experiment der vorliegenden Arbeit wurde das Enzym mittels Acetazolamid 
bei Hühner-Chondrozyten in Zellkultur gehemmt (3.3.11). Die Auswirkungen der Hemmung 
wurden anhand der Kollagen X-Synthese in den mit Thyroxin bzw. IGF-I stimulierten Chon-
drozyten untersucht. Da die Auswirkungen auf die Differenzierung im Vergleich zu der star-
ken Expression der Carboanhydrase II in kranialen Zellen sehr gering bis unbedeutend war 
(Abbildung 3.43), wurde auf die Durchführung weiterer Versuche zu diesem Enzym verzich-
tet.  
 
 

4.3 Untersuchungen zu den �1- und �2-Ketten von Kollagen VIII  
 

Bei der Suche nach differentiell exprimierten Genen in kaudalen und kranialen Chondrozyten 
wurde sowohl in der SSH als auch im Gene Array der Est7m5 als in kaudalen Zellen hochre-
guliert identifiziert. Die Sequenz flankierte den ORF von Col8a1 auf der 3`-Seite. Seit dem 
16. November 2006, als wir also bereits mit dem Est arbeiteten, wird die Sequenz von Est7m5 
der Kollagen �1(VIII)-mRNA zugesprochen (NCBI-Datenbank).  
Kollagen VIII wird von verschiedenen Zelltypen exprimiert, z.B. von mesangialen Zellen 
(Greenhill et al., 2000), von glatten Muskelzellen (Hou et al., 2000, MacBeath et al., 1996) 
und von Makrophagen (Weitkamp et al., 1999) und es kommt in unterschiedlichen Geweben 
vor, z.B. in fötalem, bovinen Ohr- und Epiphysenknorpel (Kapoor et al., 1988) und in der 
Nabelschnur (Sawada et al., 1990). Seine Funktionen sind aber noch nicht vollständig geklärt.  
Kollagen VIII wirft viele Fragen auf, von denen einige, besonders die nach seiner Rolle in der 
späten Chondrozytendifferenzierung während der enchondralen Ossifikation hier bearbeitet 
werden sollte. 
 
 
4.3.1 Expression während der Differenzierung in vitro 
 
Nach der Bestätigung der stärkeren Expression der �1(VIII)-mRNA und �2(VIII)-mRNA 
durch Northern Blots wurde die Expression von deren Genen, Col8a1 und Col8a2, während 
der in vitro Differenzierung von Chondrozyten des kaudalen und kranialen Teiles des em-
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bryonalen Sternums untersucht (Abbildung 3.14, 3.16, 3.17). Die Expression beider Kollagen 
VIII-Gene nahm während der terminalen Differenzierung ab, während die Produktion der 
�1(X)-mRNA zunahm.  
Die Ketten von Kollagen X und VIII sind sehr homolog (Prockop und Kivirikko, 1995, Shutt-
leworth et al., 1997) und beide Kollagene bilden Netzwerke (Birk und Bruckner, 2005). Aus 
diesen Gründen ist es sehr interessant, dass die Expression von Kollagen X anscheinend die 
Expression von Kollagen VIII ablöst. Es stellt sich die Frage, ob Kollagen VIII in der frühen 
Phase der terminalen Chondrozyten-Differenzierung eine strukturelle Rolle spielt, wie etwa in 
der Descemet-Membran des Auges, durch die das Endothelium der Cornea vom Stroma ge-
trennt wird (Sawada et al., 1990, Shuttleworth et al., 1997). Vielleicht könnte nach erfolgter 
Differenzierung Kollagen X die Funktion, die Kollagens VIII bei wenig differenzierten Zellen 
haben könnte, übernehmen, indem es ein alternatives Netzwerk für hypertrophe Chondrozyten 
bildet. Eine andere Möglichkeit wäre, dass Kollagen VIII eine negativ regulierende Rolle in 
der Differenzierung hat und deshalb seine Expression während der terminalen Differenzie-
rung langsam herunterreguliert werden muß. Die Expression von Kollagen VIII wird durch 
TGF-� und FGF in vitro leicht erhöht (Sibinga et al., 1997). Die beiden Proteine sind sehr 
wichtig für die Regulierung der terminalen Differenzierung. TGF-� ist ein negativer Regula-
tor und unterdrückt die späte Differenzierung der Chondrozyten (Tschan et al., 1993), (siehe 
4.4.2.3 Lösliche Faktoren). Die Steigerung der Expression von Kollagen VIII, induziert durch 
TGF-�, könnte also ein notwendiger Schritt zur Hemmung der terminalen Differenzierung 
sein. Beim Wegfall von TGF-�, wäre es möglich, dass auch die Kollagen VIII-Expression als 
eine Schranke der terminalen Differenzierung abnimmt. Diese These ließe sich vielleicht mit 
einem Silencing-Experiment von TGF-� und einer sich anschließenden Analyse der Kollagen 
VIII-Expression prüfen. 
 
 
4.3.2 Silencing von Kollagen VIII in vitro 
 
Die Expression der �1(VIII)- und �2(VIII)-mRNA nahm während der Differenzierung der 
kaudalen Chondrozyten in Kultur sehr allmählich ab (Abbildung 3.16, 3.17). Um zu testen, ob 
Kollagen �1(VIII) einen direkten Einfluß auf die späte Differenzierung nimmt, wurde seine 
Expression in einem Silencing-Experiment mit Hilfe von siRNA temporär direkt zu Beginn 
der Kultivierung der Condrozyten unterdrückt. Der Erfolg des Silencing wurde drei und fünf 
Tage nach der Transfektion durch eine semiquantitative One Step-PCR nachgewiesen (Abbil-
dung 3.18 und 3.19). Der Verlauf der Differenzierung wurde anhand der Differenzierungs-
marker alkalische Phosphatase und Kollagen X analysiert (2.4.1, 2.4.4, 2.4.7, 2.4.10). In den 
Proben, in welchen die �1(VIII)-mRNA herunterreguliert wurde, wurden diese beiden Marker 
bereits früher exprimiert als in den Kontrollen (Abbildung 3.20, 3.21 und 3.22). Dieses Er-
gebnis beweist eine starke Beschleunigung der Differenzierung durch das Silencing der 
�1(VIII)-mRNA.  
Die Zellen, die nicht stimuliert worden sind, also nicht zur Differenzierung angeregt wurden, 
synthetisierten nur Kollagen II. Es ist auch keine Dedifferenzierung der Zellen und keine Kol-
lagen I-Synthese zu erkennen. Hier zeigte die Regulierung von �1(VIII) keine Auswirkungen. 
�1(VIII) ist nicht allein in der Lage, kaudale Zellen von der weiteren Differenzierung abzu-
halten. 
Die Expression von Kollagen �2(VIII) wurde durch das Silencing von �1(VIII) nicht beein-
flusst (Abbildung 3.18). An diesem Punkt stellt sich die Frage, ob Kollagen VIII hier als Ho-
mo- oder Heterotrimer vorkommt. Es kann laut Literatur in beiden Formen auftreten (Shutt-
leworth et al., 1997, Greenhill et al. 2000, Illidge et al, 1998, Illidge et al, 2001, Stephan et al., 
2004) und in der Wachstumsfuge werden sowohl die mRNA von �1(VIII) als auch von 
�2(VIII) exprimiert (Kwan et al., 1997). Auf diesen Diskussionspunkt, ob Kollagen VIII im 
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Knorpel als Homo- oder Heterodimer auftritt, wird später noch einmal genauer eingegangen 
(4.4.1).  
Auch die Kollagen II-Expression wurde nicht direkt durch das Silencing gesenkt (Abbildung 
3.23), sondern erst durch die beschleunigte Differenzierung im späteren Verlauf der Differen-
zierung mit Steigerung der Kollagen X-Expression. 
Das Experiment zur Herunterregulierung der Expression von �2(VIII) in kaudalen Chondro-
zyten in vitro war nicht erfolgreich. Es wurden zwei verschiedene siRNA-Sequenz-Paare ge-
testet, aber die Expression der �2(VIII)-mRNA konnte nicht gesenkt werden (Abbildung 
3.24). Hierfür könnte es verschiedene Ursachen geben. Die Auswahl der siRNA Sequenzen 
erfolgt nach bestimmten Design-Algorithmen, so soll z.B. normalerweise der GC-Gehalt unter 
50% betragen. Schwarz et al. (2003) haben gezeigt, dass der Sense- und Antisensestrang mit 
unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit in den RISC-Komplex (RNA-induced silencing com-
plex) eingebaut werden. Bevorzugt wird der Strang mit einem niedrigen G/C-Gehalt am 5`-
Ende. Normalerweise haben die Designprogramme im Silencing eine Erfolgsrate von 50-60% 
(Echeverri et al., 2004). Bei einem fehlenden Effekt des Silencings wäre es möglich, dass 
Proteine, die an die mRNA binden, den Abbau verhindern. Eine Idee wäre auch, die mRNA-
Sequenz von �2(VIII) zu sequenzieren, um zu prüfen, ob sie vielleicht von der NCBI-Sequenz 
abweicht. Sogar geringe Sequenzunterschiede könnten die Effektivität der siRNA verringern 
oder ganz verhindern. Insgesamt wurden vier verschiedene Abschnitte für das Silencing von 
�2(VIII) getestet. Jetzt sollten weitere, andere Abschnitte der Sequenz als Ziel gewählt wer-
den. 
 
 
4.3.3 Die Kollagen VIII Knockout-Maus (Col8a1

--
/Col8a2

--) 
 
Nun ergab sich die Frage, ob die in vitro Beschleunigung der späten Differenzierung durch 
die �1-Kette von Kollagen VIII in vivo Auswirkungen zeigt. Die Gruppe um Hopfer (2005) 
hat eine Kollagen VIII Knockout-Maus (Col8a1

--
/Col8a2

--) generiert, bei der eine veränderte 
Segmentierung des vorderen Auges mit einer hervortretenden Augenkammer gefunden wur-
de. Mit Ausnahme dieser Veränderung wurde nichts Ungewöhnliches in den Knockout-
Mäusen entdeckt, allerdings hatten sich die Verfasser auch nicht tiefgehend mit dem Skelett 
der Knockout-Maus befaßt. Zur genaueren histologischen Analyse stellte uns Ulrike Hopfer 
(Basel) freundlicherweise Tibienköpfe von jeweils 5 Knockout-Mäusen und Wildtypen (Neu-
geboren und 15,5 Tage alt) und von jeweils 2 Mäusen (50 Tage alt) zur Verfügung, die wir in 
Paraffin eingebettet haben.  
Alzian-Blau und Sirius-Rot-Färbungen von Paraffin-Schnitten der Tibienköpfe zeigten keinen 
auffälligen Unterschied zwischen der Wildtyp- und der Knockout-Maus (3.3.5.1). In der 
Wachstumsfuge der Knockout-Maus war keine ausgeprägtere Hypertrophierung gegenüber 
der Wildtypmaus zu erkennen. Auch die Zellen wirkten von der Form und Größe her gleich. 
Es waren auch sonst keine Auffälligkeiten in der Wachstumsfuge der Knockout-Maus festzu-
stellen. 
Da während der Differenzierung von Hühnerchondrozyten in Kultur die Kollagen X-
Expression ansteigt, wenn die Expression von �1(VIII) nachläßt, wollten wir prüfen, ob viel-
leicht die Kollagen X-Expression in der Wachstumsfuge der Kollagen VIII Knockout-Maus 
(Col8a1

--
/a2

--) verändert ist. Es wurden immunhistologische und Immunfluoreszenz-
Färbungen mit einem monoklonalen Antikörper gegen Kollagen X durchgeführt (Abbildun-
gen 3.27, 3.28, 3.30 und 3.32). Es wurde die Größe der Kollagen X-positiven, hypertrophen 
Zone und die Zellzahl verglichen. Auch diesbezüglch konnte kein Unterschied zwischen 
Knockout und Wildtyp-Mäusen festgestellt werden (Abbildungen 3.29 und 3.31). Kollagen X 
scheint also nicht an Stelle des fehlenden Kollagens VIII in der Knockout Maus kompensato-
risch hochreguliert zu werden. Die Gruppe Kwan et al. (1997) führte in situ Hybridisierung 
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auf der Wachstumsfuge von Tibienschnitten von Mäusen mit Sonden gegen die �1- und �2-
mRNAs von Kollagen VIII durch und konnte ebenfalls keinen Unterschied der Kollagen VIII-
Expression zwischen der Kollagen X Knockout- und der Wildtyp-Maus feststellen. Allerdings 
fällt auf, wenn man die mikroskopischen Aufnahmen der genannten Quelle betrachtet, dass 
die Wachstumsfuge der Kollagen X Knockout-Maus mit der Sonde gegen die �1(VIII)-
mRNA insgesamt stärker gefärbt ist als die Zone des Wildtyps, besonders auch die hypertro-
phe Zone, die eine starke Kollagen X-Expression im Wildtypen auszeichnet (Alvarez, et al., 
2000). Die Expression der �2(VIII)-mRNA scheint auf den mikroskopischen Aufnahmen in 
Knockout und Wildtyp identisch zu sein. Es wäre sinnvoll, die in situ Hybridisierungen auf 
diese Fragestellung hin durchzuführen. Wenn sich der Eindruck bestätigen würde, dass die 
�1(VIII)-mRNA in der Wachtumszone der Tibia der Kollagen X Knockout-Maus stärker ex-
primiert wird als in der Wildtyp-Maus und das für die �2(VIII)-mRNA nicht der Fall wäre, 
könnte es wieder ein Hinweis dafür sein, dass die �1-Kette von Kollagen VIII, jedoch nicht 
die �2-Kette, in der späten Differenzierung eine Rolle spielt, vielleicht auch in Wechselwir-
kung mit Kollagen X.  
Trotzdem scheint das Fehlen von Kollagen VIII in vivo keine Auswirkung auf die Differen-
zierung der Wachstumsfuge zu haben, obgleich die Unterdrückung der �1(VIII)-mRNA in 

vitro zur beschleunigten Differenzierung führte. Ein Grund dafür könnte sein, dass die Ent-
wicklung der Wachstumsfuge der Tibia der Maus am Tag der Geburt, der hier untersucht 
wurde, bereits zu weit fortgeschritten ist (Aszodi, prsl. Kommentar). Es empfiehlt sich, Em-
bryonen im Alter von etwa 15 Tagen pC zu untersuchen, um die primäre Ossifikation zu be-
trachten und Mäuse am Tag 11-12 nach der Geburt, um die sekundäre Ossifikation zu über-
prüfen. Ein weiterer Grund für den fehlenden Phänotyp könnte sein, dass in situ ein anderes 
Protein die Funktion von Kollagen VIII kompensiert. Um das zu überprüfen, könnte man die 
Expression verschiedener Gene in der Kollagen VIII Knockout-Maus (Col8a1

--
/a2

--) mit der 
Expression in der Wildtypmaus vergleichen, etwa durch einen Gene Array. Interessant wären 
bei der Auswertung die Gene, deren Expression in der Knockout-Maus stärker ist. 
 
 
4.3.4 Überexpression der �1-Kette von Kollagen VIII in vitro und in vivo 
 
Da die Abwesenheit von Kollagen VIII in vivo keine sichtbare Auswirkungen auf die Diffe-
renzierung des Knorpelgewebes der Maus zeigte, Kollagen VIII aber in vitro die Differenzie-
rung von Chondrozyten bremste, sollte eine Überexpression der �1(VIII)-Kette mehr Auf-
schluß über die Funktion während der Differenzierung liefern. 
Kranialen Chondrozyten wurden, wie unter 3.3.6 dargestellt, mit dem ORF der �1(VIII)-
mRNA und einem Flag-Tag tragenden Plasmid transfiziert und es konnte zunächst eine stär-
kere Expression von �1(VIII) in den transfizierten Zellen per semiquantitativer PCR (Abbil-
dung 3.36 ) und über einen immunhistologischen Nachweis mit einem Antikörper gegen Flag 
(Abbildung 3.37) auch auf der Proteinebene nachgewiesen werden. Allerdings war die Sterb-
lichkeitsrate der Zellen sehr hoch und es war nicht möglich, die Auswirkungen der Überex-
pression auf die Differenzierung zu untersuchen. 
Die hohe Sterblichkeit der Zellen kann verschiedene Gründe haben, die auf jeden Fall in Ver-
bindung mit den Plasmiden gebracht werden müssen. Die Zellen der Kontrollen, die nicht 
transfiziert wurden, oder nur einen elektrischen Impuls bekamen, waren nicht von der hohen 
Sterblichkeit betroffen. Die Zellen allerdings, welche mit dem Plasmid mit dem ORF von 
�1(VIII) oder dem Kontrollplasmid transfiziert wurden, überlebten mehrheitlich nur einige 
Stunden bis Tage.  
Die Überexpression der �1(VIII)-Kette kann als Ursache ausgeschlossen werden, da, wie er-
wähnt, auch die Chondrozyten, die mit dem Plasmid ohne den ORF von Kollagen VIII trans-
fiziert worden waren, nicht so vital wie die nicht transfizierten Zellen waren. 
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Da das Experiment zur Überexpression wegen der hohen Zellsterblichkeit nicht zu Ende ge-
führt werden konnte, sollte ein Mausstamm generiert werden, in welchem knorpelspezifisch 
Kollagen VIII überexprimiert wird. Dazu wurde der ORF von Col8a1 der Maus hinter einen 
Kollagen II-Promotor kloniert (Kollagen II-Promotor-Konstrukt wurde freundlicherweise von 
Dr. Attila Aszodi (Martinsried) zur Verfügung gestellt) (Abbildungen 3.39 und 3.40), durch 
den die �1(VIII)-Kette in der Maus knorpelspezifisch exprimiert werden kann (Sakai et 
al.,2001, Schmitz et al., 2008). Die Erstellung des entsprechenden Mausstamms durch Oozy-
teninjektion übernimmt freundlicherweise Dr. Attila Aszodi, während dessen Charakterisie-
rung in unserem Arbeitskreis durchgeführt werden soll. Das 3`Ende des ORFs wurde mit ei-
nem Myc-Tag versehen, damit später das transgen exprimierte Protein in der Maus nachge-
wiesen werden kann. Der direkte Nachweis der Kollagen VIII-Ketten mit Hilfe kommerzieller 
und als Ketten-spezifisch bezeichneter Antikörper erwies sich bis dato mangels Spezifität als 
undurchführbar (siehe 3.3.8, 3.3.9).  
 
 
4.3.5 Kollagen VIII Proteinexpression 
 
4.3.5.1 Immunfärbung 

 
Für die proteinbiochemischen Analysen der Kollagen VIII-Expression standen zwei Antikör-
per zu Verfügung: Ein polyklonaler Antikörper aus Kaninchen gegen Maus-Kollagen VIII 
(Gentaur, Belgien) und ein polyklonaler aus Kaninchen gegen die �1(VIII)-Kette aus Maus 
(Abcam, Großbritannien). Mit ersterem wurden Paraffin- und Kryostat-Schnitte von Mäuseti-
bien immunhistochemisch gefärbt (Abbildungen 3.41 und 3.42). Es konnte eine intrazelluläre 
Färbung der prähypertrophen Zone sowohl in der Wildtyp als auch in der Knockout-Maus 
beobachtet werden. Bei den Kryostatschnitten war keine Färbung zu erkennen, nur in den 
Arterienwänden der Nierenschnitte, die als Positivkontrolle dienten (Gerth et al., 2007). 
Der Antikörper von Gentaur scheint sich somit nicht für Paraffinschnitte zu eignen. Hier bin-
det er unspezifisch. Auf Kryostatschnitten der Tibia gab es vielleicht kein Signal, weil Kolla-
gen VIII in der Wachstumsfuge in zu geringen Mengen exprimiert wird. Es zeigt sich ein 
deutlicher Unterschied beim Vergleich der Expression von Kollagen VIII in kranialen Zellen 
zu Beginn der Differenzierung in vitro und der Expression von Kollagen X in den hypertro-
phen Zellen (Abbildung 3.14). Per Reverser Transkriptions-PCR erhält man bei Kollagen X 
nach deutlich weniger Zyklen ein Produkt. Das Ergebnis für kaudale Zellen ist analog. Kolla-
gen VIII ist auch kein typisches Protein des Knorpels (Kwan et al., 1997) wie etwa die Kolla-
gene II, XI, IX und X (Cheah et al., 1991, 1995). Die immunhistochemische Färbung der Ti-
bia einer Maus mit einem Antikörper gegen Kollagen II zeigt auch eine sehr deutliche Fär-
bung der Wachstumsfuge (Abbildung 3.33).  
Der Antikörper gegen Kollagen VIII von Abcam (Groß-Britannien) zeigte weder auf den 
Kryostat- noch auf den Paraffinschnitten eine Färbung. 
 
 
4.3.5.2 Western-Blot 

 
Um zu testen, ob die Zellen nicht nur die mRNA von Kollagen VIII exprimieren, sondern ob 
auch das Protein synthetisiert wird, wäre es wünschenswert gewesen, einen proteinbiochemi-
schen Nachweis per Western Blot zu erbringen. Unter 3.3.9 wird erklärt, dass für die We-
stern-Blots Proteine aufgereinigt aus Medium von der Zellkultur der Hühner-Chondrozyten 
und Mäuse-Chondrozyten sowie boviner Cornea und Cornea vom Huhn als Proben auf die 
SDS-Gele aufgetragen wurden.  
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Mit dem Antikörper von Gentaur (Belgien) konnte kein Signal detektiert werden. Für den 
Antikörper von Abcam (Groß-Britannien) wurden unspezifische Signale von verschiedener 
Größe detektiert. Trotzdem wurden immunopositive Banden ausgeschnitten und mittels 
Massen-Spektrometrie sequenziert. Keine dieser Banden konnte dem Kollagen VIII Protein 
zugeordnet werden.  
Vermutlich scheitert auch hier der Nachweis von Kollagen VIII auf Proteinebene an der ge-
ringen Menge des Proteins. Außerdem ist auch noch fraglich, ob der Antikörper auch Proteine 
aus Huhn erkennen kann. Zusätzlich befanden sich auf der Höhe zwischen 70 und 75 kDa 
verschiedene Banden, die vermutlich Proteinen entsprechen, die in größerer Quantität vor-
handen sind und Kollagen VIII überlagert haben könnten.  
So fehlt der biochemische Nachweis für das Kollagen VIII-Protein im Medium der Chondro-
zyten und in den Zellen. Um dieses Problem zu umgehen, wurde, wie bereits erwähnt, für die 
Transfektion der Maus ein Myc-Tag an die �1(VIII)-cDNA synthetisiert, damit die Expressi-
on der �1(VIII)-Kette mit einem Antikörper gegen den Tag nachgewiesen werden kann.  
 
 

4.4 Rolle von Kollagen VIII während der Differenzierung 
 
Das Ergebnis, dass �1(VIII) Kollagen die Geschwindigkeit der späten Differenzierung der 
Chondrozyten negativ beeinflußt, also bremst, wirft neue Fragen auf.  
 
 
4.4.1 Homo- oder Heterotrimer? 
 
Die Expression der �2(VIII)-mRNA wurde nach dem Silencing der �1(VIII)-mRNA nicht 
verändert. Ferner war das alleinige Silencing der �1(VIII)-mRNA ausreichend, um die Diffe-
renzierung zu beschleunigen (3.3.3.1). Leider konnte nicht gezeigt werden, ob die Herunter-
regulierung von �2(VIII) einen ähnlichen Effekt hat, da die ausgewählten siRNA-Sequenzen 
mittels Transfektion der Chondrozyten nicht zu einem Silencing-Effekt führten. Zudem ist der 
quantitative Unterschied der Expression in kaudalen und kranialen Chondrozyten bei der �2-
mRNA geringer als bei der �1-mRNA (Abbildung 3.13).  
In der Literatur wird von der Möglichkeit zur Homo- und Heterotimer-Bildung berichtet. So 
faßte Shuttleworth (1997) einige ältere Veröffentlichungen zusammen, nach denen Kollagen 
VIII in vivo aus Heterodimeren besteht, die aus zwei �1-Ketten und einer �2-Kette bestehen. 
Auch in vitro bildet es Heterodimere (Illidge et al., 2001). Es kann aber auch aus Homodime-
ren bestehen, in vitro (Rosenblum, 1996, Illidge et al., 1998, Stephan et al., 2004) und in vivo 
(Greenhill et al., 2000). Allerdings ist zwar das Vorkommen von Kollagen VIII in Knorpel, 
aber nicht die Form dieses Vorkommens beschrieben (Kapoor et al., 1988).  
In der Descemet-Membran des Auges und in mesangialen Zellen scheint Kollagen VIII je-
weils als Homotrimer vorzukommen, und in peritonealen Fibroblasten wurde nur die mRNA 
von �1(VIII) gefunden (Greenhill et al., 2000). In einer neuen Veröffentlichung von 2008 
(Gansner und Gitlin) wird berichtet, dass die �1(VIII)-Kette eine wichtige Rolle bei der Ent-
wicklung des Notochords im Zebrafisch spielt. Die Substitution einer Aminosäure im Col8a1-
Gen führt durch unzureichende Anlagerung von �1(VIII) an das Notochord und somit zur 
Störung des Aufbaus des Notochords. Außerdem haben sie durch in situ Hybridisierung fest-
gestellt, dass während der Entwicklung des Zebrafischs die �1(VIII)-mRNA nicht im Auge 
exprimiert wird, obwohl Kollagen VIII eine Hauptkomponente der Descemet-Membran in 
Vertebraten ist (Labermeier und Kenney, 1983, Kapoor et al., 1986). Kabosova et al. (2007) 
haben einige mikroskopische Fluoreszenz-Analysen mit Kryostatschnitten von Basalmembra-
nen der Cornea bei neugeborenen und älteren Menschen durchgeführt und die �1-Kette von 
Kollagen VIII in der Descemet-Membran auf Proteinebene nachgewiesen. Gottsch et al. 
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(2005b) zeigten per Transmissions-Elektronen-Mikroskopie, dass sowohl die �1(VIII)- als 
auch die �2(VIII)-Protein-Ketten in der Descemet-Membran des Menschen vorkommen.  
Verantwortlich für zwei verschiedene Dystrophien im menschlichen Auge allerdings, FECD 
(Fuchs` endothelial dystrophy of the cornea) und PPCD (Posterior polymorphous corneal dy-
strophy), werden verschiedene Mutationen im Col8A2-Gen gemacht (Biswas et al., 2001, 
Gottsch et al., 2005a). Vielleicht spielt im Auge im Aufbau der Descemet-Membran die 
�2(VIII)-Kette die wichtigere Rolle oder die Zusammensetzung der Membran variiert in ver-
schiedenen Organismen.  
In der diabetischen Nephropathie scheinen Kollagen VIII-Homotrimere aus �1-Ketten eine 
Rolle zu spielen. Zellkulturexperimente mit mesangialen Zellen und Epithelzellen zeigten, 
dass die Expression der �1(VIII)-mRNA durch eine hohe Konzentration an Glukose erhöht 
wird, während die Expression der �2(VIII)-mRNA nicht zu messen ist (Hopfer et al., 2009).  
Die genannten Befunde und die Ergebnisse dieser Arbeit könnten nahe legen, dass in der spä-
ten Chondrozytendifferenzierung der enchondralen Ossifikation die �1(VIII)-Kette wichtiger 
ist als die �2(VIII)-Kette.  
Um einen Unterschied in der Expression von �1(VIII) und �2(VIII) in der Wachstumsfuge 
nachzuweisen, muss eine quantitative PCR mit der mRNA der Zellen aus den verschiedenen 
Stadien der Wachstumsfuge durchgeführt werden.  
 
 
4.4.2 Kollagen VIII in Wechselwirkung mit anderen Molekülen 
 
Es soll die Frage beantwortet werden, welche Funktion Kollagen VIII haben könnte und mit 
welchen anderen Molekülen es gegebenfalls wechselwirkt. Kann es direkt an Zellen binden 
und so Signale an Rezeptoren weitergeben? Bindet es vielleicht lösliche Faktoren und verhin-
dert auf diese Weise eine Weiterleitung oder ist es an der Freisetzung von löslichen Faktoren 
beteiligt, wenn sie benötigt werden. Vermittelt es zwischen löslichen Faktoren und anderen 
Komponenten? Aktiviert es andere Bindungspartner? 
 
 
4.4.2.1 Matrixmoleküle 

 
Es ist sinnvoll, in der Absicht, die mögliche Funktion von Kollagen VIII zu klären, die ande-
ren Moleküle der ECM näher in Augenschein zu nehmen und sich die Frage zu stellen, in wie 
weit sie eine regulatorische Rolle in der späten Chondrozytendifferenzierung spielen. Kom-
ponenten der ECM sind u.a. Kollagene, Proteoglykane und Glykoproteine. Wie bereits in der 
Einleitung erklärt, befindet sich in der perizellulären Matrix, direkt um den Chondrozyten, ein 
besonders großer Anteil an Proteoglykanen, während der Anteil an Kollagen II zunimmt, je 
weiter die ECM von der Zelle entfernt ist (Eyre und Wu, 1987). In der perizellulären Matrix 
werden die typischen Komponenten der Basalmembran exprimiert, Laminin, Nidogene, Kol-
lagen IV und Perlekan (Kvist et al., 2008). Das wirft die Frage auf, ob die Funktionen der 
Basalmembran und der perizellulären Matrix ähnlich sind. Die Basalmembran spielt eine Rol-
le in der Regulation der Diffusion, Zellanlagerung und Polarisierung, der Präsentation der 
Wachstumsfaktoren, Erhaltung des Zellphänotyps und der Migration (Li et al., 2003a, Miner 
und Yurchenco, 2004, Quondamatteo, 2002).  
Bereits 1954 (Grobstein) und 1982 (Bissell et al.) wurde festgestellt, dass die ECM allgemein 
Auswirkungen auf den Phänotyp von Zellen hat. Es wurden Sequenzen von Glykoproteinen 
entdeckt, die an die Zelle binden können, etwa RGD-Domänen, oder die Sequenz GRGDSP 
in Fibronektin (Ruoslathi und Pierschbacher, 1987). Viele Hinweise auf die positiven und 
negativen Effekte der Matrix auf die Zellen wurden in vitro gefunden (Adams und Watt, 
1993). Die Laminine sind die größte Familie der Basalmembranmoleküle und bestehen aus 
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Heterotrimeren, die Netzwerke formen. Über Nidogen, einer anderen Komponente der Ba-
salmembran können sie wahrscheinlich mit Kollagen IV, das ebenfalls ein unabhängiges 
Netzwerk formt, verknüpft werden (Timpl, 1996). Unveröffentliche Ergebnisse der Gruppe 
Hansen und Bruckner (2009) zeigen allerdings, dass die beiden Netzwerke trotz Anwesenheit 
von Nidogen voneinander getrennt werden können. Vermutlich wirkt hier Perlekan als Linker.  
Laminine beeinflussen positiv den Prozess der Osteoblasten-Bildung. Durch in vitro Versuche 
mit Osteoblasten-ähnlichen Mäusezellen und primären Knochenzellen aus Ratten auf einem 
rekonstruierten Basalmembran-Gel wurde entdeckt, dass Laminin die Proliferation der Zellen 
und die Bildung eines Netzwerks fördert (Vukicevic et al., 1990). Fibronektin, eine Kompo-
nente der ECM, ist wie Laminin ein Glykoprotein. Es besteht aus zwei Monomeren, die wie-
derum aus verschiedenen Domänen bestehen, unter anderem einer RGD-Domäne zur Zellbin-
dung und einer Kollagen-Binde-Domäne. West et al. (1979) sagen, Fibronektin würde die 
Chondrozyten-Differenzierung negativ beeinflussen. Neuere Ergebnisse zeigen, dass Frag-
mente von Fibronektin (120 bzw. 110 kDa) über Bindung an Integrin �5�1, einen Zellrezep-
tor, die MMP-13-Synthese verstärken und so den Knorpelabbau stimulieren (Forsyth et al., 
2002, Pulai et al., 2005, Del Carlo et al., 2007).  
Über drei Wege kann die ECM das Zellverhalten beeinflussen: Durch ihre unterschiedliche 
Zusammensetzung, durch synergistische Interaktionen zwischen Matrix-Molekülen und 
Wachs-tumsfaktoren und durch Zellrezeptoren, an die sich die ECM-Komponenten anlagern 
können (Adams und Watt, 1993).  
Die ECM-Zusammensetzung hängt von den unterschiedlichen Geweben und den verschiede-
nen Stadien der Entwicklung ab und liegt nicht nur an der Expression von verschiedenen Mo-
lekülen, sondern auch an den unterschiedlichen Formen bestimmter Moleküle. So besitzen 
manche Moleküle verschiedene Isoformen (z.B. Laminin), andere Splice-Varianten (z.B. Ela-
stin, Fibronectin) und unterschiedliche post-translationale Modifikationen (z.B. Glycosylie-
rung bei Laminin).  
Perlekan ist ein Heparansulfat-Proteoglykan und wird in beinahe allen Basalmembranen, me-
senchymalen Organen und im Bindegewebe exprimiert (Handler et al., 1997). In Basalmem-
branen interagiert es mit Laminin, Kollagen IV und Nidogen (Hopf et al., 1999). Neben den 
lethalen Auswirkungen eines Perlekan Knockouts - 70% der Mäuse sterben aufgrund funkti-
onsuntüchtiger Basalmembranen im Herz bereits als Embryo (Costell et al., 1999) - hat die 
Maus auch einen deutlichen Knorpel-Phänotyp: Die Wachstumsfuge ist unorganisiert, das 
Kollagennetzwerk fehlt und die enchondrale Ossifikation ist gestört (Costell, 1999, Arikawa-
Hirsawa et al., 1999). Ein Grund hierfür könnte sein, dass Perlekan die Bildung von Kollagen 
II-haltigen Fibrillen unterstützt und durch seine Abwesenheit weniger Kollagen-Fibrillen ge-
bildet werden (Kvist et al., 2006). Die überlebenden Embryonen sterben bei der Geburt an den 
Defekten im Skelett und den unstabilen Arterien im Herz (Costell et al., 2002).  
Eine andere Funktion von Perlekan ist es, Wachstumsfaktoren, wie z.B. FGF2, VEGF oder 
PDGF, zu binden (Iozzo et al., 1998, Mongiat et al., 2000, Knox, 2002) und auf diese Weise 
als Reservoir für Wachstumsfaktoren zu dienen. Perlekan ist ein Faktor, der die Angiogenese 
aktiviert (Iozzo, 2005)  
Eine kleine Domäne am C-terminalen Ende von Perlekan dagegen, das in isolierter Form En-
dorepellin genannt wird und unter anderem mit �2�1-Integrin interagieren kann, ist ein Inhibi-
tor der Angiogenese (Mongiat et al., 2003). Da die Angiogenese eine große Rolle im Wach-
stum von Tumoren spielt, ist Endorepellin auch für die Krebsforschung sehr interessant. Es 
konnte gezeigt werden, dass rekombinantes Endorepellin aus dem Menschen das Tumorwach-
stum in Mäusen durch die reduzierte Vaskularisierung unterdrückt (Bix, et al., 2006).  
Kollagen VIII könnte in der perizellulären Matrix auf verschiedene Weise mit Matrixkompo-
nenten interagieren. Die Expression der �1(VIII)-mRNA wird z.B. in glatten Muskelzellen in 

vitro durch PDGF (platelet derived growh factor) um das 2,35-fache erhöht (Sibinga et al., 
1997). So könnte das Binden von PDGF an Perlekan, bzw. das Freisetzen von PDGF einen 
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Einfluß auf die Expression von �1(VIII) nehmen. Kollagen VIII könnte, ähnlich dem Kolla-
gen IV, Nidogen- oder Perlekan-vermittelt ein konglomeriertes Netzwerk mit Laminin bilden. 
Auf diese Weise könnte Kollagen VIII bei möglichen Aufgaben der ECM, die denen der Ba-
salmembran gleichen, wie die Regulation der Migration und Adhäsion von Zellen, eine Rolle 
spielen. Auf die Migration und die Adhäsion, beeinflußt durch Kollagen VIII, wird unter 
4.4.2.2. und 4.4.2.4 näher eingegangen.  
Die Interaktionen von Wachstumsfaktoren mit der ECM können unterschiedlich verlaufen. 
Die Wachstumsfaktoren können an die ECM binden, was ihre Aktivität beeinflussen kann: So 
wird etwa FGF langsamer abgebaut, wenn es an die Matrix gebunden ist, was seine Aktivität 
verlängert (Klagsbrun, 1990), während an Decorin gebundenes TGF-� inaktiv ist (Yamaguchi 
et al., 1990).  
Außerdem können Wachstumsfaktoren einen Einfluß auf die Synthese von ECM-Proteinen 
nehmen: TGF-� reguliert die Transkription verschiedener Matrixproteine (Ignotz und Massa-
gue, 1986) und reguliert die Expression von Kollagenase und TIMP (Edwards et al., 1987). 
Auf die löslichen Faktoren und die Wechselwirkung mit Kollagen VIII wird unter 4.4.2.3 
näher eingegangen.  
Viele Matrixmoleküle haben mehr als eine Sequenz, mit der sie an Zellrezeptoren binden 
können. Bei den Zellrezeptoren gibt es die Integrine und die Rezeptoren, die keine Integrine 
sind. Zweitere können Zelloberflächenproteoglykane oder Laminin-bindende Proteine sein. 
Syndekane zum Beispiel können Kollagene, Fibronektin, Thrombospondin und bFGF binden 
(Bernfield und Sanderson, 1990). In unterschiedlichen Geweben variiert die Zusammenset-
zung der Glykosaminoglykane der Syndekane, welche wiederum für die Ligandenspezifität 
verantwortlich sein könnte (Adams und Watt, 1993).  
CD44, ein transmembranes Glykoprotein, kann Kollagen I und IV und Hyaluronsäure binden 
(Hardingham und Fosang, 1992). Im nächsten Abschnitt 4.4.2.2 wird detailliert auf die Zellre-
zeptoren Integrine und DDRs eingegangen.  
 
 
4.4.2.2 Zellrezeptoren Integrine und DDRs 

 
Integrine sind wohl die bekanntesten Zelloberflächen-Rezeptoren. Sie können ECM-
Komponenten wie z.B. Laminin, Fibronektin und (molekulares) Kollagen binden und sie be-
stehen aus nahezu promiskuitiven Kombinationen von je einer �- und einer �-Untereinheit. 
Die unterschiedlichen Kombinationen von �-Untereinheiten mit der gleichen �-Untereinheit 
können zu unterschiedlicher Ligandbindung führen. Allerdings können auch Integrine aus den 
gleichen Untereinheiten in verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Liganden binden. So 
kann �2�1-Integrin in Blutplättchen molekulares Kollagen binden, während es in Endothel-
zellen molekulares Kollagen und Laminin bindet (Hynes, 1992).  
Bei Fibronektin wird z.B. die EILDV-Sequenz von �4�1-Integrin erkannt (Wayner et 
al.,1989) und die RGD-Sequenz u.a. von �5�1-Integrin (Ruoslahti und Pierschbacher,1987). 
Wahrscheinlich ist die Erklärung für die Vielfalt der Rezeptoren, dass die Besetzung ver-
schiedener Rezeptoren durch die gleiche Zellbindungsstelle, verschiedene Informationen auf 
die Zelle überträgt (Adams und Watt, 1993).  
Während der Entwicklung einer Zelle wird die Expression verschiedener Integrine verändert 
(Damsky et al., 1985, Korhonen et al, 1990a/b, Gawantka et al., 1992). Die Anwesenheit ei-
nes Antikörpers gegen die �1-Untereinheit in vitro hat bei Hühnerchondrozyten zu einer Inhi-
bierung der Kollagen X-Sekretion und des Wachstums, zu schmaleren Zellen und zu einer 
gestiegenen Apoptose geführt (Hirsch et al., 1997). Die Knorpel-spezifische �1-Integrin 
Knockout-Maus hat eine Chondrodysplasie. Die Säulenformation in der proliferierenden Zone 
der Wachstumsfuge fehlt, da die Zellen weniger beweglich sind, was mit der fehlenden Adhä-
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sion zu Kollagen II begründet wird. Auch die Bindung an Fibronektin durch Chondrozyten ist 
geringer (Aszodi et al., 2003).  
Integrine spielen eine sehr wichtige Rolle in der Zell-ECM-Interaktion. Sie vermitteln Signale 
zur Zellproliferation, des Überlebens der Zelle, Verhinderung der Apoptose und zur Differen-
zierung (Bouvard et al., 2001). Innerhalb der Zelle regulieren sie die Aktivität von zytolasma-
tischen Kinasen, Wachstumsfaktor-Rezeptoren, Ionen-Kanälen und sie kontrollieren die Or-
ganisation des intrazellulären Aktin-Zytoskeletts (Giancotti, 1999).  
Die Frage, die sich nun stellt, ist, ob auch Kollagen VIII die späte Differenzierung über Inte-
grine reguliert. Die �1(VIII)-Kette des Huhns besitzt keine RGD- oder EILDV-Sequenz, nur 
die �2(VIII)-Kette besitzt eine RGD-Sequenz. Da die Sequenz hier aber in einer Triplehelix 
des Kollagens liegt, ist sie weniger flexibel als etwa bei Fibronektin. Vermutlich kann Kolla-
gen VIII auch über andere Sequenzen an Integrin binden. So ist die Aggregation von Chon-
drozyten aus femoropatellarer Gelenkfläche aus Kalb abhängig von dem Binden der �1-
Untereinheit von Integrin an die tripelhelikale GFOGER-Sequenz, die häufig in Kollagenen 
vorkommt (Gigout, et al., 2008). Eble et al. (1993) identifizierten eine Sequenz in der �1-
Kette und eine in der �2-Kette von Kollagen IV, eingebettet in ein kurzes, tripelhelikales 
Stück, an die Integrin �1�1 binden kann. Essentiell für die Bindung ist ein Arginin bei �2(IV) 
und ein Aspartat bei �1(IV).  
Als Alternative könnte Kollagen VIII auch an andere Zellrezeptoren, wie die Zelloberflä-
chenproteoglykane binden.  
Turner et al. (2006) haben bereits gezeigt, dass die �2(VIII)-Kette die Adhäsion von mensch-
lichen Endothelzellen erhöht, und sie haben ebenfalls bewiesen, dass ein Integrin die Bindung 
vermittelt. Vier Integrine sind bekannt, die molekulare Kollagene binden, �1�1, �2�1, �10�1 
und �11�1 (Tulla et al., 2001). Integrin �2�1 ist verantwortlich für die Bindung an Kollagen 
X (Luckman et al., 2003) und Kollagen X und Kollagen VIII sind sich strukturell sehr ähn-
lich. Wechselwirkungen von glatten Muskelzellen mit Kollagen VIII werden über Integrin 
�2�1 vermittelt (Hou et al., 2000). Die Autoren führten Bindungsstudien mit einem Pepsin 
resistenten 50 kDa-Fragment von Kollagen VIII durch, welches an Polystyrol-Platten gecoa-
ted war. Die glatten Muskelzellen (SMC) banden an das Kollagen. Antikörper gegen die Un-
tereinheit �1 von Integrin verhinderten das Binden und die Migration der Zellen und Antikör-
per gegen die Untereinheiten �1 und �2 reduzierten das Binden der Zellen. So kann davon 
ausgegangen werden, dass �1�1, �2�1 und vielleicht �11�1 Integrine für die Interaktion von 
Kollagen VIII mit der Zelle in Frage kommen. Allerdings scheint hier nicht die RGD-Domäne 
die Bindungssequenz zu sein (Turner et al., 2006), sondern die Sequenz GLOGER, welche 
bereits zuvor als Motiv von Integrin �2�1 nachgewiesen worden war (Siljander et al., 2004). 
Diese Teilsequenz ist allerdings weder in der �1- und noch der �2-Kette von Kollagen VIII 
des Huhns enthalten.  
Eine weitere Möglichkeit der Wechselwirkung zwischen Zelle und Kollagen VIII sind die 
DDRs (discoid domain receptor). Sie stellen eine Familie der Tyrosin-Kinase-Rezeptoren dar. 
Es gibt DDR1 und DDR2 und von ersterem existieren drei Spliceprodukte (Vogel, 1999). 
DDR1 wird während der Entwicklung des Embryos und im Erwachsenen besonders im Epi-
thel der Haut, in der Niere, Darm und Gehirn exprimiert. Die DDR1b-Expression steigert sich 
nach der Geburt. DDR2 wird vermehrt im skelettalen Muskel, Herz und Bindegewebe expri-
miert (Vogel, 1999). Es wurde in einer Sarkoma-Zellinie gezeigt, dass sie triple-helikale Kol-
lagene binden können und die Produktion von MMPs erhöhen (Vogel et al., 1997, Shrivastava 
et al., 1997). Hou et al. (2001) wiesen eine Phosphorylierung von DDR1 durch molekulares 
Kollagen I und VIII in vitro nach. Außerdem zeigten sie an glatten Muskelzellen, isoliert aus 
DDR1-Null-Mäusen, dass die Bindung gegenüber Wiltyp-Zellen an Kollagen I um 55% und 
bei Kollagen VIII um 72% reduziert war, im Gegensatz zu Fibronektin und Vitronektin, bei 
denen die Bindung der Zellen nicht signifikant verändert war. Auch die in vitro Proliferation 
der glatten Muskelzellen aus DDR1 Knockout-Mäusen auf den beiden Kollagenen war ge-
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genüber der Proliferation der Wildyp-Zellen verringert. Im Abschnitt über MMPs wird auch 
noch einmal auf die DDRs eingegangen, da Kollagen VIII eventuell über die DDRs die Syn-
these von MMPs anregt.  
Kollagen VIII könnte also verschiedene Aufgaben während der späten Differenzierung haben: 
Es könnte Signale an die Zelle weitergeben und an die Zelle binden, um sie zu verankern, 
oder ihre Migration zu steuern.  
In den meisten Veröffentlichungen zu Bindungsstudien zwischen Integrinen oder DDRs mit 
z.B. Kollagenen wird über Matrixliganden in molekularer Form gesprochen. Es ist jedoch 
sehr wahrscheinlich, dass Kollagene, die in Fibrillen oder Netzwerken vorliegen, anders mit 
Bindungspartnern wechselwirken. Diesem Sachverhalt wurde in der Literatur selten oder nie 
Rechnung getragen. Demgegenüber haben Hansen et al. (2006) die Bindungseigenschaften 
von organisierten Matrixaggregaten an Eap (extracellular adherence protein) studiert, einem 
Adhäsionsprotein, das Staphylococcus aureus zur Anlagerung an die ECM seines Wirts benö-
tigt. Es wurde gezeigt, dass das Binden von Eap abhängig von der Form ist, in der das Kolla-
gen vorliegt. So erkennt Eap Kollagen I in seiner molekularen Form, allerdings nicht, wenn es 
in Fibrillen assoziiert ist. Kollagen VI und IV dagegen bindet es in ihrem Verband so gut wie 
in der molekularen Form. Umgekehrt wurde in einer Studie von Brittingham et al. (2006) eine 
sehr starke Wechselwirkung zwischen Kollagen VII-haltigen Verankerungsfibrillen und quer-
gestreiften, Kollagen I enthaltenden Fibrillen (Villone et al., 2008) verpaßt, weil die Autoren 
ausschließlich auf Interaktionen zwischen nicht supramolekular organisierten Matrixproteinen 
oder sogar nur deren Teildomänen fokussierten. Diese Beispiele belegen, dass Bindungsaffi-
nitäten zwischen monomolekularen Partnern oft sowohl unter- als auch überbewertet werden. 
Es ist deshalb wahrscheinlich, dass Bindungspartner von Kollagenen wie Integrine und DDRs 
ebenfalls unterschiedlich gut an Kollagene in ihrer molekularen oder fibrillären bzw. Gitter-
netz-artigen Struktur binden.  
 
 
4.4.2.3 Lösliche Faktoren  

 
Lösliche Faktoren spielen in der späten Chondrozytendifferenzierung während der enchondra-
len Ossifikation ebenfalls eine große Rolle.  
Sowohl FGF als auch TGF-� führen bei Zugabe zu glatten Muskelzellen in Kultur zu einer 
gesteigerten Expression der �1(VIII)-mRNA, bzw. der �2(VIII)-mRNA. bFGF (basic Fibro-
blast growth factor) führt zu einer 1,28-fachen Steigerung der �1(VIII)-Expression und TGF-
�1 zu einer 1,18-fachen Steigerung (Sibinga et al., 1997), bzw. zu einer 1,8-fachen (�1(VIII)) 
und einer zweifachen (�2(VIII)) Steigerung (Hirano, et al., 2004). 
FGFs (Fibroblast growth factors) sind Fibroblasten-Wachstumsfaktoren. Sie besitzen eine 
Kernregion, die bei allen sehr homolog ist, und die sehr affin gegenüber Heparin ist (Powers 
et al., 2000). Sie binden über FGF-Rezeptoren an Zellen. Über FGF2 ist bekannt, dass es bei 
Zugabe zu einer Pellet-Kultur von Chondrozyten der Wachstumsfuge die Synthese von alkali-
scher Phosphatase unterdrückt (Kato und Iwamato, 1990, Chintala et al., 1995). Sind die 
Chondrozyten in der Differenzierung (in vitro) allerdings bereits weiter fortgeschritten, wirkt 
FGF2 beschleunigend und die Zellen produzieren früher als in den Kontrollen die typischen 
Hypertrophiemarker Kollagen X und alkalische Phosphatase (Babarina et al., 2001). Mutatio-
nen bei verschiedenen FGF-Rezeptoren lösen Störungen in der Skelettbildung aus (Muenke 
und Schell, 1995). Der FGF-Rezeptor 3 wird in proliferierenden Chondrozyten exprimiert. 
Das ist die Zone, in der auch die Kollagen VIII-Expression erwartet wird. Wenn FGF an 
FGFR3 bindet, wird die Expression von Ihh gesenkt (Brochhausen et al., 2009). 
TGF-� (transforming growth factor) ist ebenfalls ein Wachstumsfaktor. Die aktive Form be-
steht aus einem Homodimer. Um Signale weiterzuleiten ist eine Interaktion mit Se-
rin/Threonin-Kinase-Rezeptoren vom Typ I und II notwendig (Franzen et al., 1993). Die Iso-
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formen von TGF-� (TGF-�1-3) stimulieren die Differenzierung der mesenchymalen Zellen zu 
Chondrozyten (Denker et al., 1995), während die späte Differenzierung der Chondrozyten 
durch TGF-�2 inhibiert wird (Tschan et al., 1993). TGF-� induziert die Synthese von PTHrP, 
einem negativen Regulator der späten Chondrozyten-Differenzierung (Pateder et al., 2000). 
Zusammen mit FGF-2 unterdrückt es die Hypertrophie kranialer Zellen (Böhme et al., 1995) 
und in kaudalen Chondrozyten, die in Endothelzell-Medium plus Thyroxin gehalten werden, 
kann TGF-� die Hypertrophie inhibieren (Babarina et al., 2001).  
In Knochen von PTHrP-defizienten Mäusen wurde durch TGF-� die Hypertrophie nicht un-
terdrückt (Serra et al., 1999). Allerdings wurde die Proliferation und die Mineralisierung ge-
hemmt, so dass man davon ausgehen kann, dass TGF-� noch andere Möglichkeiten der 
Hemmung der späten Differenzierung hat. Hier könnte zum Beispiel Kollagen VIII eine Rolle 
spielen, das, wie erwähnt, durch TGF-�1 leicht hochreguliert wird (Sibinga et al., 1997, Hira-
no et al., 2004). Es wäre interessant, in den PTHrP-defizienten Mäusen die Expression der 
beiden Kollagen VIII-mRNAs zu untersuchen und zu sehen, ob ein Unterschied zur Expressi-
on gegenüber dem Wildtyp besteht. Möglicherweise wird die Expression von Kollagen VIII 
hier hoch reguliert, um die, durch die Abwesenheit von PTHrP beschleunigte, späte Differen-
zierung wieder zu hemmen.  
Auf jeden Fall deuten die Ergebnisse, dass TGF-� und FGF als negative Regulatoren der spä-
ten Chondrozytendifferenzierung die Expression von �1(VIII), bzw. von �2(VIII), steigern, 
darauf hin, dass auch Kollagen VIII zu der Inhibierung der Differenzierung einen Beitrag lei-
stet.  
 
 
4.4.2.4 MMPs 

 
Die zu den Proteasen gehörenden MMPs sind bereits in der Einleitung unter 1.4.1 vorgestellt 
worden.  
In der enchondralen Ossifikation werden MMP9 und MMP13 besonders stark exprimiert (Or-
tega et al., 2004). MMP13 wird von hypertrophen Chondrozyten und Osteoblasten exprimiert, 
während MMP 9 in Monozyten, Osteoklasten und Endothelzellen exprimiert wird (Vu et al., 
1998, Reponen et al., 1994). MMP 2, ebenfalls eine MMP der enchondralen Ossifikation, 
wird diffus in Osteoblasten, im Knochenmark und im Periost exprimiert (Ortega et al., 2004). 
Hou et al. (2000) haben in vitro gezeigt, dass glatte Muskelzellen ihre MMP2- und 9-
Expression erhöhen, wenn sie auf Kollagen VIII adhärieren. Adiguzel et al. konnten 2006 die 
Erhöhung der MMP2-Expression durch Kollagen VIII, allerdings nicht die Erhöhung der 
MMP9-Expression bestätigen. Glatte Muskelzellen binden in der Abwesenheit von DDR1 
viel schlechter an molekulares Kollagen VIII (siehe 4.4.2.2) und glatte Muskelzellen von 
DDR1-Null-Mäusen besitzen keine MMP9- und sehr wenig MMP2-Aktivität (Hou et al., 
2001). Zusammen betrachtet legen diese Beobachtungen eine Wechselwirkung von Kollagen 
VIII und DDR1 nahe, die zu einer stärkeren Expression von MMP2 und MMP9 führt. Aller-
dings wird MMP9 nach unseren Erkenntnissen nicht von Chondrozyten exprimiert, so dass 
eine Wechselwirkung über die DDRs des Chondrozyten, die die MMP9-Expression zur Folge 
hätten, vernachlässigt werden kann. 
Außerdem könnte man sich fragen, warum Kollagen VIII als potentieller negativer Regulator 
der enchondralen Ossifikation die MMP-Synthese steigern und somit den ECM-Abbau unter-
stützen sollte. Andererseits gibt es auch Hinweise darauf, dass MMPs der Zerstörung von 
Knorpel entgegenwirken: Itoh et al. (2002) haben entdeckt, dass die Anwesenheit von MMP2 
die entzündlichen und Knorpel-zerstörenden Auswirkungen der Antikörper-induzierten Ar-
thritis abmildert. In der MMP2 Knockout-Maus ist die induzierte Arthritis besonders ausge-
prägt. Bei der MMP9 Knockout-Maus ist es umgekehrt: Der Proteoglykan-Abbau und die 
zelluläre Infiltration ist deutlich geringer als in der Wildtyp-Maus. In der MMP2 und MMP9 
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Doppel-Knockout-Maus sind die Werte nahezu identisch mit den Werten der Wildtyp-Maus. 
MMP2 scheint also nicht das Knorpelgewebe abzubauen, sondern steuert dem Abbau entge-
gen. Es könnte z.B. entzündungsfördernde Faktoren degradieren oder entzündungshemmende 
Faktoren aktivieren (Itoh et al., 2002).  
Vielleicht kommt MMP2 während der enchondralen Ossifikation eine ähnliche Aufgabe wie 
in der Arthritis zu, nämlich, die späte Differenzierung hinauszuzögern.  
 
 

4.5 Ausblick 
 
Nach den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich viele Möglichkeiten, weiter zu verfahren. 
Wie aus der Diskussion ersichtlich geworden ist, könnte Kollagen VIII auf verschiedene Wei-
sen Einfluß auf die Differenzierung nehmen.  
In jedem Fall sollte die Expression von MMP2 nach dem Silencing der �1(VIII)-mRNA von 
Kollagen VIII in Hühnerchondrozyten untersucht werden. Auch in der Kollagen VIII Doppel-
knockout-Maus wäre es interessant, die Expression von MMPs zu untersuchen. Außerdem ist 
es wichtig, in Erfahrung zu bringen, ob beide Kollagen VIII-Ketten bei der Regulation von 
MMP2 und bei der Einwirkung von TGF-� und FGF auf die Kollagen VIII-Expression eine 
Rolle spielen.  
Da wir davon ausgehen, dass Kollagen VIII in der frühen Phase der späten Chondrozytendif-
ferenzierung eine Rolle spielt, ist es notwendig, die Wachstumsfugen der Kollagen VIII 
Knockout-Maus zu einem früheren Zeitpunkt als der Geburt zu untersuchen, etwa an E=15 
Tage. Außerdem könnte das zweite Ossifikationzentrum etwa 12 Tage nach der Geburt unter-
sucht werden, da es in dieser Zeit gebildet wird und am 12. Tag nach der Geburt vielleicht ein 
Unterschied zwischen der Kollagen VIII Knockout-Maus und der Wildtyp-Maus zu sehen 
sein könnte. 
Es wäre auch möglich, Chondrozyten aus dem Sternum und den Rippen der Knockout-Tiere 
zu kultivieren und ihr Verhalten während der Differenzierung in vitro mit dem Verhalten der 
Wildtyp-Chondrozyten zu vergleichen. Dieser Versuch wurde bereits einmal durchgeführt -in 
dieser Arbeit nicht vorgestellt- führte jedoch zu keinem auswertbaren Ergebnis, da die Chon-
drozyten der Wildtyp-Mäuse weniger vital waren.  
Sehr interessant ist natürlich auch weiterhin die Absicht, Kollagen VIII auf Proteinebene 
nachzuweisen. In der Immunhistologie könnte hier mit dritten und vierten Antikörpern gear-
beitet werden, die das, vielleicht schwache, Signal von Kollagen VIII verstärken und sichtbar 
machen könnten. Hierzu eignen sich Paraffin- oder Kryostatschnitte der Tibien von neugebo-
renen Mäusen. Eine andere Möglichkeit wäre, einen Antikörper gegen Kollagen VIII selber 
herzustellen.  
Natürlich wäre es auch spannend, Kollagen VIII im Medium der Hühnerchondrozyten etwa 
nach dem Silencing oder nach einer unterschiedlichen Anzahl von Tagen in Kultur mittels 
Western-Blot-Analyse nachzuweisen  
Weiter könnte man an der Überexpression der �1(VIII)-Kette in Hühnerchondrozyten arbei-
ten. Leider sind die Transfektionsbedingungen bezüglich der Zellvitalität noch nicht genügend 
optimiert, um eine aussagekräftige Auswertung zu ermöglichen. Bei der Überexpression der 
�1(VIII)-Kette ist man nicht auf einen Antikörper gegen Kollagen VIII angewiesen, sondern 
es ist ein Proteinnachweis mit Flag-Tag möglich. 
Die Auswertung der Mäuse, in denen die �1(VIII)-Kette unter der Kontrolle des Kollagen II-
Promotors überexprimiert wird, soll natürlich ein wichtiger Punkt in der weiteren Untersu-
chung von Kollagen VIII sein. Hier sollen Skelettfärbungen der Mäuse in verschiedenen Em-
bryonalstadien und von neugeborenen Mäusen vorgenommen werden. Außerdem sind auch 
(immun)histologische Färbungen der Tibien, wie bei der Kollagen VIII Knockout-Maus be-
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reits geschehen, geplant. Auf jeden Fall sollte auch hier die Expression und die Aktivierung 
von MMPs und Kollagen X untersucht werden. 
Des weiteren sind in situ Hybridisierungen auf Schnitten der Tibien von den Mäusen geplant.  
Außerdem sollte auch auf jeden Fall die Rolle der �2(VIII)-Kette in der späten Differenzie-
rung aufgeklärt werden. Ein weiterer Versuch des Silencing in Chondrozyten aus dem em-
bryonalen Hühnersternums wäre eine Möglichkeit, oder auch die Generierung eine Konstrukts 
zur Überexpression in der Maus, für den Fall, dass die Überexpression der (�1)-Kette erfolg-
reich verläuft. Außer acht lassen sollte man �2(VIII) auf jeden Fall nicht, da sie ja ebenfalls 
während der Differenzierung herunterreguliert wird (3.3.2.2).  



Zusammenfassung 134 

5. Zusammenfassung 
 
Während der enchondralen Ossifikation, der indirekten Knochenbildung aus einer 
knorpeligen Knochenanlage, durchlaufen die Chondrozyten verschiedene Stufen der 
Proliferation und der Spätdifferenzierung. Diese Prozesse werden durch lokal produzierte 
Wachstumsfaktoren, systemische Hormone und/oder Zell-Matrix-Interaktionen reguliert. 
Allerdings sind die Details nur unvollständig erforscht. 
 
Das Sternum des embryonalen Huhns eignet sich als Model zur Untersuchung der 
enchondralen Ossifikation, da es Zellen mit unterschiedlichen Voraussetzungen zur 
Differenzierung enthält. Am 17. Tag im Ei beginnen die Chondrozyten im kranialen Teil des 
Sternums hypertroph zu werden, während die Differenzierung in den Chondrozyten des 
kaudalen Teils durch autokrine und parakrine Signale unterdrückt wird.  
In der vorliegenden Arbeit wurden mögliche Faktoren zur Kontrolle der Differenzierung, die 
verstärkt in kaudalen Chondrozyten exprimiert werden, mittels suppressiver, subtraktiver 
Hybridisierung (SSH), eines Microarrays und Abgleich mit der NCBI-Datenbank identifiziert. 
Ebenfalls wurden Faktoren ermittelt, die verstärkt in kranialen Chondrozyten exprimiert 
werden. Durch die SSH wurden sieben Gene als in kaudalen Chondrozyten und sieben Gene 
als in kranialen Chondrozyten stärker exprimiert identifiziert und per Array konnten 22 Gene 
in kaudalen Chondrozyten und 28 in kranialen Chondrozyten als signifikant stärker exprimiert 
entdeckt werden.  
Die Kollagen �1(VIII)-mRNA wurde sowohl durch die SSH als auch durch den Array als in 
kaudalen Zellen stärker exprimiert identifiziert. Kollagen VIII ist ein Hauptbestandteil der 
Descemet-Membran des Auges und kommt z.B. auch in den Wänden von Arterien und im 
Knorpel vor. Seine Funktion im Knorpel ist noch unbekannt. Deshalb und da es eine große 
strukturelle Ähnlichkeit zu Kollagen X hat, welches während der späten Differenzierung in 
den hypertrophen Chondozyten stark exprimiert wird, wurde es zur weiteren 
molekularbiologischen, biochemischen und histologischen Analyse ausgewählt.  
Mittels Northern Blotting konnte die verstärkte Expression der �1(VIII)-mRNA (3,5-fach 
erhöht) und der �2(VIII)-mRNA (zweifach erhöht) in kaudalen Chondrozyten bestätigt 
werden.  
Kaudale und kraniale embryonale Hühner-Chondrozyten können in Agarosekulturen unter 
Zugabe bestimmter Stimulanzien zur späten Differenzierung angeregt werden. Dies kann 
durch die Untersuchung der Hypertrophiemarker wie Kollagen X und alkalischer Phosphatase 
nachgewiesen werden. Es wurde per semiquantitativer reverser Transkriptions-PCR gezeigt, 
dass die Expression von �1(VIII) und �2(VIII) während der späten Differenzierung von 
Hühnerchondrozyten in vitro abnimmt. Um eine mögliche Funktion von Kollagen VIII in der 
Regulation der Differenzierung zu überprüfen, wurden Silencing-Experimente durchgeführt. 
Es konnte gezeigt werden, dass eine Reduzierung der Kollagen �1(VIII)-Expression in 
kaudalen Chondrozyten zu einer Beschleunigung der hypertrophen Differenzierung der Zellen 
führt. Die Hypertrophiemarker Kollagen X und die alkalische Phosphatase wurden zu einem 
früheren Zeitpunkt als in den Kontrollen exprimiert. Dies spricht für eine negative Regulation 
der Differenzierung durch Kollagen �1(VIII).  
Die Expression der �2(VIII)-mRNA wurde durch das Silencing der �1(VIII)-mRNA nicht 
beeinflußt. 
Histologische, immunhistochemische und Immunfluoreszenz-Untersuchungen der Kollagen 
VIII Knockout-Maus (Col8a1

--
/Col8a2

--) (hergestellt von Dr. U. Hopfer, Basel) zeigten, dass 
sich die Wachstumsfugen der Knockout- und Wiltyp-Mäusen bei neugeborenen, 15,5 Tage 
alten und 50 Tage alten Mäusen in Zellzahl und Größe der hypertrophen Zone nicht 
unterscheidet. Vermutlich übernimmt hier ein bis jetzt unbekannter Faktor die Aufgabe von 
Kollagen VIII. Die Differenzierung der Chondrozyten wird von verschiedenen Faktoren 
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negativ reguliert und das Wegfallen eines Regulators muß deshalb nicht immer zu einem 
Phänotyp führen. Aus diesem Grund wird nun eine transgene Maus generiert, in welcher die 
�1(VIII)-Kette mit Hilfe eines Kollagen II-Promotor-Konstrukts knorpelspezifisch 
überexprimiert werden soll. Die Erzeugung des Konstrukts war noch Bestandteil der 
vorliegenden Arbeit. Nach den Ergebnissen der in vitro Silencing-Experimente ist zu 
erwarten, dass sich durch die Überexpression von �1(VIII) die Differenzierung der 
Chondrozyten in den Röhrenknochen verzögert. 
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit läßt sich schließen, dass Kollagen �1(VIII) eine Rolle in 
der Regulierung der späten Chondrozytendifferenzierung während der enchondralen 
Ossifikation spielt. Denkbar wäre, dass Kollagen VIII ein Netzwerk um die Chondrozyten 
herum ausbildet, das die Chondrozytenfunktion reguliert (Kollagen VIII als strukturelle 
Komponente der Matrix, Chondrozytendifferenzierung wird durch Zell-Matrix-WW 
reguliert). Diese mögliche Funktion von Kollagen VIII als strukturelle Komponente eines 
Netzwerks, wurde schon in der diabetischen Nephropathie beschrieben (Gerth et al., 2007). 
Oder es stimuliert über WW mit Integrinen oder DDRs die Expression von für die 
Differenzierung wichtigen Faktoren, wie etwa MMPs, wie es bei glatten Muskelzellen bereits 
gezeigt wurde (Hou et al., 2000, 2001). Eine Verstärkung der Expression von Kollagen VIII 
kann unter anderem mit FGF und TGF-� erreicht werden, zwei lösliche Faktoren, die 
ebenfalls in der späten Chondrozytendifferenzierung eine Rolle spielen. Die Möglichkeit der 
Wechselwirkungen von Kollagen VIII mit anderen Komponenten der Matrix ist vielfältig und 
bietet viel Raum für weitere Untersuchungen.  
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6. Anhang 
 

 

6.1 Nukleotidsequenzen von Kollagen VIII 
 

6.1.1 Kollagen �1(VIII)-mRNA-Sequenz 1 von Gallus gallus 
 

 
        1 gctctcttac agtgaaaagc aaacaacctg tccttctgcc ctttcctgaa atctgaatgt 

       61 gatggccgtg ctgctcattc ccacacagct gttggcagtg gctgttgcca tttccctgca 

      121 gctggtgagg tccactcagg gtggtgtcta ctatggaatc aagcagctgc caccccaggt 
      181 gccccagtac caagccctcg gacaacaagt acctcacatg ccgctgggca aggaaggcat 

      241 cccgatgcag cacatgggca aggaggtgcc acacatgcag tatggcaaag agtaccccca 

      301 cctgcctcag tacatgaagg aggttcccca ggtgccaatg ctcggcaagg acatggctcc 

      361 caagaaggaa aaagaaatac ccatgcgcag cttgaggggc gagcaaggtc cccctggtga 

      421 gcctggacca agaggaccac cagggccacc aggattacca ggtcatggcg tgccaggagc 

      481 caaaggaaaa ccgggtccac aaggatatcc aggaattggg aagccgggtt tgccagggat 

      541 gcctgggaaa ccaggggtga tgggaccacc tgggccaaga ggagagatgg ggccgaaagg 

      601 agaggttggg cccatgggga taccggggcc acagggacca ccaggacctc atggactccc 

      661 agggataggg aaagcgggtg ctccggggct gcagggacag ccaggaccaa agggtgaacc 

      721 tgggatgaaa gggcccccag gggtccctgg gatccctggt ccaaaaggtg agaagggtgt 

      781 tgggatcccg ggtttgccag ggctgaaggg cccacctggg ctgcccggtc cccccggccc 

      841 tgtgggtctg ccaggggtgg ggaagccagg tatggtgggg ttccctggcc ctcagggccc 

      901 tgtgggtaaa cctggtcccc caggtgagct agggctgcag gggcctccgg gtgtccctgg 

      961 gatgcaagga cctcccggcc tgcctggcgt tggcaaaccc ggccaagatg gcatccctgg 

     1021 tcagccaggt ttcccaggtg gcaaagggga gcaaggcttg ccaggcttgc caggccctcc 

     1081 tggtctcccc ggggttggta agccaggctt ccccggcccc aaaggtgagc gtggggtagg 

     1141 tggcctgcct ggtcctctgg ggcccaaggg ggagaaaggc catgcagggc caccaggcat 

     1201 gggggggcca ccaggggagc caggacaacc aggcctgccg ggcatcatgg gccccccagg 

     1261 tgccgtcggt ttcccaggac ccaaaggaga aggcggcgct gtggggccac caggaccagt 

     1321 gggccccaaa ggcgaaccag gcctgcaggg gttcccaggg aagccaggct ttcccgggga 

     1381 agtgggagca cccgggctga gggggctgcc aggccccact gggcccaagg gagaagcagg 

     1441 acacaagggc ttgccggggc tgccgggtgt cccggggctt gtggggccga agggtgagcc 

     1501 ggggctgcct ggtgcgcagg gccttcaggg cccctcgggt atcccaggca ttgcagggcc 

     1561 cagtggccct attggccccc cagggctgcc aggggccaag ggggaacctg gccaacccgg 

     1621 tcctcctggc tttcctggcg tgggaaaacc tggggctgca gggctgcagg gccctccagg 

     1681 gaagcctggg gcacttggtc cccctggcca gccaggcctc caggggcctc ccggtccccc 

     1741 tgggccacct ggacccccag taatcatccc cccgactcca ccggctgcgg gacagtacct 

     1801 gcccgaggtg gggccaggga tagatggcct caagcccccc tacggctatg caggcaagaa 

     1861 gggcaaggcc ggcggcgctg tctacgagat gcctgcattc acggcagagc tcctcactcc 

     1921 cttcccccgg gtcggtgtgc ccgtgaagtt tgacaagctc ctctacaacg gccggcagaa 
     1981 ctacaaccct gcaacaggga tcttcacctg tgagatccct gggatctact actttgccta 

     2041 ccacgttcac tgtaaaggtg cgagcgtctg ggtggctttg ttcaagaaca acgagccact 

     2101 gatgtacacc tacgatgagt acaagaaggg cttcctggac caagcctctg ggagtgctgt 

     2161 cgttcagctg atgcccggag acaaggttta cgttcaaatg ccatccgagc aggcagcagg 

     2221 actctatgcc gggcaatacg ttcactcatc tttttcagga tatttattgt atcccatgta 

     2281 g 

 

 
Sequenz 6.1: �1(VIII) mRNA-Sequenz (Gallus gallus), veröffentlicht am 28. Juli 2004 bei NCBI 

(XM_416597, Nov. 2006 ersetzt durch 6.1.2). Die atg-Startsequenz des ORF ist fett gedruckt. Die 

mRNA-Länge beträgt 2281 bp und die Länge des ORF beträgt 2220 bp. Die beiden siRNA-Sequenzen 

sind kursiv und fettgedruckt.  
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6.1.2 Kollagen �1(VIII)-mRNA-Sequenz 2 von Gallus gallus 
 

 
        1 gatcttgtac actcaagaaa cagaagaaag tgcagacagt cagagccctt cgcatttgat 

       61 actcagcgct attatgttct cttcattgct ggatgtcaag tctcgatatc agaacagctt 

      121 cagtgaagta ctctcctatt aagctgaggg accatcttaa agtcaacaaa ataacaacgg 

      181 gccttacaca aacaggaaat ctagctctct tacagtgaaa agcaaacaac ctgtccttct 

      241 gccctttcct gaaatctgaa tgtgatggcc gtgctgctca ttcccacaca gctgttggca 

      301 gtggctgttg ccatttccct gcagctggtg aggtccactc agggtggtgt ctactatgga 

      361 atcaagcagc tgccacccca ggtgccccag taccaagccc tcggacaaca agtacctcac 

      421 atgccgctgg gcaaggaagg catcccgatg cagcacatgg gcaaggaggt gccacacatg 

      481 cagtatggca aagagtaccc ccacctgcct cagtacatga aggaggttcc ccaggtgcca 

      541 atgctcggca aggacatggc tcccaagaag gaaaaagaaa tacccatgcg cagcttgagg 

      601 ggcgagcaag gtccccctgg tgagcctgga ccaagaggac caccagggcc accaggatta 

      661 ccaggtcatg gcgtgccagg agccaaagga aaaccgggtc cacaaggata tccaggaatt 

      721 gggaagccgg gtttgccagg gatgcctggg aaaccagggg tgatgggacc acctgggcca 

      781 agaggagaga tggggccgaa aggagaggtt gggcccatgg ggataccggg gccacaggga 

      841 ccaccaggac ctcatggact cccagggata gggaaagcgg gtgctccggg gctgcaggga 

      901 cagccaggac caaagggtga acctgggatg aaagggcccc caggggtccc tgggatccct 

      961 ggtccaaaag gtgagaaggg tgttgggatc ccgggtttgc cagggctgaa gggcccacct 

     1021 gggctgcccg gtccccccgg ccctgtgggt ctgccagggg tggggaagcc aggtatggtg 

     1081 gggttccctg gccctcaggg ccctgtgggt aaacctggtc ccccaggtga gctagggctg 

     1141 caggggcctc cgggtgtccc tgggatgcaa ggacctcccg gcctgcctgg cgttggcaaa 

     1201 cccggccaag atggcatccc tggtcagcca ggtttcccag gtggcaaagg ggagcaaggc 

     1261 ttgccaggct tgccaggccc tcctggtctc cccggggttg gtaagccagg cttccccggc 

     1321 cccaaaggtg agcgtggggt aggtggcctg cctggtcctc tggggcccaa gggggagaaa 

     1381 ggccatgcag ggccaccagg catggggggg ccaccagggg agccaggaca accaggcctg 

     1441 ccgggcatca tgggcccccc aggtgccgtc ggtttcccag gacccaaagg agaaggcggc 

     1501 gctgtggggc caccaggacc agtgggcccc aaaggcgaac caggcctgca ggggttccca 

     1561 gggaagccag gctttcccgg ggaagtggga gcacccgggc tgagggggct gccaggcccc 

     1621 actgggccca agggagaagc aggacacaag ggcttgccgg ggctgccggg tgtcccgggg 

     1681 cttgtggggc cgaagggtga gccggggctg cctggtgcgc agggccttca gggcccctcg 

     1741 ggtatcccag gcattgcagg gcccagtggc cctattggcc ccccagggct gccaggggcc 

     1801 aagggggaac ctggccaacc cggtcctcct ggctttcctg gcgtgggaaa acctggggct 

     1861 gcagggctgc agggccctcc agggaagcct ggggcacttg gtccccctgg ccagccaggc 

     1921 ctccaggggc ctcccggtcc ccctgggcca cctggacccc cagtaatcat ccccccgact 

     1981 ccaccggctg cgggacagta cctgcccgag gtggggccag ggatagatgg cctcaagccc 

     2041 ccctacggct atgcaggcaa gaagggcaag gccggcggcg ctgtctacga gatgcctgca 

     2101 ttcacggcag agctcctcac tcccttcccc cgggtcggtg tgcccgtgaa gtttgacaag 

     2161 ctcctctaca acggccggca gaactacaac cctgcaacag ggatcttcac ctgtgagatc 

     2221 cctgggatct actactttgc ctaccacgtt cactgtaaag gtgcgagcgt ctgggtggct 

     2281 ttgttcaaga acaacgagcc actgatgtac acctacgatg agtacaagaa gggcttcctg 

     2341 gaccaagcct ctgggagtgc tgtcgttcag ctgatgcccg gagacaaggt ttacgttcaa 

     2401 atgccatccg agcaggcagc aggactctat gccgggcaat acgttcactc atctttttca 

     2461 ggatatttat tgtatcccat gtagaacgaa aaccagacac aaacacacac acacacacaa 

     2521 atctaaacct ttcttctctg cttcaaactc tcataccaca aaagatgcat ttaatgaccg 

     2581 ttttggacca ttttgttaaa aaaaaataca aaatttaaca tgcacagcta gatataaaaa 

     2641 aaaaaagcaa gtgtggtgaa catatttaaa ggcgtgtatc aggttcataa acagttgttt 

     2701 cgcacccaag ggggacatat tagctgtaca ttatatattt ctgtgatgcc gtgcttcatt 

     2761 tcatcacaat aatgcagtac taaggttcaa atcagtttat gtcactcact cctgttgtgt 

     2821 attcgactga tgcattgacc atagtaatga gatgaaaaac agcgactgag aacagagtag 

     2881 gtcagtctcg aattacatgg aaaaaaatga gtggcttttt atttgtctgg ggggattctg 

     2941 gtggtggttg gtggggtttt tttgacagca gggctgcctg acaagcggag gttctcttac 

     3001 cagagagctt tccttctctt ccctctatgt aagatatacc tgcaggttcg ttattgtttt 

     3061 ttcctgagcg atttgtttat tgtggaaaag gaatactgac agcagaacgg ttccctgaaa 

     3121 gctgtctcct ggggtctgtg gactcagcac accgctttac tccagcaggc actgggttca 

     3181 cctccaaaca ccacagcacc ttccaaaagc ctccatctgt actcgcactg ttgaagcaga 

     3241 tgcggtagat cagagaaaac gtaaggactt cgctgtttgc attatgccac gtgattaaga 

     3301 catcttggcc gacacgtggc gatgcagcag ggtggtataa attagcacgg attcctgcgt 

     3361 tcgtgctaaa aacccgcagt ctgtccagct tgcaaaaagg acacacgtat tctgccactc 

     3421 ggccaaaacg gaatcagttt actcttccgt gactaggcaa agcagaagta gctctgtttg 

     3481 ctaattaact aactcatcgc ctgagatcaa ccaataacct tatccgcagt gctgatcaca 
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     3541 caaagttatc cgacaacttc gttttatcta gcggctgatt tccagtccct gtttatacgt 

     3601 taccagttgt ctaggagaat ctgcaggcct ccatcttttc tgtatctggg aaaagcggct 

     3661 tttatgcaag aactgtctgt tcatcaatgg tgctaatctc acctcaagag tattaattta 

     3721 aaaacgacag tgtccttctc tgtgtttccc tgtccagtgc tgcacgtcat acacttacgt 

     3781 tagttgaaag agttaattgc tcctcacttc ttccatgtct tagctaacgc taccgctttt 

     3841 gattcaaaaa atgaactaga gttttcacgc agaactaaaa ttggatttaa ctggcattac 

     3901 tgttatttaa atacagagtt taatgcagtc tgacattgac taaggactcc agtgatataa 

     3961 tgtggtgctt tatctcagaa gttttatgga acgttggcag gaacggacgg acagcttacc 

     4021 agccactggt gactttggta tgtttccaga atatatgaga tatgtcaaaa gcaaataatt 

     4081 ttgtatttaa aatttttgta ctgatttgaa aaaaaaaata tcttattaaa tatcttgg 

 
Sequenz 6.2: �1(VIII) mRNA-Sequenz (Gallus gallus), veröffentlicht am 16. November 2006 bei 

NCBI (XM_416597). Die atg-Startsequenz und die tag-Stopsequenz des ORF sind fett gedruckt. Die 

Start-Sequenz des Est7m5 ist unterstrichen. Die mRNA-Länge beträgt 4138 bp. In der neuen Sequenz 

ist die Est7m5-Sequenz integriert in die �1(VIII)-mRNA.  

 

 

6.1.3 Kollagen �2(VIII)-mRNA-Sequenz von Gallus gallus 
 

 
        1 atgacaccgg agggtcctca gtccccggcg gctgcagtgg ggctggcggt ggccctgctg 

       61 tgtgggcacg cggctgccag cgggatacgc gccgtcccgg tgcgaacaac gcagcgcgac 

      121 cccgcactgc ccgaccgcat cgcgctccga acttcgtgcg ggcacagagt caagtacatg 

      181 cagcccatgg tgaaggggcc cctgggaccc ccgtttcggg aaggcaaagg gcagtacctt 

      241 gacatgccgc cgctgctgcc catggacctc aaaggggagc ccggaccacc agggaagccc 

      301 ggcccacgtg gcccccccgg accccccggc tacccaggaa aaccaggcac agggaagccg 

      361 ggcatgcatg gtcagccggg gcctgcgggg ccccctggct tctctggcat tgggaaaccc 

      421 ggcatcccag gactgcctgg caaggcgggt atgaagggga tgcccggagc caagggcgaa 

      481 cctggcatgc ggggagagca agggcccaga ggactgcccg gccctccagg gctgccaggg 

      541 cctgctggca tctcagtcaa tgggaaacct ggaccccagg gtggcccggg gctgccaggg 

      601 tttcggggtg agcctggccc taaaggagag ccaggacccc gtggggagag agggatgaag 

      661 ggtgaaaatg gagtggggaa accagggctg ccggggccac ggggcaatgg tggccctcct 

      721 ggccctgcgg ggccgccagg acctgttggc gttggcaaac ccggccttga tgggctgcct 

      781 ggcgcaccag gggagaaggg tgacatgggc ccccccgggg ggccgggggt cagtggggag 

      841 cctggccctg cagggccacg ggggccgcct ggcatcgatg ggatcggtgt ccccggtgcc 

      901 gcgggggtgc cagggataca gggccccatg gggccaaagg gggaaccggg catccgcggc 

      961 ccccccggtt taccaggcgc cacaggctac gggaagccag gcttgcccgg cctcaaagga 

     1021 gaccgcgggc agcctggggt gccaggagcc attggcgata aaggggaacc cggagtcgat 

     1081 ggtgagccgg gcgagcaggg ccctgccggt gtcatcgggc caccaggccc accggggtcc 

     1141 atgggcctac cgggcaaaca tgggctgcca ggccccaagg gtgatgcggg gcccagtggg 

     1201 ccaccgggaa tgccggggat gcgaggtgac cagggcccaa acggcttcgc agggaaacca 

     1261 ggagtgccag gagaaagggg tctgcccgga tcacagggcc cccccggccc ggcaggcccc 

     1321 aaaggagaac cggggttcat cggcctcccc ggggtgccgg gattgacggg cggccccggg 

     1381 cccaaagggg atggtgggat cccggggcag ccggggctga ggggcccctc cggcatcccc 

     1441 ggcttgcagg gacccgcggg gcccatgggg cctcaggggc tgccggggct caaaggggag 

     1501 ccggggctcc ccggggttcc cggtgagggg aagatgggcg agcccggcat ggccggcccc 

     1561 atcggcccac cgggaatgcc gggaacaccg gggctcaacg ggccgcccgg cccccctggg 

     1621 ccacccgggc caccgggagc accgggggtg tttgacgaga cgggcatcgc ggggctgcac 

     1681 ctgcctgacg gcggcgtgga gggggccgtg ctgggcaacg gcaagccggg caagccgcag 

     1741 tacggccgag gagagctctc tgcccgcatc gcgcccgcct tcaccgccat cctcacctcc 

     1801 cccttcccgg cgtccggcat gcctgtcaag ttcgacagga ctttgtacaa cgggcacaac 

     1861 ggctacaacc cggtcacggg gatcttcacc tgccccatct ccggcatcta ctactttgcc 

     1921 taccacgtgc acgtcaaagg gaccaacgtc tgggtggctc tttataagaa caacgtgccc 

     1981 gccacctaca cctacgacga gtacaaaaag gggtacctgg accaggcgtc gggcagtgcc 

     2041 gtgcttgaac tgaaggagaa cgaccaggtc tgggtgcaga tgccctctga ccaggccaac 

     2101 gggctgtact ccacggaata catccactcc tccttctctg ggttcctgct gtgccccaca 

     2161 taa 

 

Sequenz 6.3: �2(VIII)-mRNA-Sequenz (Gallus gallus), veröffentlicht am 28. Juli 2004 bei NCBI 

(XM_425780, seit Nov. 2006 startet NCBI-Sequenz bei 244). Die Länge der mRNA-Sequenz beträgt 

2163 bp bzw. 1920bp.  
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6.1.4 Kollagen �1(VIII)-mRNA-Sequenz von Mus musculus 
 
        1 atggctgtgc caccaggccc tctacagctg ctgggaatac tgttcatcat ttccctgaac 

       61 tctgtcagac tcattcaggc cggtgcctac tatggaatca agcctctgcc acctcaaatc 

      121 cctcctcaga taccaccaca aattccacag taccagccct tgggccagca agtccctcac 

      181 atgcctttgg gcaaagatgg cctttccatg ggcaaggaga tgcctcacat gcagtatggc 

      241 aaagagtacc cacacctacc ccaatatatg aaggaaatcc cacctgtgcc aagaatgggc 

      301 aaggaagtgg tgcccaaaaa aggcaaagga gaagtaccgt tagccagttt gcgcggagaa 

      361 caaggtcccc gtggagaacc tggaccaaga ggaccacctg ggccgccagg tttaccaggt 

      421 catggaatgc ctggaatcaa aggaaaacca gggccccagg gatatccagg aattggaaag 

      481 cccggtatgc ctggaatgcc tgggaagcca ggagccatgg gaatgccagg ggcaaaaggc 

      541 gaaattggac ccaaagggga aatcggacct atgggaatcc cagggccaca agggcctcca 

      601 ggacctcatg gacttcctgg catcgggaaa ccgggtgggc cagggttacc agggcaacca 

      661 ggagcaaaag gtgagagggg gcccaaagga ccaccaggac ctcccggcct tcagggtccc 

      721 aaaggagaga agggcttcgg gatgcctggc ttgccaggtc tgaagggtcc tccaggtatg 

      781 catggccctc ctggaccagt tggactaccg ggagtaggaa aaccaggagt gacaggcttt 

      841 cctggaccac agggtcccct ggggaagcca gggcctccag gggaacctgg accacaaggc 

      901 cttattggtg tgccaggagt tcaaggacct cctgggatgc ctggagttgg aaagccaggt 

      961 caggatggga tcccgggcca accaggattt ccgggtggta aaggggaaca aggattgcca 

     1021 gggttgcctg gacccccagg cctcccaggg gtcggaaagc caggtttccc aggacccaaa 

     1081 ggggaccggg gtattggggg tgttcctggg gttcttgggc cgagagggga aaaaggaccc 

     1141 attggtgctc ctggaatggg gggtccacct ggagagccag gcctacccgg tatcccgggt 

     1201 cccatgggcc ctccaggtgc tattggtttc cctggaccca aaggagaagg tggagttgta 

     1261 ggaccacagg gtccaccagg ccccaaggga gagcctggcc tccaaggctt ccctgggaag 

     1321 ccaggttttc ttggtgaagt aggtccccct ggcatgaggg gtttgcctgg tcctatagga 

     1381 cccaagggag aaggtggtca caaagggttg ccagggcttc ccggtgttcc agggctgctt 

     1441 ggacccaaag gagaacctgg catacctggg gatcagggtc tacagggtcc cccagggatt 

     1501 ccagggatcg taggacctag tggccctatt ggaccccctg ggattccggg ccccaaagga 

     1561 gaaccaggcc tcccagggcc ccctgggttc cctggtgtag ggaagccagg agtagcagga 

     1621 cttcatgggc ccccggggaa acctggtgcc cttgggcctc aaggccagcc tggccttcct 

     1681 ggacccccag gtcctccagg acccccaggc cctccagctg tgatgcctac accatcaccc 

     1741 cagggagagt atctgccaga tatgggacta ggaattgatg gggtgaaacc tccgcatgcc 

     1801 tatgcgggca aaaagggcaa acacggaggg ccagcctatg agatgcctgc gtttactgcc 

     1861 gagctgactg tacctttccc accggtgggg gccccagtga agtttgacaa gctgctctac 

     1921 aacggcagac agaactacaa tccgcagaca ggcatcttca cctgtgaagt cccgggtgtc 

     1981 tactactttg cttatcatgt tcactgcaag ggaggcaacg tatgggttgc tctcttcaag 

     2041 aacaacgagc ccatgatgta cacatacgac gagtacaaga agggctttct ggaccaagca 

     2101 tctggaagcg cagtactgct tctccgtccc ggagaccagg tgtttctcca aatgccttca 

     2161 gaacaggctg ctggactcta tgccgggcaa tatgtccact cctccttttc aggatattta 

     2221 ttgtatccca tgGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGTAATTT 

 

Unsere Sequenz: ATG GCT GTG CCA CCA GGC CCT 

NCBI Sequenz:   ATG GCT GTG CCA CCC AGG CCT 

Aminosäure:        Glycin (GGC) 

        Arginin (AGG) 

 
Sequenz 6.4: �1(VIII)-mRNA-Sequenz (Mus musculus), veröffentlicht am 04. Jan. 2009 bei NCBI 

(NM_007739). Die eigentliche Sequenz des ORF hat eine Länge von 2235 bp. Die Sequenz mit dem 

Myc-Tag (Großbuchstaben) hat eine Länge von 2268 bp. Die Sequenz weicht beim Basentriple 5-7 

(fettgedruckt) von der NCBI- Sequenz ab. Die genaue Abweichung der Sequenz ist unten noch einmal 

dargestellt. Sie führt zum Austausch einer Aminosäure. 
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6.2 Vektorkarten 
 

 

6.2.1 Zwischenklonierungsvektor pCR
®
II-TOPO (Invitrogen, USA) 

 

 

 
 

 

 

 
Abbildung 6.1: Vektorkarte von pCR

®
II-TOPO. Das Plasmid wurde zur TOPO-Klonierung 

verwendet. Es diente zur Zwischenklonierung und zur Sequenzierung von cDNA-Abschnitten.  
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6.2.2 Zwischenklonierungsvektor pBluescript II KS (Stratagene, La Jolla, USA) 
 

 

 

 
 

 

 
 
Abbildung 6.2: Vektorkarte von pBluescript II KS. Der Vektor wurde zur Zwischenklonierung 

verwendet. Außerdem ist das Kollagen II-Promotor-Konstrukts von Dr. A. Aszodi in diesen Vektor 

integriert.  
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6.2.3 Expressionsvektor zur Kontrolle, pmaxGFP (Lonza, Köln) 
 

 

 

 
 

 
Abbildung 6.3: Kontrollvektor zur Expression von GFP in Chondrozyten. Das Plasmid wurde 

verwendet, um ein geeignetes Programm von amaxa/Lonza zur Transfektion der Hühner-

Chondrozyten zu finden. Die transfizierten Chondrozyten konnten im Fluoreszenzmikroskop leicht 

identifiziert werden.  
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6.2.4 Expressionsvektor pCMV-Tag-4A (Stratagene, La Jolla, USA) 
 

 

 

 
 

 
 

 
 
Abbildung 6.4: Vektor zur Expression der �1-Kette von Kollagen VIII in Hühner 
Chondrozyten. Zur vereinfachten Detektion des Proteins befindet sich eine Flag-Tag-Sequenz auf 

dem Plasmid. Der ORF von Col8a1 aus Huhn wurde vor den Flag-Tag kloniert.  



Anhang 144 

 

6.2.5 Bausatz Kollagen VIII in Plasmid 
 

 

 

 

 

 

 
 

Koll II a1-Promotor Teil von Intron 1 

E1 E52 

Koll �1(VIII) 
Poly A 

ATG ATC 

pBluescript KS: 3kb 

Abbildung 6.5: Plasmid zur Vermehrung des �1(VIII)/Kollagen II-Promotor-Konstrukts in 
E.coli. Vor der Mikroinjektion in den männlichen Vorkern einer Oozyte einer Maus, wird das 

Konstrukt ausgeschnitten. Die Größe der Promotor- und Intronregion beträgt 7480 bp, das Plasmid 

besitzt eine Größe von 3000 bp und die Kollagen �1(VIII)-cDNA mit Myc-Tag hat eine Größe von 

2268 bp. Die genaue Sequenz der Promotor- und Intronregion kann bei Dr. Rita Dreier, Münster, 

eingesehen werden. Das genaue Verfahren zur Mikroinjektion wird in der Doktorarbeit von Markus 

Schmitz, Köln, dargestellt.  
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