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1. Einleitung

1.1 COMP-assoziierte Chond rodysplasien: Pseudoachond roplasie (PSACH)
und Multiple Epiphysare Dysplasie Typ 1 (MED 1)

PSACH und MED 1 sind autosomal dominant vererbte Erkrankungen (International
Working Group on Constitutional Diseases of Bone, 1992, 1998), die in einer
Krankheitsfamilie zusammengefal3t werden (Superti-Furga et al., 2001; Hall, 2002).
Beide Erkrankungen sind mit Mutationen im Cartilage Oligomeric Matrix Protein
assoziiert.t. MED 1 zeichnet sich durch eine mildere Auspragung der
charakteristischen klinischen Merkmale aus (Briggs et al., 1995, 1998; Lachman et
al., 2005; Hecht et al., 1995). Die betroffenen Patienten weisen Fehlbildungen des
Binde- und Stitzgewebes auf. Die Extremitaten sind verkurzt, deformiert und es liegt
ein disproportionierter Zwergwuchs vor. Die Schéadelgrof3e liegt im Normbereich
(siehe Abbildung 1.1), ebenso die geistigen F&ahigkeiten, der allgemeine
Gesundheitszustand und die Lebenserwartung (Heselson et al., 1977; Unger et al.,
2001).

100

Abb. 1.1: Typische Fehlbildung en bei PSACH und MED 1
PSACH und MED 1 verursachen Deformationen des Binde- und Stltzgewebeapparates, wie
verkirzte, deformierte Extremitaten und disproportionierten Zwergwuchs. Die Abbildung zeigt PSACH-

Patienten mit der typischen Auspragung (Photo: Hall et al., 1987).



Bander und Sehnen weisen nicht die Beschaffenheit derer gesunder Personen auf.
Ihre Laxheit fuhrt zur Hypermobilitdt der Gelenke, wodurch der watschelnde Gang
teilweise erklart werden kann. Die Erkrankung schliel3t eine friih beginnende Arthrose
vor allem der tragenden Gelenke mit ein. Ein frihzeitiger Gelenkersatz innerhalb der
ersten drei Lebensjahrzehnte ist oft unumganglich. Réntgenuntersuchungen zeigten
bei PSACH verbreiterte Metaphysen sowie verkleinerte, deformierte und teils
fragmentierte Epiphysen. Verkirzte Rohrenknochen mit erweitertem Gelenkspalt und
Deformationen der Wirbel sind ebenfalls typische Kennzeichen (Briggs et al., 1993).
Die verklirzten Rohrenknochen ergeben sich aus einer verlangsamten
Verkn6cherung durch abnormales Wachstum der Chondrozyten, welche grol3e
Vakuolen (Maynard et al.,, 1972), exzentrisch angeordnete Zellkerne und eine
veranderte Extrazellularmatrix aufweisen (Lotz et al., 1999). Ebenso weisen die
proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten in der Wachstumszone des
Knorpels Unterbrechungen sowie Stdrungen ihrer ansonsten charakteristischen
saulenartigen Anordnung und eine verminderte Zelldichte auf (Stanescu et al., 1993;
Stevens, 1999). Zugleich laRt das raue endoplasmatische Retikulum (rER) der
Chondrozyten eine starke Erweiterung (siehe Abbildung 1.2) sowie eine granulére
oder lamellare Struktur erkennen (Cohn et al., 1996; Cooper et al., 1973; Délot et al.,
1998, 1999; Hecht et al., 1998 a, b; Maddox et al., 1997; Maynard et al., 1972;
Stanescu et al.,, 1982 a, b). Diese Einschlisse enthalten verschiedene Matrix-
bildende Proteine, wie beispielsweise COMP, Kollagen 1X (Maddox et al., 1997; Délot
et al., 1998), Aggrecan (Stanescu et al., 1982), Fibromodulin, Decorin, Kollagen Xl
und Kollagen XII (Vranka et al.,, 2001). Eine Konzentration von Proteinen des
sekretorischen Signalweges in diesen Inklusionen wurde ebenfalls beobachtet. Im
Einzelnen handelt es sich um die Chaperone BiP, Grp94, HSP 47, PDI, Calreticulin
und Calnexin (Hecht et al., 2001; Vranka et al, 2001). Mit den Akkumulationen
innerhalb des rER sind mutierte COMP-Varianten assoziiert (Briggs et al., 1995;
Hecht et al.,, 1995; Chapman et al.,, 2001), wobei bei MED noch andere mutierte
Proteine wie Kollagen IX oder auch Matrilin-3 eine Rolle spielen kénnen (Briggs et
al., 1994; Budde et al., 2005; Muragaki et al., 1996; Otten et al., 2005; Spayde et al.,
2000; Wilson et al., 2005).



Abb. 1.2: Raues Endop lasmatisches Retikulum von PSACH-Patienten

Raues ER von PSACH-Patienten mit Einschliissen: (a) Die lamellaren Einschliisse im rER von
Chondrozyten der Wachstumsfuge sind durch die schwarzen Pfeile markiert. (b) Darstellung von
COMP mittels Immunogoldfarbung. (c) Immunogoldmarkierung von Kollagen 1X. Der Balken entspricht
200 nm (aus Maddox et al., 1997).

MED 1 weist einen &hnlichen, aber geringer ausgepragten Befund auf.
Normalerweise sind Metaphysen und Wirbel nicht betroffen, so dass die
Kleinwichsigkeit weniger deutlich ausgepragt ist (International Working Group,
1998). Die Epiphysen weisen eine verbreiterte Form und verzdgerte Verknécherung
auf (Rimoin et al., 1994; Weaver et al.,, 1993). PSACH und MED 1 erscheinen
klinisch heterogen; bei PSACH wird eine schwere und milde Form unterschieden
(Maroteaux et al., 1959; Maroteaux et al., 1980; Rimoin et al., 1994). Die MED 1 wird
in einen schweren Fairbank- und einen milden Ribbing-Typ eingeteilt (Fairbank,
1947; Ribbing, 1937), wobei zu bemerken ist, dass einerseits die milden Féalle von
PSACH mit den schweren der MED 1 Uberlappen und andererseits die leichten MED
1-Falle klinisch oft nicht bemerkt werden.



1.2 Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP)

Das Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) ist, wie durch Sequenzvergleiche
ermittelt wurde, ein homopentameres Mitglied der Familie der Thrombospondine
(TSP). Daher wird es auch als TSP-5 bezeichnet. COMP ist ein multimeres,
kalziumbindendes Glykoprotein der extrazellularen Matrix von Knorpel (Hedbom et
al., 1992; Morgelin et al., 1992; Oldberg et al. 1992), Sehnen (Di Cesare et al., 1994)
und Bandern (Hecht et al., 1998). Die COMP-Verteilung differiert zwischen den
verschiedenen Geweben und ist altersabhangig (DiCesare et al., 1995; Murphy et al.,
1999; Smith et al, 1997). Letzteres weist darauf hin, dass COMP eine Rolle bei
Aufbau und Entwicklung der Extrazellularmatrix spielt (Haberhauer et al., 2003;
Murphy et al.,, 1999). COMP ist durch einen modularen Domanenaufbau
gekennzeichnet und besitzt eine Oligomerisierungsdomane, vier EGF (Epidermal
Growth Factor) -Doménen, acht Ca?*-bindende Typ 3-Motive und carboxyterminal
eine globuldre Doméne. Diese Domane stellt ein Kennzeichen der Thrombospondine
dar (siehe Abbildung 1.3 a).

A
PD EGF EGFEGF EGF TYP 3
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Abb. 1.3: Doméanenstruktur von COMP

(a) Darstellung der verschiedenen Doméanen von COMP von N- nach C-terminal. PD =
Pentamerisierungsdoméne, EGF = Epidermal Growth Factor-ahnliche Doméne, Typ 3 = Typ 3-Motive
(Aufbau aus acht einzelnen Sequenzen), TC = C-terminale Domane; (b) Skizze der

blumenstrau3férmigen Struktur des COMP-Pentamers



Das Molekulargewicht des COMP-Pentamers betragt 524 kDa (Hedbom et al., 1992),
das der monomeren COMP-Untereinheit etwa 82 kDa und umfafdt 757 Aminoséauren.
Endprozessiertes COMP (siehe Abbildung 1.3 B) zeichnet sich aminoterminal durch
eine 46 Aminosauren (AS) lange a-helikale Pentamerisierungsdoméne (PD) aus, in
deren Sequenz sich Strukturwiederholungen in Siebenerreihe befinden. An jeder
dritten bis vierten Stelle der Sequenz befindet sich eine hydrophobe Seitengruppe, in
der funften bis siebten Position polare Aminosauren. Jeweils funf dieser a-Helices
bilden eine linksgangig superspiralisierte a-Helix, wobei die hydrophoben
Seitenketten zur helikalen Achse nach innen hin und etwas versetzt Ubereinander
angeordnet sind. Die Wechselwirkungen der hydrophoben Seitenketten und der
polaren Aminoséauren sind maf3geblich an der Ausformung der superspiralisierten
Helix beteiligt. Die Pentamerisierungsdomane wird durch einen Ring von
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert, welcher von den Glutaminen an der
vierten Stelle der vierten Siebenerreihe ausgebildet wird. Nach Abschlul@ der
Pentamerisierung tragt ein Ring aus Disulfidbricken zur Stabilitat der Helix bei
(Efimov et al., 1994; Efimov et al., 1996; Malashkevich et al., 1996). Ein kurzes
Zwischenstiick von 16 AS verbindet die Pentamerisierungsdomane mit den vier EGF-
ahnlichen Domanen (zusammen etwa 180 AS). Die EGF-Domanen weisen eine
stabformige Gestalt von einem Durchmesser von circa 3 nm auf und bestehen aus
funf kurzen b-Faltblattern, welche von drei Disulfidbricken stabilisiert werden. Sie
besitzen Ca*'-bindende Eigenschaften und erfiillen wahrscheinlich strukturelle
Aufgaben. Die EGF-Domanen sind nach dem epidermalen Wachstumsfaktor
benannt, bei welchem diese Strukturen erstmals beschrieben wurden.

Die an die EGF-Domanen unmittelbar anschlieRende, ebenfalls stabférmige Typ 3-
Domane besteht aus etwa 260 AS und hat aufgrund ihres Reichtums an Asparagin,
Aspartat, Glutamin und Glutamat einen sauren Charakter (Maddox et al., 2000). 13
putative Ca**-Bindungsmotive sind in acht Typ 3-Motiven angeordnet (Lawler et al.,
1986; Misenheimer et al., 1995). Eine Kalziumbindungsfahigkeit wurde aufgrund der
Homologie zur  Ca®*-Bindungsstelle der EF-Hand vermutet. Durch
Gleichgewichtsdialyse wurde die Zahl der Kalziumionen pro COMP-Monomer auf
11+1 (Chen et al., 2000) sowie 12+1 (Thur, 2000, Dissertation) bestimmt. COMP wird
in seiner Konformation durch die Bindung von Kalziumionen verandert (Chen et al.,
2000; Hou et al., 2000; Maddox et al., 2000; Thur et al., 2001). Es gibt wegen der

Konformationséanderung Hinweise auf eine Bindung an andere Bestandteile der



extrazellularen Matrix (DiCesare et al., 1995). Ebenso wird eine Ca?*-abhangige
Konformationsédnderung fir die Retention verschiedener COMP-Mutanten
verantwortlich gemacht (Kleerekoper et al., 2002).

Die aus circa 240 AS bestehende, ca. 4,8 nm im Durchmesser betragende, globulare
TC-Domane bindet in vitro an tripelhelikales Kollagen, wobei die mutmalliche
Kollagenbindungsstelle zwischen den Aminosauren 579 und 595 liegt (Rosenberg et
al., 1998; Holden et al., 2001; Mann et al., 2004; Pihlajamaa et al., 2004; Thur et al.,
2001). Diese Kollagenbindungsstelle spielt mdglicherweise auch bei Zellkontakten
eine Rolle (Briggs et al., 1998).

COMP weist zwei N-Glykosylierungsstellen auf, aber keine O-Glykosylierung. Die N-
Glykosylierungsstellen befinden sich an Asnl0l1 (erste EGF-Doméne), mit einem
Oligosaccharid von ~1847 Da und an Asn721 (TC-Domane), mit ~1724 Da (Hedbom
et al.,, 1992). Auch die Glykosilierung scheint altersabhéngigen Veranderungen
unterworfen zu sein, wie das Beispiel des Asn101 zeigt. Asn101 weist in der fGotalen
Form ein heterogeneres N-Glykosid auf als in der adulten Form (Zaia et al., 1997).
COMP besitzt im endprozessierten Zustand eine blumenstrau3ahnliche Struktur
(Abb. 1.3 b). Die TC-Domanen befinden sich peripher an den Armen, welche in
zylindrischer Form an den Pentamerisierungsdomanen vereinigt sind (Moérgelin et al.,
1992). Die physiologische Funktion von COMP in der Extrazellularmatrix ist nicht
genau bekannt; ein Fehlen desselben fuhrt offenbar nicht zu pathologischen Effekten
(Svensson et al., 2002).

COMP unterstiutzt jedoch offensichtlich die Anhaftung von Chondrozyten an die
Extrazellularmatrix durch Vermittlung tGber die Integrine asb; und a,bs (Di Cesare et
al., 1994; Chen et al., 2005). Eine Speicherfunktion fur Vitamin D oder andere
Signalmolekiile wurde ebenfalls vermutet (Guo et al., 1998; Ozbek et al., 2002).
COMP wurde in Verbindung mit rheumatoider Arthritis (Forslind et al., 1992),
Osteoarthritis und kardiovaskularen Krankheiten gebracht (Jordan et al.,, 2003;
Kullich et al., 2002; Oldberg et al., 1992; Vilim et al., 2002).

COMP ist auf der pericentromerischen Region in Bande 13.1 von Chromosom 19
lokalisiert (Briggs et al., 1993; Hecht et al., 1993; Hecht et al., 1995; Newton et al.,
1994). Es setzt sich aus 2271 Nukleotiden zusammen (Newton et al. 1994), welche
fur 757 Aminoséauren kodieren und umfafdt 19 Exons (Briggs et al., 1995). Die vier
ersten Exons kodieren die cysteinreiche Pentamerisierungsdomé&ne am N-Terminus,

die Exons vier bis acht die vier EGF-ahnlichen Doméanen. Die Typ 3-Motive werden



von den Exons 8-14 und die C-terminale Doméane von den Exons 14-19 kodiert
(Cohn et al., 1996).

1.3 Mutationen des COMP

Alle bisher bekannten, mit PSACH oder MED 1 assoziierten Mutationen sind
Basenaustausche oder fuhren zur Deletion oder Insertion einer bzw. mehrerer
Aminosauren (Briggs et al., 1998; Deere et al., 1999; Délot et al., 1999). Mutationen,
die eine Deletion oder Insertion von mehr als vier Aminosauren zur Folge hatten, sind
nicht bekannt, ebensowenig solche, die ein vorzeitiges Stopcodon erzeugen. 92%
der Mutationen betreffen die Typ 3-Motive (siehe Abbildung 1.4, Ballo et al., 1997,
Briggs et al., 1995; Briggs et al., 1998; Cohn et al., 1996; Deere et al., 1998; Deere et
al., 1999; Délot et al., 1999; Ferguson et al., 1997; Hecht et al., 1995; Ikegawa et al.,
1998; Loughlin et al., 1998; Maddox et al., 1997; Susic et al., 1997; Susic et al.,
1998).

PD EGF EGF EGF EGF TYP3 TC

OO0

Lekalisation der Mutationen in COMP;
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Abb. 1.4: Ubersicht tiber die Lokalisation einiger COMP-Mutationen
Die in roter Schrift dargestellten Mutationen befinden sich in den Typ 3-Motiven, wahrend in griner
Schrift dargestellte Mutationen in der globuldren TC-Domaéne lokalisiert sind.



Zwolf bekannte Mutationen betreffen die C-terminale Doméane. Bei den die Typ 3-
Motive betreffenden Mutationen sind haufig Aspartate involviert (etwa 60%), die
Kalziumionen binden (Chen et al., 2000; Deere et al., 1998). Funf Mutationen
betreffen Cysteine, was einen Einflul3 auf die Ausbildung von Disulfidbriicken und
somit letztendlich die Proteinstruktur hat. Den gleichen Effekt kdnnen nicht-
physiologische Disulfide hervorrufen. Deletionen oder Insertionen von mindestens
zwei Aminosauren sind in funf weiteren Fallen der Ausléser von Mutationen, welche
die Sekundar- oder Tertiarstruktur verandern.

Bisher sind tUber 80 Mutationen in COMP bekannt, die mit PSACH oder MED 1
assoziiert sind (siehe Tabelle 6.1). Nicht vollstandig geklart ist die Frage, ob Wildtyp-
COMP und COMP-Mutanten in gleichem Ausmald sezerniert werden. Aufgrund der
dominanten Vererbungsweise sind sowohl homopentamere Wildtyp- als auch
mutierte Proteine sowie gemischte Pentamere zu erwarten, da die Monomere vor der
Pentamerisierung nicht rdumlich voneinander getrennt vorliegen. Es wird vermutet,
dass bei Patienten mit PSACH oder MED 1 physiologisch gemischte Pentamere
dominieren. Bei gleicher Transkriptions- und Translationseffizienz beider Allele
sollten 0,5° = 3,1% Wildtyp-Pentamere und 96,9% Pentamere mit mindestens einer

mutierten Einheit entstehen.

1.4 Matrixproteine

Die extrazellulare Matrix besteht aus vielerlei Komponenten, deren Anteil und
Zusammensetzung von Gewebe zu Gewebe differieren. Binde- und Stitzgewebe
war fiur die vorliegende Arbeit von besonderem Interesse, so dass die
Zusammensetzung derselben genauer betrachtet wurde. Die Proteine der
Kollagenfamilie stellen den mengenmaliig gréfiten Teil der Extrazellularmatrix des
Binde- und Stltzgewebes. Die extrazellulare Matrix besteht desweiteren aus der
Grundsubstanz, die  Glykosaminoglykane,  Proteoglykane,  Glykoproteine,

anorganische Komponenten und bei Sehnen Elastin enthélt.



1.4.1 Die Extrazellularmatrix der Sehne

Die Extrazellularmatrix der Sehne setzt sich aus Kollagenfibrillen (65-80% der
Trockenmasse), elastischen Fasern (1-2%), der Grundsubstanz (insgesamt etwa
4,5% der Trockenmasse), sowie anorganischen Komponenten (weniger als 0,2% der
Trockenmasse) zusammen (Curwin, 1997; Hess et al., 1989,; Josza et al., 1989;
Kirkendall et al., 1997; O Brien, 1997; Tipton et al., 1975).

Die Sehne enthalt tripelhelikales Typ I-Kollagen (~ 60% der Trockenmasse), welches
sich aus zwei al-Ketten und einer a2-Kette zusammensetzt und in zugorientierten
Fasern angeordnet ist. Im helicalen Anteil der al- und a2-Kollagene ist an jeder
dritten Position ein Glycin eingebaut, was die Kollagenstruktur wesentlich bestimmt.
Die Kollagene Ill (zwischen 0 und 10% Trockenmasse), IV (~ 2% Trockenmasse,
formt Netzwerke), V und VI sind weitere Bestandteile (Alberts et al., 1994; Kannus,
2000; Kjaer, 2004; Wagget et al., 1998). Kollagen XllI lagert sich lateral an Kollagen I-
Fibrillen an und besteht aus drei al-Proteinketten.

Die elastischen Fasern bestehen aus Elastin, einem sehr hydrophoben Protein. Sie
haben einen Durchmesser von etwa 0,3-2,0 um und setzen sich aus zwei deutlich
unterscheidbaren morphologischen Komponenten zusammen, einem eher amorphen
Zentralstrang und elektronendichten Filamenten (Josza et al., 1979). Die elastischen
Fasern tragen zur Rekonfiguration des Kollagenfasergeristes nach Belastung bei
(Butler et al., 1978).

Die Grundsubstanz stellt ein hydrophiles Gel dar, dessen Konsistenz in Abhangigkeit
der Verteilung von Hyaluronsaure und Chondroitinsulfat variiert. Es besitzt eine
gewisse Wasserbindungskapazitat, welche zur biomechanischen Stabilitat beitragt.
Dies ist von Wichtigkeit fur die Gesamtstabilitdt sowie die Aufrechterhaltung der
Homoostase der Sehne. Die Grundsubstanz enthédlt Proteoglykane,
Glykosaminoglykane, Strukturglykoproteine und andere kleine Moleklile.

Die Proteoglykane bestehen aus einem Proteinkern, an den ein oder mehrere
Glykosaminoglykane kovalent gebunden sind. Sie weisen Molekilmassen von etwa 1
x 10° Da auf und stellen etwa 3% der Trockenmasse. Die Proteoglykane besitzen
eine hohe negative Gesamtladung, sind hydrophil und kénnen das 50fache ihrer
Molekilmasse an Wasser aufnehmen. Diese Eigenschaften und ihre Lokalisation
zwischen den Kollagenfibrillen tragen sowohl zur Ausformung der Kollagenfibrillen
(Amiel et al., 1984; Finnis et al., 1997; Hey et al., 1990) als auch zur Biomechanik der



Sehne bei. Sie ermdglichen eine schnelle Diffusion wasserloslicher Molekile und
ziehen aufgrund ihrer negativen Ladung positiv geladene lonen an, was einen
osmotischen Gradienten entstehen |43t (Kannus, 2000). Decorin stellt hier den
grofdten Anteil mit 1%. Die Proteoglykanfamilie besteht noch aus anderen Molekiilen,
wie Aggrecan (hochkonzentriert in der druckbelasteten Zone), Biglycan (0,5%),
Fibromodulin, Lumican, Osteoadherin, Tenascin-C, Optican, Keratocan, Epiphycan,
Syndican, Perlecan, Agrin, Undulin, Laminin und Versican (Hey et al., 1990; llic et al.,
2004; Kannus, 2000; Kjaer, 2004; Piecha et al, 1999).

Glykosaminoglykane kommen in Sehnengewebe seltener als in Knorpel vor und
stellen in der zugbelasteten Zone etwa 0,2% der Trockenmasse. Diese enthélt 60%
Dermatansulfat, wahrend in der druckbelasteten Zone und der Insertionszone die
Trockenmasse aus 65% Chondroitinsulfat besteht (Merrilees et al., 1980).
Hyaluronsaure stellt 6% des Gesamtgehaltes an Glykosaminoglykanen.
Heparansulfat wurde ebenfalls in Sehnengewebe gefunden (Jarvinen et al., 1991,
Kvist et al., 1991). Keratansulfat und Heparinsulfat konnten in der Sehne nicht
nachgewiesen werden (Jozsa et al., 1991).

Glykoproteine wie die Thrombospondine sind hauptsachlich aus Proteinen
zusammengesetzt, weisen eine kleine Zuckerkomponente auf und haben ein
Molekulargewicht von 50-100 kDa (Kannus, 2000). Sie unterscheiden sich von den
Proteoglykanen vor allem durch ein anderes Protein-Kohlenhydrat-Verhaltnis. COMP
stellt hier den gro3ten Anteil mit etwa 1% der Trockenmasse.

Die anorganischen Komponenten der Extrazellularmatrix der Sehne setzen sich aus
einer Vielzahl von Stoffen zusammen. Kalzium ist mit 0,001-0,01% der
Trockenmasse vertreten (Jozsa et al.,, 1989). Magnesium, Mangan, Kadmium,
Kobalt, Kupfer, Zink, Nickel, Lithium, Blei, Fluor, Phosphor und Silizium wurden
ebenfalls detektiert und liegen normalerweise in Konzentrationen von 0,02-120 ppm
vor (Sparado et al. 1970).
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1.4.2 Die Extrazellularmatrix des Knorpels

Die extrazellulare Matrix des Knorpels wird zum gro3ten Teil von fibrillarem Kollagen
unterschiedlichen Typs gebildet (Kollagen Typ II, VI, IX und Xl). Sie enthalt
Glykosaminoglykane, Proteoglykane (Aggrecan, Biglycan, Decorin, Fibromodulin)
sowie andere Strukturproteine (COMP, Thrombospondin I, Matrilin 1 und 3).

Den mengenmallig grol3ten Anteil der Kollagene stellt das Kollagen II. Dieses ist
durch drei al-Ketten charakterisiert und besitzt durch vermehrte Glykosylierung der
Hydroxylysine einen hydrophilen Charakter. Zusammen mit den Kollagenen 1X und
Xl baut Kollagen Il das fibrillare Grundgerist der Extrazellularmatrix auf. Dies
geschieht unter anderem durch Ausbildung von intermolekularen Quervernetzungen,
welche aus Lysin- und Hydroxylysinresten bestehen. Auch binden Liganden der
helikalen COL2-Domane von Kollagen IX kovalent an Telopeptide von Kollagen 1.
Somit werden zusatzliche Querverbindungen ausgebildet, wobei die beiden
Kollagene den Kern der Kollagenfibrillen darstellen (Bruckner et al., 1994). Der
Aminoterminus von Kollagen Xl ist gewinkelt und steht je nach Fibrillenkonformation
mehr oder weniger weit von der Fibrille ab. Dies a3t moglicherweise eine Interaktion
mit anderen Makromolekilen der Extrazellularmatrix zu. Kollagen 1X besitzt drei
unterschiedliche Ketten, ndmlich al, a2 und a3. Es ist vor allem mit dinnen (ca. 20
nm Durchmesser) Kollagenfibrillen assoziiert, welche sich im fdtalen, unreifen
Knorpel finden und zu 80% aus Kollagen I, und je 10% aus Kollagen 1X und Xl
bestehen. Der adulte Knorpel besteht aus dickeren Fibrillen (30-40 nm), wobei
Kollagen IX nur zu 1-2% vertreten ist (Eyre et al., 2006; Hagg et al., 1998). Die
dunnen Fibrillen (17-20 nm) bestehen hauptsachlich aus Kollagen II, IX und XI.
Decorin ist nicht mit den Fibrillen assoziiert. Die intermediaren Fibrillen (bis 26 nm)
bestehen ebenfalls aus den oben erwahnten Kollagenen, allerdings ist Decorin in
geringer Menge nichtkovalent an sie gebunden. Die dicken Fibrillen (26 nm bis Utber
50 nm) enthalten kein Kollagen IX und Xl, dafur aber gro3e Mengen an Decorin
(Hagg et al., 1998).

Kollagen VI ist fast ausschlief3lich im Perizellularraum von Chondrozyten lokalisiert.
Es zeichnet sich durch eine kurze tripelhelikale Domane und grol3e, nichtkollagene
Domanen an beiden Enden aus. Kollagen VI bildet ein eigenes Netzwerk aus

perlschnurartigen Fibrillen, welches durch Disulfidbriicken quervernetzt ist.
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Die Glykosaminoglykane sind in das Kollagengrundgerust des Knorpels eingelagert.
Es sind unverzweigte Polymere aus repetitiven Disaccharideinheiten, die aus einem
Aminozucker (Glukosamin oder Galaktosamin) und einer Zuckerséaure (z.B.
Galaktose) bestehen. Diese kdnnen sulfatiert oder acetyliert sein, oder auch beides
zugleich. Aus diesem Aufbau ergibt sich eine hohe negative Ladungsdichte, die auch
fur elektrostatische Wechselwirkungen mit anderen Proteinen verantwortlich ist. Die
Glykosaminoglykane werden, sobald sie an ein Protein gebunden sind, als
Proteoglykan bezeichnet. Bei ihnen liegen die Glykosaminoglykanketten O-
glykosidisch Uber ein Trisaccharid (Xyl-Gal-Gal) an Serin gebunden vor, was
ebenfalls zur oben erwédhnten hohen negativen Ladungsdichte beitragt. Die Lange
und Eigenschaften der Glykosaminoglykane unterscheiden sich in verschiedenen
Geweben und Entwicklungsstadien. Zu den Glykosaminoglykanen gehéren Heparin,
Heparansulfat, Dermatansulfat (DS), Keratansulfat, Chondroitinsulfat (CS) und
Hyaluronsaure. Zu den Proteoglykanen zu rechnen sind Aggrecan, Biglycan, Decorin
sowie Fibromodulin (Ruoslahti, 1988).

Aggrecan kommt von allen Proteoglykanen im Knorpel mit einem Anteil am
Trockengewicht von 10% am haufigsten vor und tritt mit Hyaluronsaure in
Wechselwirkung. Es binden etwa 100 Aggrecanmolekile unter Bildung
charakteristischer Komplexe an ein Hyaluronsauremolekiil, wobei die Bindung durch
das Link-Protein der Hyaluronsaure stabilisiert wird. 7% der Masse von Aggrecan
bestehen aus dem 220 kDa-Protein, 87% aus Chondroitinsulfat und 6% aus
Keratansulfat.

Sehr nahe stehen sich Biglycan, Decorin und Fibromodulin, welche die Gruppe der
kleinen CS/DS-substituierten Proteoglykane bilden, die leucinreiche Wiederholungen
im Proteinteil aufweisen. Biglycan ist das mengenmalRig am starksten vertretene
kleine Proteoglykan im Knorpelgewebe und besteht aus zwei Glykosaminoglykanen.
Decorin setzt sich aus nur einer CS/DS-Kette zusammen, wéahrend Fibromodulin
Keratansulfat-substituiert ist und sulfatierte Tyrosinreste aufweist. Decorin und
Fibromodulin kénnen an Kollagen I- und lI-Fibrillen binden und beeinflussen deren

Entwicklung (Danielson et al., 1997; Svensson et al., 1999).
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1.5 Zielsetzung

Uber die Auswirkungen von COMP-Mutationen auf Tenozyten war zu Beginn dieser
Arbeit wenig bekannt. Es gab einzelne deskriptive Untersuchungen mit
widersprichlichen Ergebnissen zu diesem Thema (Délot et al., 1998 und 1999).
Beispielsweise war ungeklart, ob mutiertes COMP normalerweise im rER von
Tenozyten akkumuliert, eine Beobachtung welche bei Chondrozyten tber lange Zeit
als Krankheits-definierend angesehen wurde. Da bei PSACH und MED 1, wie zuvor
beschrieben, die Sehnen und Bander ebenso von Veranderungen betroffen sind wie
Knochen und Knorpel, lag eine Untersuchung dieses Gewebstypus nahe. Mittels
Uberexpression in Tenozyten in Primarkultur sollte der EinfluR verschiedener COMP-

Mutationen auf die Zellfunktion untersucht werden, um die folgenden Fragen zu

beantworten:
1. Wie ist die Isolation von primaren bovinen Tenozyten zu bewerkstelligen?
2. Durch welche Zellkulturbedingungen wird die Dedifferenzierung des

Phanotyps tber einen langeren Zeitraum vermieden?

3. Welche Techniken des Gentransfers sind fur Tenozyten geeignet? Lassen
sich die transgenen Proteine lUber l[angere Zeit exprimieren?

4. Wie wirken die verschiedenen COMP-Mutationen auf die intrazellulare
Lokalisation, die Zellvitalitat, die Proliferationsrate und die Sekretionskinetik
von Tenozyten?

5. Wie wirken sich die COMP-Mutationen auf die Extrazellularmatrix von
Tenozyten aus?

6. Rufen die zu untersuchenden COMP-Mutationen unterschiedliche
Apoptoseraten bei Tenozyten sowie Chondrozyten hervor?

7. Welche Folgerungen ergeben sich aus den Ergebnissen der

Untersuchungen fur das bisherige Modell der Pathogenese?
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2. Material und Method ik

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Biomol (Hamburg,
Deutschland), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Nottingham, England), Roche
(Mannheim, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland), VWR (Darmstadt, Deutschland), die Zellkulturmedien
von PAA Laboratories (Wien, Osterreich) und Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
bezogen.

Radioaktive Chemikalien wurden Uber die Firma Hartmann Analytic (Braunschweig,
Deutschland) bezogen.

2.1.1.1 Chemikalien (Abklrzungen)

AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol

APS Ammoniumpersulfat

BSA Bovines Serumalbumin

CsCl Casiumchlorid

DAPI 4’ ,6"-Diamidino-2-Phenylindol
DEPC Diethylpyrocarbonat

DMF N’“N’-Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FCS Fetal Calf Serum

GAPDH D-Glycerinaldehyd-3-Phopsphat-Dehydrogenase
HCI Salzsaure

Imidazol 1,3-Diaza-2,4-cyclopentadien
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Isopropanol 2-Propanol

Luminol 3-Aminophtalhydrazin

MeOH Methanol

MgCl, Magnesiumdichlorid

MOPS 3-(N-Morpholin)-propansulfonsaure
NaOH Natriumhydroxid

NP 40 Nonidet NP 40 Substitute

PAA Protein-A-Agarose

PBS Phosphate Buffered Saline

PCS p-Cumarsaure

PFA Paraformaldehyd

P/S Penicillin/Streptomycin

SDS Natriumdodecylsulfat

SNP Natriumnitroprussid

TCA Trichloressigsaure

TEMED N,N,N,N-Tetramethyl-ethylendiamin
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol

Tris-HCI 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol-Hydrochlorid
Trypanblau 3,3 -Dimethyl 1-4,4"-bis(5-amino-4-hydroxy-2,7-disulfonaphthyl-3-azo)-
[1,1"-biphenyl]-Tetranatriumsalz

Tween Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

2.1.1.2 Radioaktive Chemikalien

3H-Thymidin, 1 mCi
355-Methionin, 5 mCi
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2.1.2 Lésungen und Puffer

Losungen wurden in der Regel mit Wasser aus einer Reinstwasseranlage (MilliQ
biocell, Millipore, Schwalbach, Deutschland) angesetzt. Die Sterilfiltration einiger
Ldsungen erfolgte mittels 0,22 um-Filtern.

Es wurden folgende Lésungen und Puffer verwendet:

AEC-Farbeldsung

1 AEC-Tablette in 10 ml N"N"-Dimethylformamid (DMF) l6sen
10 ml Imidazolpuffer

80 ml MilliQ-Wasser

20 pl 30% H,0,

10 M Ammoniumacetat

38,54 g Ammoniumacetat

ad 50 ml mit Aqua dest.

Ascorbat

40 mg Ascorbat

10 ml PBS

bis zur vollstandigen Aufldsung schitteln

sterilfiltrieren

10% (V/V) BSA in PBS (Stockldsung)
5 ml BSA
45 ml PBS

sterilfiltrieren
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Coomassie-LOsungen

Farbelbsung: 225 ml Methanol
225 ml Aqua dest.
50 ml konzentrierte Essigsaure
2 bis 3 Farbetabletten Coomassie Brilliant Blue R 250

Entfarbeldsung: wie Farbel6sung, nur ohne Coomassie Brilliant Blue R 250

Essigsaure 10%: konzentrierte Essigsaure 1:10 in Aqua dest.

DEPC-H,0 0,1 %

1 mI DEPC in 1| Aqua dest.

sterilisieren

Dialyse-Puffer zur Virusaufbereitung
5 mM Tris

50 mM NacCl

pH 8,0 einstellen

sterilisieren, dann Hinzugabe von
10% Glycerin

0,1% BSA

ad 1 | mit Aqua dest.

6 x DNA Loading Dye
30% (V/V) Glycerin in Aqua dest.
je 1 Spatelspitze Bromphenolblau und Xylencyanolblau

Eosin (1%)

20 g Eosin

2 | Aqua bidest.

vor Gebrauch filtriert und einige Tropfen 96% Essigsaure hinzugefugt
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Ethidiumbromid-Stock
1% EtBr-L6sung: 1:20 verdinnen mit Aqua dest. auf 0,05%

im Agarose-Gel 1:1000 verdinnen (1 ul Stock pro ml Agarose)

Glutaraldehydpuffer

2% Glutaraldehyd
0,5% Paraformaldehyd
0,1 M Cacodylat pH 7,4
0,1 M Sukrose

0,003 M CacCl,

Hamatoxylin (Hdmalaun-Ldsung 0,1%)

1 g Hamatoxylin

1 | Aqua bidest.
0,1 g Natriumjodat
50 g Kalialaun
vollstandig l6sen
50 g Chloralhydrat
1 g Zitronensaure

filtriert

Imidazolpuffer

14,6 g NaCl

17 g Imidazol

ad 250 ml mit: 200 mM Tris pH 7,0
5 mM CacCl,

5 x Lammli

144,0 g Glycin
30,34 g Tris

10 g SDS

ad 2 | mit Aqua dest.
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10 M LiClI-Stocklésung
21,2 g LiCl auf 50 ml Aqua dest.

LoTE-Puffer

3 mM Tris HCIl pH 7,5
0,2 mM EDTA pH 7,5
ad 1 | mit Aqua dest.

Lysepuffer
50 mM Tris-HCI pH 7,4

1% NP 40 (alternativ 0,5% SDS)

1 M Natriumnitroprussid
6,775 g SNP
20 ml PBS

bei 4 ° C unter Lichtausschlufd stabil

1 M Natriumsalicylat in Aqua dest. (unmittelbar vor Gebrauch)

2% (W/V) Paraformaldehyd
1gPFA
ad 50 ml mit Aqua dest.

Ldsen im alkalischen Bereich, nach Auflésen einstellen von pH 7,4

Paraformaldehydpuffer

3% Paraformaldehyd
0,1% Glutaraldehyd

0,1 M Cacodylat pH 7,4
0,003 M CacCl,
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1 x SDS-Gelladepuffer
50 mM Tris-HCI pH 6,8
100 mM Dithiothreitol
2% SDS

0,1% Bromphenolblau
10% (V/V) Glycerin

gegebenenfalls 1 % b-Mercaptoethanol (bei reduzierenden Bedingungen)

Sea-Plague-Agarose

5% (V/V) in PBS, 10 ml

5% (V/V) FCS in DMEM, 30 ml
Endkonzentration: 1,25%

50 x TAE (pH 8)

242 g Tris

57,1 ml Essigsaure p.a.
100 ml 0,5 M EDTA

ad 1 | mit Aqua dest.

10 x TBS

87,8 g NaCl

60,5 g Tris HCI

11,0 g Tris

ad 1 | mit Aqua dest.

TELT-Puffer (LiCl-Mini-Prép)
50 mM Tris pH 8,0

62,5 mM EDTA

2,5 M LICl

0,4% Triton X-100

RNAse, Lysozym

ad 1l mit Aqua dest.
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1,0 M Tris (pH 6,8)
121,14 g Tris
ad 1 | mit Aqua dest.

1,5 M Tris (pH 8,8)
182,12 g Tris
ad 1 | mit Aqua dest.

1 M Tris-HCI
157,59 g Tris-HCI
ad 1 | mit Aqua dest.

VLB (Virion Lysis Buffer, QBiogene)
0,1% SDS

10 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

pH 7,4

2.1.3 Zellkulturmedien

Tenozyten-Komplettmedium (Teno-Komplett)

-DMEM F12 /HAM

-P/S 0,1% (Ausgangskonzentration in 100 ml 100 x P/S: Penicillin: 10 000 U/ml,
Streptomycin: 10 mg/ml)

-100 puM Ascorbat

-10% FCS

Tenozytenmedium Serumfrei (Teno-SF)

- entspricht Teno-Komplett, nur ohne FCS
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Chondrozyten-Komplettmedium (Chondro-Komplett)
-DMEM F12/HAM

-Gentamycin 50 pg/ml

-100 uM Ascorbat

-10% FCS

Chondrozytenmedium Serumfrei (Chondro-SF)

-entspricht Chondro-Komplett, allerdings ohne FCS

QBI-293-Medium
-DMEM High Glucose
-P/S 100 U /ml

-2% FCS

G418-Medium (Geneticin-Medium)
-DMEM High Glucose

-G418 200 pg/ml

-10% FCS

Medium fir COS 7-A2
- RPMI

- 2 mM L-Glutamin
-10% FCS

Nahrmedium fir Bakterien
Luria-Bertani Medium (LB Medium):

10 g Trypton

5 g Hefe-Extrakt

10 g NaCl

ad 1 | mit H,O, pH 7,0

sterilisieren
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2.1.4 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikoérper sind in Tabelle 2.1 aufgefuhrt und

wurden in den angegebenen Konzentrationen eingesetzt.

Tabelle 2.1 Liste der verwendeten Antikorper

Antikorper Spezies Bezug Konzentration | Konzentration | Konzentration
gegen far Immun- far Immun- far
fluoreszenz histochemie Western Blot
COMP rabbit Biochemie Il, Uni 1:500 1:100
Ko6In (Thur et al.)
c-myc rabbit, Santa Cruz (A- 1:500 1:100 1:2500
mouse 14; Heidelberg,
Deutschland)
Sigma-Aldrich
(9E10; Miinchen,
Deutschland)
Golgi, 58 mouse Biomol 1:200
kDa-Protein (Hamburg,
Deutschland)
Protein- rabbit Biomol 1:500
Disulfid
Isomerase
(PDI)
Collagen | rabbit Quatrtett (Berlin, 1:100
Deutschland)
a-rabbit IgG | goat Molecular Probes 1:600
Cy3 (Leiden,
Niederlande)
a-mouse goat Molecular Probes 1:600
IgG Alexa
488
a-mouse/ goat DakoCytomation 1:100 1:3000
rabbit HRP (Glostrup,
Danemark)
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2.1.5 Kits

Die verwendeten kommerziellen Kits sind in Tabelle 2.2 gelistet. Diese wurden nach

Herstellerangaben verwendet.

Tabelle 2.2 Liste der verwendeten kommerziellen Kits

Bezeichnung Hersteller

Ad Easy Kit QBioGene (lllkirch, Frankreich)

GFx PCR Kit AGE Healthcare (Freiberg, Deutschland)
Human Annexin-V-FITC Kit Bender MedSystems (Wien, Osterreich)
In Situ Cell Death Detection Kit AP Roche (Mannheim, Deutschland)

LDH Roche (Mannheim, Deutschland)

Maxi Prap QbioGene (llikirch, Frankreich)

2.1.6 Enzyme

Tabelle 2.3: Liste der verwendeten Enzyme

Reagenz Herkunft Inhalt

BamH | Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) | 4000 Units

Bst 1107 I (Sna I) Fermentas (St. Leon-Rot, 500 Units
Deutschland)

BstX | Fermentas 500 Units

Hind 11I Fermentas 5000 Units

Kpn | Fermentas 500 Units

Mssl (Pmel) Fermentas 250 Units

Nhe | Fermentas 500 Units

Not | Fermentas 300 Units

Pac | BioLabs (Frankfurt, Deutschland) 1250 Units

Pae | (Sph ) Fermentas 500 Units

Psp 1406 | Fermentas 500 Units

Xho | Fermentas 2000 Units

Calf Alk. Phosphatase Fermentas 200 Units

T 4 DNA-Ligase Fermentas 1000 Units

Hyaluronidase Roche (Mannheim, Deutschland) 100 mg

Collagenase P, Roche 500 mg

C. Histolyticum, Lyo.

Pronase Protease, Calbiochem (San Diego, USA) 250 KU

Streptomyces

Proteinase K Roche 5 ml; 14-22 mg/mlin 10 mM Tris-

HCI, pH 7,5

RNase A Fermentas (St. Leon-Rot, 10 mg/mlin 1 ml 50 mM Tris-
Deutschland) HCL, pH 7,4; 50% (v/v) Glycerin

Trypsin PAA Laboratories (Wien, 100 ml; 0,05% in D-PBS
Osterreich)
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2.1.7 Reagenzien fur RT-PCR

Tabelle 2.4 Liste der fur die RT-PCR verwendeten Reagenzien

Reagenz Bezeichnung Herkunft Inhalt
dT Oligo-dT Sigma 69 uM
First-Strand-Puffer First-Strand-Puffer 5 x Invitrogen 250 mM Tris-HCL
375 mM KCI
15 mM MgCl,
dATP, dGTP, dCTP, NTP Invitrogen 10 mM je Nukleotid
dTTP
Reverse Transkriptase | Superscript I Invitrogen 200 U/pl in Storage-
Puffer
RNAse-Inhibitor Protector RNAse-Inhibitor | Roche 40U/l
Polymerase-Puffer Polymerase-Puffer 10 x Invitrogen 100 mM Tris.HCI
500 mM KCI
Polymerase Tag-DNA-Polymerase Invitrogen 5 U/ul in Storage-
Puffer
Primer siehe Tabelle 2.5 siehe Tabelle 2.5 100 uM
Tabelle 2.5 Liste der fir die RT-PCR verwendeten Primer
Gen Primer in 5°- 3"-Orientierung Annealing- Lange des Herkunft
Temperatur amplifizierten
[°C] Fragments [bp]
Kollagen | | ACCAACTTC TCT CAG ACC C 48 220 Xu et al.,
CCG TTG ATA GTT TCT CCT AAC 1996
Kollagen Il | ATC AAC GGT GGC TTC CAC TTC 48 272 Xu et al.,
TGC AAT GTC AAT GAT GGG CAG 1996
Scleraxis CGG TCT TTG CTC AAC TTT CTC TGG T 49 322 Cserjesi et
AAC AGG GTG AAC ACG GCC TTC al., 1995
COMP TAC GGA TGG CGA CAA GTC G 48 292 Zaucke et
CGC TGT CAC AAG CAT CTC C al., 2001
GAPDH AAA GGC CAT CAC CAT CTT CC 48 293 Hargu&
TGG ACA GTC ATA AGT CC 2000
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2.1.8 Zellmaterial

Die primaren bovinen Zellen wurden durch Praparation eines Rinderschultergelenks
gewonnen, welches von Globus Handelshof in Homburg-Eindd (Saarland) bzw. der
Metzgerei Herold in Friedberg-Fauerbach (Hessen) bezogen wurde. Die Methodik
wird in Abschnitt 2.2.1 beschrieben. Die geschlachteten Tiere hatten jeweils ein Alter
von zwei bis drei Jahren.

Die Zellinie COS-7 A2 (Gluzman, 1981; Polack et al., 1984), eine Zellinie aus der
Niere von Griinen Meerkatzen, wurde von ATCC (Best.-Nr. CRL-1651) bezogen.

2.1.9 Auflistung d er untersuchten COMP-Varianten

Tab. 2.5 Auflistung und Erklarung der verwendeten COMP-Varianten

Bezeichnung Abkirzung Erklarung

D469D DD Deletion Aspartat an AS-Position 469

D475N DN Austausch Aspartat® Asparagin an AS-
Position 475

D361Y DY Austausch Aspartat® Tyrosin an AS-
Position 361

H587R HR Austausch Histidin® Arginin an AS-
Position 587

Wildtyp wit Wildtyp-Protein

2.1.10 genutzte Software

Die in vorliegender Arbeit verwendeten Programme sind in Tabelle 2.6 aufgelistet.

Tabelle 2.6 Liste der verwendeten Programme

Programm Hersteller

Cell Quest Pro BD Systems (San Jose, USA)

Excel Microsoft (Redmond, USA)

Image Quant Amersham Biosciences (St. Giles, UK)
IM 1000 Leica (Wetzlar, Deutschland)
Photoshop Adobe (San Jose, USA)

Power Point Microsoft (Redmond, USA)

Word Microsoft (Redmond, USA)
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2.2 Method ik

2.2.1 Isolation primarer Zellen

Das fiur die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente notwendige bovine
Zellmaterial wurde durch Préparation boviner Schultergelenke gewonnen. Tenozyten
wurden aus der langen Bizepssehne des Schultergelenks wie in Abschnitt 2.2.1.1
erlautert isoliert. Das Verfahren bestand aus einer abgewandelten Explant-Culture-
Methode nach Wong et al., 2003, wobei die Praparation nach Becker, 2002
vorgenommen wurde. Chondrozyten wurden durch Abpraparation der Knorpelschicht
des Humeruskopfes wie in Abschnitt 2.2.1.2 beschrieben isoliert. Die Methodik wurde
in Variation der Praparation nach Hauselmann et al., 1994 sowie Kuettner et al, 1982
durchgefihrt.

Humane Chondrozyten wurden aus Gelenkersatz-Operationen am
Universitatsklinikum Giel3en erhalten, was der Vermittlung von Herrn Professor
Steinmeyer zu verdanken war. Die Entnahme wurde durch die Ethikkommission
genehmigt (Universitat Giel3en, AZ 13/07).

2.2.1.1 Bovine Tenozyten

Die lange Bizepssehne des Schultergelenks wurde mittels eines Skalpells abgetrennt
und in Ethanol 70% gewaschen. Die weitere Praparation wurde steril durchgefuhrt.
Die Faszien sowie noch vorhandene Gewebereste wurden abprapariert, die Sehne in
kleine Stlcke geschnitten (etwa 10 x 10 x 5 mm) und in 1x Trypsin fir 3 bis 5
Minuten verdaut, um eventuell noch anhaftende Fibroblasten abzul6sen. Danach
wurden die Sehnensticke dreimal mit PBS gewaschen und parallele Schnitte auf
ihrer Oberflache angebracht. Jeweils 5 bis 6 Stiicke wurden auf einer mittleren
Petrischale platziert und diese dann mit 12 ml Komplettmedium mit Amphothericin B
(125 pg/l) aufgefillt. Nach zwei Tagen fand ein Mediumwechsel auf Komplettmedium
ohne Amphothericin statt. Weitere Medienwechsel wurden alle drei Tage
vorgenommen, bis gentigend Zellen zur Ernte ausgewachsen waren, was bis zu vier

Wochen dauern konnte. Bei Konfluenz der ausgewachsenen Zellen wurden die
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Sehnensticke zur Fortsetzung der Kultur in neue Petrischalen mit Tenozyten-
Komplettmedium verbracht. Die ausgewachsenen Zellen wurden nach zweimaligem
Waschen mit PBS mit Trypsin behandelt, zentrifugiert, einmal mit PBS und einmal in
Komplettmedium (zum Inaktivieren von Trypsin) gewaschen. Das Pellet wurde in 10
ml Komplettmedium resuspendiert und in einer 1:10-Verdinnung mittels einer
Neubauer-Zadhlkkammer (Neubauer improved, LO Laboroptik, Friedrichsdorf,
Deutschland) gezahlt. Danach wurden die Zellen in Komplettmedium ausplattiert.

2.2.1.2 Bovine Chond rozyten

Die Praparation des bovinen Schultergelenkes erfolgte im Labor unter semisterilen
Bedingungen. Zuerst wurde die Gelenkkapsel eroffnet, die Knorpelschicht des
Humeruskopfes mit 70%igem Ethanol abgespult und die Knorpelschicht mit einem
sterilen Skalpell mehrmals senkrecht/waagerecht eingeritzt. Danach wurden die
einzelnen Knorpelquadranten mittels Skalpell und Pinzette (vorher finf Minuten in
Ethanol 70% sterilisiert) abprapariert. Pro Gramm Knorpel wurden 12 ml
Verdaulosung verwendet, welche 0,4% Pronase zum Vorverdau sowie beim zweiten
Ansatz 0,025% Kollagenase zum eigentlichen Verdau enthielt.

Die Vorverdauldsung mit 0,4% Pronase wurde angesetzt, indem die bendtigte Menge
an Pronase im hochstens halben berechneten Volumen mit serumfreiem Medium
geldst und mittels 0,2 um-Filter sterilfiltriert wurde. Danach wurden die Knorpelstticke
sowie die Vorverdaulosung mit Komplettmedium (FCS-Endgehalt: 5%) versetzt und
bei 37°C bei 125/min fir 90 Minuten auf einem Schuttler (Certomat H, B. Braun
Biotech int.,, Gottingen, Deutschland) geschuttelt. AnschlieRend wurden die
Knorpelstiicke funfmal fiur jeweils finf Minuten mit PBS gewaschen. Die bendtigte
Menge an Kollagenase wurde in hochstens dem halben berechneten Volumen gelost
und ebenfalls sterilfiltriert (0,2 pm-Filter). Der Verdauldsung mit einem FCS-
Endgehalt von 5% wurde Amphothericin B (125 pg/l) hinzugefligt. Der Verdau lief
tber 15 Stunden bei 37° C auf dem Schattler(125/min).

Die tribe Verdaulésung wurde in 50 ml-Rohrchen verteilt und bei 1250 U/min 10
Minuten bei 4° C zentrifugiert (Multifuge 3 SR, Heraeus, Hanau, Deutschland). Der
Uberstand wurde verworfen, die Pellets in je 10 ml serumfreiem Medium

resuspendiert und vereinigt. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 1250 U/min fur
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10 Minuten bei 4° C. Das Pellet wurde in 15 ml serumfreiem Medium aufgenommen
und durch ein 100 um Zellsieb (BD, Franklin, USA) gegeben. Dann wurde mit 5 ml
Medium nachgespdlt, filtriert und bei 1250 U/min fir 10 Minuten bei 4° C zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 8 ml Komplettmedium resuspendiert, durch ein 40 um Zellsieb
(BD, Franklin, USA) filtriert und mit 2 ml Komplettmedium nachgespdult. Die in den 10
ml Suspension enthaltenen Zellen wurden dann in einer Neubauerkammer gezahlt.
Zuséatzlich wurden die Zellen mit Trypanblau gefarbt, um deren Vitalitat zu
Uberprufen. Trypanblau (Benzaminblau) ist ein anionischer Azofarbstoff, der an
Proteine bindet. Durch defekte Zellmembranen kann Trypanblau in die Zelle
eindringen und die Zellproteine tiefblau anfarben. Unter dem Mikroskop erscheinen
deshalb tote Zellen intensiv blau, lebende Zellen jedoch leuchtend hell. Die
Auszahlung mufl3 zlgig vonstatten gehen, da Trypanblau bei zu langer Einwirkzeit
zytotoxisch wirkt. Die Zellen wurden nach dem Zahlen in Komplettmedium

ausplattiert.

2.2.1.3 Humane Chond rozyten

Die Isolierung humaner Chondrozyten folgte exakt dem Protokoll zur Isolation
boviner Chondrozyten. Einzig der praparative Teil wich etwas davon ab, da die
Humanproben aus abgeségten Knochenteilen mit noch anhaftendem Knorpelgewebe
bestanden. Die Praparation wurde vollstdndig unter sterilen Bedingungen

vorgenommen.

29



2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Zellkulturarbeiten

Die Zellen wurden in Monolayerkultur bei 37°C und 5% CG, in befeuchteter
Atmosphare gehalten.

Alle Zellpopulationen wurden bei Erreichen von etwa 75% Konfluenz passagiert. Die
Monolayer-Kulturen wurden hierzu zwei Mal mit PBS gewaschen und dann fur 5 bis
10 Minuten trypsiniert. AnschlieRend wurde die Suspension in 50 ml-Réhrchen
pipettiert und 5 Minuten bei 1250 U/min, 4° C zentrifugiert. Das Pellet wurde einmal
mit PBS und einmal mit Komplettmedium gewaschen, um durch das darin
enthaltene FCS die Aktivitat des Trypsins zu hemmen. Danach wurde das Pellet in
10 ml des jeweils notwendigen Komplettmediums resuspendiert und mittels einer

Neubauer-Zahlkammer gezahilt.

2.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um Zellmaterial unabhangig von der Praparation bovinen Materials bereit zu haben,
wurde ein Teil der Zellen eingefroren. Dazu wurden in Monolayerkulturen gehaltene
Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen und trypsiniert. Danach wurde jeweils ein Mal
mit PBS und Komplettmedium gewaschen und in 10 ml Komplettmedium
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer Neubauer-Zahlkammer
gezahlt. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in Komplettmedium, welches
20% FCS sowie 10% DMSO enthielt, resuspendiert. Dabei befanden sich in 1 ml der
Zellsuspension 5 x 10° Zellen. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in ein EinfriergefaR
(Cellstar Cryo.S, Greiner Bio-One, Kremsmiunster, Deutschland) gegeben, welche
wiederum in einen Kryobehalter (Cryo 1° C Freezing Container, Nalgene, Rochester,
USA) gestellt wurden. Die Lagerung erfolgte bei -80° C.

Zum Auftauen der eingefrorenen Zellen wurde Komplettmedium in einem 50 ml-
Rohrchen auf eine Temperatur von 37°C gebracht. Die Einfriergefdl3e mit der
Zellsuspension wurden aus dem Kryobehalter entnommen und angetaut. Sobald sich

die gefrorene Schicht an der GefalRwand verflissigt hatte, wurde der Inhalt des

30



Gefalies in das vorbereitete 50 ml-Réhrchen gegeben und gemischt. Sofort danach
wurde abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde dann mit
warmem Komplettmedium einmal gewaschen und in 10 ml Komplettmedium
resuspendiert. Darauf folgte die Auszahlung der Zellen in einer Neubauer-

Zahlkammer und die Ausplattierung.

2.2.2.3 Transfektion primarer boviner Tenozyten und Chond rozyten

Um die Auswirkungen der verschiedenen COMP-Varianten im Zellkulturmodell
beobachten zu konnen, muf3te genetisches Material transduziert werden, wozu
Plasmide mit den entsprechenden Vektoren verwendet wurden. Die Vorgehensweise
entsprach der in Dinser et al., 2001 beschriebenen Methode. Dazu wurde 12
Stunden vor der eigentlichen Transfektion ein Matrixverdau mit Hyaluronidase
(Iyophilisiert, Roche, Mannheim, Deutschland) in der Konzentration 4 U/ml (1 mg
Hyaluronidase entspricht 1000 U) in Komplettmedium durchgefuhrt (Madry et al.,
2000). Damit konnten bessere Transfektionsraten erreicht werden, da sich die
Zellmatrix hemmend auf die Plasmidaufnahme auswirkte. Unmittelbar vor
Durchfihrung der eigentlichen Transfektion wurde die Verdaulésung nochmals
gewechselt. Zur Transfektion von Zellen in Petrischalen wurden 1,5-ml-
Reaktionsgefalle mit je 400 pl serumfreiem Medium befullt und 40 pl FuGene
(Roche, Mannheim, Deutschland) zur Permeabilisierung der Zellmembran
tropfenweise direkt auf das Medium pipettiert. Danach wurde vorsichtig durchmischt
und far 5 Minuten inkubiert. Wahrenddessen wurden in ein neues Reaktionsgefald
jeweils 7 ug DNA gegeben und die Mischung aus Medium und FuGene aus dem
ersten Gefald vorsichtig hinzupipettiert und durchmischt. Nach einer Inkubationszeit
von 20 Minuten wurde die LOsung tropfenweise auf die Zellen im Kulturgefaf

verbracht. 24 Stunden spater erfolgte ein Mediumwechsel auf Komplettmedium.
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2.2.2.4 Infektion primarer boviner Tenozyten und Chond rozyten

Bei der Transduktion genetischen Materials per Plasmid wurden bei Chondrozyten
etwa 25% der Zellen transduziert, bei Tenozyten in keinem Fall mehr als 5%. Daher
wurde die Transduktion mittels Adenoviren verwendet (Dinser et al., 2001).

Die Zellen wurden hierzu in Komplettmedium kultiviert, welches auch zur
Transduktion benutzt wurde. Die Vorbereitungen schlossen das Berechnen des
bendtigten Volumens an Virus-Stocklésung (in Glycerol) ein, wobei zu beachten warr,
dass jedes Virus und jede Charge einen anderen Gehalt an infektidsen Partikeln pro
Volumeneinheit (Moiety Of Infection, MOI) aufwies. Je nach Zellzahl muf3te dann
eine Verdunnung des Virus-Stocks erfolgen.

Die viralen Partikel wurden auf eine definierte MOI pro ml in Medium verdinnt.
Danach wurde das vorbereitete Medium mit den infektiosen Partikeln auf die Zellen
verbracht. Die Zellen wurden auf einem Schuttler fir eine Stunde bei 37° C und 5%
CO; geschittelt, um durch die Bewegung des Mediums die Infektion zu unterstitzen.
Danach wurde das Kulturmedium auf die Ublicherweise benutzte Menge aufgefullt
und bei 37° C und 5% CGQ, kultiviert. Nach 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel auf
Komplettmedium durchgefihrt.
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2.2.3 Herstellung Adenoviraler Vektoren

2.2.3.1 Allgemeine Vorgehensweise

Alle in dieser Arbeit benutzten COMP-Konstrukte wurden in einem Vektor exprimiert,
der aus dem Cytomegalovirus (CMV) immediate early promoter, welcher die
Expression eines fusionierten Proteins aus BM-40 Signalpeptid, einem N-terminalen
His c-myc-factor X tag (Klatt et al., 2001) und der aus Ratte klonierten COMP-cDNA
steuerte. Die Mutationen D469D, D475N und H587R waren durch Mutagenese, wie
schon zuvor beschrieben, eingefihrt worden (Spitznagel et al., 2004; Thur et al.,
2001, siehe Abbildung 2.1).

Expressions-
i R-L Kassette Re

PD EGF Typ 3 I |I ' CT

Daggr  HS87R
PSACH PSACH

D361Y
MED! D475N

PSACH

Abb. 2.1: Expressionskassette und Doméanenstruktur von COMP mit Angabe der Lokalisation der hier
verwendeten Mutationen

CMV = Cytomegalie-Virus immediate early Promotor, SP = BM-40 Signalpeptid, tag = his c-myc factor
X tag, pA = SV40 Polyadenylationssignal, PD = Pentamerisationsdomane, EGF = Epidermal Growth
Factor-dhnliche Doméne, Typ 3 = Thrombospondin Typ-3-Wiederholungen, CT = C-terminale
globulare Domaéne. Die klinische Krankheitsassoziation der Mutationen ist ebenfalls markiert: Die mit
PSACH assoziierten Mutationen (rote Striche) D469D, D475N und H587R sind sowohl in den Typ 3-
Motiven als auch in der c-terminalen Domane lokalisiert. Die mit MED 1 assoziierte Mutation (blauer
Strich) D361Y befindet sich in nerhalb der Typ 3-Motive.

Das AdEasy-Vektorsystem von QBiogene (lllkirch, Frankreich) wurde benutzt, um
adenovirale Konstrukte zu generieren (siehe Abbildung 2.2).

33



Wour Faw ourite Gene (YFE)

Pacl
Lo

RI

Pacl ’P\BGFP Chiy' An Cisl
A SP-2

"
an

mp

pAdTrack-CMV pAdEasy-1

Crf
left arm

B

Pmel
Pac]

Co-transform into bacteria
Select with Kanamycin

Linearize with Pac |

Pacl

e ‘ e
UTR GFR ‘TG r Y g
Pacl l
Follow transfection with GFP
Harvest virus in 7 days

Pt
G
Fpty 5.

Abb. 2.2: Uberblick tiber die Vorgehensweise (aus AdEasy-Kit, QBiogene)

Die His-myc-getaggten COMP-Konstrukte sowie das flur Enhanced Green
Fluorescent Protein (EGFP) codierende Konstrukt wurden vom vorhandenen pCEP-
Pu-Plasmid in den pShuttleCMV-Transfervektor kloniert. Der Vektor pAdEasy-1
wurde mit dem linearisierten pShuttleCMV in elektrokompetente BJ1583-
Bakterienzellen (QBiogene) kotransformiert, in welchen dann die Rekombination
zwischen beiden Plasmiden stattfand. Die entstehenden Klone wurden durch BamHI-
Verdau nach Rekombination durchmustert, wonach die DNA positiver Klone in
ultrakompetenten XL-10Gold Bakterienzellen (Stratagene, La Jolla, USA) amplifiziert
wurde. Mehrere Kontrollverdaue wurden durchgefihrt, um die Anwesenheit des
Inserts und der Stabilitat der rekombinanten DNA zu Uberprifen. Die Rekombinanten
wurden mit Pac | linearisiert und in QBI-293-Zellen transfiziert, wobei FuGene
(Roche, 5 pg DNA mit 15 pl FuGene fiir 1,5 x 10° Zellen) als Transfektionsreagenz
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verwendet wurde. Die Adenoviren wurden seriell amplifiziert, bis 10 virale Partikel
vorlagen. Die Partikel wurden dann Uber Casiumchlorid-Ultrazentrifugation
aufgereinigt und das Casiumchlorid mittels Dialyse entfernt, bevor die Adenoviren bei
-80 °C in Glycerin gelagert wurden. Die Infektionstiter wurden durch Plague-Assay

und Tissue Culture Infectious Dose 50 (TCID 50) jeweils in Triplikaten bestimmt.

2.2.3.2 Generierung adenoviraler Konstrukte

Zur Generierung der adenoviralen COMP-Konstrukte wurde das AdEasy-
Vektorsystem von QBiogene (lllkkirch, Frankreich) benutzt. Die Vorgehensweise
erfolgte nach Angaben des Herstellers und angelehnt an He et al., 1998. Fir diese
Arbeit wurde auf die bereits vorliegenden COMP-Konstrukte sowie EGFP, jeweils als
Insert im pCEP-Pu Plasmidvektor (Spitznagel 2004, Thur 2000, Dinser 2001)
zurlckgegriffen. Fur vorliegende Arbeit wurde das EGFP-Gen vom pCEP-Pu
Plasmidvektor in den adenoviralen Vektor kloniert. Die COMP-Konstrukte wurden
aus dem pCEP-Pu-Vektor durch die MTA Katja Kirsch in den adenoviralen Vektor
kloniert. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Uberpriifung der Konstruktidentitat
durch Restriktionsverdaue sowie die Transfektion der DNA in die virusproduzierende

Zellinie, die Virusaufzucht und —aufreinigung.

Klonierung d er DNA in den Transfervektor

Das EGFP-pCEP-Pu-Plasmid wurde zuerst mit Kpn | und Xho | verdaut, um dann
nach Auftrennung in einem 0,8%igen Agarosegel und anschliel3ender Aufreinigung in

den pShuttle-CMV-Vektor ligiert zu werden.

Verdauansatz:

1 pug DNAin 8,5 ul

2,0 ul Kpn |

2,0 pl Xho |

2,0 pul Y-TANGO-Puffer
5,5 pul H,O
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Die Aufreinigung der im Agarosegel aufgetrennten DNA, wobei das EGFP-Fragment
bei etwa 800 bp lief, erfolgte nach Ausschneiden der entsprechenden Bande aus
dem Gel mittels des GFX PCR DNA & Gel Band Purification Kit (Amersham
Biosciences, Freiburg, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers. Die isolierte
DNA wurde in 50 pl Elutionspuffer aufgenommen und enthielt etwa 1 pg DNA. Nun
erfolgte die Ligation mit dem pShuttle-CMV-Vektor, wobei sich der Ligationsansatz

fur das EGFP-Plasmid wie folgt zusammensetzte:

2 Ul pShuttle-CMV-Vektor, geschnitten

3 Ul EGFP-pCEP-Pu-Insert

2 pul Ligase-Puffer

1 pl Ligase

12 pl H,O

Die Ligation erfolgte bei 16 ° C tber Nacht.

Die Berechnung der eingesetzten Mengen erfolgte nach der Formel:

VektorgroR3e [bp], , 3

x nglInsert = (40 ng Vektor : -
InsertgréRe [bp]

Die Linearisierung des Transfervektor-Plasmids wurde durch einen Verdau mit Pme |
durchgefihrt. Die Verdauprodukte wurden abermals auf ein 0,8%iges Agarosegel
aufgetragen, zur Verifizierung elektrophoretisch aufgetrennt und abermals mittels
des GFX PCR DNA & Gel Band Purification Kit gereinigt.

Rekombination d er adenoviralen DNA und d es Transfervektor- Plasmids in die
bakterielle Zellinie (BJ1583)

Um das linearisierte Plasmid zur Rekombination in Zellen einzuschleusen, mul3 die
Zellmembran fir kurze Zeit durchlassig gemacht werden. Dies geschah durch
Elektroporation.

Die BJ1583-Zellen wurden auf zwei vorgekihlte Reaktionsgefal3e zu je 40 ul

Zellsuspension verteilt. Dann wurden 6 pl DNA-Lésung in H,O zu den 40 pl
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Zellsuspension pipettiert und die Suspension luftblasenfrei in zwei vorgekihlte
Elektroporationskivetten verbracht. Darauf erfolgte die Elektroporation in einem
Elektroporator (Bio-Rad, Minchen, Deutschland) bei 200 W, 25 puF und 2500 V. Nach
Resuspension des Transformationsansatzes in 1 ml LB-Medium wurde dieser in ein
50 ml-R6hrchen verbracht und fur eine Stunde bei 37° C inkubiert.

Die rekombinanten Klone wurden durch Selektion auf LB-Agar mit Kanamycin

identifiziert, da die viralen Plasmide eine Kanamycinresistenz induzierten.

Die durch Elektroporation hergestellten plasmidtragenden Zellen wurden auf LB-Agar
mit Kanamycin (50 pg/ml) ausplattiert und 24 Stunden bei 37° C kultiviert. Danach
wurden die Kolonien in 2 ml LB-Medium mit Kanamycin (50 pg/ml) bei 37° C fur 10
bis 15 Stunden kultiviert. AnschlieRend erfolgten LiCl-Minipraparationen zur
Identifikation der rekombinanten Klone. Diese wurden durch die MTA Katja Kirsch
durchgefihrt. Die Zellen wurden lysiert, die DNA gefallt und auf ein 0,7%-Agarosegel
pipettiert, wo die rekombinante Plasmid-DNA bei 40 kb lief. Danach wurden
Restriktionsverdaue mit Bam HI (siehe 2.2.5.5) am halben Minipraparationsmaterial
(50 ub) zur Sicherung der stattgefundenen Rekombination ausgefthrt, wobei der
Verdauansatz aus 2 pl DNA sowie 1 pl Enzym, 2 pl Puffer und 15 pl Aqua dest.

bestand.

DNA-Amplifikation und Maxipréaparation

Nach Verifizierung der Rekombination folgte die Transformation der DNA zur
Amplifikation. Die chemisch kompetenten Zellen und der Ligationsansatz (welcher
aus der zweiten Halfte des Minipraparationsansatzes bestand) wurden wahrend des
Auftauvorganges auf Eis gehalten. Nach Beendigung der Auftauphase wurden 50 pl
der Zellsuspension sowie 10 pl Ligationsansatz zusammengegeben, gemischt und
20 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte eine Inkubation bei 42° C fir eine Minute und
eine Inkubation auf Eis fur zwei Minuten. Nun wurde 1 ml LB-Medium hinzugegeben,
wobei die Mischung eine Stunde bei 37°C auf 220 U/min geschuttelt wurde.
Daraufhin wurde die Zellsuspension zu je 2 x 50 pl und 2 x 250 ul auf Platten mit LB-
Agar mit 50 pg/ml Kanamycin ausplattiert und fur 24 Stunden bei 37° C kultiviert. Die
isolierten Klone wurden in 5 ml LB-Medium aufgenommen und fur die nachfolgende

Maxipraparation kultiviert, welche mit einem Maxi Prap-Kit von QBiogen nach
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Angaben des Herstellers ausgefiihrt wurde. Nach der Trocknung des Pellet erfolgte
die Resuspension mit 2 x 250 ul H,0. Die so erhaltene DNA wurde mit mehreren
Enzymen auf einerseits fehlende Strangbriiche des Virusgenoms sowie korrekten
Einbau des Konstruktes hin untersucht. Hierbei wurden die folgenden Enzyme
verwendet (die Verdauansatze bestanden aus je 2 pl DNA, 1 ul Enzym, 2 pl Puffer
und 15 pl Aqua dest.):

Enzyme, die aul3erhalb des Inserts schneiden:
Bam HI (Puffer: Bam)
Xho | (Puffer: R)

Enzyme, die innerhalb des Inserts schneiden (jeweils zum Vergleich mit Wildtyp-
COMP):

D469D/Wildtyp Pae | (Puffer: BY)

GFP/Wildtyp Bam HI (Puffer: Bam)

D475N/Wildtyp Kpn | (Puffer: Kpn 1)

D361Y/Wildtyp Sna | (Puffer: Orange)

H587R/Wildtyp Acl | (Puffer: Tango Yellow)

Die Verdauansatze bestanden aus je 2 pul DNA, 1 pl Enzym, 2 ul Puffer und 15 pl
Agua dest.

Virusherstellung und Amplifikation

Der Verdau rekombinanter adenoviraler Konstrukte mit Pac | wurde durchgefiihrt, um
die Exposition der terminalen Repeat-Sequenzen zu ermdoglichen und somit den
Vektor zu linearisieren. Das Plasmid wurde mit Phenol / Chloroform extrahiert. Dazu
wurde eine 1:1-Lésung von Phenol und Chloroform angesetzt und diese wiederum
1:1 mit der DNA-L6sung vermischt und fur eine Minute zentrifugiert. Die obere Phase
wurde zur Weiterverarbeitung abgezogen und 0,2 Volumen einer 6-molaren
Ammoniumacetatlésung (pH 5,2) sowie 2 Volumen 100% EtOH, 4° C hinzupipettiert.
Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten wurde der Ansatz fur weitere 20 Minuten
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bei 12000 x g zentrifugiert und die DNA mit 70% EtOH gewaschen. Danach wurde
das DNA-Pellet in 50 pl LoTE-Puffer resuspendiert.

Nach der Linearisierung konnte die Transfektion mittels FuGene in QBI-293-Zellen
erfolgen, welche in Abschnitt 2.2.2.3 beschrieben ist.

Die Uberprifung der Proteinsynthese wurde mittels metabolischer Markierung (siehe

Abschnitt 2.2.4.5) vorgenommen.

Amplifikation viraler DNA

Die Amplifikation in mit viraler DNA transfizierten QBI 293-Zellen lief nach folgendem
Schema ab (He et al., 1998):

Transfektion

5 ug DNA wurden mit Pac | verdaut und in Phenol / Chloroform aufgereinigt.
Der Transfektionsansatz bestand aus 15 pl FuGene pro Ansatz in 100 pl
serumfreiem DMEM-High Glucose-Medium und der gesamten Pac |-verdauten
DNA. Auf 1,5 x 10° QBI 293-Zellen, die mit frischem Medium versetzt waren
(5% FCS), wurde der Transfektionsansatz gegeben und die Zellen zwei Tage

im Brutschrank inkubiert.

Herstellung von Charge 1

Durch Abpipettieren und mit Hilfe eines Zellschabers wurden die
virusproduzierenden Zellen, die zum Teil zytopathischen Effekt zeigten,
geerntet und 10 Minuten bei 3500 U/min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in 250 ul PBS resuspendiert und vier Mal abwechselnd in —-80°C MeOH
eingefroren und wieder bei 37° C im Heizblock aufgetaut. Die entstandenen
Zelltrimmer wurden 6 Minuten bei 10000 x g abzentrifugiert und der die

viralen Partikel enthaltende Uberstand bei - 80° C gelagert.
Herstellung von Charge 2

Pro Konstrukt wurde eine Gewebekulturschale (175 cm?) mit 2 x 10° Zellen

ausplattiert (5% FCS) und diese mit 125 pl Virus der ersten Charge infiziert.
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Die Ernte, inklusive des Gefrier-Tau-Zyklus wie im Schritt 2 beschrieben,

erfolgte 4 Tage spater, wobei das Pellet in 200 ul PBS resuspendiert wurde.

Herstellung von Charge 3

Pro Konstrukt wurden fiinf Gewebekulturschalen mit je 2 x 10° Zellen
ausplattiert (5% FCS) und mit 150 ul der Charge 2 infiziert. Dabei wurden auf
jede Schale 10 ml mit darin geléstem Virus gegeben und etwa zwei Stunden
spater 10 ml Medium hinzugeftigt. Die Ernte mit Gefrier-Tau-Zyklen erfolgte
drei Tage spater, das Pellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert.

Herstellung von Charge 4
30 Kulturflaschen wurden bei einer Konfluenz von 80-90% mit 400 pl Virus aus
Charge 3 (gelost in 1,5 | 5% FCS-Medium, 50 ml pro Flasche) infiziert. Nach

drei Tagen wurde wie zuvor beschrieben geerntet.

2.2.3.3 Aufreinigung und T iterbestimmung

Aufreinigung mit Casiumchlorid

Um die geernteten viralen Partikel aufzureinigen, wurden diese in Casiumchlorid
zentrifugiert. Dabei sammeln sich die Viruspartikel dichteabhangig an.

Die CsCl-Zentrifugation erfolgt in einer auf 4°C vorgekuhlten Ultrazentrifuge. Es
wurden 13,2 g CsClI pro 50 mI-R6hrchen abgewogen und auf genau 24 ml mit 50 mM
Tris pH 8 (Dichte 1,35 g/ml) sowie der zugesetzten Virus-Lésung aufgefillt und
gemischt. Die aufzureinigenden Proben wurden nun in Zentrifugenrdhrchen gefullt.
Die Zentrifugation erfolgte Uber Nacht bei 4° C und 100 000 x g. Nach Beendigung
der Zentrifugation wurden die Rohrchen in ein Stativ gespannt und die Bande durch
Einstechen mittels einer 5 ml-Spritze etwas unterhalb abgezogen. Das Volumen der
in der Spritze befindlichen Losung wurde bestimmt und 1:1 mit 2 x Storage Buffer zur
Dialyse versetzt. Die zugeschnittenen Dialysemembranen wurden in Aqua dest. in
einem Mikrowellengerat kurz aufgekocht und mit Aqua dest. wieder abgespdult. Die

Membranen wurden auf die Reaktionsgefal3e gelegt und mittels eines vorbereiteten
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Lochdeckels befestigt. Die ReaktionsgefalRe wurden in einem Styroporschwimmer
befestigt, auf die Membran ein Tropfen Dialysepuffer aufpipettiert und mit dem
Lochdeckel nach oben in das Gefald mit dem Dialysepuffer eingebracht, so dass die
Membran vollstdndig im Puffer eingetaucht war. Danach wurde der Schwimmer
kopfliber gedreht. Die Dialyse erfolgte im Eisbad unter Verwendung eines
Magnetrihrers. Nach zwei und vier Stunden wurde der Dialysepuffer gewechselt. Bei
Beendigung der Dialyse wurden die Virus-Stocks aliquotiert (25 ul pro Aliquot) und
bei -80° C aufbewabhrt.

Da zur Infektion von Zellen die Kenntnis der genauen Virusmenge der dazu
verwendeten Losung essentiell ist, mul3 diese zuvor bestimmt werden. Zur
Virustiterbestimmung wurden zwei Tests angewandt, ein Test auf Plaque Forming
Units (PFU) und ein Test auf Tissue Culture Infectious Dose 50 (TCID 50).

Test auf Plague Forming Units (PFU)

Mit dem PFU-Test kénnen Virustiter quantifiziert werden. Die Titration mittels des
PFU-Tests beinhaltet die Infektion von QBI 293-Zellen und nachfolgender
Uberlagerung der Zellen mit Agarose. Dabei wird ein kompletter Infektionszyklus
durchlaufen und eine erneute Infektion der Nachbarzellen erreicht, wobei es zur
Zellyse kommt und infolgedessen ,Plagues” als Lécher im Zellrasen entstehen. Pro
zu testendem Konstrukt wurden zwei 6-Well-Platten mit 5 x 10° QBI 293-Zellen pro
Well in je 2 ml Medium mit 5% FCS ausplattiert und tUber Nacht inkubiert. Sodann
wurden jeweils 1 ml serielle Verdiinnungen in Medium angesetzt (10° - 10°
ausgehend von 10° = 1 pl/ml), das Medium von den Zellen abgezogen und die
Verdunnungen aufgebracht. Darauf folgte eine Inkubationszeit von zwei Stunden bei
37° C, nach der das Medium wieder entfernt und 2 bis 3 ml Sea-Plaque-Agarose
1,25% (FMC Bioproducts, Philadelphia, USA) in DMEM 5% FCS pro Well zugegeben
wurde. Die 6-Well-Platten wurden mit Folie oder Parafilm umwickelt und unter
gegebener Auffullung von Agarose 12 bis 24 Tage inkubiert. Zur Auswertung wurden
die Anzahl der Plaques ausgezahlt. Um die PFU/ml zu erhalten, wurden die
Ergebnisse der Auszéhlung mit dem Verdunnungsfaktor multipliziert.
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Test auf Tissue Culture Infectious Dose 50 (TCID 50)

Pro zu testendem Konstrukt wurde eine 96-Well-Platte mit 1 x 10* QBI-Zellen pro
Well in 150 pl Medium, welches 2% FCS enthielt, ausplattiert und Uber Nacht
inkubiert. Danach wurden die 10fach-Bestimmung der Virus-Verdinnungsreihe (von

10° bis 10 oder bei hoherem Titer von 107 bis 10"%) sowie zwei

Negativkontrollreihen vorgenommen. Die seriellen Verdinnungsreihen wurden
separat in einer 96-Well-Platte in Medium mit 2% FCS, jeweils 100 ul, angesetzt.
Dann wurde das Medium abgenommen und die Verdinnungen aufpipettiert. Die
Platte wurde mit Folie umwickelt und 10 bis 21 Tage inkubiert. Die aufgetretenen
zytopathischen Effekte pro Platte wurden ausgezahlt, wobei ein Well als CPE-positiv
gilt, wenn auch nur einzelne Zellen mit zytopathischem Effekt oder ein einzelner
Plaque vorhanden ist. Auf dieser Basis kann die Rate der positiven Wells pro Platte
bestimmt werden.

Mittels der Karber-Formel erfolgt die Auswertung des Tests:

T = 101+d(S- 0,5)

Hierbei ist d der dekadische Logarithmus der Verdinnungsstufe (also 1 fir eine
zehnfache Verdiunnung) und S die Summe der Verhaltnisse CPE zu kein CPE
darstellt (beginnend von der ersten Verdiunnungsstufe an). Das Ergebnis mul3 dann
mit 10 multipliziert werden, um den TCID 50 pro Milliliter zu erhalten, da sich die
Formel auf ein Volumen von 100 pl bezieht.

Der Test ist valide, wenn die Negativkontrollen keinen CPE aufweisen und die
niedrigste Verdunnungsrate 100% sowie die hdchste Verdinnungsrate 0% CPE

aufweisen.
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2.2.4 Proteinbiochemische Method en

2.2.4.1 Proteinfallung mit Trichloressigsaure

Die Zellen fur die Proteinfallung wurden geerntet, indem das Kulturgefald3 vor der
Ernte auf Eis gehalten wurde. Der Uberstand wurde in ReaktionsgefaRRe pipettiert
und auf Eis gestellt. Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 1
bis 2 ml Lysepuffer aufgebracht. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten wurden
die Zellen mittels Zellschaber geerntet und in ein Reaktionsgefal’ auf Eis tUberfuhrt.
Die Fallung wurde mit 250 pl TCA 50% und 10 pl Triton X-100 10% auf 1 ml Lésung
durchgefihrt, welche gut durchmischt und fir 30 Minuten auf Eis gestellt wurde.
Danach erfolgte die Zentrifugation der Proben bei 4°C und 15000 U/min fur 15
Minuten, worauf die Proben zweimal in eiskaltem Aceton gewaschen wurden. Darauf
schlof3 sich die Lufttrocknung des Pellets an, welches in 20 ul SDS-Gel-Ladepuffer
(bei reduzierenden Bedingungen versetzt mit 1 pl b-Mercaptoethanol) resuspendiert

wurde.

2.2.4.2 Immunp razipitation

Die Immunprézipitation erfolgte im Anschluf3 an ein Pulse/Chase-Experiment (siehe
auch Abschnitt 2.2.4.5) zur Analyse der Sekretionskinetik, um bestimmte Proteine
aus den Medium- bzw. Lysatproben auszufallen. Es wurden Antikérper gegen c-myc
sowie COMP benutzt. Zur Antikorperkopplung wurden 20 pl Protein-A-Agarose
(PAA) pro Ansatz verwendet, wobei die fur alle Ansatze notwendige Menge errechnet
und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefald pipettiert wurde. Die Agarose wurde zweimal mit
TBS gewaschen, das Pellet mit 5 pl Antikorperlésung (1:4) pro Ansatz versehen und
3 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Uberkopfschiittler geschuttelt. Danach
wurde zwei Mal mit TBS gewaschen, das Agarosepellet mit 10%iger BSA-LOsung
(angesetzt mit TBS) auf ein Volumen von 30 pl pro Ansatz gebracht und
anschlie3end eine Stunde bei Raumtemperatur geschittelt. Danach wurde bei 3000
U/min fir eine Minute zentrifugiert (Centrifuge 5417 C, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) und das Pellet in 10% BSA in TBS resuspendiert (30 ul pro Ansatz).
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Parallel dazu erfolgte das unspezifische Ausfallen von Proteinen. Hierbei werden 10
pl PAA pro Ansatz verwendet. Die Proben wurden zwei Mal in TBS gewaschen und
das Pellet auf 30 pl pro Ansatz mit TBS aufgefullt. Die vorher aliquotierten Medium-
und Lysatproben wurden dann mit je 30 ul PAA in TBS versetzt, eine Stunde bei
Raumtemperatur geschittelt, zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefald gegeben.

Dann erfolgte die eigentliche Immunprézipitation. Zu den vorbehandelten Proben
wurden je 30 pl der antikoérpergekoppelten PAA-Suspension gegeben und
anschlieRend bei 4°C dber Nacht im Kihlraum geschittelt. Danach wurden die
Proben dreimal in Triton X-100 0,5% in TBS gewaschen. Nun wurde das Pellet in 1 x
SDS-Gelladepuffer (je 50 ul), welcher bei reduzierenden Gelen zuséatzlich noch 1 pl
b-Mercaptoethanol enthielt, resuspendiert. Proben fur Gele mit reduzierenden
Bedingungen wurden dber 5 Minuten auf 95°C, Proben fur Gele unter nicht
reduzierenden Bedingungen dagegen uber 20 Minuten auf 80°C erhitzt und
anschlieRend noch einmal zentrifugiert. Die fertigen Proben wurden dann auf ein Gel

aufgetragen oder zur spateren Verwendung bei -20° C eingefroren.

2.2.4.3 SDS-Polyacrylamidgelelektropho rese (SDS-PAGE)

SDS-PAGE dient zur Auftrennung von Kulturmedium, Zellysaten oder auch gefallten
Proteinen. Hierbei werden Proteine durch den Siebeffekt des Gels im konstanten
elektrischen Feld nach molarer Masse getrennt. Dabei lagern sich negativ geladene
SDS-Molekile im konstanten Verhaltnis von 1,4 g SDS zu 1 g Protein an die Proteine
an. Die Beweglichkeit der Proteine im Gel hangt nicht von ihrer Konformation oder
der Nettoladung ab. Die Proteine durchwandern grél3enabhangig zunéachst ein
weitmaschiges Sammelgel, worauf sich ein engmaschigeres Trenngel anschliel3t. Die
Trennmatrix besteht aus einer Losung aus Acrylamid und N,N’-Methylen-
bisacrylamid im Verhaltnis 37,5:1, die durch radikalische Polymerisation nach
Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin
(TEMED) entsteht. Die Trenngele wurden zuerst gegossen und mit Isopropanol 70%
uberschichtet, wobei die Acrylamidkonzentration unter reduzierenden Bedingungen
6% und unter nicht reduzierenden Bedingungen 4% betrug. Sobald die Gele

auspolymerisiert waren, wurde das Isopropanol abgegossen und das Sammelgel
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gegossen. Die Taschen fur die Proben wurden mittels eines ins Sammelgel
eingelassenen Teflonkamms erzeugt. Die Elektrophorese wurde mit 1 x Lammli-
Laufpuffer bei 120 V und 40 mA (konstant) durchgefihrt. Als Marker wurde die Page
Ruler Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) benutzt. Die
Vorrichtungen, einschlie3lich der Gelkammer sowie der Glasplatten, stammten von
Bio-Rad (Munchen, Deutschland).

2.2.4.4 Autoradiographie

Die Autoradiographie ist ein Verfahren, das den Nachweis radioaktiv markierter
Proteine mdglich macht. Dabei wird die Strahlung der radioaktiven Substanzen zur
Detektion direkt mittels Rontgenfilm oder indirekt mittels Fluorographie genutzt. Die
guantitative Analyse eines SDS-Proteingels erfolgte densitometrisch mittels
Fluorographie am Phospho Imager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA).
Coomassie Brilliant Blue wurde benutzt, um die auf den Gelen befindlichen
Markerbanden zum spateren Abgleich mit den Proteinbanden sichtbar zu machen.
Der Farbstoff lagert sich an die basischen Seitenketten der Proteine an und farbt
diese somit unspezifisch an. Coomassie Brilliant Blue wird in einem Methanol/Aqua
dest.-Gemisch geldst, welches zur Fixierung der Proteine im Gel 10% Essigsaure
enthalt. Mit dieser Methode lassen sich Proteinmengen von etwa 0,5 pg pro Bande
detektieren. Nach Durchfiihrung der SDS-Gelelektrophorese wurden die Proteingele
fur eine Stunde in saurer methanolischer Coomassie-Losung denaturiert, fixiert und
gefarbt. Danach wurden die Gele in Entfarbelésung verbracht und bis zur
Entwicklung des Bandenmusters entfarbt.

Die Gele wurden anschlieRend fur 30 Minuten in 10% Essigsaure inkubiert und dann
mit PBS dreimal gewaschen. Darauf erfolgte eine 30 minitige Behandlung in 1 M
Natriumsalicylat und dreimaliges Waschen mit Aqua dest. Nun konnten die Gele auf
eine Filtermembran gelegt und in den Geltrockner (Gel Dryer Model 583, Bio-Rad.
Minchen, Deutschland) verbracht werden (60°C, 2 Stunden), worauf eine
Photodokumentation erfolgte. AnschlielRend konnte die Auswertung von SDS-Gelen
mit radioaktiv markierten Proteinen im Phospho Imager erfolgen.
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Auswertung radioaktiver SDS-PAGE-Gele mittels Phospho Imager

Die getrocknteten SDS-Gele mit **S-markierten Proteinen wurden mittels Phospho
Imager (Johnston et al., 1990) fluorographisch ausgewertet. Das zugrunde liegende
Prinzip ist eine mit BaFBr-Eu-Kristallen beschichtete Membran. Die Kristalle werden
durch den radioaktiven Zerfall des Schwefels in einen stabilen angeregten Zustand
tberfihrt (Eu  Eu®"). Beim Scannen der Membran wird diese durch einen Laser
abgetastet, wobei die Kristalle einen erhohten angeregten Zustand einnehmen (Eu®*

Eu®). Da dieser Zustand instabil ist, nehmen die Kristalle wieder den
Grundzustand ein (Eu**  Eu), wobei eine bestimmte Menge Licht abgegeben wird.
Dieses Licht wird im Storm Phosphor Imager detektiert und kann danach mit der
Image Quant-Software (Amersham Biosciences, St. Giles, UK) densitometrisch
ausgewertet werden. Uber dieses Verfahren konnte die Radioaktivitit COMP-
spezifischer Banden im SDS-PAGE Gel quantifiziert werden. Die mit radioaktiv
markierten Proteinen beladenen SDS-Gele mufiten dazu mit Natriumsalicylat
behandelt werden. Dieses Reagenz wandelt die radioaktive Strahlung in Fluoreszenz
um, welche dann mittels Phospho Imager detektiert werden kann. Ebenso wurde die

Auftrennung radioaktiv markierter Proteine im Gel sichtbar gemacht.

2.2.4.5 Sekretionskinetik (Pulse-Chase-Experiment)

Um den Einflul der verschiedenen COMP-Varianten auf das Sekretionsverhalten der
Zelle zu untersuchen, wurden Pulse-Chase-Experimente durchgefuhrt. Hierbei
wurden Zellen einige Zeit in einem Methionin- und Cystein-freien Medium gehalten.
AnschlieRend wurde dem Zellkulturmedium **S-markiertes Methionin zugesetzt. Die
Zellen nehmen die zur Verfiigung stehende radioaktiv markierte Aminoséure auf und
bauen sie in zelleigene Proteine ein (Pulse). Danach wird das Medium durch
Komplettmedium ohne radioaktiv markierte Aminosdure, aber mit einem
Uberangebot an nicht-markierten Aminosauren ersetzt, so dass ab diesem Zeitpunkt
kein radioaktiv markiertes Protein mehr neu synthetisiert wird (Chase). Mit dieser
Methode lal3t sich die Sekretionskinetik von neu synthetisierten Proteinen uber die

Zeit bestimmen, indem man zu unterschiedlichen Zeitpunkten sowohl Zellysat- als
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auch Mediumproben erntet und die radioaktiven Zerfallsereignisse in den
aufbereiteten Proben mif3t (Dinser et al., 2002).

Zellen in Monolayer-Kultur (6-Wells, 3-4 x 10> Zellen pro Well) wurden mit
adenoviralen Konstrukten zur Expression verschiedener COMP-Varianten infiziert.
Drei Tage nach Transduktion wurde das Pulse-Chase-Experiment durchgefuhrt. Um
Ruckstdnde von FCS und Aminosauren aus dem urspringlichen Kulturmedium
weitgehend zu beseitigen, wurden die Zellen zweimal in warmem PBS gewaschen.
Darauf erfolgte ein Mediumwechsel auf 2 ml/Well Methionin-/Cysteinfreies Medium,
welches mit Ascorbat, Glutamin 1:100 sowie Pyruvat 1:100 versetzt war. Die Zellen
wurden fur eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte der Wechsel auf
Methionin-/Cysteinfreies Medium mit 50 uCi/ml 3*S-Methionin fiir eine weitere Stunde
bei 37° C (Pulse). Nach Ablauf dieser Zeit erfolgte nach zweimaligem Waschen mit
warmem PBS ein Wechsel auf Komplettmedium (Chase). Die erste Ernte von
Medium- sowie Zellysatproben erfolgte nach drei Stunden, die zweite Ernte nach 16
Stunden. Zur Ernte wurde das Medium abgenommen, in 2 ml-Reaktionsgefalde
gefullt und sofort auf Eis verbracht. Nun wurden die Zellen zweimal mit warmem PBS
gewaschen und 2 ml Lysepuffer hinzugeflgt. Nach einer Inkubationszeit von 5
Minuten wurden die Zellen mittels Schaber geerntet und in jeweils ein 2 mi-
Reaktionsgefald pipettiert. Die Lysatproben wurden dreimal durch eine ultradiinne
Nadel in eine Spritze aufgezogen, was eine Scherung der DNA bewirkt. Dabei ist ein
Aufschaumen der Suspension zu vermeiden, um eine Proteindenaturierung zu
verhindern. Danach wurden die Proben zentrifugiert (1500 U/min, 5 Minuten) und der
Uberstand bei -80°C asserviert oder sofort mittels Immunpazipitation und

anschlieRender SDS-Gelelektrophorese weiterbehandelt.
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2.2.5 DNA- und RNA-Analytik

2.2.5.1 DNA-Isolierung und Probenaufbereitung

Zum Apoptosenachweis erfolgte nach Induktion eine DNA-Gelelektrophorese zum
Nachweis der Fragmentierung. Zur Isolierung der Gesamt-DNA wurden Zellen in
Monolayerkultur mit Trypsin geerntet. Diese wurden zweimal in PBS gewaschen und
in 300 pl Lysepuffer pro Ansatz resuspendiert. Nach einer Inkubation von 10 Minuten
bei 4° C erfolgte eine Inkubation mit RNase 40 pg pro Probe Uber eine Stunde bei
37° C. Darauf folgte eine Zugabe von Proteinase K 40 pg pro Ansatz und eine
anschlieBende Inkubation fir eine Stunde bei 50° C. Die Fallung erfolgte nach
Zugabe von Isopropanol 1:1 und Natriumacetat 3 M 0,1:1 durch Zentrifugation fur 30
Minuten bei 3000 x g, wonach der Uberstand verworfen und das Pellet mit Ethanol
100% gewaschen wurde. Danach wurde das Pellet in 16 pl 1 x TAE resuspendiert,

mit 4 pl 6 x Blaumarker versetzt und auf ein Agarosegel aufgetragen.

2.2.5.2 DNA-Quantifizierung

Die DNA-Quantifizierung erfolgte mittels Absorptionsmessung im Photometer bei
260, 280 und 320 nm. Das Probenvolumen betrug 100 pl 1:10 verdinnte DNA-

LAsung in LOTE-Puffer (siehe 2.1.2), als Referenz dienten 100 pl LoTE-Puffer.

Quantifizierung: (Wert 260 nm — Wert 320 nm) x DNA-Faktor x Verdlinnung
(DNA-Faktor = 50)

(Wert 260nm - Wert 320nm) _
(Wert 280nm - Wert 320nm)

Sauberkeit: 1,8- 2,0

Die nach absorptionsphotometrischer Methode quantifizierten DNA-Proben wurden
zusétzlich auf einem Agarosegel analysiert (1 ug DNA pro Probe) und die Ergebnisse
verglichen.
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2.2.5.3 Agarosegelelektropho rese

DNA-Molekule kdonnen mittels Agarosegelelektrophorese in einem elektrischen Feld
nach ihrer MolekillgroRe getrennt werden, da die Zucker-Phosphat-Ketten des
Molekilgerlsts eine negative Ladung aufweisen. Die Lange der zurlickgelegten
Strecke im Gel ergibt sich aus dem umgekehrten Verhaltnis zum Logarithmus ihrer
Lange. Die Fahigkeit zur Trennung unterschiedlicher Nukleinsdurefragmente ist in
der Agarosekonzentration des Gels festgelegt. Es wurden 1%ige Agarosegele zur
Elektrophorese eingesetzt.

Zum geldsten 1%-Agarosegel in 1 x TAE-Puffer wurden 130 ul Ethidiumbromid 1%
hinzupipettiert, gut durchmischt und in die dafir vorgesehene Vorrichtung gegossen,
wobei die Taschen durch einen Kamm ausgespart wurden. Nach Polymerisation
wurde das Gel in die Gelkammer verbracht und diese mit 1 x TAE gefullt. Die
vorbereiteten Proben wurden aufgebracht und bei 90 V tber etwa 30 — 60 Minuten

aufgetrennt.

2.2.5.4 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Die Methode der RT-PCR wurde eingesetzt, um die Expression verschiedener
Proteine zu untersuchen. Der Expression geht der Vorgang der Translation von
chromosomaler DNA in RNA voraus. Diese fiur jedes Protein spezifische RNA kann
aus den Zellen isoliert und mit Hilfe der Reversen Transkriptase in komplementare

DNA (cDNA) ubersetzt werden, welche in der PCR weiterverarbeitet werden kann.

RNA-Isolierung mittels TRIZOL

RNA wurde aus kultivierten Zellen mittels TRIZOL-Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) isoliert. Die Zellen wurden hierzu in 6-Well-Platten als Monolayer
kultiviert. Die Ernte erfolgte in 1 ml TRIZOL pro Well. Die Zellen wurden durch
mehrmaliges Pipettieren homogenisiert und in einem 1,5 ml-Reaktionsgefald 5

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, was eine Dissoziation der RNA bewirkte. Zur
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Phasentrennung wurde 0,2 ml Chloroform pro 1 ml TRIZOL zugegeben, 15
Sekunden geschittelt und 2 bis 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben
wurden bei 12000 x g fur 15 Minuten bei 4° C zentrifugiert, wobei sich nach Ende der
Zentrifugation die Proben in die obere walrige Phase, eine weildliche Interphase
(Proteine) und die rote untere Phase getrennt haben. Die obere klare Phase enthéalt
die RNA, welche vorsichtig abgezogen und zur Pré&zipitation zusammen mit 0,5 ml
Isopropanol pro 1 ml TRIZOL in ein neues Reaktionsgefald gegeben und bei
Raumtemperatur 10 Minuten inkubiert wurde. Anschlielend erfolgte eine erneute
Zentrifugation fur 10 Minuten bei 12000 x g und 4°C. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit 70%igem EtOH (1 ml EtOH pro 1 ml TRIZOL) gewaschen
und wiederum 5 Minuten bei 7500 x g und 4° C zentrifugiert. Nach Trocknung wurde
das Pellet in 100 pul DEPC-Wasser gelést und in einer 1:100-Verdinnung im
Photometer quantifiziert. Als Leerprobe dienten 100 ul DEPC-Wasser.

DEPC-behandeltes Wasser dient zur Hemmung von RNAsen, was erreicht wird,
indem DEPC eine kovalente Bindung zu priméren und sekundaren Aminen ausbildet
(Alkylierung). Es bindet daher auch an viele Histidin-Seitenketten in aktiven Zentren

von RNAsen, die daher irreversibel gehemmt werden.

Reverse Transkription

Zur Reversen Transkription wurde quantifizierte RNA eingesetzt. Jeder Ansatz
bestand aus 2 pug RNA und 0,4 pl Oligo-dT, wobei mit DEPC-Wasser auf 12 pl
aufgefullt wurde. Zur Streckung der RNA wurde dieser Ansatz fur 10 Minuten bei
70° C inkubiert (Thermostat Plus, Eppendorf, Hamburg, Deutschland), dann zwei
Minuten auf Eis gestellt und kurz zentrifugiert. Nach Zugabe von 4 pl First-Strand-
Puffer, 2 ul DTT, 1 pl NTP sowie 0,5 pl RNAse-Inhibitor (siehe 2.1.7) pro Ansatz
wurde zwei Minuten bei 42° C inkubiert. Die Reaktion wurde daraufhin durch Zugabe
von 0,5 ul Reverser Transkriptase (siehe 2.1.7) pro Ansatz gestartet und bei 42° C 50
Minuten inkubiert. Beendet wurde die Reaktion durch Inkubation bei 72°C fur 15
Minuten. Die durch die Reverse Transkription entstandene komplementdre DNA
konnte nun bei -20° C aufbewahrt oder direkt weiterverarbeitet werden.
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Polymerase Chain Reaction (PCR)

Der Reaktionsansatz fur die PCR bestand pro Ansatz aus 1 pl cDNA-L6sung, 5 pl
Polymerase-Puffer 10 x, 1 pl NTP, 3 pl MgCl, 10%, je 0,2 pl Sense- und Antisense-
Primer, 0,4 ul Polymerase, 2,5 pl DMSO und Aqua dest. bis zu einem
Gesamtvolumen von 50 pl. Die Amplifikation erfolgte dann in einem Gene Amp PCR
System von Applied Biosystems (Foster City, USA).

Amplifikationsbedingungen fiir PCR:

Denaturieren: 95° C, 3 Minuten

35 Zyklen: 95° C, 30 Sekunden (Denaturierung)
48° C, 30 Sekunden (Primerbindung)
72° C, 60 Sekunden (Verlangerung)

72° C, 10 Minuten

4° C,

2.2.5.5 DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen

Fur die Uberprifung der Rekombination sowie der Sicherung der Identitat der
adenoviralen Konstrukte wurde DNA zwecks Verdau mit Restriktionsenzymen
behandelt. Der Verdau wurde mit 2 ul DNA-L6sung, 1 yul Enzym und 2 pl passendem
Puffer in einem Volumen von 20 pl ausgefiihrt. Die Verdauansatze wurden dann
jeweils fur drei Stunden bei 37° C inkubiert, mit 5 pul Bromphenolblau pro Ansatz

versetzt und zur Analyse auf einem 0,8%igen Agarosegel bei 55 V aufgetrennt.

51



2.2.6 Zellvitalitat und Apoptose

2.2.6.1 Apoptoseinduktion

Als Positivkontrolle fir Experimente zur Beurteilung einer pro-apoptotischen Wirkung
von COMP-Mutanten wurde Natriumnitroprussid (SNP) verwendet (Battinelli et al.,
2000; Fehsel et al., 1995; Kaneto et al., 1995; Taimor et al., 2000; von Knethen et al.,
1999). Dabei handelt es sich um einen Stickstoffmonoxid-Donor, der durch CD95-
Aktivierung die Mitochondrienatmung sowie den Energiestoffwechsel stort oder
unterbindet (Brown, 1999; Brookes et al., 2000; Kuhn et al., 2003; Li et al., 1997).
Apoptose wurde induziert, indem Monolayerkulturen von bovinen Tenozyten und
Chondrozyten Uber Nacht mit SNP 2 mM in Komplettmedium inkubiert wurden. Die

Zellernte erfolgte parallel mit den tbrigen Proben.

2.2.6.2 Messung d er Proliferation mit *H-Thymidin

Zur Untersuchung der Zellvitalitat wurde ein Proliferationstest durchgefuhrt.
Grundlage dieses Tests ist die Tatsache, dass gesunde Zellen normalerweise eine
hohere Proliferationsrate aufweisen als beeintrachtigte Zellen. Zur Darstellung der
Proliferation wurde ein Test mit Tritium-markiertem Thymidin durchgefiihrt, dessen
Einbau in die zellulare DNA ein Mal3 fur die Proliferationsfahigkeit von Zellen
darstellt. Die Messung der radioaktiven Zerfallsereignisse in Kulturen mit
verschiedenen COMP-Mutanten ermdglicht einen quantitativen Vergleich der
Proliferationsfahigkeit von mit verschiedenen COMP-Varianten transduzierten
Zellpopulationen (Naito et al., 1987; Naito et al., 1989).

Transduzierte Zellen wurden drei Tage lang in 96-Well-Platten in Kultur gehalten.
Nach einem Waschschritt mit warmem PBS erfolgte ein Mediumwechsel auf
serumfreies Medium, welches 10 pCi/ml *H-Thymidin enthielt. Nach 24-stundiger
Inkubation wurden die 96-Well-Platten bei -80° C tiefyefroren und zur Messung
wieder aufgetaut, wodurch die Zellen lysiert wurden. Daraufhin erfolgte eine
Ubertragung der Zellysate auf Filtermatten mit Hilfe eines Zellwaschers (Omnifilter,

PerkinElmer, Rodgau, Deutschland). Nach Trocknung der Filtermatten erfolgte eine
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Aufschmelzung von Wachsplatten (MeltiLex, PerkinElmer) und eine Auszéhlung der
radioaktiven Zerfallsereignisse im Counter (Wallac MicroBeta TriLux-Counter,

PerkinElmer).

2.2.6.3 Nachweis des Zellzerfalls anhand von L actatdehydrogenase (LDH)

Um das Ausmal an Nekrose in einer Zellkultur anhand eines einzelnen Parameters
bestimmen zu kénnen, wurde ein LDH-Kit (Roche, Mannheim, Deutschland) zum
Nachweis von Laktat-Dehydrogenase (LDH) im Zellkulturtiberstand verwendet (siehe
Abschnitt 2.1.4). LDH ist ein cytoplasmatisches Enzym, das die Oxidation von Laktat
zu Pyruvat (und gleichzeitig von NAD" zu NADH) katalysiert. Es tritt bei Zellzerfall
aus der Zelle aus und ist somit ein geeigneter Indikator fir Nekrose (Decker et al.,
1988). Die Messung der LDH-Aktivitat erfolgt photometrisch (Hitachi U-3210, Hitachi
Ltd., Tokyo, Japan) bei 340 nm als Funktion der Konzentrationsabnahme von
Nikotinadenin-dinukleotid (NADH).

In 24-Well-Platten ausplattierte Zellen wurden bei Erreichen von 70-80% Konfluenz
mit den COMP-Varianten transduziert. Nach Ablauf von finf Tagen wurden
mindestens 200 ul vom  Zellkulturiberstand in spezielle Hitachi-Probengeféalie
uberfihrt und im Zentrallabor der Universitatskliniken des Saarlandes zur

Untersuchung abgegeben.

2.2.6.4 Terminal Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End L abeling
(TUNEL)

Der TUNEL-Test erlaubt die Detektion von apoptotischen Zellen in einer
Zellpopulation. Der Test macht die bei der Apoptose ausgeldste Fragmentierung der
DNA durch Endonukleasen durch Markierung freier 3"-OH-Enden von Einzelstrangen
genomischer DNA sichtbar. Hierbei hangt das Enzym terminale Desoxyribosyl-
Transferase (TdT) fluoreszenzmarkierte dNTP-Nukleotide an die freien 3 -Enden an,
welche dann mikroskopisch detektiert werden kdnnen (Heatwole, 1999).

Zellen in Monolayerkultur in 96-Well-Platten (3 x 10*/Well) wurden hierfir mit 100

MOI des jeweiligen adenoviralen COMP-Konstrukts infiziert und funf Tage lang bei
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37° C und 5% CQ, inkubiert. Die Versuchsdurchfihrung erfolgte mittels eines In Situ
Cell Death Detection Kit AP (Roche, Mannheim, Deutschland) nach Angaben des
Herstellers. Die Analyse wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt. Die
ExcitationsWellenlange betrug 450-500 nm und die Detektion erfolgte bei 515-565
nm. Die fluoreszierenden Markierungen der DNA-Strange wurden fur alle Wells
ausgezahlt. Ergdnzend wurden sowohl im Hellfeld als auch im UV-Bereich digitale
Photographien angefertigt, auf denen ebenfalls die markierten Strange ausgezahlt
wurden. Bei beiden Auswertungsmethoden wurde auf eine weitgehend gleiche
Zelldichte des betrachteten Ausschnittes geachtet, um vergleichbare Resultate zu

erhalten.

2.2.6.5 Annexin-V-FITC

Mit Hilfe der DurchfluRzytometrie (siehe Abschnitt 2.2.8) wurde mittels eines
Annexin-V-Assays die Apoptoserate von Zellpopulationen bestimmt. Annexin V ist
ein Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)-gekoppelter, Ca?*-abhéngiger Antikérper gegen
Phosphatidylserin, welches im Normalzustande der Zelle auf der Innenseite der
Zellmembran lokalisiert ist. Wird nun der apoptotische Prozel3 initiiert, werden
Phosphatidylserinmolekile auf die Aul3enseite der Zellmembran transloziert, so dass
Annexin V an sie binden kann (Vermes et al., 1995). Im Gegensatz zur Anfarbung
apoptotischer Zellen durch Annexin-FITC koénnen nekrotische Zellen durch
Propidiumiodid (Pl) angefarbt werden, welches leicht durch die bei Nekrose
durchlassig werdende Zellmembran in den Zellkern hinein gelangen kann. Im FACS
sind FITC-positive, also apoptotische, Zellen von nekrotischen durch deren
Propidiumiodid (P1)-Positivitat abgrenzbar. Dieses Prinzip wurde zur Detektion und
Quantifizierung von apoptotischen Zellen in einer Population benutzt.

Nicht behandelte und mit 50 MOI des jeweiligen adenoviralen COMP-Vektors
infizierte Zellen wurden mit dem Human Annexin-V-FITC Kit (Bender MedSystems,
Wien, Osterreich) nach Angaben des Herstellers gefarbt und im FACS gemessen.
Als Positivkontrolle wurden mit SNP 2 mM fur Apoptose sowie 5 mM fir Nekrose
uber Nacht behandelte Zellen eingesetzt (Kim et al. 2002; Kiihn et al., 2003; Reliseet
al., 2001; Reliee et al., 2002). Unmittelbar vor der Messung am FACS (BD
Biosciences, San Jose, USA) wurden 10 ul (1 mg/ml) Propidiumiodid hinzupipettiert.
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Die Proben wurden dann bei 488 nm sowie 635 nm gemessen und mit Hilfe der Cell

Quest Pro-Software (BD Biosciences) ausgewertet.

2.2.7 Mikroskopie

2.2.7.1 Doppel-Immunfluoreszenz

Doppelimmunfluoreszenzuntersuchungen an Zellen in Monolayerkulturen wurden zur
Lokalisation bestimmter Zellbestandteile und Proteine durchgefiihrt. Eine positive
Doppelfarbung, welche als gelbes Signal bei Uberlagerung der roten (Cy2) und
grinen (Alexa 488) Einzelsignale der Sekundarantikdrper sichtbar wurde, lie3 auf
eine Co-Lokalisation schlieBen. Die Farbungen wurden mit spezifischen
Primarantikdrpern  und entsprechenden sekundaren Detektionsantikérpern
durchgefuhrt. Die eingesetzten Verdinnungen sind in Tabelle 2.1 aufgefihrt. Zur
Analyse der Doppel-Immunfluoreszenzen wurde ein Mikroskop mit UV-Laser benutzt
(Leica DM IRB Fluoreszenzmikroskop, Leica, Wetzlar, Deutschland). Zur Detektion
der Fluorochrome Alexa 488 (Absorption bei 495 nm, Emission bei 520 nm) und Cy 3
(Absorption bei 553 nm, Emission bei 575 nm) wurden entsprechende Filter
verwendet.

Die Zellen wurden in 8-Kammer-Chamberslides ausplattiert (2-3 x 10* Zellen pro
Kammer) und nach Adharenz transduziert. Je nach Fragestellung wurde die
Immunfluoreszenzfarbung nach finf oder sieben Tagen vorgenommen. Die Zellen
wurden hierzu zweimal mit PBS gewaschen und fir 10 Minuten in 2%
Paraformaldehyd (PFA) in PBS fixiert. Danach wurden sie drei Mal mit PBS
gewaschen und, wenn fiur intrazellulare Farbungen zur Permeabilisierung der
Zellmembran erforderlich, fir 5 Minuten mit Triton X-100 0,2% in PBS behandelt. Es
folgten erneut drei Waschschritte mit PBS, worauf mit 5% BSA in PBS eine Stunde
lang inkubiert wurde, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Die
Primarantikorper (siehe Tabelle 2.1, Abschnitt 2.1.4) wurden in 5% BSA in PBS
verdinnt und Uber 90 Minuten bei Raumtemperatur mit den Zellen inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen in PBS wurden die ebenfalls in 5% BSA in PBS verdinnten

Sekundarantikdrper aufgebracht und fir eine Stunde unter Lichtausschlul3 inkubiert.
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Anschliel3end wurde erneut zweimal mit PBS gewaschen und eine Kernfarbung mit
DAPI 1:5000 in Methanol vorgenommen. Danach wurden die Kammern vom
Objekttrager abgenommen, die Silikondichtungen entfernt, ein Tropfen DAKO
Mounting Medium (15 mM NaN3) pro Kammer aufgebracht und ein Deckglas 24 x 50
mm (Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland) aufgelegt. Nach Trocknung des
Mounting Medium in einer lichtdichten Schachtel erfolgte die Auswertung an einem
Leica DM IRB Fluoreszenzmikroskop und mittels der Leica IM 1000-Software (Leica,
Wetzlar, Deutschland).

2.2.7.2 Histochemie

Kryoeinbettung und Gefrierschnitttechnik

Der aus bovinen Tenozyten bestehende Zellrasen in 6-Well-Platten wurde zweimal
mit PBS gewaschen, in Tissue-Tek-Einbettmedium (Sakura Finetek, Zoeterwoude,
Niederlande) verbracht und auf flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung
erfolgte bei -80° C.

Die in Tissue-Tek eingebetteten bovinen Tenozyten wurden mittels eines Kryostats
(CM 3050 S, Leica, Wetzlar, Deutschland) bei -20°C geschnitten, wobei die
Schnittdicke 15 um betrug. Nach Lufttrocknung erfolgte die Fixierung fir 10 Minuten

in eiskaltem Aceton (bei -20° C).

Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Die HE-Farbung wurde als histologische Standardfarbung zur Beurteilung der Zell-
und Gewebemorphologie verwendet. Hamatoxylin ist ein bei niedrigem pH positiv
geladener Farbstoff, der negativ geladene Zellbestandteile blau anfarbt (DNA oder
RNA). Eosin als negativ geladene Substanz wird zur Gegenfarbung verwendet,
welche die Ubrigen Zellbestandteile in verschiedenen Intensitaten rot farbt.

Die Kryoschnitte wurden zuerst fir zehn Minuten in Hamatoxylin getaucht, dann kurz
in deionisiertem Wasser gewaschen, fir weitere zehn Minuten in Eosin inkubiert und
erneut in deionisiertem Wasser gewaschen. Die Entwasserung erfolgte mittels

Ethanol-Reihe, bei der die Schnitte nacheinander fur jeweils finf Minuten in 50%,
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70%, 96% und 100% Ethanol getaucht wurden. Anschliel3end wurden die Schnitte in
Xylol getaucht und mittels Entellan Neu (Merck, Darmstadt, Deutschland)
eingedeckelt.

Immunoh istochemische AEC-Farbung

Die Praparate wurden in PBS hydriert und zum Blockieren der Gewebe-eigenen
Peroxidase-Aktivitat tber 30 min in 1% H,0, in Methanol inkubiert. Es folgte die
Blockade unspezifischer Bindungsstellen durch Inkubation in 1% BSA in PBS bei
Raumtemperatur fir eine Stunde. Danach wurde der Primarantikérper in 1% BSA in
PBS verdunnt aufpipettiert und 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (siehe
Tabelle 2.1, Abschnitt 2.1.4). Nach dreimaligem Waschen in PBS schlo3 sich eine
einstindige Inkubation bei Raumtemperatur des Sekundarantikdrpers, verdinnt in
1% BSA in PBS, an. Nach der Inkubation wurde wiederum dreimal in PBS
gewaschen und die AEC-Farbeldsung (siehe Abschnitt 2.1.2) fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur zugegeben. Danach folgten zwei weitere Waschschritte in PBS und

die Eindeckelung in Aqua Tex (Merck).

2.2.7.3 Elektronenmikroskopie und Immunogo ldfarbung

Elektronenmikroskopie und Immunogo ldfarbung

3,5 x 10° bovine Tenozyten wurden acht Wochen nach Gentransfer mit 20 MOI
Wildtyp-COMP, D475N-COMP und H587R-COMP ohne Passagierung kultiviert. Die
Zellen wurden zur Ernte zweimal mit PBS gewaschen und dann in
Glutaraldehydpuffer aufgenommen. Die Proben wurden dann zur Dr. Douglas Keene,
Shriners Hospital for Children in Portland, Ohio, USA, gesandt, der freundlicherweise
die Immunogoldfarbung sowie die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
durchfihrte.
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2.2.8 Durchflu3zytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS)

Bei der DurchfluBBzytometrie werden fluoreszenzmarkierte Zellen hydrodynamisch
fokussiert und an einem Laserstrahl vorbeigeleitet. Nach Anregung durch den
monochromatischen Laser emittiert der Fluoreszenzfarbstoff Licht einer bestimmten
Wellenlange, welches durch einen entsprechenden Photodetektor gemessen wird.
Uber die Lichtbeugung und —streuung werden zusétzliche Informationen lber die
ZellgroRe und die Granularitat der Zelle erhalten.

Die DurchfluRzytometrie wurde zur Uberpriifung der Transduktionseffizienz bei
Plasmid-Transfektion und Infektion mit Adenoviren sowie zur Detektion von Apoptose
angewandt. Bei Uberprifung der Transduktionseffizienz wurden mit EGFP
transduzierte Zellen eingesetzt; bei der Bestimmung der Apoptoserate von

Zellpopulationen wurde Annexin-V, ein FITC-gekoppelter Antikdrper, verwendet.
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3. Ergebnisse

Da die Transduktion genetischen Materials in Form der Plasmid-Transfektion sehr
heterogene Transduktionsraten erbrachte, wurde die adenovirale Infektion aufgrund
besserer Transduktionseffizienz verwendet (siehe Abschnitt 3.1.4). Die Generierung

adenoviraler COMP-Konstrukte wurde in Abschnitt 2.2.3 beschrieben.

3.1. Herstellung d er adenoviralen Vektoren
3.1.1 Dokumentation der Kontrollverdaue der einzelnen Konstrukte

Da die Sequenzierung des Adenovirus aufgrund seiner Grof3e nicht zu
bewerkstelligen ist, wurde die Identitdt der erhaltenen Konstrukte durch mehrere
Kontrollverdaue Uberprift. Diese Methode ermdglicht auch einen Ausschluld von
Rekombinationen innerhalb des Virusgenoms. Bei Verdau mit den Enzymen Bam HI,
Hind 11l und Xho | ergaben sich die in Abbildung 3.1 gezeigten Bandenmuster. Wie
erwartet wiesen die verschiedenen COMP-Konstrukte ein identisches Bandenmuster
auf. Das 1015 bp-Fragment nach Hind lllI-Verdau liegt innerhalb des COMP-Gens

und dient somit als Nachweis des COMP-Gens im Konstrukt.

1) Bam HI 2) Hind Il 3) Xho |
HR GFP DN DY wi AD HR DY wi ADGFP DN DY wi AD GFP DN HR

= {433
14453
2531
1445

Abbildung 3.1 Kontrollverdaue der einzelnen adenoviralen Konstrukte mit Bam HI, Hind 1l und
Xho |
Die einzelnen adenoviralen Konstrukte wurden mit Bam HI, Hind 1l und Xho | verdaut. Das
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Bandenmuster ist fir die verschiedenen COMP-Konstrukte gleich. Fir das EGFP-Konstrukt ergaben

sich ebenfalls die erwarteten Fragmente.
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Abbildung 3.2 zeigt mutationsspezifische Schnitte innerhalb des Inserts, wobei das
Wildtyp-COMP-Konstrukt jeweils mit den anderen Konstrukten wurde und hierbei die
erwarteten Unterschiede zu erkennen sind. Die Mutations-spezifische Schnittstelle
wurde bei der Klonierung der Konstrukte eingefigt (Spitznagel et al., 2004; Thur et
al., 2001).
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Abbildung 3.2 Kontrollverdaue der einzelnen adenoviralen Konstrukte im Vergleich mit Wildtyp-
COMP

Mit den einzelnen adenoviralen Konstrukten wurden Kontrollverdaue durchgefuhrt, um deren Idenditét
zu gewahrleisten. Hierbei kamen Enzyme gegen Schnittstellen zum Einsatz, die anlasslich der
Mutagenese eingefiigt oder zerstort worden waren. Gemeinsame Banden sind mit schwarzen Zahlen
zur Laufhéhenangabe bezeichnet, Wildtyp-charakteristische mit blauen Zahlen. Die fir das jeweilige

Konstrukt charakteristischen Banden sind mit roten Zahlen gekennzeichnet.

Beim Verdau mit Pae | (Wildtyp- gegen D469D-COMP) zeigen sich unterschiedliche
Fragmente bei 4643 bp (nur Wildtyp) und 3563 bp sowie 1380 bp (nur D469D). Der
Verdau mit Kpn | (Wildtyp- gegen D475N-COMP) zeigt eine Wildtyp-spezifische
Bande bei 7744 bp und D475N-spezifische Banden bei 6134 bp sowie 1610 bp. Die
COMP-Konstrukte D361Y und Wildtyp wurden mit Sna | verdaut. Die fur Wildtyp-
COMP spezifische Bande lauft bei 10000 bp, die fur D361Y-COMP charakteristische
Banden bei 6400 bp bzw. 3789 bp. Der Verdau der COMP-Konstrukte H587R gegen
Wildtyp erbrachte eine fir H587R spezifische Bande bei 17378 bp und eine fir

Wildtyp spezifische Bande bei 4478 bp. Die Ubrigen Fragmente waren wie erwartet

60



gleicher Grof3e. Die fur EGFP charakteristische Bande nach Verdau mit Bam H | liegt
bei 6063 bp, die fir Wildtyp-COMP spezifische bei 7563 bp.

3.1.2 Dokumentation d er Virusprodu ktion

Die Virusproduktion in der Verpackungszellinie QBI 293 wurde durch Beobachtung
der EGFP-Produktion nach Transfektion des entsprechenden adenoviralen Plasmids
nachgewiesen. Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskop bei 450 nm.
Am zweiten Tag nach Infektion sind vereinzelt EGFP-positive Zellen zu erkennen,
welche im weiteren Verlauf an Zahl zunehmen. Nach neun Tagen ist ein groR3er Teil
der Gesamtpopulation EGFP-positiv (siehe Abb. 3.3).

Abbildung 3.3 Dokumentation der Virusproduktion in QBI 293-Zellen nach Transduktion mit
pAD/EGFP

QBI 293-Zellen wurden mit pAd-EGFP transfiziert und die Virusproduktion Uber einen Zeitraum von
neun Tagen dokumentiert. Die Dokumentation erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie bei 450 nm
und 20facher (oben) bzw. 10facher (unten) VergrolRerung. Am zweiten Tag nach Infektion sind
vereinzelt EGFP-positive Zellen zu erkennen (weil3e Pfeile). Bis zum siebten Tag steigt deren Zahl

langsam an und am neunten Tag ist ein betréchtlicher Teil der Population EGFP-positiv.
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3.1.3 Titerbestimmung

Um mit den adenoviralen COMP-Konstrukten arbeiten zu kénnen, wurde die Menge
an viralen Partikeln pro Volumeneinheit bestimmt. Dieser Parameter ist von zentraler
Bedeutung, da die Durchfiihrung der Experimente eine genaue Kenntnis der zur
Infektion eingesetzten viralen Mengen voraussetzt, ohne die eine Vergleichbarkeit
der Ergebnisse nicht gewéhrleistet ist. Zur Bestimmung des viralen Titers werden
zwei verschiedene Methoden verwendet: Der Test auf Plague Forming Units (PFU)
und der Tissue Culture Infectious Dose 50-Test (TCID 50).

TCID 50-Test

Der TCID 50-Test arbeitet mit Verdinnungen des Virus-Stocks. Hierflr werden meist
Verdiinnungen von 102 bis 10" oder - bei héherem Titer - von 107 bis 10
verwendet. Abbildung 3.4 zeigt die Auswertung eines auf CPE untersuchten TCID 50
des Konstruktes D469D.

TCID 50 Konstrukt: DD Titer: 6 x 10" / ml

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |+ 4+ |++ |+ + |+ + |+ F+ |+ |- - - -
8B |+ + |[++|++ |+ + |+ + |+ + |++ |++ |++ |++ |- |- -
9 C |+ 4+ |++|++ |+ + |+ + |++ |-+ |++|++|++ |- -]|- -
;10D |- - |- -+ + [+ - -+ -+ |+ - -+ - - - -
o T T e e e T T T S I O I S IS IS
-12 F e T T T S T S S L e I e I S S T U
-13G | - - e e e e e
-14 H - - e T e T e e T I I

Abbildung 3.4 Ergebnisse eines TCID 50-Tests

Zur Bestimmung des viralen Titers wurden QBI 293-Zellen in 96-Well-Platten in einer Dichte von 1x10*
Zellen pro Well ausplattiert. Danach wurden die Zellen mit Virus-Verdinnungen von 107 bis 10™
(linke Spalte) infiziert. Die Kulturdauer betrug zehn Tage, worauf sich die Untersuchung der Platten
auf CPE anschlof3. Hier ist die Auswertung zweier Versuchsanséatze dokumentiert. ,+* steht fir

Anwesenheit eines CPE, ,-“ fir Abwesenheit von CPE. Der gezeigte Test ist valide, da die nicht
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infizierten Zellen (rechte beiden Reihen) keinen CPE, die niedrigste Verdinnungsstufe kompletten
CPE und die néchste Verdinnungsstufe keinen CPE aufweist. Der virale Titer wurde aus der
Verdinnungsstufe sowie den Summen der Verhaltnisse CPE/keinCPE jeder Verdinnungsstufe

berechnet.

Test auf plague forming units (PFU)

Mit adenoviraler DNA transduzierte QBI 293 Zellen setzen durch zytopathischen
Effekt adenovirale Partikel frei. Durch Abdeckung des Zellrasens mit Agarose wird
die freie Diffusion der Viren verhindert, welche somit nur die Nachbarzelle infizieren
kénnen. Dadurch kommt die Plaguebildung zustande, die fir die Titerberechnung

genutzt wird. Abbildung 3.5 zeigt ein Beispiel einer solchen Plaquebildung.

Abbildung 3.5 Test auf Plaque Forming Units (PFU)

Je 2,5 x 10° QBI 293-Zellen wurden in Petrischalen ausplattiert und nach 24 Stunden mit
verschiedenen Verdiinnungen der viralen Stammlésung infiziert. Zwei Stunden nach Infektion wurden
die Kulturen mit Agarose uberschichtet und zwei Wochen kultiviert. Nach Ablauf dieser Zeit waren,
abhéangig von der Verdinnungsstufe, Locher im Zellrasen sichtbar (blaues Rechteck, weiRer Pfeil), die
gezahlt werden konnten und in Verbindung mit der Verdiinnungsstufe den viralen Titer des jeweiligen

Konstruktes ergaben.
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Zusammenfassung d er Ergebnisse der Titerbestimmung

Die Tabelle 3.1 fal3t die Ergebnisse der Titerbestimmung mittels PFU als auch des
TCID 50 fur alle Konstrukte zusammen. Danach wurde eine weitere Anpassung
durch Southern Blotting vorgenommen, welche von Dr. Robert Dinser durchgefuhrt
wurde (Dinser et al., 2002; Kreppel et al., 2002). Die schlief3lich fur die Versuche
genutzten Titer wurden (ber die Proteinexpression nach Markierung mit *°S-

Methionin Uberprift.

[Konstrukt [TCID50 (VP/mI) [Pfu (pfu/ml) TCID50 /pfu |Genutzter
Titer (VP/mI)
wit ~10° 8*10° 1,5¢*10° [2,5*10" 10° |7 2+10"
AD >10"° 6*10°  6*10° [2*10° 5,5*10°  |160 1*10™
DN 2*10° 2,5*210° 1,5*10° [3*10° 2*10° |8 1,5*10°
4+10° 3+10° INeue Charge
HR >10° 8*10° 5*10° [2*10™ 10~ |382 2*10™
IDY 1,5¢10" 4*10° 1,5*10° [3,5*10° 10° |12 2*10°
IGFP ~10  2*10" 5*10° |10’ 2*10° |83 2*10°

Tab. 3.1 Zusammenfassung d er Ergebnisse der Virustiterbestimmung

Die Ergebnisse der Virustiterbestimmung mit unterschiedlichen Methoden sind in dieser Tabelle
zusammengefaldt. Es wurden mehrere Versuche zur Titerbestimmung mittels TCID 50-Test und PFU-
Test durchgefihrt. Der genutzte Titer ergibt sich aus den Ergebnissen dieser Berechnungen und nach
Anpassung durch Southern Blotting.

3.1.4 Testinfektion von bo vinen Chond rozyten
Uberpriifung d er COMP-Produ ktion
Um die Expression der verschiedenen COMP-Konstrukte in bovinen Chondrozyten

zu Uberpriifen, wurden jeweils 5 x 10°> Zellen mit je 20 MOI des adenoviralen

Konstruktes infiziert. Nach drei Tagen wurden die Zellen mit (3*S) Methionin markiert.
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Abbildung 3.6 Bovine Chond rozyten exprimieren c-myc-getaggte adenovirale COMP-Konstrukte
nach Infektion
Um die Expression von COMP nach Transduktion mit 20 MOI adenoviraler COMP-Konstrukte zu

Uberprifen, wurde ein Pulse-Chase-Experiment durchgefiihrt. Die Ernte erfolgte 72 Stunden nach

Infektion drei Stunden nach einer einstiindigen Inkubation mit 35S-Methionin. Eine Immunprézipitation
mit einem Antikdrper gegen c-myc wurde mit Zellysaten sowie Zellkulturiiberstanden durchgefihrt und
die Proben unter nicht-reduzierenden sowie reduzierenden Bedingungen einer SDS-
Gelelektrophorese und anschlie@enden Auswertung im Phospho Imager unterzogen. Alle Proben
zeigen eine deutliche c-myc-COMP-Expression. Der genutzte Titer des D475N-Konstruktes wurde

danach nochmals korrigiert, um die gleiche Transduktionseffizienz zu erreichen.

Es erfolgte eine Immunpréazipitation mit einem Antikdrper gegen c-myc. Die Proben
wurden einer SDS-Gelelektrophorese unter reduzierenden sowie nicht reduzierenden
Bedingungen unterworfen. Die Auswertung der Gele mittels Phospho Imager ergab
eine deutliche c-myc-Expression bei allen infizierten Populationen (siehe Abb. 3.6).
Das bei etwa 130 kD im reduzierenden 6%igen Gel laufende COMP-Protein wurde
bei allen Populationen identifiziert. Mittels Elektrophorese unter nicht-reduzierenden
Bedingungen konnte die Pentamerisierung der COMP-Proteine nachgewiesen

werden.
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Vergleich der Effektivitat von Plasmid-Transfektion und Virus-Infektion von

bovinen Chond rozyten

Um die Effizienz von Plasmidtransfektion und Virusinfektion miteinander zu
vergleichen, wurden je 2,5 x 10° bovine Chondrozyten mit EGFP-Plasmidvektoren
transfiziert und parallel mit EGFP-Adenoviren transduziert. Abbildung 3.7 zeigt die
Resultate dieses Versuchs, wobei zu erkennen ist, dass die Effizienz der
Transduktion bei Verwendung des Virus sehr viel héher ist als bei Transfektion

mittels eines Plasmids.

K

Transfektion 2 ug DNA mit FuGene Infektion 100 MOI Virus

Abbildung 3.7 Vergleich der Effektivitdt von Plasmid-Transfektion und Virus-Infektion in
bovinen Chond rozyten

Die Effektivitat der beiden Transduktionsmethoden wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie verglichen.
Bei Transfektion mit FuGene und 2 pg Plasmid-DNA sind bei UV-Belichtung nur wenige EGFP-
exprimierende Zellen zu erkennen (weil3e Pfeile), wahrend bei Transduktion mit 100 MOI Virus
zahlreiche EGFP-positive Zellen beobachtbar sind (rote Pfeile).

3.1.5 Aussc hluss der Replikationsfahigkeit des verwendeten Adenovirus

Die Replikationsfahigkeit der adenoviralen Konstrukte durfte nur in der
Verpackungszellinie QBI 293 gegeben sein. Sie sollte nicht bei bovinen
Chondrozyten auftreten. Daher wurden bovine Chondrozyten mit 20 MOI des EGFP-
Virus sowie der COMP-kodierenden Adenoviren infiziert und vier Wochen lang in
Kultur gehalten. Die Auswertung erfolgte am konventionellen Mikroskop. In Abbildung

3.8 ist eine fluoreszenzmikroskopische Untersuchung bei 450 nm zur Detektion der
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EGFP-Expression sowie im Phasenkontrast zur Sichtbarmachung der Primarzellen

dargestellt.

Abbildung 3.8 Die generierten viralen Konstrukte sind nicht replikationsfahig

Zum Ausschluf? der Replikationsfahigkeit des Virus in anderen Zellen als QBI 293 wurden 3 x 105
bovine Chondrozyten mit einem adenoviralen EGFP-Konstrukt mit einer Menge von 20 MOI infiziert
und vier Wochen lang in Kultur gehalten. Es waren nach diesem Zeitraum keine zytopathischen

Effekte sichtbar bei gleichzeitiger deutlicher Proteinexpression (VergréRerung 10fach).

Die Untersuchung ergab eine deutliche EGFP-Expression (linke Seite, griin) nach
zwei Wochen und keine zytopathischen Effekte im Phasenkontrast (rechte Seite).
Nach vier Wochen fiel das EGFP-Signal tber Akkumulation wesentlich starker als
nach zwei Wochen aus, aber auch hier lie3 sich definitiv kein zytopathischer Effekt
ausmachen. Nach Infektion von Chondrozyten mit den COMP-kodierenden
Adenoviren liel3 sich ebenfalls kein CPE beobachten. Somit konnte die Feststellung
getroffen werden, dass die hier hergestellten Viren keine eigenstandige

Replikationsfahigkeit aufweisen.
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3.2 Untersuchung en an bovinen Tenozyten

3.2.1 Zellisolation und Charakterisierung

Bovine Tenozyten wurden aus Sehnen des Schultergelenkes mittels einer Variation
der Explant-Culture-Methode von Wong et al., 2003 isoliert (siehe Abschnitt 2.2.1.1).
Bis genugend Zellen ausgewachsen waren, vergingen bis zu vier Wochen (siehe
Abbildung 3.9). Die bis zu einer Konfluenz von 70% ausgewachsenen Zellen wurden
trypsiniert und in Kultur genommen. Die Tenozyten wurden in Monolayer-Kultur
gehalten und bei Erreichen von 75% Konfluenz gesplittet. Alle Experimente wurden
innerhalb der ersten funf Passagen durchgefihrt.

kS

-

Abbildung 3.9 Isolation von bo vinen Tenozyten mittels Explant-Kultur

Die bovinen Tenozyten wurden isoliert, indem vom Schultergelenk abpréparierte Sehnenstiicke in
Ethanol gewaschen und auf einer Petrischale in Komplettmedium platziert wurden. Nach etwa 4
Wochen waren genligend Zellen fir die entsprechenden Versuche ausgewachsen. Die Abbildungen
zeigen auswachsende Zellen in 10facher Vergré3erung.

Die Charakterisierung des Sehnen-Phéanotyps der ausgewachsenen Zellen erfolgte
mittels PCR-Nachweis von Scleraxis, Kollagen Il, Kollagen | und COMP. Scleraxis
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wird wie COMP schwacher exprimiert als Kollagen | oder GAPDH; eine Expression

von Kollagen Il dient als Negativkontrolle (siehe Abb. 3.10 a).

4_

1 2
Abbildung 3.10 Charakterisierung d es Phanotyps boviner Tenozyten

(a) Expression von Markergenen mittels RT-PCR: Scleraxis (1), Kollagen Il (Negativkontrolle, 2),
Kollagen | (3), COMP (4) und GAPDH (5).

(b) COMP-Expression bei bovinen Tenozyten: Die Expression von COMP wurde bei Zellen, welche
mit 20 MOI des Wildtyp-COMP-Adenovirus transduziert wurden (1) sowie unbehandelten
Kontrollzellen (2) mittels Pulse-Chase-Experimenen untersucht. Danach erfolgte eine
Immunprazipitation mit einem Antikbrper gegen COMP und die Auftragung auf ein SDS-Gel zur
Elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen. Die Pfeile zeigen den Ursprung und die Lauffront
des Trenngeles, die Linie markiert die Position von COMP. Man sieht eine deutliche Uberexpression

von exogenem versus endogenem COMP.

Die COMP-Expression wurde durch Pulse-Chase-Experimente mit *S-markiertem
Methionin Uberprift. Dazu wurden Tenozyten nach Transduktion mit 20 MOI des
Wildtyp-COMP Virus (1) und unbehandelte Tenozyten (2) verwendet. COMP ist in
beiden Proben nachweisbar, wobei zu beobachten ist, dass native Tenozyten COMP
nur in schwachem Ausmald exprimieren, deutlich geringer als in Chondrozyten zu
beobachten ist (sieche Abb. 3.10 b). Das AusmaR der Uberexpression wird in
Abschnitt 3.2.3.2 nadher betrachtet. Nach Quantifikation der Signalintensitat der
COMP-Bande mittels Phospho Imager lag die Expression von exogenem, mittels
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adenoviraler Transduktion induziertem COMP in diesem Fall um den Faktor 60 Uber

der Expression von endogenem COMP.

3.2.2 Optimierung d es Gentransfers

Um Versuche mit den unterschiedlichen COMP-Varianten durchfiihren zu kénnen,
mufdte genetisches Material in die bovinen Tenozyten eingebracht werden. Eine
anfangs verwendete Plasmidtransfektion der einzelnen COMP-Varianten erbrachte
jedoch sehr geringe Transfektionsraten von hochstens 5% der Zellen (siehe Abb.
3.11).

Abbildung 3.11 Transfektionseffizienz mit Plasmid-GFP bei bovinen Tenozyten

Bovine Tenozyten wurden mit dem pRc/CMV-EGFP Plasmid und FuGene mit geringem Erfolg
transfiziert (nicht Gber 5% der Zellen). Die Fotos zeigen Tenozyten zwei Tage nach Transfektion,
wobei im rechten Bild zu erkennen ist, dass bei Anregung im UV-Licht von 450 nm Wellenlange nur
sehr wenige Zellen leuchten. Dies was bedeutet, dass die Anzahl an Zellen, welche das transfizierte
Plasmid fur EGFP tragen (wei3er Pfeil), sehr gering im Vergleich zur Gesamtzellzahl (dargestellt
durch die Kernfarbung mit DAPI) im linken Bild ist (Vergrof3erung 10fach).

Da die Effizienz von 5% nach Gentransfer bei weitem nicht genilgte, um die
beabsichtigten Untersuchungen durchzufiihren, wurde ein adenoviraler Vektor fir
jedes COMP-Konstrukt benotigt, mit Hilfe dessen die Transduktionseffizienz
gesteigert werden konnte. Diese Vektoren wurden mittels des AdEasy-
Vektorsystems von QBiogene generiert. Nachdem diese zu Verfligung standen,
wurde im Vorfeld der Versuche die Infektionseffizienz mit dem EGFP-Vektor
Uberpruft. Dazu wurden zwei Populationen von bovinen Tenozyten mit
unterschiedlichen Mengen an infektiosen Partikeln infiziert und die Genexpression
mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Expression von EGFP a3t sich
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dadurch visuell verdeutlichen (Abbildung 3.12). Nach drei Tagen fuhrt eine Infektion
mit 10 MOI zu einer schwacheren Exprimierung von EGFP als eine Infektion mit 100
MOI bei gleicher Uberlebensrate der Zellen.

GFP 10 MOI GFP 100 MOl

Abbildung 3.12 Expressionsintensitat von EGFP in Abhé&ngigkeit zur Viruspartikelmenge

Bovine Tenozyten wurden zur Uberprifung der Transduktionseffizienz mit einem adenoviralen GFP-
Konstrukt in unterschiedlichen Mengen infiziert, jeweils mit 10 und 100 MOI. Nach drei Tagen weist
die mit 100 MOI infizierte Zellpopulation eine deutlich hohere Anzahl an EGFP-positiven Zellen (rote
Pfeile) auf als die mit 10 MOI (weil3er Pfeil) infizierte Vergleichspopulation. Die unteren Aufnahmen
wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop bei 40-facher VergroBerung und einer Anregung bei 450 nm
gemacht, die oberen Aufnahmen im Phasenkontrast.

Zur quantitativen Uberpriifung der Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie wurden
mit  unterschiedlichen Mengen an EGFP-Konstrukt infizierte Tenozyten
durchfluRzytometrisch untersucht. Die erhaltenen Werte lagen weit Uber den mit
Plasmidtransfektion erreichten transduzierten Zellzahlen. Abbildung 3.13a zeigt die
Effektivitat der Transduktion mit EGFP mit steigenden infektiosen Einheiten (Moiety
of Infection, MOI). Bei 5 MOI EGFP-Konstrukt wurde eine Transduktionseffizienz von
fast 30% erreicht, das bedeutet, dass nahezu 30% der untersuchten Zellpopulation
EGFP exprimierten. 20 MOI EGFP-Konstrukt fihrten zu etwa 60% Effizienz, wahrend
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100 MOI weit Uber 90% Transduktionseffizienz erreichten bei gleicher

Uberlebensrate der Zellen.

L

A contel || | B 5 MO

28 %
" Nw' in '.' i " T -.1
C 20 MOl D 100 MOI

Fluareszenzinte nsitit 635 nm

oy

Fluoreszenzintensitit bei 428 nm

Abbildung 3.13a Bestimmung d er Transduktionseffizienz von bo vinen Tenozyten mit steigenden
infektiosen Einheiten (Moiety of Infection)

Die Zellen wurden per DurchfluRzytometrie untersucht, um eine Aussage uber den Erfolg der
Transduktion treffen zu kénnen. Dazu wurden die jeweiligen Zellen adenoviral mit steigenden MOI
EGFP-Konstrukt transduziert und im FACS analysiert. Jeder Punkt bezeichnet eine gemessene Zelle
nach auf der x-Achse Fluoreszenz bei 488 nm (EGFP) und auf der y-Achse bei 635 nm (nicht
markierter Kontrollbereich). (A) zeigt die unbehandelte Kontrolle (rote Pfeile); die Abbildungen (B-D)
verdeutlichen, dass die Menge an exprimiertem Transgen je Zelle mit der Menge der infektidsen
Partikel ansteigt (grine Pfeile), was an der Verschiebung der Population im Diagramm nach rechts zu

erkennen ist.

Die Effizienz der Transduktion mit steigenden infektiosen Einheiten ist anhand des
Kurvendiagramms beobachtbar, die in Abbildung 3.13b dargestellt ist. Die
Verschiebung der Kurven bei Infektion mit héheren Virusmengen zeigt, dass bei
Infektion mit 500 MOI wie erwartet eine starkere Expression pro Zelle an EGFP
stattfindet als bei Infektion mit 20 MOI. Native Tenozyten stellen die Referenz ohne
EGFP-Expression dar (rote Kurve). Die Kurve flacht mit steigenden MOI ab und
verschiebt sich zur rechten Seite des Diagrammes, wie bei Infektion mit 5 MOI
(schwarze Kurve), 20 MOI (griine Kurve) und 100 MOI (blaue Kurve) erkennbar ist.
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Bei Infektion mit 500 MOI (violette Kurve) andert sich die Form der Kurve, welche

nun kaum mehr Zellen aufweist, die nicht EGFP-positiv sind.

128

nicht infizierte Kontrolle
Infektion mit 5 MOI
Infektion mit 20 MOI
Infektion mit 100 MOI
Infektion mit 500 MOI

Event=

|:|.
100 10!

10% 107 10*

Ermpty
Abbildung 3.13b Bestimmung der Expressionsintensitat von EGFP in Abhangigkeit von der
Viruspartikelmenge
Alternative Darstellung des Ergebnisses von Abbildung 3.16a durch Auftragung der Zahl der
Ereignisse (y-Achse) in Abhéngigkeit der Fluoreszenzintensitat von EGFP. Die Kurven verdeutlichen,
dass die Menge an exprimiertem Transgen je einzelne Zelle mit der Menge der infektidsen Partikel
ansteigt. Dies kommt durch die Verschiebung der Kurven zur rechten Seite des Diagramms zum

Ausdruck. Gleichbedeutend ist dies mit einer Intensitdtserh6hung des detektierten Signales.
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3.2.3 Sekretionsverhalten von COMP
3.2.3.1 Pulse-Chase

Um einen Einblick in das Sekretionsverhalten von mit adenoviralen Konstrukten
unterschiedlicher COMP-Varianten transduzierten Tenozyten zu gewinnen, wurden
Pulse-Chase Versuche zur Sekretionskinetik durchgefihrt. Nach der Ernte wurden
die Proben mit Antikorpern gegen c-myc oder COMP gefallt und mittels SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Abbildung 3.14 zeigt Gele, auf denen fir jedes
Konstrukt von links nach rechts Medium- und Lysatproben, jeweils nach 3 bzw. 16
Stunden aufgetragen sind.

e

R

3 16 3 16 316 3 16 3 16 316 3 16 3 16 3 16 3 16
med lys med lys med lys med lys med lys
Wildtyp D469D D475N H587R D361Y

Abbildung 3.14 Sekretionskinetik von Wildtyp-COMP und d en COMP-Mutationen
Pulse-Chase Experiment von mit 20 MOI transduzierten bovinen Tenozyten nach 3 und 16 h Chase.
Die Proben wurden mit einem Anti-c-myc Antikdrper préazipitiert und anschlieBend unter reduzierten
Bedingungen mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Wildtyp-COMP ist wenig konzentriert im Lysat, aber in
hoher Menge im Medium zu finden. Die gleiche Verteilung ist bei den COMP-Mutationen H587R und
D361Y zu erkennen. Die Mutation D469D lalt zu Anfang eine Anhaufung sowohl in Lysat als auch im
Medium erkennen, die sich im Falle des Lysates Uber die Zeit allerdings verliert. D475N-COMP zeigt
eine ausgepragte COMP-Konzentration im Lysat und gleichzeitig eine Anreicherung im Medium. Die
Pfeile zeigen Ursprung und Ende der Lauffront, der Strich repréasentiert die Laufthdhe der ~ 120 kDa-
Bande des COMP-Monomers.
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Wildtyp-COMP wurde nach 16 h vollstandig sezerniert, ebenso die PSACH-
assoziierte Mutation H587R. Die Mutationen D475N, geringer auch D469D werden
hingegen verzdgert sezerniert.

Diese Beobachtung wird durch die quantitative Auswertung mehrerer Versuche am
Phospho Imager bestatigt (siehe Abbildung 3.15). Aufgetragen ist im Diagramm der
prozentuale COMP-Anteil im Zellysat Uber die Zeit. Hier ergibt sich dasselbe Bild.
Der Anteil an myc-COMP nimmt bei Wildtyp-COMP sowie der Mutation H587R
schnell, langsamer bei D469D und am langsamsten bei der Variante D475N ab.
Somit wird zwar jede COMP-Mutation sezerniert, jedoch findet vor allem die
Sekretion von D475N deutlich verzogert statt, wohingegen das H587R-Protein

annahernd wie Wildtyp sezerniert wird.
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Abbildung 3.15 Quantitative Auswertung d er Sekretionskinetik

Graphische Auswertung von analog zur Abbildung 3.15 durchgefiihrten Pulse-Chase Experimenten.
Die Radioaktivitat der COMP-spezifischen Bande wurdemittels Phospho Imager quantifiziert und der
Anteil des gesamten COMP im Zelllysat aufgetragen. Hier sind die Werte im Zelllysat nach 3 und 16 h
von funf verschiedenen Versuchen mit Mittelwert und Standardabweichung graphisch aufgetragen.
p<0,01 fir den Vergleich von D475N mit Wildtyp-COMP; p<0,05 fir den Vergleich von D475N mit den
anderen Konstrukten; ausgewertet wurden mehrere Versuche, p < 0.05 fir den Vergleich von D469D
mit Wildtyp-COMP.
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3.2.3.2 AusmaR der adenoviralen Uberexpression

Das AusmaR der Uberexpression lieR sich im Rahmen der Pulse-Chase-Experimente
bestimmen. Die Vorgehensweise ist in Abschnitt 3.2.3.1 beschrieben, wobei COMP
mit einem Antikorper gegen COMP préazipitiert wurde. Die Uberexpression berechnet
sich aus dem Verhaltnis des Mittelwertes des Gesamt-COMP-Gehaltes von
infizierten Zellen zu demjenigen von unbehandelten Zellen (in die Auswertung
einbezogen wurden mehrere Experimente, siehe Abb. 3.16). Die mit 20 MOI
infizierten bovinen Tenozyten exprimieren demnach eine etwa 100-fache Menge an
COMP.

Da Tenozyten eine niedrige endogene COMP-Bildung aufweisen, wurde in
Anbetracht der Infektionseffizienz (siehe Abschnitt 3.2.2) mit einer geringen
Virusmenge von 20 MOI gearbeitet. Diese Menge entspricht bei Chondrozyten einer
Relation von endogenem zu exogenem COMP von 1:1 (Dinser, nicht veréffentlichte
Daten). Bei Tenozyten ergibt diese Menge ein Verhaltnis von 1:100 (siehe Abb.
3.16).

Mittelwert  [Standardabweichung|
IMitteIwert COMP-Konstrukte 417031 172195
IMittelwert  untransduzierte 3254 523
Tenozyten
Uberexpression [x-fach| 128
Kontrolle]

Abbildung 3.16 Ausmal der COMP-Uberexpression du rch virale Transduktion

In drei Ansatzen wurden jeweils bovine Tenozyten mit 20 MOI des jeweiligen adenoviralen COMP-
Konstruktes transduziert, drei Tage in Kultur gehalten und im Vergleich zu untransduzierten Zellen
einem Pulse-Chase-Experiment unterzogen. AnschlieRend wurden die Proben mit einem Antikdrper
gegen COMP geféllt und unter reduzierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt. Die

Auswertung erfolgte mittels Phospho Imager. Ausgewertet wurden drei Experimente.
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3.2.3.3 Zellulare Lokalisation von COMP

Um die intrazellulare COMP-Verteilung darzustellen und die Ergebnisse der
Sekretionskinetik zu kontrollieren, wurden bovine Tenozyten mittels Doppel-
Immunfluoreszenz untersucht. Hierbei wurden die Zellen mit Antikérpern gegen c-
myc sowie gegen das 58 kDa-Golgi-Protein (Marker fir den Golgi-Apparat) bzw.
Proteindisulfid-Isomerase (PDI, Marker fur das endoplasmatische Retikulum) gefarbt.
Das Ergebnis ist in Abbildung 3.17 dargestellt.

Die COMP Mutationen D469D und D475N akkumulieren im ER von Tenozyten (gelbe
Bereiche um die blauen Zellkerne). Bei der COMP-Mutation D361Y ist diese Haufung
weniger ausgepragt. Die Farbung der Zellen nach Transduktion mit Wildtyp-COMP
sowie H587R-COMP weisen keine Kolokalisation des Markers fur das ER und COMP
auf. Dafur ist in diesen Zellen exogenes COMP im Golgi-Apparat zu finden, wie die
Kolokalisation des 58kDa Proteins und COMP fir Wildtyp-COMP, H587R- und
geringer auch D361Y-COMP, zeigt. Dies entspricht den Ergebnissen der
Sekretionskinetik aus Abschnitt 3.2.3.1.

77



D475N

D469D

H587R

Wildtyp

D361Y

PDI/ myc/

Abbildung 3.17 Intrazellulére Lokalisation von COMP

Die Lokalisation von Wildtyp-COMP und COMP-Mutanten bei mit 20 MOI des jeweiligen adenoviralen
COMP-Konstrukts infizierten bovinen Tenozyten wurden mittels Immunfluoreszenz-Experimenten
untersucht. Die Farbungen wurden jeweils mit einem Antikérper gegen c-myc (links grin, rechts rot
gefarbt) sowie gegen PDI (endoplasmatisches Retikulum, rot in der linken Reihe) bzw. das 58 kDa-
Protein des Golgi-Apparates (griin in der rechten Reihe) ausgefuhrt (VergroRerung 40fach).

COMP akkumuliert im ER bei Expression der Mutationen D469D und D475N, weniger deutlich bei
D361Y (gelbe Bildbereiche links, siehe weiRe Pfeile), jedoch nicht bei Wildtyp- und H587R-
Expression. Letztere, geringer auch D361Y, sind mit dem Marker fir den Golgi-Apparat kolokalisiert
(gelbe Bildbereiche rechts, gelbe Pfeile).
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3.2.4 EinfluR von COMP auf die Zellaktivitat

3.2.4.1 Proliferation

Das Proliferationsverhalten von bovinen Tenozyten mit unterschiedlichen COMP-
Varianten wurde mittels *H-Thymidin-Versuchen untersucht. Dazu wurden die Zellen
mit unterschiedlichen Mengen an infektiésen Partikeln infiziert, mit *H-Thymidin-
haltigem Medium 24 Stunden inkubiert, tiefgefroren und spater zwecks Zellyse
wieder aufgetaut. Dann wurden die Zellen in einem Zellwascher gewaschen, auf eine
Filterplatte verbracht und die Zerfallsereignisse mittels eines Detektors gezahlt. Je
mehr Zerfallsereignisse detektiert wurden, desto mehr tritiummarkiertes Thymidin
wurde in Zellen aufgenommen, was ein Mafl3 fur die Zellvermehrung darstellt. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 3.18 zusammengefal3t.
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Abbildung 3.18 Proliferationsrate nach Transduktion von COMP

Das Proliferationsverhalten von Wildtyp-COMP und COMP-Mutanten infiziert mit verschiedenen
Virusmengen wurden mittels 3H—Thymidin—Experimenten untersucht. Die Proliferationsrate der mit
Wildtyp-COMP transduzierten Zellen ist héher als bei Transduktion mit den mutierten Konstrukten.
D475N weist die niedrigste Proliferationsrate von allen untersuchten COMP-Varianten auf. Allen
Varianten von COMP ist eine Verminderung der Proliferationsrate bei Erhéhung der bei Infektion
eingesetzen Virusmengen gemein (p<0,05 fur den Vergleich von Wildtyp gegen D475N; p<0,05 fir
Wildtyp gegen D475N und H587R; p<0,05 fur Wildtyp gegen alle anderen COMP-Mutanten).

Die Proliferationsrate von mit Wildtyp-COMP transduzierten Kulturen ist bei jeder der

eingesetzten Virusmengen hoher als nach Transduktion der anderen COMP-
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Varianten. Auch bei Expression von Wildtyp-COMP ist eine dosisabhangige
Reduktion der Proliferation zu beobachten. Die COMP-Mutationen D469D und
H587R weisen dagegen eine niedrigere Proliferationsrate auf, wobei D469D bei
Virusmengen von 50 bzw. 250 MOI noch etwas unter dem Niveau von H587R liegt.

D475N zeigt die niedrigste Proliferationsrate von allen COMP- Mutationen.

3.2.4.2 Zellzerfall

Zur Erfassung des Zellzerfalls wurden die LDH-Gehalte des Zellkulturiberstandes
gemessen, um so eine Aussage Uber das Vorkommen von Nekrose in einer
Population treffen zu kénnen. Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein Enzym, welches
bei einer gesunden Zelle nur innerhalb derselben zu finden ist, bei einer nekrotischen
Zelle infolge Lyse jedoch ins AuRenmedium abgegeben wird. Ein hoher LDH-Gehalt
im Uberstand im Vergleich zur Kontrolle ist deshalb ein Zeichen fur eine erhohte
Nekroserate. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung 3.19 dargestellt.

5 4

LDH-Gehalt in Relation zu unbehandelten Zellen

Wildtyp N4RAD D475N D361Y H587R Kontrolle

Abbildung 3.19 Zellzerfall nach Transduktion mit COMP-Varianten

Die Aktivitdt des normalerweise intrazellularen Enzyms Lactatdehydrogenase wurde im Kulturibertand
von transduzierten Zellen bestimmt. Hierbei weisen die Kulturiiberstande der mit den COMP-
Mutationen H587R und D361Y infizierten Tenozyten eine niedrige LDH-Aktivitat im Vergleich zu den
Mutationen D475N und D469D auf. Mit Wildtyp-COMP infizierte sowie unbehandelte Zellen weisen
einen niedrigen Anteil an nekrotischen Zellen in der Gesamtpopulation auf (p<0,01 fir den Vergleich
von Wildtyp gegen D475N; p<0,01 fur Wildtyp gegen D469D und D475N; p<0,05 fur Wildtyp gegen die
anderen COMP-Mutanten).
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Die unbehandelte Kontrollpopulation diente als Bezug fur die gemessenen LDH-
Gehalte und zeigte den geringsten LDH-Wert. Die mit 100 MOI der jeweiligen COMP-
Variante infizierten Zellpopulationen lassen deutliche Unterschiede erkennen. So fallt
auf, dass Wildtyp-COMP den niedrigsten Wert fir LDH im Kulturiberstand zeigt, der
hoher als derjenige der unbehandelten Kontrolle ist. Die hochsten LDH-Gehalte im
Medium zeigten die Proben der mit den COMP-Mutationen D469D und D475N
infizierten Zellen. Die Werte flr die Mutationen D361Y sowie H587R liegen zwischen
denen des COMP-Wildtyps und den COMP-Varianten D469D sowie D475N. Die
Werte fir D361Y liegen noch uber denen von H587R. Dies korreliert mit der
Retention bzw. Sekretion der jeweiligen COMP-Konstrukte, nicht jedoch mit der

Minderung der Proliferationsrate.

3.2.4.3 Apoptose

Zur Untersuchung eines eventuell apoptoseauslésenden Effektes der COMP-
Mutanten wurden Annexin-V-Farbungen durchgefuhrt, welche die durchflul3-
zytometrische Erfassung der apoptotischen Zellen ermoglichen. Die Zellpopulationen
wurden hierzu mit den entsprechenden viralen Konstrukten der COMP-Varianten
transduziert und nach Anfarbung mit FITC-markiertem Annexin V (Nachweis von
Apoptose) und einer Propidiumjodid-Farbung (Nachweis von Nekrose)
durchflusszytometrisch gemessen (Abbildung 3.21). Negativkontrolle war eine nicht
infizierte Zellpopulation. Als Apoptose-Positivkontrolle diente jeweils eine mit SNP in
den Konzentrationen 2 mM sowie 5 mM behandelte Kontrollpopulation.

Die in Abbildung 3.20a dargestellten Ergebnisse zeigen, dass alle PSACH-
assoziierten Mutationen unabhéngig von ihrem Sekretionsverhalten Apoptose
induzieren. Den starksten Effekt hat die Expression der Mutation D475N, aber auch
die Mutationen D469D und H587R sind signifikant mit apoptotischem Zelltod
vergesellschaftet. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Daten zum

Proliferationsverhalten.
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Abbildung 3.20 Annexin V-Markierung nach Transduktion von COMP

Die Apoptoserate von unbehandelten Tenozyten und SNP-behandelten Positivkontrollen sowie von
mit 50 MOI des jeweiligen adenoviralen COMP-Konstruktes infizierten Zellen wurden finf Tage nach
Infektion mittels Annexin V-Assay durchflusszytometrisch untersucht.

(a) Darstellung eines Beispiles flr eine durchflusszytometrische Messung. Region 1 in der Messung
oben links definiert anhand des Foreward- und Sideward-Scatter (erfassen Zellgré3e und Granularitét)
die intakte Zellpopulation fur die Fluoreszenzmessungen. In Region 2 der ubrigen Darstellungen
finden sich Annexin V- und Pl-negative Zellen, in Region 3 ausschliel3lich Annexin V-markierte Zellen,
in Region 4 ausschlieBlich Pl-markierte Zellen sowie in Region 5 doppelmarkierte Zellen. Die Zahlen
bezeichnen den Mittelwert aus jeweils drei Messungen fir die entsprechende Region, die
eingeklammerten Zahlen bezeichnen die Standardabweichung.

(b) Graphische Auswertung der Apoptoseraten der COMP-Konstrukte in Relation zur Apoptoserate
von unbehandelten Zellen. Die mit Wildtyp-COMP infizierten Zellen zeigen eine um den Faktor 1,7
erhdhte Apoptoserate, mit D361Y-COMP transduzierte einen Faktor von 4,6. Die ubrigen COMP-
Mutationen weisen folgende Relationen auf: D475N Faktor 16,9, D469D Faktor 6,2 und H587R Faktor
7,7. Die Unterschiede der Apoptoseraten zwischen den nicht-transduzierten Kulturen und den mit

Wildtyp-COMP transduzierten Zellen einerseits und den Kulturen, die mutiertes COMP exprimieren
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andererseits ist mit p<0,01 hoch signifikant. Ebenso sind die Differenzen zwischen den die COMP-
Mutation D475N exprimierenden Zellen und denjenigen, welche die anderen COMP-Mutationen

exprimieren, signifikant (p<0,01).

Ein ausgepragter nekrotischer Zelltod war nicht festzustellen, wobei die verwendete
Virusmenge geringer als bei den Versuchen zum Zellzerfall war. Abbildung 3.20b
stellt die Apoptoseraten der COMP-Varianten in Relation zu derjenigen von
unbehandelten Zellen dar. So weisen die mit Wildtyp-COMP infizierten Zellen eine
um den Faktor 1,7 gegenluber unbehandelten Zellen erh6hte Apoptoserate auf. Die
relativen Apoptoseraten der COMP- Mutationen lassen sich wie folgt angeben:
D469D 4,17fach, D475N 8,23fach, D361Y 3fach und H587R 4,11fach erhdht

gegenuber unbehandelten Zellen.

3.2.5 Extrazellularmatrix

3.2.5.1 Immunfluoreszenz

Kollagen Typ 1 bildet bei gesunden Tenozyten eine fibrillare Anordnung aus, was die
Zugfestigkeit der Sehne bestimmt. Nun ist bei PSACH sowie MED 1 nicht nur der
Knorpel betroffen, sondern auch die Sehnen, die an Festigkeit verlieren, was ein
Hinweis auf eine gestorte Matrixbildung oder andere negative Matrixeffekte ware.
Daher wurde mittels Immunfluoreszenzfarbungen die Matrixbeschaffenheit im
Hinblick auf die Verteilung und Vernetzung von COMP sowie Kollagen | untersucht.
Hierzu wurden Tenozyten ausplattiert und mit den entsprechenden adenoviralen
COMP-Konstrukten infiziert (jeweils 20 MOI). Nach sieben Tagen wurden die Zellen
mit je einem Antikérper gegen Kollagen-I sowie auch COMP gefarbt (siehe Abb.
3.21).
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D469D

Abbildung 3.21 Matrixbildung n ach Transduktion d er verschiedenen COMP-Konstrukte

Immunfluoreszenzmarkierung von COMP (rot) sowie Kollagen | (griin) bei nach Transduktion mit 20
MOI der entsprechenden Konstrukte. Die Zellen wurden nach Infektion sieben Tage in Kultur gehalten
und dann mit den entsprechenden Antikdrpern gefarbt (VergréRerung 20fach). Zu erkennen ist die
netzartige fibrillare Struktur des Kollagen | (wei3e Pfeile) bei unbehandelten Tenozyten sowie mit
Wildtyp-COMP infizierten Zellen. Bei der Mutante D475N sind diese fibrillaren Strukturen weniger zu
beobachten, es bilden sich als Aggregate zu bezeichnende Formationen heraus (gelber Pfeil). H587R
weist eine mehr netzartige Anordnung auf, ahnlich D469D, nur dichter ausgebildet (rote Pfeile). Die
Verteilung von COMP zeigt bei unbehandelten Zellen sowie mit Wildtyp-COMP infizierten Zellen lokal
begrenzte Haufungen, die teilweise mit Kollagen | kolokalisiert sind (gelbe Bereiche, weil3e Dreiecke).
Die Mutationen D469D und D475N lassen diffuse COMP-Aggregationen beobachten, die ebenfalls mit
Kollagen 1| kolokalisiert sind (rotes sowie gelbes Dreieck). H587R zeigt dichte, flachige

Zusammenlagerungen, die nur zum Teil mit Kollagen | kolokalisiert sind (griines Dreieck).

Abbildung 3.21 zeigt die Immunfluoreszenzfarbungen der mit verschiedenen COMP-
Varianten infizierten Tenozyten. Die nicht infizierte Kontrolle sowie die mit dem
Wildtyp-COMP-Konstrukt infizierten Zellen haben eine fibrillare Kollagen-I-Struktur
gemeinsam (grun), die ein Netzwerk ausbildet, das an einigen Stellen dichter als an
anderen ausféllt und lokal einige Knoten bildet. COMP (rot) bildet einzelne groRRere
Agglomerate, die selten mit Kollagen-I kolokalisiert sind. Die Mutationen D469D und

D475N lassen zwar noch die von der Kontrolle und Wildtyp-COMP bekannte Struktur
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erkennen, wobei diese etwas ausgediinnt und mehr netzartig erscheint. COMP bildet
hier statt einzelner Agglomerate mehr diffuse netzartige Strukturen, welche einzelne
kleinere Zusammenlagerungen enthalten; ebenso ist eine teilweise Kolokalisation mit
Kollagen | zu erkennen (gelbe Bereiche). Die Mutation H587R unterscheidet sich
wiederum von den zuerst betrachteten COMP-Varianten; das Kollagen-I-Netz weist
sowohl dickere als auch feine Fibrillen sowie regionale Verdichtungen auf, allerdings
in geringerem Umfang als D469D und D475N. Die COMP-Verteilung ist in einigen
Bereichen ahnlich der Kontrolle bzw. des Wildtyps, aber hauptsachlich werden dichte
flachige Zusammenlagerungen gebildet, die nur zum Teil mit Kollagen-1 kolokalisiert
sind.

Insgesamt ist festzustellen, dass die mit Wildtyp-COMP infizierten Zellen sowie die
der Kontrollpopulation ein nahezu identisches Erscheinungsbild aufweisen. Dieses
hebt sich grundsatzlich von den mit COMP-Mutationen infizierten Zellpopulationen
ab.

3.2.5.2 Langzeitkulturen von bo vinen Tenozyten

Um die Langzeitexpression von mit adenoviralen COMP-Konstrukten infizierten
bovinen Tenozyten zu untersuchen, wurden je 3 x 10° Zellen mit 100 MOI des
jeweiligen adenoviralen Konstruktes infiziert und fur acht Wochen ohne
Passagierung in Kultur gehalten. Das Medium wurde zwei Mal pro Woche
gewechselt. Einige Zellen wurden nach der Ernte in Tissue Tek eingebettet und bei
-80° C gelagert, andere in Paraformaldehyd und Glutaraldehydpuffer verbracht und
zur elektronenmikroskopischen Analyse sowie zur Immunogoldfarbung an Dr.

Douglas Keene vom Shriners Research Center in Portland, Oregon, geschickt.

Histochemische und immunhistochemische Farbung

Abbildung 3.22 zeigt die Resultate der Hamytoxylin/Eosin-Farbung boviner
Tenozyten in der Langzeitkultur. NaturgemalR sind keine gewebeartigen Strukturen
zu erkennen, da die Zellen in Monolayerkultur wuchsen und ihr Zusammenhalt

untereinander einzig durch die wahrend der langen Kulturdauer gebildete Matrix
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bewerkstelligt wurde. Die Farbung farbt Zytoplasma sowie Matrix blal3-violett (blaue

Pfeile) und Zellkerne intensiv violett (rote Pfeile).

Abbildung 3.22 Hamatoxylin/Eosin-Farbung en boviner Tenozyten in Langzeitkultur

Bovine Tenozyten wurden acht Wochen nach Gentransfer mit 100 MOI in Kultur gehalten, wobei das
Medium nach jeweils drei Tagen gewechselt wurde. Kryoschnitte der Kulturen wurden einer
histochemischen Farbung mit Hamytoxylin/Eosin unterzogen, um Zellkerne und zytoplasmatisches
Material sichtbar zu machen (grof3e Photographie: VergroRerung 10fach, kleine: 100fach).

Die immunhistochemische AEC-Farbung mit einem Antikérper gegen COMP ergab
das in Abbildung 3.23 zu beobachtende Bild. Die Intensitat der Farbung ist wie
erwartet bei nativen Tenozyten im Vergleich zu Wildtyp-COMP und den die COMP-

Mutationen exprimierenden Zellen geringer.
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Kontrolle

Abbildung 3.23 COMP Expression von transduzierten Tenozyten und Kontrollen

Immunhistochemische AEC-Farbung mit einem Antikdrper gegen COMP in den Langzeitkulturen. Zu
erkennen ist eine COMP-Expression (grine Pfeile) bei der Kontrolle sowie den mit verschiedenen
COMP-Varianten infizierten Zellen, wobei die mit den adenoviralen COMP-Konstrukten infizierten
Zellen erwartungsgemald die starkste Farbung aufweisen. Teils kann in den D475N-exprimierenden
Kulturen eine intrazellulare COMP-Farbung dargestellt werden (roter Pfeil), wohingegen die Zellen
(helle elliptische Bezirke) normalerweise nicht gefarbt werden (VergréRerung 10fach, Ausschnitte
100fach).

In hoher Kulturdichte ist auch in den Kontroll-Zellen eine COMP Expression nach
acht Wochen Kultur feststellbar. Selbst nach dieser langen Kulturzeit sind einige
Zellen, welche D475N-COMP exprimieren, intrazellular gefarbt.

Durch die Farbung mit einem Antikdrper gegen c-myc sollte die durch die
unterschiedlichen Farbeintensitaten der COMP-markierten Schnitte bereits vermutete
exogene COMP-Expression nach Langzeitkultur bewiesen werden. Die nativen
Tenozyten exprimieren kein c-myc-getaggtes COMP, was sich in der Abwesenheit
eines Signales niederschlagt (Abb. 3.24).
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Abbildung 3.24 c-myc-Expression von transduzierten Tenozyten und Kontrollen

Immunhistochemische Féarbung mit einem Antikbrper gegen c-myc. Damit kann die adenoviral
induzierte COMP-Expression selektiv dargestellt werden, da alle viralen Konstrukte c-myc getaggt
sind. Alle Mutationen sind eindeutig positiv fir exogenes COMP bzw. c-myc (rote Pfeile). Die Kontrolle

zeigt erwartungsgeman keinerlei c-myc-Expression (Vergrof3erung 10fach, Ausschnitte 100fach).

Die mit adenoviralen COMP-Konstrukten infizierten Tenozyten hingegen exprimieren
die jeweilige c-myc-getaggte COMP-Variante auch tber achtwdchige Kultur. Die
COMP-Mutation D475N weist auch hier eine intensive, teils intrazellulare Farbung
auf (tiefbraun). Die hohere Farbungsintensitat der D475N-exprimierenden Kulturen
kann Uber die intrazellulare Akkumulation erklart werden, wohingegen in
Langzeitkultur extrazellulares COMP abgebaut oder in den Kulturiberstand

abgegeben wird.
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Elektronenmikroskopie und Immunogo ldfarbung

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden am Shriners Research
Center, Shriners Hospital for Children, 3101 SW Sam Jackson Park Road, Portland,
OR 97201, USA von Dr. Douglas Keene durchgefinhrt.

In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist zu erkennen, dass die
extrazellulare Matrix der mit Wildtyp-COMP infizierten Zellen dichte, netzartige
Anordnungen gebéanderter Fibrillen aufweist, wobei diese oft parallel angeordnet sind
(dtinner Pfeil) und einen Durchmesser von etwa 25 nm zeigen (siehe Abb. 3.25). Die
Fibrillenanordnung bei den COMP- Mutationen D475N und H587R erscheint als ein
weniger organisiertes, loseres Netz von Fibrillen heterogenen Durchmessers.

Die extrazellulare Matrix der Wildtyp-COMP-exprimierenden Zellen zeigt bei
Immunogoldmarkierung mit einem Antikorper gegen COMP eine Farbung zumeist an
Mikrofibrillen in Zellndhe. Die COMP-Farbung an Kollagenfibrillen erscheint dagegen
weniger ausgepragt. Die Extrazellularmatrix der COMP-Mutanten weist grol3e,
ungeordnete Aggregate mit positiver COMP-Farbung auf (dicke Pfeile in Abb. 3.25).
Das rER weist bei mit D475N-COMP infizierten Zellen eine starke Dilatation auf, die
bei mit H587R-COMP sowie Wildtyp-COMP infizierten Zellen nicht zu beobachten ist
(rote Pfeile in  Abb. 3.25). Diese Ergebnisse bestatigen  die
Immunfluoreszenzfarbungen, sowohl was die Lokalisation der Mutation D475N
intrazellular im ER, als auch was die Stérung der Feinstruktur der extrazellularen
Kollagenmatrix betrifft (vgl. Abb. 3.21).
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Abbildung 3.25 Veranderte Matrixstruktur nach Transduktion mit mutiertem COMP

Bovine Tenozyten wurden mit 20 MOI des jeweiligen Konstruktes infiziert und acht Wochen ohne
Passagierung kultiviert. Danach erfolgte die Einbettung in Paraformaldehyd- und Glutaraldehydpuffer.
Die linke Spalte zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen, die mittlere Spalte Immunogold-
Markierungen mit einem Antikérper gegen COMP (Langenmalf3stab 200 nm). Die Wildtyp-COMP-
exprimierenden Zellen weisen ein dichtes Netz gebanderter, oft parallel angeordneter
Kollagenfibrillen mit Durchmessern von etwa 25 nm auf (dinner Pfeil). Die Fibrillenanordnung bei den
Mutationen D475N und H587R ist weniger organisiert, erscheint als loses Netz angeordnet und die
Fibrillen weisen einen heterogenen Durchmesser auf. An vielen Stellen der Extrazellularmatrix der
COMP-Mutationen sind Aggregate mit positiver COMP-Farbung zu beobachten (dicke Pfeile),
wahrend bei den Zellen, die Wildtyp-COMP exprimieren, COMP-Farbungen meist an Mikrofibrillen in
der N&he von Zellen zu finden ist. Die rechte Seite visualisiert das dilatierte rER von mit D475N
transduzierten Zellen im Unterschied zu Wildtyp- und H587R-COMP-exprimierenden Zellen (rote
Pfeile).
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3.3 Untersuchung en an COS-7 A2-Zellen

Um die Ergebnisse der Versuche zur Sekretionskinetik sowie zur Proliferation von
bovinen Tenozyten und primarer boviner Chondrozyten zu bestatigen, wurden
dieselben Versuche mit der Zellinie COS-7 A2 durchgefihrt.

3.3.1. Sekretionsverhalten von COMP

Die Sekretionskinetik von mit verschiedenen adenoviralen COMP-Konstrukten
infizierten COS-7 A2-Zellen wurde mittels Pulse Chase mit **S-markiertem Methionin
untersucht (siehe Abb. 3.26).

100[] _e Wildtyp
07 ~0- D469D
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o —-X* D475N
" - D361Y
- H587R
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Abbildung 3.26 Sekretionskinetik von mutiertem COMP- in COS 7-A2-Zellen

COS-7 A2-Zellen wurden mit den COMP-Varianten Wildtyp, D469D, D475N, D361Y und H587R mit je
20 MOl infiziert. Die Sekretionskinetik wurde mittels Pulse-Chase-Experiment drei Tage nach Infektion
untersucht und mittels Phospho Imager ausgewertet. Die Graphik zeigt den prozentualen Anteil des
%S-markierten COMP im Zellysat nach 3 bzw. 16 Stunden.

D469D- und D475N-COMP wurden weit langsamer sezerniert als die COMP-
Varianten D361Y, H587R sowie Wildtyp. Die Sekretionsgeschwindigkeit von H587R-
COMP war beinahe identisch mit der von Wildtyp-COMP. Der Verlauf der zeitlichen

Konzentrationsabnahme von markiertem COMP im Lysat ist bei der MED-
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assoziierten COMP-Mutante D361Y langsamer als bei Wildtyp bzw. H587R, aber
schneller als bei D475N oder D469D. Insgesamt zeigt die Sekretionskinetik die
gleichen Resultate wie bei gleichbehandelten bovinen Tenozyten, mit einer
Einschrankung: Nach der ersten Probenahme ist der prozentuale Anteil an COMP im
Zellysat von COS-7 A2-Zellen bei allen COMP-Varianten hoéher als bei den

Versuchen mit bovinen Tenozyten.

3.3.2 Zellproliferation un ter COMP-Expression

Zur Untersuchung der Proliferation wurden COS-7-Zellen in finffachen Ansatzen
mittels FuGene transfiziert, finf Tage kultiviert und dann mit *H-Thymidin markiert.
Die mit den COMP-Mutanten D469D, D475N, D361Y und H587R transfizierten Zellen
wiesen eine deutlich verringerte Proliferation im Vergleich zum Wildtyp bzw. der
Kontrolle auf (siehe Abb. 3.27). Die Ergebnisse entsprechen qualitativ denjenigen
nach adenoviralem Gentransfer bei bovinen Tenozyten, jedoch sind sie aufgrund der

Plasmidtransfektion nur bedingt vergleichbar.

35000 -

30000 - ‘l‘ T

25000 -

20000 - _|_ -|~

15000 - 1’

Anzahl Ereignisse

10000 -

5000 -

D T T T T T 1
Wildtyp D469A D475N D361Y H587R Kontrolle

Abbildung 3.27 Proliferationsraten von COS 7-A2-Zellen nach Transfektion mit mutiertem COMP
3H-Thymidin-ProIiferationsassay nach Transfektion von COS-7 A2-Zellen mit FuGene. Mit Wildtyp-
COMP transfizierte sowie unbehandelte Zellen proliferieren im Gegensatz zu den mit COMP-
Mutationen transfizierten Zellen schneller (p<0,01 fur den Vergleich von Wildtyp-COMP zu den

anderen Konstrukten, jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konstrukten).

92



3.4 Vitalitatsuntersuchung en an bovinen Chond rozyten

Um die bereits vorgenommenen Untersuchungen an Chondrozyten Uber das
Verhalten verschiedener COMP-Varianten zu ergdnzen, wurden weitere Versuche
bezuglich der Vitalitat unter COMP-Expression durchgefiihrt. Dazu wurden zunachst

Vorversuche zur Methodikaustestung vor den eigentlichen Messungen durchgefihrt.

3.4.1 Vorversuche

3.4.1.1 DNA-Fragmentierung

Die im spaten Apoptosestadium entstehenden DNA-Strangbriche kdénnen mittels
einer Gelektrophorese als Leiter-dhnliche Fragmentierung mittels Gelelektrophorese
detektiert werden. Abbildung 3.28 zeigt Versuche zur Etablierung der Methodik.
Hierzu wurden Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an SNP behandelt, um
herauszufinden ab welcher Konzentration eine DNA-Fragmentierung einsetzt (a). Die
erhaltenen Banden nach DNA-Isolierung zeigen zwar eine Veranderung gegeniber
unbehandelten Zellen, aber die DNA-Fragmentierung ist im Schmier der jeweiligen
Probe kaum zu erkennen. Ein Ansatz, Apoptose quantitativ erfassen zu kénnen,
bestand darin, unbehandelte Zellen und mit SNP 2 mM behandelte Zellen in
verschiedenen Verhaltnissen zu mischen. Dadurch hatten unterschiedliche Mengen
an DNA-Fragmenten auf dem Gel zu erkennen sein sollen (b). Aufgrund dieser

Schwierigkeiten wurden jedoch alternative Methoden getestet.
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Abbildung 3.28 Apoptosenachweis durch DNA-Fragmentierung

(a) Bovine Chondrozyten wurden zur Apoptoseinduktion mit SNP in verschiedenen Konzentrationen
behandelt. Die mit SNP behandelten Zellpopulationen weisen gegeniber der Kontrolle mit
unbehandelten Zellen eine Zunahme an Fragmenten auf. Leider war die Qualitdt der Darstellung fir
weitere Versuche nicht geeignet. (b) Mischung von unbehandelten und mit SNP behandelten Zellen in
Verhaltnissen von 5-100%. Es wurden unterschiedliche Mengen an fragmentierter DNA auf dem Gel
erwartet, konnten aber nicht sichtbar gemacht werden.

3.4.1.2 TUNEL-Assay

Der Tunel-Test weist ein spates Stadium der Apoptose nach, in welchem die DNA im
Kern durch Nukleasen abgebaut wird. Diese DNA-Degradation wird durch
Markierung der freien 3"-OH-Enden der DNA sichtbar gemacht. Die Auswertung
erfolgte lichtmikroskopisch, wie in Abbildung 3.29 dargestellt. In diesem Testversuch
kann ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Apoptose-induzierenden SNP-

Behandlung und der Markierung gesehen werden.
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Abbildung 3.29 Apoptose-Untersuchung mittels TUNEL-Markierung
TUNEL-Auswertung von bovinen Chondrozyten nach Behandlung mit SNP Uber die angegebenen
Zeitraume. Es kann eine dosisabhangige Zunahme der Markierung freier DNA-Fragmente (rote Pfeile)

im Vergleich zu den Kontrollen gezeigt werden (VergréRerung 10fach).

3.4.1.3 Annexin-V-Markierung

Die nachste Methode, sich der Fragestellung zur Apoptoseinduktion nach
Uberexpression der COMP-Varianten zu nahern, stellte die durchfluRzytometrische
Auswertung der Markierung apoptotischer Zellen mittels FITC-Annexin-V dar. Zur
Gegenfarbung wurde Propidiumjodid eingesetzt. Zu erkennen war, dass sich die
einzelnen Zellpopulationen unterschiedlich verhalten (siehe Abbildung 3.30). Die
Kontrollpopulation wies nur einzelne apoptotische Zellen auf, wahrend die
Positivkontrollen mit 2 mM, 2,5 mM und 10 mM SNP behandelt eine deutliche
Verschiebung der Populationen zu einer starkeren Annexin-V-Farbung zeigt. Die mit
der COMP-Mutante D475N transfizierten Zellen scheinen eine hdhere Apoptoserate
aufzuweisen als die mit den tbrigen COMP-Varianten transfizierten Populationen.
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Abbildung 3.30 Apoptoseuntersuchung en mittels Annexin-V

Bovine Chondrozyten wurden mit FuGene Plasmid-transfiziert und nach drei Tagen mittels Annexin-V-
Assay durchfluBzytometrisch untersucht. Die Behandlung mit SNP zeigte eine eindeutige
Apoptoseinduktion. Der Gentransfer von D475N-COMP schien ebenfalls eine Rechtsverschiebung zu

vermehrter Annexin V-Markierung hervorzurufen und somit auf eine Apoptoseinduktion hinzuweisen.

3.4.2 Charakterisierung der Einschrankung der Zellvitalitdt unter COMP-

Expression
3.4.2.1 Zytopathische Effekte

Die fur die unten aufgefuihrten FACS-Untersuchungen ausplattierten und mit den
adenoviralen COMP-Konstrukten infizierten Zellen wurden unmittelbar vor der
durchfluRzytometrischen Messung mittels Phasenkontrastmikroskopie in zehnfacher

VergréRerung photographiert. Dabei waren deutliche zytopathische Effekte der
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Krankheits-assoziierten Mutationen im Vergleich zur Wildtyp-Expression oder zur
Kontrolle zu beobachten (siehe Abb. 3.31). Diese Beobachtungen lassen sich mit
den nach Annexin-V-Markierung erhaltenen Ergebnissen oder denjenigen des

TUNEL-Assay vergleichen.

Kontrolle Wildtyp

H587R

Abbildung 3.31 Bovine Chond rozyten zeigen differierende zytopathische Effekte nach Infektion
mit verschiedenen adenoviralen COMP-Konstrukten

Je 3 x 10° bovine Chondrozyten wurden mit 100 MOI des jeweiligen adenoviralen COMP-Konstruktes
infiziert und nach funf Tagen kurz vor Beginn der Annexin-V-Untersuchung am FACS mittels
Lichtmikroskop im Phasenkontrast photographiert (10fache Vergrofl3erung). Die unbehandelten Zellen
der Kontrolle sowie die mit Wildtyp-COMP infizierten Zellen bilden einen dichten,
zusammenhangenden Zellrasen. Die mit den COMP-Mutanten infizierten Zellen wiesen Locher (gelbe
Pfeile) unterschiedlichen AusmaRes im Zellrasen auf, wobei die COMP-Mutante D475N die gré3ten
freien Stellen hervorrief. Die beiden Mutanten D361Y und H587R wiesen &hnlich viele zellfreie Areale

auf, die Mutante D469D die meisten, allerdings mit der geringsten Ausdehnung.
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3.4.2.2 Proliferationsverhalten

Das Proliferationsverhalten von bovinen Chondrozyten jeweils infiziert mit den
unterschiedlichen COMP-Varianten wurde mittels *H-Thymidin-Versuchen untersucht
(siehe Abbildung 3.32). Die mit Wildtyp-COMP transduzierten Zellen proliferieren mit
einer hoheren Rate als die mit viralen COMP-Mutanten infizierten Zellen, und dies
bei jeder der eingesetzten Virusmengen. Die COMP-Mutanten D475N, D469D und
H587R weisen dagegen eine niedrigere Proliferationsrate als Wildtyp-COMP auf.
D475N und H587R zeigen die niedrigste Proliferationsrate der COMP-Mutanten,
D361Y die hochste. Allgemein kann eine Reduktion der Proliferationsrate bei

Erhohung der eingesetzten Virusmenge bei Transduktion beobachtet werden.

Abbildung 3.32 Proliferationsrate nach Transduktion mit COMP

Chondrozyten wurden in funf parallelen Ansatzen mit verschiedenen infektidsen Einheiten der
angegebenen COMP-Konstrukte transduziert und mit *H-Thymidin markiert. Mit Wildtyp-COMP
infizierte Zellen proliferieren im Gegensatz zu den mit COMP-Mutationen infizierten Zellen mit einer
hoheren Rate. D475N weist die niedrigste Proliferationsrate aller untersuchten COMP-Varianten auf.
Allen Varianten von COMP ist eine Verminderung der Proliferationsrate bei Erhéhung der eingesetzen
Virusmengen gemein (p<0,05 fur den Vergleich Wildtyp gegen D475N; p<0,05 Wildtyp gegen D475N
und H587R; p<0,05 fur Wildtyp gegen alle anderen COMP-Mutanten).
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3.4.2.3 Zellzerfall

Um die Auswirkungen der verschiedenen COMP-Mutanten auf die Nekroseinduktion
bzw. die Lebensfahigkeit der Chondrozyten zu untersuchen, wurde, wie schon fir die
Tenozyten, eine Untersuchung des Zellkulturiiberstandes auf Lactatdehydrogenase

(LDH) durchgefuhrt.

2,5

1,5

0,5

LDH-Gehalt in Relation zu unbehandelten Zellen

Wildtyp D469D D475N D361Y H587R Kontrolle

Abbildung 3.33 LDH-Aktivitat nach Transduktion mit COMP

Chondrozyten wurden mit je 100 MOI der adenoviralen Konstrukte infiziert und funf Tage kultiviert. Der
Kulturiberstand wurde zur Messung von LDH herangezogen. Die gemessenen Werte wurden auf die
Kontrollpopulation normiert. Den doppelten Wert gegeniiber der Kontrolle zeigten die mit der COMP-
Mutante D475N infizierten Zellen. Die Mutation H587R dagegen zeigten einen &hnlichen LDH-Gehalt
wie die Kontrolle und Wildtyp-COMP (p<0,05 fir den Vergleich Wildtyp gegen D475N).

Der gemessene LDH-Gehalt der Zellkulturiberstandsproben wurde auf die
Kontrollpopulation normiert. Die unbehandelte Kontrolle erhielt somit den Wert 1. Die
mit Wildtyp-COMP infizierten Zellen zeigten zusammen mit den mit H587R infizierten
Zellen den niedrigsten LDH-Gehalt der mit adenoviralen COMP-Varianten
transduzierten Zellen auf. Die mit den Konstrukten D469D und D361Y infizierten
Populationen lagen mit Werten von 1,2 und 1,3 geringfligig dartber. Von allen
COMP-Varianten wiesen die mit dem Konstrukt D475N infizierten Zellen mit 2 den

hochsten Wert und somit die geringste Uberlebensrate auf.
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3.4.2.4. Apoptose

Nach der Uberpriifung der einzelnen Nachweismethoden fiir Apoptose wurden zwei
der betrachteten Methoden fir weitergehende Untersuchungen ausgewahlt: Der
TUNEL-Test und die Annexin-V-FACS-Analyse.

TUNEL-Assay

Der TUNEL-Test wurde eingesetzt, um Unterschiede in der Apoptoserate der
verschiedenen COMP-Varianten nachzuweisen. Dazu wurden die Chondrozyten mit
einem viralen Konstrukt der jeweiligen COMP-Variante mit je 50 MOI infiziert und der
TUNEL-Test nach finf Tagen ausgefihrt. Die Analyse erfolgte lichtmikroskopisch
mittels Photodokumentation und Auszdhlung der Fluoreszenzereignisse bei
Einhaltung folgender Bedingungen: gleiche Vergrof3erung und vergleichbare Zellzahl.
Die GroRRe des betrachteten Abschnittes ergab sich aus dem sichtbaren Bereich bei
eingestellter VergroRerung. Abbildung 3.34 zeigt die aufgenommenen

Photographien, wahrend Abbildung 3.35 die ausgewerteten Photographien erfaf3t.

Die Ergebnisse der beiden Abbildungen kénnen folgendermalRen zusammenfalit
werden: Die nicht infizierte Kontroll- ebenso wie die mit Wildtyp-COMP infizierten
Populationen weisen nur vereinzelt apoptotische Zellen auf, etwa 7 bzw. 9 Zellen pro
Gesichtsfeld. Die Mutante D469D kam auf durchschnittlich 18 Zellen pro Feld, eine
ahnliche Anzahl wie D361Y mit 17 Zellen pro Feld. Die Mutante D475N mit 25 Zellen
pro Feld und H587R mit 23 apoptotischen Zellen pro Feld wiesen die hdchsten
Apoptoseraten auf. Insgesamt kann festgestellt werden, dass Wildtyp-COMP sowie
die nicht infizierte Kontrolle fast gleiche Apoptoseraten aufweisen. Vergleichbare
Apoptoseraten zeigen auch die Mutanten D361Y und D469D, wéhrend die Mutanten
D475N und H587R deutlich hdhere Werte aufzeigen.
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Abbildung 3.34 TUNEL-Markierung von transduzierten Chond rozyten
Bovine Chondrozyten wurden nach Transduktion mit 100 MOI finf Tage lang kultiviert und
anschlieBend TUNEL-markiert. Als Positivkontrolle diente eine mit SNP 2 mM uber Nacht behandelte

Population. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung ist jeweils links neben der Dokumentation im
Hellfeld dargestellt (VergroRerung 10fach).
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Apoptoserate in Relation zu unbehandelten Zellen

Abbildung 3.35 Quantitative Auswertung d er TUNEL-Markierung

Die quantitative Auswertung der TUNEL-Tests verdeutlicht die unterschiedlichen Apoptoseraten bei
Infektion mit diversen adenoviralen COMP-Konstrukten. Die Apoptoserate unbehandelter Zellen wurde
auf 1 gesetzt und mit den Ubrigen Proben verglichen. Die Krankheits-assoziierten COMP-Mutationen
gehen mit einer erhdhten Apoptoserate einher (p<0,01 fur Wildtyp-COMP gegen D475N; p<0,01 fir
Wildtyp-COMP gegen D475N und H587R; p<0,05 fur Wildtyp-COMP gegen alle anderen Konstrukte).

Annexin V-Markierung

Bovine Chondrozyten wurden mit den entsprechenden viralen Konstrukten der
COMP-Varianten infiziert, funf Tage kultiviert und nach Anfarbung mit FITC-
markiertem Annexin V (Apoptosenachweis) und einer Propidiumjodid-Farbung
(Nekrosenachweis) im Durchflusszytometer gemessen (siehe Abbildung 3.36). Die
Negativkontrolle bestand aus einer nicht infizierten Zellpopulation, die Apoptose-
Positivkontrolle stellte eine mit SNP der Konzentration 2 mM behandelte

Kontrollpopulation dar.



Abbildung 3.36a Annexin V-Markierung transduzierter boviner Chond rozyten

Finf Tage nach Transduktion mit 50 MOI wurden bovine Chondrozyten nach Annexin V-Markierung
und PIl-Gegenmarkierung in drei parallelen Anséatzen durchfluzytometrisch untersucht. Gezeigt sind
beispielhafte Diagramme, rechts unten ist der Anteil isoliert Annexin V-positiver Zellen als Mittelwert

(Standardabweichung) in Prozent angegeben, oben links der Anteil isoliert Pl-positiver Zellen.
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Abbildung 3.36b Quantitative Auswertung d er Annexin V-Markierung

Die in der FACS-Auswertung des in Abbildung 3.36a durchgefihrten Versuches erhaltenen
numerischen Werte wurden in einem Diagramm zusammengefal3t, um die relativen Apoptoseraten
deutlicher darstellen zu kdnnen. Die mit den Krankheits-assoziierten COMP-Mutationen transduzierten
Zellen weisen eine deutlich erhéhte Apoptoserate auf. Die Normierung bezieht sich auf die
Apoptoserate in Prozent der Gesamtzellzahl bei unbehandelten bovinen Chondrozyten. Die
Unterschiede zwischen den unbehandelten und den mit Wildtyp-COMP infizierten Zellen sowie den
mit COMP-Mutanten infizierten Zellen sind hoch signifikant (p<0,01).

Die Apoptoseraten von unbehandelten Zellen sowie von mit adenoviralem Wildtyp-
COMP transduzierten sind vergleichbar. Von den mit den adenoviralen COMP-
Mutanten infizierten Chondrozyten wiesen D469D mit 7,36% (Faktor 2,05) und
D475N mit 6,39% (Faktor 1,8) die hochsten Apoptoseraten auf, wahrend H587R mit
5,4% (Faktor 1,73) und D361Y mit 5,25% (Faktor 1,47) eine niedrigere, aber ahnliche

Anzahl an apoptotischen Zellen an der Gesamtzellzahl zeigen.
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3.5 Untersuchung en zur Proliferation b ei humanen Chond rozyten

Da in unregelmaRigen  Zeitabstanden humane Knorpelproben  bei
Kniegelenkersatzoperationen von Patienten mit Osteoarthrose zur Verfiigung
standen, sollten daraus ebenfalls Chondrozyten isoliert werden, um mit diesen

weitere Untersuchungen durchftihren zu kénnen.

3.5.1 Isolation

Die Isolation von primaren humanen Chondrozyten lie3 sich nach dem Protokoll zur
Isolation von bovinen Chondrozyten durchfihren. Die zur Verfiigung stehenden
Mengen an humanem Knorpelgewebe waren probenbedingt gering (maximal ein
Gramm). Abbildung 3.37 zeigt humane Chondrozyten in Kultur, zwei Tage nach

Isolation.

HC 1810 10x HC 1810 20x

HC 1810 40x

Abbildung 3.37 Humane Chond rozyten zwei Tage nach Isolation

Die Isolation wurde nach dem Protokoll zur Isolation boviner Chondrozyten durchgefiihrt. Die
Photographien zeigen humane Chondrozyten zwei Tage nach Isolation im Zustand der Adhérenz bei
10-, 20- sowie 40-facher VergroRRerung. Im Unterschied zu den primar gesunden bovinen
Chondrozyten ist hier keine typische Pflasterstein-ahnliche Morphologie zu beobachten, sondern die
Ublicherweise bereits mit einer Dedifferenzierung einhergehende zipflige Fibroblasten-dhnliche
Morphologie.
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3.5.2 Proliferation

Nach der erfolgreichen Isolation der humanen Chondrozyten versuchten wir
herauszufinden, wie sich die Zellen im Hinblick auf die Proliferation in Kultur
verhalten. Dazu wurden die Zellen nach jeder Passage (also bei 70 — 90 %
Konfluenz) vor dem Ausplattieren gezahlt und die erhaltenen Zahlenwerte in
Abhangigkeit von der Zeit in ein Diagramm eingetragen. Dies ergab die in Abbildung

3.38 dargestellte Kurve, welche die Ergebnisse aus zwei Versuchen darstellt.
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Abbildung 3.38 Proliferation von hu manen Chond rozyten

Die primdren humanen Chondrozyten wurden bei jeder Passage gezahlt, um die Proliferationsrate zu
ermitteln. Die Proliferation humaner Chondrozyten ab dem Zeitpunkt der Isolation zeigt eine
Anlaufphase mit langsamem Wachstum zu Anfang, dann eine schnelle, exponentielle
Wachstumsphase von etwa 6 Tagen. Diese Phase geht nach circa dem achten Tag in eine fast
stationdre Phase langsamen Wachstums Uber. Die Anzahl der Zellen vervierfacht sich in den ersten

acht Tagen, worauf sich dann eine langsamere Proliferation einstellt.

Die Anzahl der Zellen verdoppelt sich anndhernd in den ersten zwei Tagen, worauf
sie sich etwa vom zweiten bis zum achten Tag schneller teilen, was einer
Vervierfachung der Zellzahl gleichkommt (auf etwa 45 Millionen Zellen). Ab circa dem
achten Tag nimmt die Proliferationsrate ab, so dass sich die Zellzahl bis Tag 17 nur

langsam auf knapp tber 50 Millionen erhoéht.
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Es sollten zuerst Experimente zur Zellvitalitdt durchgefuhrt werden. Dies liel3 sich
jedoch nicht verwirklichen, da die Knorpelschicht oft fast vollig zerstort war. Die
erhaltenen Zellzahlen waren aufgrund des geringen Umfangs der Proben sehr
niedrig, so dass die Zellen fur langere Zeit hatten kultiviert werden muissen, um
ausreichende Zellzahlen zur Verfiigung zu haben. Dies war wegen der nach wenigen
Tagen eintretenden Zelldedifferenzierung in Kultur nicht méglich. Daher wurde dieser
Ansatz nicht weiter verfolgt.



4. Diskussion

Die hier untersuchten PSACH-assoziierten COMP-Mutationen fiihren in Tenozyten
und Chondrozyten trotz ahnlicher Klinischer Auspragung zu unterschiedlichen
pathogenetischen Entstehungswegen. Die friher als zentrales Merkmal der PSACH
aufgefasste Akkumulation von mutiertem COMP im endoplasmatischen Retikulum
von Chondrozyten ist weder bei Chondrozyten noch bei Tenozyten fur die
Krankheitsentstehung notwendig. Die C-terminal gelegene Mutation H587R
akkumuliert im Unterschied zu den in den Typ 3-Domanen befindlichen Mutationen
D475N und D469D nicht im endoplasmatischen Retikulum von Chondrozyten
(Schmitz et al., 2006) und Tenozyten (Weirich et al., 2007), fuhrt aber ebenfalls zu
verringerter Vitalitat der Zellen und zum apoptotischen Zelltod. Alle Mutationen
fuhren unabhangig vom Sekretionsverhalten Zu einer gestorten
Kollagenfibrillenstruktur, was auf eine Interaktion von COMP mit Kollagen bei der
Ausbildung der Kollagenfibrillen schlie3en la3t. Die Mutations-abhangigen Effekte
sind im wesentlichen zwischen Chondrozyten und Tenozyten gleich. Die durch die
mit MED1 assoziierte Mutation D361Y hervorgerufenen Veranderungen sind
guantitativ geringer ausgepragt, entsprechen aber qualitativ den durch die anderen in

den Typ 3-Doméanen befindlichen hier untersuchten Mutationen.

PSACH wurde bisher als Speicherkrankheit des ER aufgefal3t, da bei
elektronenmikroskopischen  Untersuchungen lamellare Einschlisse im ER
aufgefallen waren (siehe Abb. 4.1). Diese enthielten sowohl COMP als auch andere
Proteine (Briggs et al., 1995; Chapman et al., 2001; Cohn et al., 1996; Cooper et al.,
1973; Délot et al., 1998 und 1999; Hecht et al., 2001; Hecht et al., 1995; Maddox et
al., 1997; Maynard et al., 1972; Spayde et al., 2000; Stanescu et al., 1982; Vranka et
al., 2001). Zusatzlich bekannt war eine verzogerte Sekretion von verschiedenen
COMP-Mutanten (Dinser et al., 2001).
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Abb. 4.1: Ubersicht zum Kenntnisstand (b er Krankheitsentstehung von PSACH / MED 1 zu
Beginn dieser Arbeit

COMP-Mutanten sind mit Einschlissen im rER von Chondrozyten assoziiert. Ebenso ist eine Co-
Retention von anderen Matrixmolekilen zu beobachten. Es konnten verschiedene Chaperone (BiP,
Erp72, Grp94, PDI, Calreticulin) in den Einschlissen nachgewiesen werden. In Knorpelzellen wurde
eine veranderte Extrazellularmatrix beobachtet. Eine durch die intrazellulare Akkumulation ausgel6ste
Zellstressreaktion und Apoptoseinduktion wurde postuliert. Uber die Pathologie in Sehnen waren

widerspriichliche Ergebnisse verdffentlicht.

Ein zur Ausbildung des Krankheitsbildes beitragender Matrixdefekt kénnte durch eine
vollstdndige Abwesenheit von COMP oder, angesichts der vorhandenen Sekretion
wahrscheinlicher, durch Interaktion von COMP mit Kollagenen hervorgerufen
werden. Passend zu dieser Hypothese waren in vitro unterschiedliche
Bindungsaffinitaten von mutiertem COMP an Kollagen I, 1l und IX beobachtet worden
(Holden et al., 2001; Maddox et al., 2000; Rosenberg et al., 1999; Thur et al., 2001)
Dazu lagen zu Beginn dieser Arbeit in vivo keine Daten vor. Apoptose war in
Knorpelproben von PSACH-Patienten vermutet, jedoch bisher nicht in einen direkten
kausalen Zusammenhang mit COMP gebracht worden (Aigner et al., 2002; Duke et
al., 2003 ; Hashimoto et al., 2003; Machner et al, 2003), da sich bei
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Patientenproben Reaktionen auf die Knorpeldegeneration mit primaren COMP-
abhangigen Effekten tGberlagern.

Uber die von COMP-Mutanten hervorgerufenen Effekte in Tenozyten war bisher
wenig bekannt. Maynard et al., 1972 und Délot et al.,, 1998 berichteten lber
Inklusionen im Zusammenhang mit PSACH. Dies konnte jedoch von anderen
Gruppen (Maddox et al., 1997, Hecht et al., 1998) nicht bestatigt werden.
Kontrollierte Untersuchungen waren bisher nicht erfolgt.

Die Sekretionskinetik der COMP-Mutanten D475N, D469D, D361Y und H587R ist
unterschiedlich (Abschnitt 3.2.3). Die mit der schweren Dysplasieform PSACH
assoziierte COMP-Mutante H587R wird &ahnlich effizient wie Wildtyp-COMP
sezerniert. Die mit MED 1 assoziierte COMP-Mutante D361Y zeigt eine etwas
geringere Effizienz bei der Sezernierung als Wildtyp-COMP. Die Ubrigen
untersuchten COMP-Mutanten weisen eine Retention im ER auf. Die COMP-
Mutationen D475N, D469D und D361Y betreffen die Typ 3-Doméanen. Die Mutationen
wirken sich auf die Kalziumbindung (Chen et al., 2000; Hou et al., 2000; Kleerekoper
et al., 2002; Maddox et al., 2000; Thur et al., 2001) und die dreidimensionale Struktur
des Proteins aus (Thur et al., 2001). Die COMP-Mutante H587R befindet sich in der
globularen TC-Domaéane. Sie betrifft eine vermutete Kollagenbindungsstelle ohne
Verédnderung der Kalziumbindung (Rosenberg et al., 1998; Spitznagel et al., 2004).
Vermutlich werden die Mutationen in den Typ 3-Domanen uber die Deformierung der
dreidimensionalen Proteinstruktur im ER zurlckgehalten (Thur et al., 2001). Die
Mutation in der TC-Doméane hat keine Anderung der Calciumbindung trotz diskreter
Konformationséanderung zur Folge (Spitznagel et al.,, 2004). Sie wird vermutlich
deswegen nicht intrazellular zuriickbehalten. Die Ergebnisse der Sekretionskinetik
sowie der Proliferation konnten in COS-7 A2-Zellen bestatigt werden (Abschnitt 3.3).
Somit ist die Sekretionskinetik entgegen Chen et al., 2004 anscheinend nicht
zellspezifisch.

Die Extrazellularmatrix der mit COMP-Mutanten infizierten Tenozyten zeigt eine
gestorte Matrixausbildung (Abschnitt 3.2.5). Diese betrifft die Verteilung und Co-
Lokalisation von COMP und Kollagen I. Die aus Kollagen | bestehenden Fibrillen sind
bei den COMP-Mutanten unabhangig vom Sekretionsverhalten dinner und
unregelmafiger angeordnet als bei Wildtyp-COMP. Bei der Mutation H587R ist die
mutmallliche Kollagenbindungsstelle (Holden et al.,, 2001) durch die Mutation
verandert (Spitznagel et al., 2004), was die Veranderung der Kollagenfibrillenstruktur
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erklaren kénnte. Die in der Typ 3-Doméane lokalisierten COMP-Mutationen sind hier
ebenfalls mit Kollagenfibrillenstérungen vergesellschaftet und in vitro auch mit
veranderter Bindung an die Kollagene I, Il und IX assoziiert (Holden et al., 2001; Thur
et al.,, 2001). Hier ist die veranderte Bindungsfahigkeit vermutlich Uber die
dreidimensionale Konformationsanderung erklarbar (Thur et al., 2001).
Alle COMP-Mutanten wirken toxisch auf die Zelle (Abschnitt 3.2.4), was in
verringerter Proliferationsrate (Abschnitt 3.2.4.1), erhdhter Nekroserate (Abschnitt
3.2.4.2) und Induktion von Apoptose (Abschnitt 3.2.4.3) resultiert. Dieser Effekt ist
bei bovinen Chondrozyten (Abschnitt 3.4.2) und Tenozyten (Abschnitt 3.2.4)
gleichermallen zu beobachten. Es ist gegenwartig noch unklar, Uber welche
Signalwege die verschiedenen COMP-Mutanten Apoptose vermitteln. Verschiedene
Hypothesen sind denkbar:
Angesichts der beobachteten Kolokalisation von Zellstressproteinen (Vranka
et al.,, 2001; Chen et al., 2004; Hecht et al., 2001) kbnnten die retinierten
COMP-Mutanten selbst und Uber die Co-Retention von Aggrecan, Decorin,
Fibromodulin und Kollagenen (Délot et al., 1998; Maddox et al., 1997; Spayde
et al., 2000; Stanescu et al., 1982) die Aktivierung der sogenannten ,Unfolded
Protein Response® als ZellstreRreaktion auslosen. Dazu passt die durch
D475N, aber nicht durch H587R induzierte Hochregulation von
Zellstressproteinen wie Grp78, Grp 94, HSP 47 und Calnexin (Kathrin Anna,
unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe). Darliber konnte ein apoptotischer
Reiz ausgelost werden. Die beobachtete Apoptoseinduktion, die auch bei der
Mutation H587R beobachtet wurde, mul3 allerdings andere Ursachen haben
(Susin et al., 2000). Hier ware eine gestorte Zell-Matrix-Interaktion als
Ausloser denkbar.
Die COMP-Mutanten induzieren in Chondrozyten eine verminderte
Adhasionsfahigkeit (Schmitz et al., 2006). Durch die veranderte Ausbildung
der Kollagenfibrillen ist eine Veranderung der zellularen Integrin-vermittelten
Matrixbindung denkbar (Cao et al., 1999; Chen et al., 2005; Hirsch et al.,
1997; Lo et al., 2004; Terpstra et al., 2003). Integrine sind im Aktin-Zytoskelett
verankerte Transmembranproteine (Buck et al., 1987; Burridge et al., 1988;
Hynes, 1987; Ruoslahti, 1991) und binden Ca?'- oder Mg®*-abhangig an
Proteine der Extrazellularmatrix wie Kollagene, Laminin oder Fibronektin

(Enomoto et al.,, 1993). Die Integrinaktivitdt kann durch die Zelle geregelt
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werden. Integrine vermitteln die gegenseitige Beeinflussung von Zytoskelett
und Extrazellularmatrix (Burridge et al., 1988; Turner et al., 1991). Die
Molekile der extrazellularen Matrix wiederum sind in der Lage, intrazelluléare
Signalkaskaden Uber Integrine zu beeinflussen (Cary et al., 1999; Damsky et
al., 1992; Ginsberg et al., 1992; Hynes, 1992; Sastry et al., 1993; Schwartz,
1992). Die gestorte Extrazellularmatrix konnte also durch Beeinflussung der
Integrinbindung (z.B. asb;- oder a,bs-Integrin) Uber die beobachtete
Verringerung der Adhasionsfahigkeit zur Apoptose fuhren (Bates et al., 1994,
Frisch et al., 1994; Meredith et al., 1993; Mc Gillen et al., 1997; Ruoslahti et
al., 1994). Es wurde bereits gezeigt, dass COMP die Anhaftung von
Chondrozyten kalziumabhangig Uber diesen Weg unterstitzt (Chen et al.,
2005; Di Cesare et al., 1994). Matrixveranderungen hervorrufende COMP-

Mutanten kdnnten daher eine Apoptoseauslosung in der Zelle bedingen.

Diese Fragestellung kénnte mit Untersuchungen zum Vorkommen verschiedener
Caspasen bearbeitet werden. Uber die Unfolded Protein Response konnte eine
Aktivierung von Caspase-9 zu beobachten sein. Diese wird Uber intrazellulare
Signalkaskaden ausgelost, an denen das B-Zell-Lymphom-2 (Bcl-2) und Apoptotic
Protein Associated Factor 1 (APAF-1) beteiligt sind. Caspase-9 I6st dann Uber
weitere Signalwege die Aktivierung der Effektorcaspase Caspase-3 aus (Cho et al.,
2002; Kim et al., 2006). Die extrazellulare Aktivierung des Rezeptors fur Tumor-
Nekrose-Faktor-a (TNF-a; Lopez-Armada et al., 2006) fuhrt zur Aktivierung der an
den Rezeptor angelagerten Todesdomane (TRADD). Die dadurch ausgeldste
Signalkaskade resultiert in der Aktivierung von Caspase-8, welche Uber weitere
Signalwege Caspase-3 aktiviert. Der Nachweis der Aktivierung von Initiator-
Caspasen konnte also auf verschiedene Apoptosewege schlielRen lassen. Die
Aktivierung der Caspase 8 steht fUr einen extrinsischen, Caspase 9 fiur einen
intrinsischen Weg der Einleitung von Apoptose (D’Lima et al., 2001; Matsuo et al.,
2001). Damit konnten die offenen Fragen zur zellexternen oder zellinternen

Auslésung von Apoptose beantwortet werden.

Die Unterscheidung der pathogenetischen Apoptoseinduktion und die gestorte
Extrazellularmatrix haben potentielle therapeutische Bedeutung. Wenn PSACH, wie
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bisher angenommen, eine Speicherkrankheit des ER ware, kbnnte eine verbesserte
Sekretion des retinierten Proteins durch Einsatz chemischer Chaperone eine
Minderung der Erkrankungsschwere bewirken (Brown et al., 1996; Burrows et al.,
2000; Fan et al., 1999; Futami et al., 2000; Mogk et al., 2001; Yam et al., 2005).
Chaperone sind Proteine, die eine korrekte Proteinfaltung unterstitzen und dabei
eine Aggregation verhindern. So konnte durch Einsatz chemischer Chaperone wie
Glycerol die korrekte Prozessierung des cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator protein (CFTR) in die CFTR-Mutante DF508 exprimierenden Zellen erreicht
werden (Brown et al., 1996). Diese CFTR-Mutante ist assoziiert mit der Cystischen
Fibrose und akkumuliert im ER in Verbindung mit Calnexin und HSP73. Die CFTR-
Mutante kann somit ihre Funktion als lonenkanal fir Chloridionen nicht ausiiben. Die
vorliegenden Daten dokumentieren jedoch einen schéadlichen Effekt des extrazellular
anwesenden mutierten COMP unabhangig vom Sekretionsverhalten, so dass der
obige Therapieansatz wirkungslos ware. An aktuellen Daten kann als sinnvolle
Therapiestrategie nur die Verminderung der extrazellularen COMP-Menge abgeleitet
werden. Die fehlende Matrixstérung bei der COMP-Knockout-Maus (Svensson et al.,
2002) spricht fur eine Kompensationsmdoglichkeit bei fehlendem COMP. In Kultur
waren Anséatze wie vermehrte Degradation von COMP oder siRNA-Regulation

denkbar, sie sind jedoch im Organismus bisher nicht anwendbar.

Bei den Alginatkulturen mit bovinen Chondrozyten war bei Manipulation der Eindruck
entstanden, dass die COMP-Mutanten enthaltenden Alginate geringer belastbar
waren als die Alginatkulturen von Wildtyp-COMP. Diese Beobachtung wirde zur
Theorie von COMP-Mutanten verursachten Matrixschwache passen (Jenniskens et
al., 2006, Poster; Willams et al., 2005). Die Messung von Tensions- bzw.
Kompressionsmodulen (Ker, 1999; Kjaer, 2004; Thermopoulos et al., 2003) kénnte

maoglicherweise Aufschliisse Uber diese Frage geben.

Durch Gentransfer wurde in dieser Arbeit das transferierte COMP-Protein
Uberexprimiert (Abschnitte 3.1.4 und 3.2.3.2). In Chondrozyten wird bei adenoviraler
Transduktion mit 20 MOI ein Verhaltnis von endogenem zu exogenem COMP von
1:1 erreicht. In Tenozyten wird aufgrund der niedrigereren endogenen COMP-
Expression dabei eine etwa 100-fache Uberexpression erreicht. Die fehlende

Pathologie bei Uberexpression des Wildtyp-Proteins beweist, dass die beobachteten
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Effekte der COMP-Mutanten Mutations-spezifisch sind und nicht allein durch die
Uberexpression erklart werden koénnen. Zusatzlich kommt es in  vivo
physiologischerweise zur Hochregulation der COMP-Expression bei Belastung und
im juvenilen Gewebe (Thomopoulos et al., 2003). Es ist daher denkbar, dass die hier
erzielte Uberexpression den Bedingungen in vivo unter bestimmten Umstanden
entspricht, die von den oben erwédhnten Faktoren vorgegeben werden.

Ein anderes Problem stellt die Dedifferenzierung der Zellen in Monolayerkultur dar
(Abbot et al., 1966; Benya et al., 1978; Bernard-Beaubois et al., 1997; Schulze-Tanzil
et al., 2004; Von der Mark et al., 1977; Yao et al., 2006; Zaucke et al., 2001). Der
Anderung des Phanotyps bei zu hoher Passagenanzahl kann durch entsprechende
Kulturbedingungen entgegengewirkt werden (bei Chondrozyten durch Alginatkultur;
Benya et al., 1982; Hauselmann et al., 1994). Ist dies nicht mdglich, ist eine schnelle
Verarbeitung notwendig. Bei Tenozyten sind diesbeziglich keine systematischen
Untersuchungen bekannt. Die hier verwendeten Zellen wurden maximal finfmal
passagiert, um das Ausmald der Dedifferenzierung zu minimieren. Unter den hier
verwendeten Kulturbedingungen konnte eine Expression typischer Markerproteine
fur Sehnenzellen wéahrend des gesamten Kulturzeitraumes nachgewiesen werden.
Auch die Natur des Signalpeptides kann das Sekretionsverhalten beeinflussen
(Holden et al.,, 2005). In COS 7-Zellen wurde unter Verwendung des BM 40-
Signalpeptides im Vergleich zum endogenen COMP-Promotor gezeigt, dass die
Retention der COMP-Mutation D469D geringer ausgepragt ist. Diese quantitativen
Sekretionsunterschiede stellen die in dieser Arbeit gemachte qualitative Aussage

jedoch nicht in Frage.

Das dieser Arbeit zugrunde liegende Modell ist dazu geeignet, in kurzer Zeit
Aussagen Uber die Effekte zahlreicher Mutationen zu erhalten und therapeutische
Hypothesen zu testen. Proben von Patienten mit PSACH erlauben nur deskriptive
Untersuchungen, da die beobachteten Veranderungen uber direkte COMP-
assoziierte Effekte als auch tber sekundare Arthrose-bedingte Reaktionen entstehen
kénnen. Weiterhin sind Proben von Patienten ohne COMP-assoziierte Erkrankung in
der Qualitat sehr unterschiedlich, da die Knorpelschicht meist schwer degradiert und
die Zellen entsprechend angegriffen sind. Reproduzierbare Aussagen kénnen somit
mit humanem Material nur schwer getroffen werden. Bovines Zellmaterial ist

hingegen leicht zu beschaffen. Eine parallele Untersuchung vieler verschiedener
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COMP-Mutanten kann mit diesem Material umgesetzt werden. Die Kultivierung
primaren bovinen Zellmaterials macht die Kultur von Zellpopulationen mit der damit
einhergehenden Heterogenitdt der Eigenschaften uberflissig. Die Tiere sind bei
Schlachtung nicht alter als drei Jahre und weisen gesundes Gewebe auf.
Beobachtbare Veranderungen kommen nur selten vor und sind in Ausdehnung und
Schwere der Knorpeldegradation in keiner Weise mit Patientenproben zu
vergleichen. Das Modell kann zusatzlich auf die Untersuchung anderer

Chondrodysplasien tbertragen werden.

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit Isolation und Kultivierung boviner
Tenozyten (Abschnitt 2.2.1.1) sowie der Gentransfer mittels adenoviraler Vektoren
etabliert (Abschnitt 3.1), so dass eine dosisabhangige Manipulation der Sehnenzellen
durchgefuhrt werden konnte (Abschnitt 3.1.3.4). Die Untersuchungen bei Tenozyten
und Chondrozyten ergaben, dass alle COMP-Mutanten Apoptose induzieren, obwohl
sie unterschiedliche Sekretionskinetiken aufweisen. Alle PSACH-assoziierten COMP-
Mutanten fuhren zur Veranderung der Kollagenfibrillenstruktur und zwar unabhangig
vom Sekretionsverhalten. Matrixverdnderungen und Apoptose wurden somit als
zentrale Mechanismen der Pathogenese COMP-assoziierter Chondrodysplasien
herausgearbeitet (siehe Abb. 4.2)
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Abb. 4.2 Ubersicht zum aktuellen Kenntnisstand iib er die Krankheitsentstehung von PSACH /
MED 1

Die aktuelle Datenlage Uiber die Auswirkungen der COMP-Mutanten sowohl im Knorpel als auch in der
Sehne ist in dieser Abbildung zusammengefal3t. Fiir Chondrozyten sowie Tenozyten wurden ahnlich
geartete Mechanismen zur Pathogenese gezeigt. Die Expression von Zellstre3proteinen konnte
nachgewiesen werden. Die COMP-Mutanten induzieren hierbei eine  Stdérung der
Kollagenfibrillenbildung und eine verénderte Zelladh&sion. Apoptose ist somit ein zentraler

pathophysiologischer Mechanismus COMP-assoziierter Dysplasien.
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5. Zusammenfass ung

PSACH und MED 1 sind autosomal dominant vererbte Krankheiten, die
Minderwuchs, Fehlbildungen des Binde- und Stltzgewebes sowie frih beginnende
Arthrose auslésen. Die Auspragung beider Krankheiten weist viele Abstufungen und
Uberschneidungen auf. Sie sind mit Mutationen in COMP, einem homopentameren
Glykoprotein der Thrombospondinfamilie, assoziiert. COMP wird in Knorpel, Bandern
und Sehnen gebildet. Die COMP-Mutationen sind meist in den Ca?*-bindenden Typ
3-Motiven lokalisiert und wirken sich auf die Struktur der exprimierten Proteine aus;
vereinzelt sind Mutationen auch in der globularen TC-Doméane zu finden. Die genaue
Funktion von COMP ist bisher noch unklar.

Fur die vorliegende Arbeit wurden die Eigenschaften von vier mit PSACH bzw. MED
1 assoziierten COMP-Mutationen (D361Y, D469D, D475N und H587R) sowie
Wildtyp-COMP im bovinen Zellkulturmodell untersucht. Die Isolation sowie die
Kultivierung boviner Tenozyten wurde etabliert, ebenso der Gentransfer mittels
adenoviraler Vektoren. Die COMP-Varianten wurden nach adenoviralem Gentransfer
in Tenozyten und Chondrozyten mit dem Ziel, den pathogenetischen Weg
darzustellen, exprimiert. Dazu wurden, basierend auf vorangegangenen Versuchen
mit bovinen Chondrozyten, Experimente zur Zellvitalitat, Sekretion, Apoptose sowie
zur Beschaffenheit der Extrazellularmatrix durchgefthrt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Effekte von mutiertem COMP auf die
Sekretionskinetik und die zellulare Proliferation zellartunabhéngig sind, da diese
Versuche bei bovinen Chondrozyten, Tenozyten und COS-7 A2-Zellen vergleichbare
Resultate erbrachten. Die Sekretionskinetik der verschiedenen mit PSACH
assoziierten COMP-Mutanten ist unterschiedlich. Teils weisen die Mutanten
verzogerte (D475N, D469D, D361Y), teils normale Sekretion auf (H587R). Die
Proliferationsrate ist bei allen COMP-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp erniedrigt.
Erhoht sind dagegen die Nekrose- sowie die Apoptoserate. Die Matrixorganisation
aller mit adenoviralen COMP-Mutanten infizierten Zellen ist gestort, was sich in
COMP-Verklumpungen, desorganisierten Kollagen I-Netzwerken sowie veranderten

Kollagenfibrillen auR3ert.



Die zur Ausbildung der Krankheiten flihrenden Mechanismen sind bei den
betrachteten COMP-Mutanten trotz unterschiedlichem Sekretionsverhalten &hnlich.
Apoptose ist ein wichtiger pathogenetischer Aspekt, obgleich die Wege der
Apoptoseinduktion bei den einzelnen COMP-Mutanten verschieden sein durften.
Ebenso ist die Organisation von COMP und Kollagen I in der Extrazellularmatrix der
COMP-Mutanten  exprimierenden  Zellen  verandert. Insgesamt konnten
Matrixverdnderungen und Apoptose als zentrale Mechanismen der Pathogenese

COMP-assoziierter Chondrodysplasien herausgearbeitet werden.
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6. Anhang

Abkirzungen

AS

bp
COMP
DNA
ER

rErR
FACS
LDH
MED 1
M

mM

MM

MOl
oD
PCR
PFU
ppm
PSACH
RNA
RT-PCR
TCID 50

Aminoséure

Basenpaare

Cartilage Oligomeric Matrix Protein
Desoxyribonukleinsaure
Endoplasmatisches Retikulum
rauhes Endoplasmatisches Retikulum
Fluorescence Activated Cell Sorting
Lactatdehydrogenase

Multiple Epiphyseéare Dysplasie Typ 1
mol

Millimol

Mikromol

Moiety of infection

Optische Dichte

Polymerase Chain Reaction

Plaque Forming Unit

parts per million
Pseudoachondroplasie
Ribonukleinsaure

Reverse Transcription-PCR

Tissue Culture Infectious Dose 50



Tabelle 6.1 Tabelle von bei PSACH und MED nachgewiesenen COMP-Mutationen

Aminosaure Diagno se Lokalisation Referenz

E341 — D342D PSACH 1. Typ 3-Motiv | Kennedy et al., 2005

D271H PSACH 1. Typ 3-Motiv_ | Deere et al., 1999

L272P PSACH 1. Typ 3-Motiv_ | Deere et al., 1999

P276R MED 1. Typ 3-Motiv_ | Czamy-Ratajczak et al., 2001

D277 — P283D PSACH 1. Typ 3-Motiv | Kennedy et al., 2005

D290N PSACH (mild) 1. Typ 3-Motiv | Ikegawa et al., 1998

C292wW PSACH 1. Typ 3-Motiv | Deere et al., 1999

S298L PSACH 2. Typ 3-Motiv__ | Kennedy et al., 2005

G299R PSACH (mild) 2. Typ 3-Motiv | Ikegawa et al., 1998

D302V MED 2. Typ 3-Motiv | Deere et al., 1999

G309R PSACH 2. Typ 3-Motiv | Délot et al., 1999 ; Nakayama et al., 2003

D310V MED 2. Typ 3-Motiv__ | Kennedy et al., 2005

C328R PSACH 3. Typ 3-Motiv | Briggs et al., 1995

E341 — D342D PSACH 3. Typ 3-Motiv | Kennedy et al., 2005

D342Y MED Fairbank 3. Typ 3-Motiv | Briggs et al., 1995; Cohn et al. 1996

D349G PSACH (mild) 3. Typ 3-Motiv | lkegawa et al., 1998

C351Y PSACH 3. Typ 3-Motiv | Mabuchi et al., 2003

D361V MED Fairbank 4. Typ 3-Motiv__ | Ikegawa et al., 1998

D361Y MED 4. Typ 3-Motiv__ | Loughlin et al., 1998

G366R MED 4. Typ 3-Motiv_ | Kennedy et al., 2005

D367-G368D MED 4. Typ 3-Motiv | Loughlin et al., 1998

G368R MED 4. Typ 3-Motiv__ | Kennedy et al., 2005

C371s MED Fairbank 4. Typ 3-Motiv_ | Susic et al., 1997

D372D PSACH 4. Typ 3-Motiv | Briggs et al., 1995; Briggs et al., 1998; Cohn et al. 1996

D376V PSACH 4. Typ 3-Motiv__ | Kennedy et al., 2005

D378Y MED 4. Typ 3-Motiv__ | Kennedy et al., 2005

D385N MED 4. Typ 3-Motiv | Kennedy et al., 2005; Mabuchi et al., 2003

N386D MED 4. Typ 3-Motiv | Kennedy et al., 2005

C387G PSACH (mild) 4. Typ 3-Motiv | Ikegawa et al., 1998

| P391-D394D | NV | PSACH 5. Typ 3-Motiv | Loughlin et al., 1998

Q395-D397D PSACH 5. Typ 3-Motiv | Deere et al., 1999

D399N MED 5. Typ 3-Motiv | Kennedy et al., 2005

D401N MED 5. Typ 3-Motiv_ | Kennedy et al., 2005

C407F MED 5. Typ 3-Motiv__ | Kennedy et al., 2005

D408Y MED 5. Typ 3-Motiv_ | Loughlin et al., 1998

G427E PSACH 6. Typ 3-Motiv | Deere et al., 1998 ; Délot et al., 1998 ; Loughlin et al., 1998

D437G PSACH 6. Typ 3-Motiv_ | Deere et al., 1999

D439N MED 6. Typ 3-Motiv | Kennedy et al., 2005

G440R PSACH 6. Typ 3-Motiv__ | Briggs et al., 1998 ; Loughlin et al., 1998

G440E PSACH 6. Typ 3-Motiv_ | Briggs et al., 1998 ; Cohn et al., 1996 #419

D446N PSACH 6. Typ 3-Motiv | Délot et al., 1998; Maddox et al., 1997

P449T PSACH 6. Typ 3-Motiv_ | Deere et al., 1998

N453S MED Fairbank 7. Typ 3-Motiv__| Briggs et al., 1998 ; Cohn et al., 1996

S454R MED 7. Typ 3-Motiv__ | Kennedy et al., 2005

E457D PSACH 7. Typ 3-Motiv | Ferguson et al., 1997

S459D PSACH 7. Typ 3-Motiv | Hecht et al., 1995

G465R PSACH 7. Typ 3-Motiv_ | Kennedy et al., 2005

D469D PSACH 7. Typ 3-Motiv | Briggs et al., 1998 ; Cohn et al., 1996 ; Deere et al., 1998 ; Hecht et
al., 1995 ; Hecht et al., 1998 ; Ikegawa et al., 1998

D469N D MED 7. Typ 3-Motiv | Cohn et al., 1996; Délot et al., 1998

D469N DD PSACH (schwer) | 7. Typ 3-Motiv | Délot et al., 1998

DD469-473D PSACH 7. Typ 3-Motiv | Song et al., 2003

D471G PSACH 7. Typ 3-Motiv_ | Kennedy et al., 2005

D472Y PSACH 7. Typ 3-Motiv__ | Hecht et al., 1995

D473G PSACH (schwer) | 7. Typ 3-Motiv_ | Ikegawa et al., 1998

D473Y PSACH 7. Typ 3-Motiv_ | Song et al., 2003

D473N PSACH 7. Typ 3-Motiv__ | Deere et al., 1998

D475N PSACH 7. Typ 3-Motiv_ | Deere et al., 1998

D479H MED 7. Typ 3-Motiv__ | Kennedy et al., 2005

D479T PSACH 7. Typ 3-Motiv__ | Kennedy et al., 2005

D482G PSACH 7. Typ 3-Motiv | Susic et al., 1998

D482H PSACH 7. Typ 3-Motiv__| Song et al., 2003

Q492P MED 7. Typ 3-Motiv | Kennedy et al., 2005

C504S PSACH 8. Typ 3-Motiv | Kennedy et al., 2005

D507G PSACH 8. Typ 3-Motiv_ | Deere et al., 1998

D509A PSACH 8. Typ 3-Motiv | Deere et al., 1998

D509G PSACH 8. Typ 3-Motiv | Deere et al., 1998

A510 - 513V D PSACH 8. Typ 3-Motiv | Kennedy et al., 2005

D511H PSACH 8. Typ 3-Motiv_ | Deere et al., 1998
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V513-K516D PSACH (mild) 8. Typ 3-Motiv | Susic et al., 1997

D518N PSACH 8. Typ 3-Motiv | Deere et al., 1998 ; Ikegawa et al., 1998
D518H PSACH 8. Typ 3-Motiv | Deere et al., 1999

D518G PSACH 8. Typ 3-Motiv | Kennedy et al., 2005

N523K MED Ribbing 8. Typ 3-Motiv | Ballo et al., 1997

T527A PSACH 8. Typ 3-Motiv_ | Hecht et al., 1998

T529I PSACH TC-Doméne Kennedy et al., 2005

N555K MED TC-Doméne Kennedy et al., 2005

N555L MED TC-Doméne Kennedy et al., 2005

E583K PSACH TC-Domane Deere et al., 1999

T585M PSACH (mild) TC-Doméne Briggs et al., 1998

T585R MED TC-Doméne Briggs et al., 1998

H587R PSACH TC-Domane Deere et al., 1998

D605N MED TC-Doméne Kennedy et al., 2005

S681C MED TC-Doméne Kennedy et al., 2005

R718W MED TC-Doméne Jakkula et al., 2003; Mabuchi et al., 2003
R718P MED TC-Doméne Kennedy et al., 2005

G719S PSACH TC-Doméne Kennedy et al., 2005
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