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Einleitung 1

1. Einleitung

Knochen ist ein plastisches, dynamisches Gewebe, das standig unter
hormoneller Kontrolle adaptiv auf sein mechanisches Umfeld mit einer
Synthese von Knochenmatrix bei Belastung und mit degradativen Prozes-
sen bei mechanischer Entlastung reagiert. Es ist bekannt, dal3 physika-
lisch aktive Menschen eine erhdhte Knochenmasse besitzen (Smith und
Gilligan, 1990). Dagegen flihrt eine andauernde Entlastung durch Immobi-
lisierung und Bettlagrigkeit zu Knochenverlusten und erhohter Frakturge-
fahrdung. Bei Astronauten, die langerer Zeit der Schwerelosigkeit ausge-
setzt sind, findet sich ebenso ein erheblicher Verlust der Knochendichte
(Rambaut und Johnston, 1979). Uber den zugrundeliegenden Mechanis-
mus, der letztendlich zu einem Verlust an Knochenmasse unter schwere-
losen Bedingungen fuhrt, gibt es verschiedene Hypothesen, eine allge-
mein anerkannte Theorie existiert zur Zeit jedoch noch nicht (siehe Uber-
sichtsartikel von Marie et al, 2000).

In der vorliegenden Arbeit wird die Auswirkung kurzfristiger Phasen von
Schwerelosigkeit auf primare bovine Osteoblasten durch eine Analyse der

Genexpression untersucht.

1.1. Knochen als mechanorezeptorisches Gewebe

Knochengewebe ist das skelettbildende, stutzende Bindegewebe der Wir-
beltiere. Der Knochen erfullt zwei grundlegende Aufgaben: Er dient als
Reservoir fur Mineralien und stellt das strukturelle Gerust des Koérperge-
wichts und der Muskeln dar.

Vor mehr als einem Jahrhundert publizierte der Berliner Chirurg Julius
Wolff in seinem Buch ,Das Gesetz der Transformation der Knochen’, daf}
die Architektur des Knochens einem trajektoriellem Bauprinzip entspricht
(Wolff, 1892). Wolff ging davon aus, dal} statische Krafte die Form und

somit die Funktion des Knochens bestimmen, eine Resorption hielt er fur
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unmoglich. Die Theorie ist gewissermalen anerkannt, jedoch in seiner
ursprunglichen Fassung nicht mehr gultig. Heute geht man davon aus,
daly der Knochen durch das ,bone remodeling“ der mechanischen Bela-
stung angepasst wird, ein durch Wilhelm Roux gepragter Begriff (Roux,
1881). Demnach finden nach Abschlu® des Knochenwachstums fortwah-
rend Umbauvorgange statt, die in einer lokalen Aufldsung von Knochen-
substanz und dem Ersatz mit neugebildeter Knochenmatrix bestehen. Bei
Belastung verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen Knochendegradati-

on und Produktion zugunsten der Knochenproduktion.

1.1.1. Kopplung zwischen Knochenresorption und —synthese

Der Prozess von anabolischen und katabolischen Vorgangen im Gewebe
wird durch die mechanische Belastung reguliert im Zusammenhang mit
lokalen und systemischen Hormonen um sicherzustellen, dal3 das Gewe-
be auf die Forderung der mechanischen Umgebung eingehen kann (Jones
et al, 1995).

Eine biomechanische Kopplung von Knochenresorption und —synthese
wird von Frost und Rodan beschrieben (Frost, 1987; Rodan, 1996; Rodan,
1991).

Disuse Physiological Overuse Pathological
Window Window Window Overload
Window
Resorption>Formation Resorption=Formation j Resorption<Formation J§Woven bone
formation
Increased remodeling Homeostasis Increased modeling
50-200 pstr 1500-2500pstr 4000-5000pstr

Abbildung 1.1.1-1 Mechanostat-Theorie nach Frost (1987), modifiziert nach
Rubin und Lanyon (1985).
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Nach der Mechanostat-Theorie von Frost erfolgt eine Differenzierung der
mechanischen Belastung in vier Bereiche bzw. Fenster (Frost, 1987). Je-
des Fenster ist vom anderen Uber eine minimal effektive Belastung
(MES=minimal effective strain) getrennt. Der Begriff ,Strain“ bezeichnet
die durch Dehnung hervorgerufene mechanische Belastung und ist defi-
niert als Langenanderung pro Langeneinheit, wobei 1 strain einer Lan-
genanderung von 100 % entspricht.

Im Bereich des ,Disuse Window* ist die mechanische Belastung (=strain)
gering und bei aktiven Umbauvorgangen wird Knochensubstanz netto ab-
gebaut. ,Physiological Window®: Bei Belastungsstarken von 1500-2000
pstrain herrscht eine ausgeglichene Bilanz zwischen Knochenresorption
und Synthese. Eine positive Knochenbilanz mit erhéhter Syntheseleistung
charakterisiert das “Overuse Window"“. Im ,Pathological Overuse Window*

wird lamellarer Knochen auf der Knochenoberflache produziert.

Frost differenziert so zwischen Auf- und Umbauprozessen, die durch di-
stinkte Schwellenwerte zur Aktivierung der Knochensynthese voneinander
getrennt sind. Demnach kommt es zu einer positiven Knochensynthesebi-
lanz, wenn der Knochen lokal mechanische Signale erfahrt, die einen
Schwellenwert zum physiologischen ,Fenster Uberschreiten (siehe Abbil-
dung 1.1.1-1). Dadurch verandert der Knochen seine Struktur und redu-
ziert den Effekt der lokal wirkenden Dehnung unterhalb der minimal wir-
kenden effektiven Belastung (MES).

In diesem rigiden Modell bleiben jedoch Frequenz und Zahl der Bela-
stungszyklen unbericksichtigt. Qin et al konnten beispielsweise in in vivo-
Experimenten mit Ulnae des Huhnchens eine minimal effektive Belastung
von 70 pstrain bei 100.000 Zyklen und 30 Hz detektieren, die fur einen

Zuwachs der Knochensubstanz notwendig ist (Qin et al, 1998).

Rodan weitete das Modell aus und erklarte mit Hilfe der Mechanostat-
Theorie eine Kopplung von Knochenresorption und —synthese (Rodan,
1996, Rodan, 1991). Wird ein Knochenresorptionsprozess durch eine

Verminderung der mechanischen Belastung oder durch ein
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Calciummobilisierungssignal ausgelost, so wird dieser Prozess solange
aufrechterhalten, bis ein derzeit unbekanntes Signal ihn stoppt. Ein nun
dinnerer Trabekel wirde bei gleicher auf den Knochen ausgeubter
mechanischer Belastung eine starkere Deformation erfahren. Solange die
synthetisierenden Osteoblasten die erhohte Belastung erfahren wirden,
ware eine lokale Knochensynthese die Folge. Dieses Modell wirde damit
die Resorption von mechanisch unbelastetem Knochen und die
trajektorielle Adaptation der Trabekelarchitektur erklaren. Vertikal

verlaufende Trabekel sind bei der Knochenresorption stark konserviert.

Hinsichtlich der Pathogenese der Osteoporose vermutet Frost eine Ver-
schiebung der minimal effektiven Belastungsstarken. Ein hypothetischer
Sensor wiirde bei erniedrigter Ostrogenkonzentration eine geringere me-
chanische Belastung signalisieren und in der Folge eine Knochenresorpti-

on verursachen.

1.1.2. Das mechanosensorische System im Knochen

Knochen ist ein spezialisiertes Bindegewebe, bestehend aus Kollagenfi-
brillen (Typ 1), Calciumphosphat (Hydroxylapatit), verschiedenen Minerali-

en und extrazellularen, nicht-kollagenen Matrixproteinen.

Osteoblasten leiten sich von Knochenvorlauferzellen ab und synthetisieren
den organischen Bestandteil der Knochenmatrix (Osteoid), die aus Typ-I-
Kollagen sowie aus Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen besteht.
Von den Osteoblasten frisch gebildetes Osteoid wird durch die Einlage-

rung von Calciumphosphatkristallen in harte Knochensubstanz tberfuhrt.

Den haufigsten Zelltyp im Knochen stellen die Osteozyten dar. Sie diffe-
renzieren sich aus Osteoblasten, nachdem diese von der neu gebildeten
Interzellularsubstanz umgeben wurden. Benachbarte Osteozyten kdnnen
miteinander durch lange Zytoplasmafortsatze miteinander kommunizieren,

die sich in feinen Kanalchen, den Canaliculi, erstrecken. Diese Zellen pro-
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duzieren keine Matrixproteine mehr, sind nicht mehr teilungsfahig und ha-
ben gegenuber den Osteoblasten einen Groliteil ihres Golgi-Apparates
und endoplasmatischen Retikulums verloren. Osteozyten stehen unterein-
ander und mit den Osteoblasten Uber gap junctions in Verbindung und

bilden ein funktionelles Synzythium (Doty, 19817).

Osteoklasten entstehen durch Fusion von mononuklearen Vorlaufern und
sind fUr die Knochenresorption verantwortlich. Diese vielkernigen Riesen-
zellen scheiden Sauren und Hydrolasen aus und tragen so zur Bildung

sogenannter Resorptionsmulden und —kanale bei.

1.1.2.1. Mechanosensorische Knochenzellen: Osteoblasten und

Osteozyten

Im erwachsenen Knochen machen aktive Osteoblasten nur 5% der Kno-
chenoberflache aus, die weitaus gro3te Oberflache (94%) ist mit soge-
nannten ,bone lining cells®, osteozytenahnlichen Zellen bedeckt (Parfitt
1983). Bedingt durch den geringen Anteil der Osteoblasten argumentieren
Duncan und Aarden (Duncan und Turner, 1995; Aarden et al, 1994), dal}
Osteozyten die funktionelle Adaptation des Knochens auf mechanische
Belastungen vermitteln. Diese Zellen reagieren auf mechanische Bela-
stung in vivo (Dodds et al, 1993) und sind untereinander und mit anderen
Knochenzellen Uber gap junctions verbunden. Sie sind jedoch nicht tei-
lungsfahig und besitzen einen stark reduzierten Stoffwechsel. Daher
scheint eine Kommunikation zwischen nichtproliferierenden, mechanosen-
siblen Zellen und aktiven Osteoblasten Uber parakrine Faktoren wahr-
scheinlich. Eine Unterstitzung der Hypothese, dal} Osteozyten Uber eine
interzellulare Kommunikation den Knochenumbau (zumindest teilweise)
steuern konnen, ist durch eine Arbeit von Lean et al gegeben worden (Le-
an et al, 1995). Es wurde gezeigt, dal® einer Expression von Insulin-like
Growth Factor (IGF-1) 6 Stunden nach mechanischer Belastung eines
Rattenknochens in Osteozyten eine Kollagen- und Osteocalcinexpression

48 Stunden nach Belastung an der Knochenoberflache folgt.
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Die Haufigkeitsverteilung der unterschiedlichen Zelltypen allein kann aber
nicht als Argument gelten, dal® Osteozyten primar mechanosensorische
Aufgaben erfullen, wahrend Osteoblasten als Empfangerzellen Signale der

Osteozyten zur Durchflhrung ihrer Aufgaben erhalten.

In einer Vielzahl von Experimenten konnte gezeigt werden, dafl® Osteobla-
sten ebenso wie Osteozyten eine erhdhte Sensitivitat gegentber mecha-
nischer Belastung aufweisen. In vitro fuhrt eine mechanische Stimulation
von Zellen generell zu einer erhdhten Proliferationsrate (Jones und Scho-
luebbers, 1988; Jones et al, 1991; Burger und Veldhuijzen, 1993; Vanden-
burgh et al, 1989).

1.2. Mechanotransduktion

Unter Signaltransduktion versteht man einen Vorgang, bei dem ein extra-
zellularer Stimulus eine physiologische Antwort hervorruft. Ist dieser Sti-
mulus ein mechanischer Reiz, nennt man dies Mechanotransduktion, ein
ubiquitares Phanomen. Prokaryonten und Eukaryonten konnen so auf ihr
mechanisches Umfeld, z.B. Wind, Vibrationen und Gravitation reagieren
(Wehner und Gehring, 1995). Bei Knochenzellen findet schon bei typi-
schen zellularen Deformationen - im Bereich von 0,3 % Langenanderung -
eine Transduktion in biochemische Signale statt, wohingegen bei Muskel-
zellen die adaquate Belastung bei bis zu 150 % liegt. Der Knochen ist also

ein gegenluber mechanischen Deformationen sehr empfindliches Gewebe.

1.2.1. Perzeption mechanischer Stimuli

Es gibt verschiedene Theorien Uber die Wahrnehmung von mechanischer

Stimulation durch den Osteoblasten, die nachfolgend erlautert werden.



Einleitung 7

1.2.1.1. Strobmungspotentiale

Stromungspotentiale als Modell fur einen physiologischen Regulationsme-
chanismus der Knochenadaptation wurden erstmals von Basset und Bek-
ker propagiert (Basset und Becker, 1962; Basset, 1968).

Demnach entsteht eine Stromung interstitieller Fllssigkeit im Knochen als
Ergebnis einer mechanischen Deformation, in deren Folge an der Kno-
chenoberflache Stromungspotentiale generiert werden. Nach einem Mo-
dell von Harrigan und Hamilton sind Osteoblasten und Osteozyten in der
Lage, Differenzen zwischen extra- und intrazellularem Potential wahrzu-
nehmen. Daraus resultierende Veranderungen des Membranpotentials
konnten danach einen Einflufd auf die Physiologie der Osteoblasten haben
(Harrigan und Hamilton, 1993).

Der Stellenwert der Stromungspotentiale in der Mechanosensitivitat wird
jedoch noch kontrovers diskutiert und bedarf weiterer Untersuchungen, da
offensichtlich nur eine sehr schwache Kopplung zwischen mechanischer

Belastung und elektrischen Signalen besteht (Jones et al, 1995).

1.2.1.2. Mechanosensitive lonenkanale

Untersuchungen von Guharay und Sachs mit Muskel- und Endothelzellen
wiesen erstmals auf eine Steuerung von lonenkanalen durch mechanische
Krafte hin (Guharay und Sachs, 1984). Mechanosensitive Kalium- und
Calciumkanale konnten in der Folge auch in Osteoblasten von Ratte und
Mensch identifiziert werden und sind mit dem Zytoskelett assoziiert (Dun-
can und Misler, 1989; Davidson et al, 1990; Ypey et al, 1992). lonenkanale
konnten somit eine initiale Rolle bei der Vermittlung des mechanischen
Reizes spielen, jedoch ist der genaue Mechanismus, der zur Offnung der
Kanale fuhrt, bisher unklar. Ergebnisse von Jones und Bingmann weisen
darauf hin, daR eine Offnung von Kaliumkanalen nach Aktivierung der
Phospholipase C und Anstieg des intrazellularen Calciumspiegels erfolgt

(Jones und Bingmann, 1991).
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1.2.1.3. Mechanotransduktion mit Beteiligung des Zytoskeletts

Andere Autoren gehen von einem Zusammenspiel von extrazellularer Ma-
trix, transmembranen Rezeptoren und dem Zytoskelett aus (Burridge et al,
1988). Man nimmt an, dal® durch die mechanische Belastung die extra-
zellulare Matrix bewegt wird. Diese ist durch transmembrane Rezeptoren,
die Integrine, mit dem Zytoskelett verbunden, welches dann die Informati-
on weiterleiten kann (Ingber, 1991). Integrine nehmen als heterodimere
Transmembranproteine eine assoziative Aufgabe hinsichtlich der Verbin-
dung der extrazellularen Matrix und des Zytoskelettes wahr und werden
als funktionelle, mechanochemische Transduktionsproteine in Betracht
gezogen (Hynes, 1987; Ingber, 1991). Eine Reihe von Experimenten zei-
gen, dal} zytoskelettare Elemente am Mechanotransduktionsmechanismus
beteiligt sind. Eine Desintegration des Actin-Zytoskeletts mit Cytochalasin
D bewirkt zum Beispiel eine Insensivitat von Zellen bezuglich der Akku-
mulation von cAMP (Watson et al, 1995).

1.2.1.4. Die Rolle des Ziliums

Zilien sind in der Lage, Bewegung wahrzunehmen und zu erzeugen. Aus
Zentriolen hervorgehende Mikrotubuli werden als primares Zilium bezeich-
net. Es ist bekannt, das Osteozyten ein primares Zilium ausbilden und
Knorpelzellen sogar ein gut entwickeltes Zilium besitzen (Federman und
Nichols, 1974). Oft ist das Zilium nur rudimentar entwickelt, allerdings
reicht schon eine Lange von 500 nm, um Bewegung wahrzunehmen (Satir
et al, 1990; Jones et al, 1995). Es ist jedoch nicht erwiesen, ob Osteobla-
sten ein primares Zilium besitzen und wenn, ob sie damit mechanische

Belastung wahrnehmen kdnnen.

1.2.2. Zellulare Transduktionsmechanismen

Knochenzellen antworten auf mechanische Stimuli mit der Aktivierung in-
trazellularer Signalkaskaden. Abbildung 1.2.2-1 zeigt einen Uberblick der

an der Mechanotransduktion teilnehmenden Signalkaskaden.



Einleitung 9

Signal cascade in mechano-transduction
1) Transducer
One
Multiple
2) 2" Messenger
One
Multiple (this is most likely)
3) Immediate effects (within 1 s)
PLC activation
Gap junction communication
lon channel activation
4) Release of signalling molecules (e.g., NO through Ca2+)
5) Intermediate effects within 1-2 min
Arachidonic acid metabolism
cAMP (Ca2+ or PGE2)
cGMP (through NO)
6) Late effects (2 min — 6 h)
Gene activation (EGR-1? cfos)
7) Secondary effects

Effects due to release of translated genes, e.g., TGF-B, IGF

Abbildung 1.2.2-1 An der Mechanotransduktion teilnehmende Signalkaskaden.
Aus Jones et al (1995).

Jones et al beschrieben eine unmittelbare Aktivierung der Phosphatidyl-
inositol Phospholipase C (PI-PLC) innerhalb von Millisekunden, gefolgt
von einem Anstieg der intrazellularen Konzentration fur Calcium-lonen
(Jones et al, 1991). Erhohte intrazellulare Calciumkonzentrationen leiten
eine nachfolgende interzellulare Kommunikation Uber gap junctions ein,
die eine radiale Reichweite von 4-5 Zellen aufweist (Hansen et al, 1995).
Innerhalb von Minuten nach mechanischer Belastung kommt es zu einem
Anstieg von cAMP, cGMP und Calcium (Rodan et al,1975; Harell et al,
1977). Ein weiterer Effekt mechanischer Deformationen auf Knochenzellen
ist eine Prostaglandin E2-Synthese innerhalb von Minuten (Somjen et al,
1980).

Des weiteren kommt es innerhalb von 1-2 Minuten zu einer NO-Produktion
in Knochenzellen (Pitsillides et al, 1995; Johnson et al, 1996). NO ubt als
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kurzlebiges Radikal konzentrationsabhangige Effekte auf Knochenzellen
aus.

Eine Aktivierung der Kinasekaskaden (ERK1/ERK2) findet innerhalb von
4-7 Minuten nach Deformation statt und wird als allgemeines Proliferati-

onssignal angesehen (Schmidt et al, 1998).

Zu den spaten Effekten einer mechanischen Belastung zahlt eine c-fos
Expression 30 Minuten bis 2 Stunden nach Applikation, des weiteren
konnte eine transkriptionelle Synthese von TGF-B und IGF-I detektiert
werden (Raab-Cullen et al, 1994). Aulderdem wird eine Reorganisation
des Zytoskeletts ausgeldst, d.h. eine Actinde- und -repolymerisierung so-

wie eine Assozation von Fokalkontakten.

1.3. Experimentelle Ansatze zur Untersuchung des Einflusses von

Schwerelosigkeit und mechanischer Entlastung auf den Knochen

Mit dem Beginn bemannter Raumfahrtprojekte in der Mitte des 20. Jahr-
hunderts werden Astronauten im Weltraum mit veranderten Umgebungs-
bedingungen konfrontiert. Neben der Strahlungseinwirkung handelt es sich
dabei in erster Linie um die auftretende Schwerelosigkeit (0g). Im Rahmen
dieser 0g-Bedingungen kommt es bei Astronauten zu einer Vielzahl phy-
siologischer Veranderungen. In Abhangigkeit von der Dauer des Welt-
raumaufenthaltes treten unterschiedlich stark ausgepragte Adaptations-
prozesse in den Bereichen des Elektrolythaushaltes, des Immunsystems,
des Herz-Kreislauf-Systems, der Ventilation und des aktiven und passiven
Bewegungsapparates auf.

Beispielsweise zeigten Messungen der Knochendichte nach einem 84 ta-
gigen Aufenthalt in der Schwerelosigkeit bei Astronauten eine Verminde-
rung um 4% im Calcaneus, die Werte von Ulna und Radius dagegen blie-
ben unauffallig. Der Knochenverlust betraf also bevorzugt die tragenden
Skelettabschnitte (Rambaut und Johnston, 1979). Schatzungen zufolge
betragt der durchschnittliche Knochenverlust unter schwerelosen Bedin-

gungen etwa 1-2 % pro Monat (Tilton et al, 1980).
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Ausgehend von diesen Beobachtungen an Astronauten konnte bisher in
einer Vielzahl von Experimenten gezeigt werden, dal} das Knochengewe-
be unter schwerelosen Bedingungen sowohl auf Gewebe- als auch auf

zellularer Ebene zahlreiche Veranderungen erfahrt.

1.3.1. Experimente in vivo

Histologische Analysen der Knochen von Ratten, die auf Weltraumfligen
mitgefuhrt wurden, zeigten eine Verminderung des kortikalen periostalen
Wachstums (Morey und Baylink, 1978; Spengler et al, 1983; Wronski und
Morey, 1983; Wronski et al, 1987) und Veranderungen von Knochenmas-
se und Trabekelstruktur (Vico et al, 1988; Vico et al, 1993). Eine vermin-
derte Knochenmineralisierung wurde bei Affen nach 11,5 Tagen unter

schwerelosen Bedingungen gefunden (Zerath et al, 1996).

Experimente unter schwerelosen Bedingungen sind naturgemaf begrenzt
und sehr kostenaufwendig. Es wurden daher Verfahren entwickelt, die ei-
ne Untersuchung mechanischer Entlastung unter Laborbedingungen er-
moglichen. In ,hindlimb elevation® Experimenten mit Ratten wurde dies
verwirklicht, indem man kunstlich eine Entlastung der Hinterlaufe vornahm.
Die entlasteten Skelettabschnitte wiesen eine reduzierte trabekulare Kno-
chenmasse und ein vermindertes Langenwachstum auf, zusatzlich eine
Verminderung der Osteoblastenpopulation bei einer erhéhten Anzahl
Osteoklasten (Wronski und Morey-Holton, 1986). Halloran et al konnten
systemische Veranderungen infolge mechanischer Entlastung zeigen, die
neben einem voribergehenden Anstieg von Calcium im Serum in einem
Abfall von Osteocalcin und 1,25-Dihydroxyvitamin D bestanden (Halloran
et al, 1986). Ergebnisse von Zhang et al zeigten, dald Entlastung die
MRNA-Level fur TGF beta 2, IGF-2 und Osteopontin vermindert (Zhang et
al, 1995). Ergebnisse von Bikle et al zeigten ein verandertes Muster der
Genexpression in vivo sowohl infolge ,hindlimb elevation Experimenten
als auch bei Weltraumflugen in Rattenknochen (Bikle et al, 1994). Die
MRNA-Level fur IGF-I, IGF-Rezeptor und Alkalische Phosphatase zeigten
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eine vorubergehende Zunahme bei einer Abnahme des mRNA-Levels fur
Osteocalcin. Dies wurde als Hinweis darauf gewertet, dal® durch eine me-
chanische Entlastung die Osteoblastenreifung verzogert wird und der

Ubergang von Matrixbildung zu Mineralisation verlangsamt wird.

1.3.2. Experimente in vitro

Ergebnisse von Al-ajmi et al legen nahe, da® Gravitation einen direkten
Einflu® auf die Osteoblastenaktivitat hat. In Clinostat-Experimenten wurde
eine verminderte Zellproliferationsrate nach 3 Tagen in Ratten-
Osteosarkomzellen gefunden (Al-Ajmi et al, 1993). Veranderungen der
Zellmorphologie von ROS 17/2.8 Osteosarkomzellen wurden in Parabel-
flugexperimenten (Guignandon et al, 1995) und in Bion-10 Weltraumfligen
(Guignandon at al, 1997) beschrieben, welche in einer Reduktion der
Zelloberflache und Formunregelmaligkeiten bestanden.

Ergebnisse von Hughes-Fulford und Lewis (71996) zeigten neben Verande-
rungen der Zellmorphologie mit reduzierter Anzahl von Stressfasern auch
um 30 % kleinere Zellkerne und eine verminderte Prostaglandinsynthese
nach Wachstumsstimulierung mit Serum im Vergleich zu Bodenkontrollen
bei Osteoblastenkulturen, die 9 Tage unter schwerelosen Bedingungen
kultiviert wurden.

Aus diesen Beobachtungen kann bisher nicht auf den Mechanismus der
Graviperzeption auf zellularer Ebene geschlossen werden. Unklarheit be-
steht auch daruber, ob ein separater Gravitationssensor in Osteoblasten

existiert.

Verschiedene Hypothesen sind aufgestellt worden, wobei eine Beteiligung
des Zytoskeletts oft favorisiert wird (Cipriano, 1991; Sievers, 1993), ob-
wohl kurzlich auch andere Mechanismen vermutet wurden (Schatz et al,
1993). Eine Beteiligung des Zytoskeletts bei der Mechanotransduktion
konnte bereits in einer Vielzahl von Untersuchungen an zahlreichen Zell-
arten gezeigt werden (Jones et al, 1991; Jones und Leivseth, 1994;
Schirrmacher et al, 1992; Ingber, 1991; Ingber und Folkman, 1989). Eine
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andere Mdoglichkeit der Gravi- und Mechanosensation besteht in einer In-
teraktion mit lonenkanalen. Denkbar ware eine direkte Interaktion, durch
ein zytoskelettares Element (Golz und Thurm, 1991) oder indirekt durch

einen second messenger (Jones und Leivseth, 1994).

Eine Moglichkeit, die zugrundeliegenden zellularen Mechanismen der
Graviperzeption zu beleuchten, stellt die Untersuchung der Genexpression

dar.

Wahrend der Osteoblastendifferenzierung kommt es zu einer sequentiel-
len Genexpression. Wahrend der Proliferationsphase werden die Gene c-
fos und c-jun exprimiert, wahrend der Phase der Matrixbildung und Rei-
fung Typ-I- Kollagen und Alkalische Phosphatase und schlieRlich Osteo-
calcin und Osteopontin wahrend der Mineralisationsphase (Stein et al,
1996).

MG-63 Zellen, die 9 Tage unter schwerelosen Bedingungen kultiviert wur-
den, wiesen nach hormoneller Stimulation eine verminderte Genexpressi-
on fur Kollagen Typ |, Alkalische Phosphatase und Osteocalcin auf. Diese
Ergebnisse wurden als ein mdglicher Hinweis auf eine verminderte hor-
monstimulierte Differenzierung unter schwerelosen Bedingungen gewertet
(Carmeliet et al, 1997).

In Osteoblastenkulturen zeigte sich nach 5 Tagen unter schwerelosen Be-
dingungen eine Zunahme der mRNA Expression fur Interleukin—-6 und
Prostaglandin G/H Synthetase mit gesteigerter Prostaglandin-2 Synthese
(Kumei et al, 1996). Kumei et al konnten in weiteren Experimenten zeigen,
dald Schwerelosigkeit Insulin-like growth factor (IGF) bindende Proteine
und Glukokortikoidrezeptoren in Osteoblasten verandert (Kumei et al,
1998). Die Expression des IGF BP-3 wurde ebenso stimuliert wie die
MRNA flr den Glukokortikoidrezeptor, wahrend IGF BP-5 inhibiert wurde.
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In den bisherigen Experimenten konnte somit gezeigt werden, dal3 Kno-
chenzellen unter schwerelosen Bedingungen eine Veranderung auch hin-
sichtlich der Genexpression erfahren, eine umfassende Genanalyse je-

doch ist bisher noch nicht durchgefihrt worden.

1.4. Zielsetzung der Arbeit

Die Auswirkungen von Schwerelosigkeit auf das Knochengewebe ist Ge-
genstand vieler Experimente. Bisherige Untersuchungen lassen Fragen
bezlglich der unmittelbaren Aktivierung von Signalwegen und resultieren-

der Anderungen der Genexpression offen.

Ziel dieser Arbeit ist zu prufen, ob kurze Phasen von Schwerelosigkeit,
erzeugt durch ein Parabelflugmandver, die Genexpression in Osteoblasten
verandert. Osteoblastenkulturen, die schwerelosen Bedingungen wahrend
eines Parabelflugs ausgesetzt sind, werden mit Influgkontrollen und La-

borkontrollen hinsichtlich der Genexpression verglichen.

In der vorliegenden Arbeit werden zur Untersuchung dieser Fragestellung
primare bovine Osteoblastenkulturen verwendet, von denen bekannt ist,
dal} sie auf eine mechanische Stimulierung in Form von physiologischen
Dehnungsreizen sehr sensitiv in Form einer erhdhten Proliferationsrate

reagieren.

Die Analyse der Genexpression erfolgt mit der Differential Display Metho-
de, die eine vergleichende Genanalyse erlaubt. Sowohl aktivierte wie auch
supprimierte Gene kdnnen detektiert werden. Die Entdeckung neuer Gene
ist ebenfalls moglich. Bisherige Experimente waren dagegen auf die ge-
zielte Untersuchung der Genexpression bekannter, knochentypischer und
-relevanter Gene beschrankt.

Erkenntnisse Uber die Genaktivierung infolge schwereloser Bedingungen
sollen zu einem besseren Verstandnis beteiligter Signalwege und physio-

logischer Veranderungen in Osteoblasten beitragen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. LOosungen und Puffer

Acrylamidstammldsung Polyacrylamid 38 % (wiv)
N,N'- 2 % (w/v)
Methylenbisacrylamid

Denhardt’s Losung (50 X) Ficoll 1 % (w/v)
Polyvinylpyrrolidon 1 % (w/v)
Rinderserumalbumin 1 % (W/v)

Gel-Probenpuffer (10 X) EDTA 20 mM

Bromphenolblau

0,25 % (W/v)

Xylencyanol 0,25 % (w/v)
Saccharose 40 % (w/v)

Inkubationspuffer fur Re-

striktionsendonukleasen

OPA 10 X (Pharmacia)

PBS NaCl 136 mM
KCI 2,6 mM
NayHPO4 8 mM
KH2PO4 1,1 mM
pH 7,4

SSC (20 X) NaCl 3M
tri-Natriumcitrat 0,3M
pH 7,0

TE Tris/HCI 10 mM
EDTA 1 mM

pH 8,0
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TBE (10 X) Tris/HCI 1M
Borsaure 1M
EDTA 20 mM
pH 8,3
X-Gal 2 % (w/v) in Di-
methyl-
formamid
Vitamin C — Phosphat 5 mg/ml PBS
(WAKO Chemical Ind., Ja-
pan) Stamml6sung
IPTG (Isopropyl-R-D- 100 mM (sterilfil-
thiogalaktosid)- triert, Lagerung
Stammldsung bei —20 °C)
2.1.2. Langenstandards
1 kb-Leiter GIBCO
100 bp-Leiter GIBCO

2.1.3. Oligonukleotide

AP-16 5'-CGTCAGTGAC-3'

AP-17 5'-GCAAGGAGTC-3'

AP-18 5'-CTGAGCTAGG-3'

AP-19 5'-GGCTAATGCC-3'

AP-20 5'-GTGATCGGAC-3'

T12MG S5-TTTTTTTTTTTTMG-3'

T12MA S-TTTTTTTTTTTTMA-3'

T12MT S5-TTTTTTTTTTTTMT-3'

T12MC 5-TTTTTTTTTTTTMC-3'

T7 5'-AATACGACTCACTATAGGGCGA-3'
SP-6 5-ATTTAGGTGACACTATAGAATAC-3'

Anmerkung: M=aquimolare Menge der Nukleotide G, A und C
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2.1.4. Bakterienstamme

Escherichia coli DH5AIpha

2.1.5. Primarzellen

Priméare bovine Osteoblasten

(Jones et al, 1991)

2.1.6. Plasmide
pGEM-T Promega Corp. (Madison, USA)
Xmn1 1994
Scal 1875 2665
f1 ori‘\ v ’l' 1 start
Apal 14
Aatll | 20
, Bazi | 81
AP PGEMo-T lacz Neol | 37
Vector T 7 Sac ll 46
(3003bp)
Spel | 55
Not | 62
Bstz| | 62
Pst| 73
Sal | 75
Ndel | 82
. Sac| 94
ori BstX1 [103
Nsil | 112
1 spe |26
2.1.7. Nahrmedien
LB-Medium Pepton, tryptisch verdaut 1,0 % (W/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 0,5 % (w/v)
pH 7,2
LB-Agar LB-Medium
Agar-Agar 1,5 %
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Fotales Kalberserum
(FCS) Boehringer
Mannheim Chargennr.
14713902

Seromed Chargennr.
S0112/511S

Earles Puffer (Sero-

med)

Ham's F10 (GIBCO)

High Growth Enhan-
cement Medium (Bio
Whittaker)

Modifiziertes DMEM,

Fructose statt Glucose

Medium mit Hepes Zu-

Medium mit NaHCO3;

satz Hepes 10 mM
Tyrodeldsung NaCl 136,9 mM
KCI 2,68 mM

CaCl, 1,8 mM

MgCl, 1,05 mM

NaHCO; 11,9 mM

NaH,PO4 0,42 mM

Glucose 5,55 mM

pH 6,8

fur 5 Vol % CO,

Anmerkung: Zellkulturmedien wurden mit 10 % FCS, 10 pg/ml Vit. C-
Phosphat, 2 mM L-GIn und Penicillin/Streptomycin supplementiert.

2.1.8. Gerate und verwendete Materialien

ELISA-Reader

Titertek Multiscan Flow Laboratories

Begasungsbrutschrank fur die

Zellkultur

Heraeus Instruments
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Sterilisationsofen

Heraeus Instruments

Autoklav

Guwina Berlin

Vier-Punkt-Dehnungsmaschine

incl. Motor und Steuereinheit

Eigenentwicklung (Jones et al, 1991)

Zentrifuge fur Kontrollexperi-

mente

Eigenentwicklung

Gewebekulturschalen fir die
Zellkultur

Nalge Nunc International

Counter Z1

Coulter

Sterilfilter 0,22 yM Porengrolie

Schleicher & Schuell

PCR-Gerat Gene Amp 9600

Perkin-Elmer

Sterilwerkbank Gelaire BSB
Zentrifugen Eppendorf 5415
Heraeus Christ Biofuge A

Beckman J2-21 M/E Hettich Universal

Rotoren JA20 Beckman

Anmerkung: Die zur Ublichen Standardlaborausristung zahlenden Gerate

und Materialien werden an dieser Stelle nicht aufgefuhrt.

2.1.9. Chemikalien

Chemikalien und Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen: Merck,

Serva, Sigma, Fluka, Biolabs, Boehringer Mannheim, Clontech, Biorad,

Pharmacia, Gibco BRL, Falcon, Amersham, Stratagene, Calbiochem und

Molecular Probes.
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2.2, Zellkultur

2.2.1. Arbeiten mit Zellkulturen

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen unter
einer Sterilwerkbank durchgefihrt. Dabei wurde im wesentlichen nach
Lindl und Bauer (Lindl und Bauer, 1994 ) verfahren. Zellkulturen wurden
als Monolayer in Petrischalen kultiviert. Es wurden verschiedene Medien
mit einem 10 %igen Anteil FCS (Fotales Kalberserum) und Antibiotikazu-
satz verwendet. High Growth Enhancement Medium wurde als Wachs-
tumsmedium fur die Zellkultivierung nach der Knochenpraparation benutzt,
Ham's-F10 und Ham's F-10-Hepes Medium fur die Kultivierung vor den

Experimenten.

2.2.2. Praparation von primaren bovinen Osteoblasten

Aus dem Periost von Metakarpalen boviner Knochen wurden Osteoblasten
nach dem Auswuchsverfahren nach Jones et al (Jones et al, 1991) ge-
wonnen. Die Knochen entstammten frisch geschlachteten Jungbullen (18
Monate) des ortlichen Schlachthofs.

Unter sterilen Bedingungen wurde der Knochen zunachst freiprapariert
und mit sterilem PBS gespult. Mit einem Skalpell wurde das Periost in
Streifen vom Knochen entfernt, in Earles Puffer Uberfuhrt und 3 mal far 10
min bei 37 °C gewaschen. Zuletzt erfolgte noch ein Waschvorgang unter
Zugabe von 250 U/ml Penicillin und 375 U/ml Streptomycin fir 20 Minuten
in Earles Puffer. Die Perioststreifen wurden in 5 X 5 mm grof3e Stuckchen
zerteilt, in einem Verhéltnis von 1 cm? zu 15 cm? Kulturfliche auf Petri-
schalen ausgesetzt und mit High Growth Enhancement Medium versorgt.
Am Folgetag erfolgte ein erster Mediumwechsel, um Fette abzuspulen.
Wahrend der weiteren Kultivierung wurde das Medium wochentlich ge-
wechselt. Nach 4-5 Wochen erreichte die Kultur Konfluenz, die Osteobla-
sten wurden direkt flir Experimente verwendet oder fur eine Langzeitlage-
rung in flissigem Stickstoff eingefroren (s. Pkt. 2.2.3). Durch Kollagenase-

behandlung wurden die Zellen passagiert. Regelmallige Phanotypisierun-
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gen anhand der Expression knochenspezifischer Proteine wurden im La-
bor durchgefuhrt.

Material:
High Growth Enhancement Puffer
Earles Puffer

Penicillin/Streptomycin

2.2.3. Kryokonservierung

Fir die Langzeitlagerung der primaren bovinen Osteoblasten wurden die-
se bei —196 °C in flussigem Stickstoff eingefroren. Nach Passagieren der
Zellen und Bestimmung der Zellzahl wurde die Konzentration der Suspen-
sion auf 10° /ml eingestellt. Kurz vor dem Einfriervorgang wurde 1 Volu-
men Einfriermedium zur Suspension gegeben und die Zellen in Kryordhr-
chen auf Eis gebracht. Darauf folgte die langsame Abkuhlung in einem
Styroporbehalter (2-4 cm Wandstarke) in einem —80 °C-Gefrierschrank.
Nach 12 Stunden konnten die Zellen dann in einen Flussigstickstoffbehal-
ter Uberfuhrt werden.

Zum Auftauen wurden die Gefrierréhrchen in ein 37 °C Wasserbad gestellt
und nach Zugabe von vorgewarmtem Medium (Ham's-F10) sedimentiert
(200 x g fur 10 min). Nach Aufnahme in Medium wurden die Zellen in Kul-
turgefalle ausgesetzt. Nach 24 Stunden erfolgte ein erster Mediumwech-

sel.

Material:
Einfriermedium Hams F10
10 %(v/v) DMSO (Dimethylsulfosid)
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2.2.4. Spezielle Kulturbehalter

2.2.4.1. Zelldehnungsschalen

Zelldehnungsschalen bestehen aus flexiblen Polykarbonatplatten, auf die
Silikonbegrenzungen (medizinischer Qualitdtsgrad) mit Aquariumsilikon-
kleber von Dow Corning geklebt wurden. Nach Aushartung des Klebers
uber Nacht wurden die Behalter fur 24 Stunden in Wasser gelegt, um ver-
bliebenes Azetat zu entfernen. Eine Gassterilisation erfolgte vor dem Aus-

saen der Zellen.

2.24.2. Zentrifugenschalen

Zentrifugenschalen sind geschlossene Kulturbehalter, die mit Medium
vollstandig befullt werden kénnen, um Flussigkeitsbewegungen zu ver-
meiden (siehe folgende Abb. 2.2.4.2-1). Auf Polykarbonatplatten wurden
Silikonbegrenzungen (3 mm Héhe) mit Aquarienkleber (Dow Corning) auf-
gebracht. Nach Aushartung des Klebers Uber Nacht wurde eine gas-
durchlassige Biofolie auf den Rahmen geklebt. Um Azetat und Monomere
zu entfernen, wurde steriles PBS Uber Kanulen in die Schalen eingefullt.
Die Sterilisierung erfolgte mit 70 %igem Alkohol fir mindestens 20 Minu-

ten.

Biofolie

A

A

Polykarbonatplatte Silikonrahmen

Abbildung 2.2.4.2-1 Zentrifugenschale
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Material:

Biofolie (Heraeus)

Silikonmatten (medizinischer Qualitatsgrad 55 Shore A)
Aquarien-Silikonkleber (Dow Corning)

Polykarbonatplatten

2.3. Experimente mit primaren bovinen Osteoblasten

2.3.1. Das Parabelflugexperiment

Das Parabelflugexperiment wurde 1996 in einer von der ESA (European
Space Agency) und der DLR (Deutsches Zentrum fur Luft- und Raumfahrt
e.V.) geférderten Kampagne durchgefiihrt, die von Novespace und CNES
(Centre National D’Etudes Spatiales) organisiert wurde. Durch ein spezi-
elles Flugmanover, den Flug einer Parabel, befand sich das Flugzeug fur
eine begrenzte Zeit von 25 Sekunden in Schwerelosigkeit. Die Flugdauer
von 2,5 Stunden beinhaltete 2 Gruppen mit jeweils 15 Parabeln. Jede Pa-
rabel, die ca. 65 Sekunden dauerte, beinhaltete 3 Phasen: wahrend der
Beschleunigungsphase stieg die Beschleunigung fur eine Dauer von 20
Sekunden auf 1,8g, dann folgten 25 Sekunden bei Og (die Phase der
Schwerelosigkeit) und am Ende der Parabel folgte noch eine Phase bei
1,8g fur 20 Sekunden. Nach einem Intervall von 2 Minuten bei 1g folgte
dann der Flug der nachsten Parabel.

Untenstehende Abbildung verdeutlicht das g-Profil (Abb. 2.3.1-1).
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G-Profil
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Abbildung 2.3.1-1 G-Profil einer Parabel

Versuchsablauf und Durchfiihrung: Primare bovine Osteoblasten wurden
48 h vor dem Experiment mit einer Zelldichte von 40.000/cm? subkonfluent
in speziell angefertigte Kulturschalen (s. Pkt. 2.2.4.2) ausgesetzt und bei
37 °C inkubiert. Als Kulturmedium diente Ham's F-10 mit HEPES-Zusatz
(zur atmospharenunabhangigen pH-Wert-Pufferung). Am Tag des Experi-
ments wurden die Behalter nach Uberprifung auf Konfluenz der Kultur im
Flugzeug in den Inkubator (37 °C) eingebracht. Nach der Flugzeuglandung
wurden die Kulturbehalter auf Eis gestellt. Die Zellen wurden vor Ort mit
Lysepuffer aufgenommen und fir die spatere RNA-Isolierung (s. Pkt.
2.4.1.1) bei —=20 °C eingefroren. Die entsprechende Probe wurde in der

Arbeit als FOg (Parabelflug) bezeichnet.

Neben der schwerelosen Phase sind auch Auswirkungen der vermehrten
Beschleunigung auf 1,8g, aber auch Effekte durch Flugbedingungen wie

Druckschwankungen und Vibrationen denkbar. Mogliche Veranderungen
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der Genexpression primarer boviner Osteoblasten, die einem Parabelflug
ausgesetzt sind, kdnnen somit nicht ohne weiteres der schwerelosen Pha-
se zugeordnet werden. Daher wurden zusatzliche Kontrollexperimente mit
primaren bovinen Osteoblasten durchgefliihrt: als Influgkontrolle diente
eine Zentrifugation auf 1g wahrend der schwerelosen Phase. Ein La-
borexperiment mit intermittierender Beschleunigung auf 1,89 sollte isoliert
die Auswirkung vermehrter Beschleunigung untersuchen. Zum Vergleich
einer mechanischer Entlastung wahrend 0Og mit einer mechanischen Bela-
stung im physiologischen Bereich diente ein zusatzliches Dehnungsexpe-

riment.

2.3.1.1. Influg Kontrollexperiment

Prinzip der Influgkontrollzentrifugation ist die intermittierende Beschleuni-
gung der Zellkultur primarer boviner Osteoblasten auf 1g wahrend der Og
Phase der Parabel, so dal sich dieses Kontrollexperiment lediglich durch
die fehlende 0g-Phase vom eigentlichen Experiment unterschied. Folgen-
de Abbildung (Abb. 2.3.1.1-1) zeigt den zeitlichen Ablauf der Zentrifugati-

on.

G-Profil der Influgkontrolle

26 —
24 —
22—
20—

18 —

Hohe (FuR x 1000)

16 —

1
1
i
i
|

0

20 45 65
Zeit (Sekunden)
Abb. 2.3.1.1-1 G-Profil der Influgkontrolle
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Die im eigenen Labor entwickelte Zentrifuge (s. Abb. 2.3.1.1-2) beschleu-
nigt hierbei die primaren bovinen Osteoblastenkulturen auf 1g. Als Motor
dient ein Diskettenlaufwerkmotor (aus einem 5 1/4" Laufwerk), der bei
konstanter Geschwindigkeit von 360 Umdrehungen/Minute lauft. Ein Ge-
triebe Ubersetzt auf die gewlnschte Umdrehungszahl. Da die Zentrifuge
einen Radius von 12 cm aufweist, benétigt man eine Ubersetzung von
4,1:1, das entspricht 87 Umdrehungen pro Minute, um auf 1g zu be-
schleunigen.

Versuchsablauf und Durchfiihrung: Primare bovine Osteoblasten wurden
unter den in Pkt. 2.3.1 beschriebenen Bedingungen in Zentrifugenschalen
(s. Pkt. 2.2.4.2) kultiviert und an Bord am Ausschwenkrotor der Zentrifuge
befestigt. Wahrend der 0g-Phasen wurden die Zellkulturen auf 1g be-
schleunigt. Die Zellkulturen wurden nach der Flugzeuglandung auf Eis ge-
stellt, vor Ort mit Lysepuffer aufgenommen und fur die spatere RNA-
Isolierung bei -20 °C eingefroren. Die entsprechende Probe wurde in der

Arbeit mit FK (Influgkontrolle) bezeichnet.
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Abb. 2.3.1.1-2 Kontrollzentrifuge

A=Zentrifugenschale mit Kontrollzellen (s. Pkt. 2.2.4.2), B=Heizung (37 °C),
C=Zellkulturbehdlter mit Zellkulturen, die 0g ausgesetzt werden
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2.3.2. Kontrollexperimente im Labor

2.3.2.1. Kontrollzentrifugation bei 1,8g

Mit diesem Experiment wurden mittels der oben beschriebenen Zentrifuge
(s. Abb. 2.3.1.1-2) die Auswirkungen einer intermittierenden Zentrifugation
bei 1,89 auf primare bovine Osteoblasten untersucht. Dabei wurde das
Profil des Parabelflugs Ubernommen, also eine Beschleunigung auf 1,8g

entsprechend 30 Parabeln.

Versuchsablauf und Durchfiihrung: Primare bovine Osteoblasten wurden
wie in den Flugexperimenten bis Erreichen der Konfluenz in Zentrifugen-
schalen (s. Pkt. 2.2.4.2) in Vollmedium (Ham's F-10) mit HEPES-Zusatz
kultiviert. Die Zellkulturbehalter wurden am Ausschwenkrotor der Zentrifu-
ge befestigt und bei 37 °C intermittierend auf 1,8g beschleunigt. Nach ei-
ner weiteren Inkubation fur 30 Minuten bei 37 °C erfolgte die Zellysierung
fur die spatere RNA-Isolierung (s. Pkt. 2.4.1.1) Die entsprechende Probe
wurde in der Arbeit als 1,8g (Zentrifugation bei 1,8g) bezeichnet.

Folgendes Schema verdeutlicht den Ablauf:

20 Sek. 25Sek. 20Sek. 2 Min.
19 19 X 30

Abb. 2.3.2.1-1 Profil der Zentrifugation bei 1,8 g

2.3.2.2. Dehnungsexperiment mit der Vier-Punkt-Dehnungsmaschine

Mit der Vier-Punkt-Dehnungsmaschine wurden primare bovine Osteobla-
sten intermittierend einem Dehnungsreiz von 4000 ustrain ausgesetzt,
was einer physiologischen mechanischen Belastung entspricht. Dies er-

mdglichte im folgenden den Vergleich der Genexpression von primaren
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bovinen Osteoblasten, die kurzen Phasen von Schwerelosigkeit ausge-
setzt waren, mit solchen, die intermittierend mechanisch belastet wurden.
Mit der Vier-Punkt-Dehnungsmaschine (Jones et al, 1993) ist es mdglich,
Zellen Dehnungsreizen zwischen 500 pustrain und 10.000 ustrain auszu-
setzen (s. Abb. 2.3.2.2-1).

‘h (/L'L

[ | Kulturplatte

-
—

=

j—
) {

(

Definition Strain:
S=(I-1)/

I=0riginallange
I'=Neue Linge

Abb. 2.3.2.2-1 Schematische Zeichnung einer Vier-Punkt-Dehnungsmaschine
(Jones et al., 1993)

Der Dehnungsreiz wird mit der dimensionslosen Einheit ,Strain“ appliziert,

wobei 1 Strain (S) eine Langenanderung von 100 % bedeutet.

4hy

S =
D 2 +4y 2

Die geometrische Beschreibung in 0.g. Gleichung erlaubt die exakte Kali-

brierung der Vier-Punkt-Dehnungsmaschine flr einen bestimmten Reiz,

wobei h die Starke des Materials, D den Abstand der Widerlager und y die

Auslenkung darstellen. Die Frequenz der Dehnungsintervalle ist stufenlos

am Elektromotor regelbar, der Uber einen Hebelarm die Dehnungsappa-

ratur antreibt.

Versuchsablauf und Durchfiihrung: Die primaren bovinen Osteoblasten
wurden einen Tag vor dem Experiment mit einer Zelldichte von 60.000/cm?

konfluent in Ham's F-10 auf spezielle Zelldehnungsschalen ausgesat (s.
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Pkt. 2.2.4.1). Am Folgetag wurde mindestens 6 Stunden vor Experiment-
beginn das Medium durch Ham’s F-10 mit HEPES-Zusatz ersetzt, die
Zelldehnungsschalen in die Maschine eingebracht und bei 37 °C gedehnt:
es wurde insgesamt 30 mal fur 25 Sekunden bei 4000 ustrain und 1 Hz
gedehnt. Unterbrochen wurden die Dehnungsphasen von 160 Sekunden
ohne Dehnungsreiz. Dies entspricht der Zeit zwischen den 0g-Phasen des
Parabelflugs. Nach einer weiteren Inkubation fur 30 Minuten bei 37 °C er-
folgte die Zellysierung flr die spatere RNA-Isolierung (s. Pkt. 2.4.1.1). Die
entsprechende Probe wurde in der Arbeit als D (Dehnung) bezeichnet.

Der zeitliche Ablauf sah folgendermalden aus:

20 Sek. 25 Sek. 20 Sek. 2 Min.
x30

Abb. 2.3.2.2-2 Profil des Dehnungsexperimentes

2.3.2.3. Dehnungskontrollexperiment

Beim Dehnungskontrollexperiment wurden die primaren bovinen Osteo-
blasten unter identischen Bedingungen wie in Abschnitt 2.3.2.2 beschrie-
ben kultiviert. Jedoch wurden diese Zellen keiner mechanischen Belastung
ausgesetzt, sondern nach einer Inkubation bei 37 °C entsprechend der
Dauer des Dehnungsexperiments - zeitgleich mit den Zellkulturen des
Dehnungsexperimentes - lysiert. Die entsprechende Probe wurde in der

Arbeit als DK (Dehnungskontrolle) bezeichnet.
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2.4. Molekularbiologische Methoden
2.4.1. RNA-Isolierung aus Zellkulturen

2.4.1.1. Isolierung der Gesamt-RNA

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellkulturen wurde nach einer adap-
tierten Methode von Chomczynski und Sacchi (7987) vorgegangen. Die-
ses Verfahren beruht auf der quantitativen Denaturierung von Proteinen
durch Guanidiniumisothiocyanat, einer sauren Phenolextraktion und zwei
aufeinanderfolgenden Isopropanolfallungen. Zunachst wurde die Kultur-
schale zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, anschlieRend wurde zur
Lysierung der Zellen 1,5 ml Lésung D auf der Schale verteilt. Mit einem
sterilen Zellschaber wurden die Zellbestandteile abgeldst und in ein steri-
les 14 ml Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Danach wurde zur Senkung des
pH-Werts 1/10 Vol. Natriumacetat (pH 4) hinzugefiigt. Nach der nun fol-
genden Proteinextraktion mit 1 Vol. saurem Phenol (pH 4) und 1/5 Vol.
Chloroform/Isoamylalkohol wurde die Losung fur 15 Minuten auf Eis inku-
biert. Die Losung wurde kraftig geschuttelt und anschlieend nach Zugabe
von 1 ml eines Gemisches von Chloroform und Isoamylalkohol im Verhalt-
nis 49:1 fir 10 Minuten bei 3000 rpm und RT (Sigma 3K-1) zentrifugiert.
Die waldrige Phase wurde in ein steriles Zentrifugenrohrchen uberfuhrt und
mit 1 Vol. Isopropanol gefallt. Hierzu wurde die Probe flir mindestens 1
Stunde bei —20 °C gelagert. Im Anschluf® wurde far 20 Minuten bei 10.000
x g und 4 °C zentrifugiert und das Pellet der gefallten Nukleinsauren in 300
Ml Guanidiniumlésung aufgenommen und in ein steriles Eppendorfgefal®
uberfuhrt. Es folgte eine weitere Prazipitation mit 1 Vol. Isopropanol fur
mindestens 1 Stunde bei -20 °C, eine Zentrifugation in einer Eppendorf-
Zentrifuge (14.000 x g), ein Waschen des Pellets mit 75 % Ethanol und
Resuspension in sterilem DEPC-ddH,O. Uber eine photometrische Be-
stimmung des Quotienten ODy60/OD2gp wurde die Reinheit der Probe er-
mittelt (s. Pkt. 2.4.2). Zur Qualitatsbestimmung wurde ein Teil der Probe in
einem denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel (s. Pkt. 2.4.3.1) sepa-
riert, wobei das Verhaltnis 18S:28S bei 1:2 liegen sollte.
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Material:

Ldsung D (Lyseldsung)

Guanidinium-Isothiocyanat 4 M
Natriumcitrat 25mM, pH 7,0
N-Lauryl-Sarkosin 0,5 % (w/v)
2-Mercaptoethanol 0,1M
Natriumacetat 2MpH4,0
Phenol aquilibriert, pH 4,0
Chloroform:lsoamylalkohol 49:1

2.4.1.2. Entfernung genomischer DNA aus RNA-Praparationen

Far die Anwendung des Differential Display ist die Vermeidung einer DNA-
Kontamination der RNA-Proben erforderlich. Hierzu wurde eine Behand-
lung mit DNase | durchgefuhrt.

Es wurde folgender Reaktionsansatz pipettiert:

Gesamt-RNA (<50 ug) in 50 ul
DEPC-ddH,0

10 X Reaktionspuffer 5,7 ul
DNase | (10 U/pl) 1 ul

Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, dann wurden Proteine
durch Zugabe von 40 pl Phenol/CHCI; (3:1) extrahiert. Die waldrige Phase
wurde zur Prazipitation mit 5 pl 3 M Natriumacetat und 200 pl Ethanol ver-
setzt und fur eine Stunde bei —80 °C gelagert. Die RNA wurde nun bei 4
°C und 14.000 x g fur 5 Minuten sedimentiert, luftgetrocknet und in 15 pl
DEPC-ddH,O gelost. Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung
bei 260 nm (s. Pkt. 2.4.2) wurden die Proben bei —80 °C gelagert.

Material:
10 X DNase Reaktionspuffer
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2.4.2. Photometrische DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung und

Qualitatsbeurteilung

Nukleinsauren weisen im UV-Bereich bei 260 nm ein Absorptionsmaxi-
mum auf (Sambrook et al, 1989). Dies wird zur Konzentrationsbestimmung
genutzt. Bei einer Schichtdicke von 1cm entspricht eine ODggo 50 ug /ml
DNA bzw. 40 ug/ml RNA.

Da Proteine bei 280 nm ein Absorptionsmaximum aufweisen, wurde die
Reinheit der Probe Uber den Quotienten OD250/OD2gp ermittelt. Bei einem
Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 war die Probe frei von Proteinverunreini-

gungen.

2.4.3. Elektrophoresetechniken

Nukleinsdauren wandern aufgrund ihrer negativen Ladung in einem Span-
nungsfeld vom negativen zum positiven Pol, wobei die Laufgeschwindig-
keit von der GrofRe der Fragmente abhangt. Dies ermoglicht die raumliche

Separation von Nukleinsauren unterschiedlicher Lange in einem Agarose-

gel.

2.4.3.1. RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der RNA-Proben erfolgte in denaturierenden Formalde-
hyd-Agarosegelen in Horizontal-Elektrophoresekammern. Zur Herstellung
eines 1 %igen Gels wurden 2 g Agarose in 160 ml H,0 gel6st und 40 Mi-
nuten autoklaviert. Nach Abkuhlung des Gels auf ca. 60 °C erfolgte die
Zugabe von 2 ml NaAc (0,5 M)/EDTA (0,1 M) pH 7,2, 2 ml MOPS-Puffer
(MOPS: 4-Morpholinpropansulfonsaure ; 2 M, pH 7,3), 33ml 37 %iges
Formaldehyd und 10 pl Ethidiumbromidstammlésung (10 mg/ml).

Ethidiumbromid assoziiert mit RNA, fluoresziert unter UV-Licht und ermog-
licht so die Darstellung der RNA-Banden. 20 pg RNA wurden in einem
Volumen von 15 pl ddH,O (DEPC) geldst und mit 4 ul RNA-Probenpuffer
versetzt. Vor Beladung der Geltaschen wurde der Ansatz mindestens 15

Minuten bei 65 °C inkubiert, um die Ausbildung von Sekundarstrukturen zu
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verhindern. Die Elektrophorese erfolgte bei 10 V/cm fur 4 Stunden. Nach
der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht fotografisch dokumen-
tiert. Bei einer gelungenen RNA-Praparation und Gelelektrophorese sind
18S-und 28S-rRNA als deutliche Banden zu erkennen, wobei die 28S-
rRNA bei intakter RNA in etwa doppelt intensiv erscheinen sollte wie die
18S-rRNA-Bande.

Material:

Elektrodenpuffer
MOPS 20 mM, pH 7,2
EDTA 1 mM, pH 7,2
NaAc 5 mM
Ethidiumbromid (10mg/ml) 2 ul/100 ml

2.4.3.2. DNA-Agarose-Gelelektrophorese

In Agarosegelen unterschiedlicher Konzentration konnen DNA-Fragmente
zwischen 200 bp und 50 kb effektiv aufgetrennt werden (Sambrook et al,
1989). Die Zugabe von Ethidiumbromid, welches in doppelstrangige DNA
interkaliert und unter UV-Bestrahlung fluoresziert, ermoglichte die Lokali-
sierung im Gel. Agarosegele wurden in Konzentrationen zwischen 0,7 %
und 4 % (w/v) eingesetzt (hochkonzentriert bei kleinen Fragmentgréfien).
Die entsprechende Menge Agarose wurde mit 1 X TBE-Puffer versetzt und
anschlie3end aufgekocht. Nach Zugabe von Ethidiumbromid (Endkonzen-
tration 0,5 pg/ml) und Abkuhlung wurde die Gelldsung in einen mit einem
Geltaschenkamm ausgestatteten Gelschlitten gegossen. Das erstarrte Gel
wurde in eine horizontal ausgerichtete mit TBE-Puffer (1 X) gefillte Gele-
lektrophoresekammer transferiert. Die Praparation der DNA-Probe erfolgte
durch Zugabe von 1/10 Vol. Gel-Probenpuffer (6 X). 10 bis 20 ul der Probe
wurden in die Geltaschen pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung
der DNA-Fragmente fand bei 10 V/cm statt. Im Anschluf an die Elektro-

phorese wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert und analysiert. Mittels
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eines zusatzlich aufgetragenen Standards konnte die Grolze und Konzen-

tration der DNA-Proben ermittelt werden.

2.4.3.3. Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA aus Agarosegelen erfolgte gemaly den Herstelleran-
gaben z.B. von Qiagen (Qiaex Il Agarose Gel Extraction). Nach gelelek-
trophoretischer Auftrennung der DNA wurden die gewunschten DNA-
Banden aus den ethidiumbromidgefarbten Gelen auf einem UV-Schirm
(320 nm) mit einem sterilen Skalpell mdglichst knapp ausgeschnitten, in
Eppendorfreaktionsgefale Uberfuhrt und gewogen. Nach Zugabe von 300
pl Puffer QX1 je 100 mg Gel und 10 pl Qiaex Il (Glasmilch) wurde die
Mixtur fur 10 Minuten bei 50 °C inkubiert. Die an den Glaspartikelchen ad-
sorbierte DNA wurde pelletiert (30 Sekunden, 14.000 x g) und anschlie-
Rend einmal mit Puffer QX1 und zweimal mit Puffer PE (je 500 ul) gewa-
schen. Nachdem das Pellet fir 15 min bei RT getrocknet wurde, folgte die
Elution der DNA in mindestens 10 pl Tris/HCI (pH 8,0). Der DNA-haltige
Uberstand wurde nach Zentrifugation in ein neues Reaktionsgefaly ber-

fuhrt und die Konzentration per Agarosegel bestimmt.

Material:
Puffer QX1
Puffer PE

Qiaex Il Glasmilch

2.4 4. Differential-Display Technik

Die Methode des Differential Display wurde entwickelt, um differentiell
exprimierte Gene in Zellen zu identifizieren, die unterschiedlichen Bedin-
gungen ausgesetzt werden (Liang und Pardee, 1992; Zhang et al, 1996;
Liang et al, 1992). Das Verfahren beruht auf dem Vergleich der mRNA
verschiedener Zellen, wobei 95 % der insgesamt 15.000 mRNA Species

bertcksichtigt werden. Durch reverse Transkription und Polymeraseket-
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tenreaktionen mit Hilfe von vier Poly(T)-Primern und 20 unterschiedlichen
5'-Primerdekameren werden die mRNA-Molekile in 160 separate Subpo-
pulationen unterteilt. Durch den Einbau radioaktiv markierter Nukleotide
kénnen die cDNA-Fragmente im Gel visualisiert werden, wobei simultan
mehrere Proben verglichen werden konnen. Nach der Isolierung differie-
render Fragmente werden diese zur ldentifizierung kloniert und sequen-
ziert. Im folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte naher beschrie-
ben, wobei nach dem Firmenprotokoll von ,GenHunter* vorgegangen wur-
de.

Folgende Abbildung gibt einen Uberblick des Prinzips einer Differential
Display Analyse (Abb. 2.4.4-1).
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mRNA Population

CMAAAAAAAAAAA-AN
GMAAAAAAAAAAA-AN
TMAAAAAAAAAAA-AN
AMAAAAAAAAAAA-AN

S-TTTTTTTTTTTTMGS
" everse ranscrlp 1on dHTPs
-}

MMLV reverse transcriptase

CMAAAAAAAAAAA-AN
GMTTTTTTTTTTTT

5'-AAGCTTGATTGCC-3' (AP 1)
Il. PCR Amplification S-TTTTTTTTTTTTM G-3' T12MG

dNTPs

a-[33P-dATP]

Taq DNA polymerase

AAGCTTGATTGCC
GMTTTTTTTTTTTT >
AAGCTTGATTGCC o=
GMTTTTTTTTTTTT
m Polyacrlyamide gel
RAMA Sample: X Y

Negative electrode (-)

|
I
T

Positive electrode (+)

Abb. 2.4.4-1 Differential Display Analyse, aus ,,GenHunter*“-Protokoll
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24.4.1. Reverse Transkription

Nach einer Behandlung der RNA mit DNase (s. Pkt 2.4.1.2), um die Rein-
heit der RNA zu gewahrleisten, wurde je RNA-Probe folgender Ansatz

vierfach fur die Reverse Transkription pipettiert:

ddH,0 9,4 ul
5 X RT-Puffer 4yl
dNTP (250 pM) 1,6 pl
RNA (100 ng/pl) 2.l
T12MN (10 pM) 2.l

Die Reaktionen wurden in einer PCR-Maschine fur 5 Minuten bei 65 °C,
60 Minuten bei 37 °C und 5 Minuten bei 95 °C inkubiert. Reverse Tran-
skriptase (100 U, MMLV) wurde 10 Minuten nach Start der Inkubation bei
37 °C zur Reaktion hinzugefugt. Jede der 4 Reaktionen enthalt entweder
T12MG, T12MA, T1oMT oder T12,MC (M=aquimolares Verhaltnis von A, G,
und C) und unterteilt somit die RNA in 4 Subpopulationen von cDNA, die

in den folgenden Polymerasekettenreaktionen weiter unterteilt werden.

2.4.4.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) konnen Nukleotidsequenzen
in vitro enzymatisch exponentiell amplifiziert werden. Man nutzt hierbei die
Eigenschaft spezieller, besonders hitzestabiler DNA-Polymerasen aus, die
einen Einzelstrang zum Doppelstrang aufpolymerisieren kdnnen, sofern
ihnen ein kurzer doppelstrangiger Bereich als Primer zur Verfugung steht.
Die PCR lauft nach folgendem Prinzip ab: Man lat zwei synthetisierte
Oligonukleotide, die zu den beiden Randbereichen des gewlnschten
Fragments komplementar sind, mit dem Nukleinsauregemisch hybridisie-
ren. Die Oligonukleotide konnen nun als Startpunkt fur eine Polymerase
genutzt werden, die den komplementaren Strang zum gewunschten

Fragment synthetisiert. Die entstandenen Doppelstrange werden denatu-
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riert und die im UberschuR vorhandenen Oligonukleotide wieder hybridi-
siert, so dal} die Reaktion von vorne ablaufen kann, wodurch es zu einem
exponentiellen Zuwachs an Matrixmolekulen kommt.

Zur PCR wurde jede der 4 synthetisierten cDNA-Populationen mit je flnf
5'-Primern (AP 16-20) eingesetzt. Dies entspricht 25 Prozent der Gesamt-

zahl moglicher Primerkombinationen.

ddH,0 9,95 ul
10 X PCR Puffer 2 ul
dNTP (25 uM) 1,6
AP-Primer 16-20 (2 pM) 2 ul
T12MN (10 pM) 2yl
cDNA (aus RT-Reaktion) 2yl
a*P-dATP 0,25 pl
Taqg-DNA Polymerase 0,2 ul

Es wurde folgendes PCR-Profil verwendet:

40 Zyklen
94 °C 30s
40 °C 120 s
72 °C 30s
Extension
72 °C 5 min

Gegenuber Standard PCR-Bedingungen fallt hier eine erniedrigte dNTP-
Konzentration von 200 nM auf. Dies bewirkt eine erhdhte Spezifitat der
DNA-Amplifikation und ist notwendig, um einen effizienten Einbau radio-

aktiv markierter Nukleotide zu ermoglichen.
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2.4.43. Polyacrylamidgelelektrophorese zur Darstellung der PCR-
Produkte

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte im Unterschied zur Originalli-
teratur unter nicht-denaturierenden Bedingungen. In denaturierenden Ge-
len lassen sich raumlich benachbarte Banden haufig einer Sequenz zu-
ordnen (Beobachtungen von L. Suva, Harvard University Boston, USA;
siehe auch Mason et al, 1997). Nicht-denaturierende Gele vermeiden dies,
jedoch ist hier eine Uberdeckung positiver Signale méglich. Die Haufigkeit
der Uberdeckung ist aber gering, so daB eine Verwendung nicht-
denaturierender Gele zweckmaliger ist. Fir die Gelelektrophorese stand
ein ,GenomyxLR DNA-Sequencer' zur Verfugung. Das Gel wurde folgen-
dermalden hergestellt:

Die Glasplatten der GroRe 40 x 70 cm wurden grundlich erst mit H,O,
dann mit Ethanol (absolut) gereinigt und die Innenseite der Deckplatte mit
Silikonisierungslosung behandelt, um zu gewahrleisten, dal} das Gel auf
der Gelplatte hangenblieb und sich leicht von der Deckplatte 16sen liel3.
Unter Verwendung von Abstandhaltern wurden die Glasplatten zusam-

mengeklammert.

Gelzusammensetzung:

30 % Acrylamid/Bis-Acrylamid 29:1 20 ml
H>O 70 ml
10 X TBE 10 ml
APS (Ammoniumpersulfat, 25 % (w/v) ) 280 pl
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylen- 35 i
Ethylendiamin)

Bromphenolblau (10 % (w/v) ) 100 pl

Die Gellésung wurde luftblasenfrei mit Hilfe einer speziellen GielRvorrich-
tung zwischen die geklammerten Platten gegossen und ein Sagezahn-

kamm eingefuhrt. Nach einer Polymerisationszeit von 2 Stunden wurde
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das Gel in der Apparatur befestigt und die Pufferkammern mit 1 X TBE
befullt. 3,5 yl der PCR-Proben wurden mit 2 pl Gelprobenpuffer versetzt
und in die Geltaschen aufgetragen. Die Auftrennung der Proben erfolgte
bei 2800 V und 45 °C fur 2,75 h. Im Anschluf3 wurde die Deckplatte vor-
sichtig abgehebelt, das auf der Gelplatte haftende Gel erneut in die Appa-
ratur eingebracht und fir mindestens 20 Minuten getrocknet. Die Autora-
diographie fand bei RT Uber Nacht statt.

2444, |solierung von differierenden Banden und Reamplifizierung

Ziel des Differential Displays ist es, Uber die vergleichende Betrachtung
des Bandenmusters der verschiedenen RNA-Proben differentiell expri-
mierte Gene zu entdecken. In den vergangenen Jahren wurden vielfaltige
Vorschlage zur Verbesserung der Differential Display-Methode gemacht,
die insbesondere das Problem einer hohen Anzahl ,falsch-positiver Ban-
den' im Polyacrylamidgel berucksichtigen (Callard et al, 1994, Mou et al,
1994). Zur Vermeidung bzw. Reduktion solcher Fragmente wurde jede
PCR-Reaktion wiederholt und nur differierende Fragmente, die in beiden
PCR-Reaktionen auftauchten, isoliert. Des weiteren wurden nur Frag-
mente ab einer Grofde von 150 bp berucksichtigt und auch nur solche, die
als sehr deutliche Bande in einer Spur und in den anderen uberhaupt nicht
erkennbar waren.

Zur |solierung wurde die Bande exakt aus dem Film herausgeschnitten
und das Autoradiogramm deckungsgleich auf dem Gel fixiert. Mit einem
sterilen Skalpell wurde die entsprechende Bande aus dem Gel entfernt,
mit 1 pl sterilem H,O aufgenommen und in ein steriles PCR-Gefal Uber-
fuhrt. Das Gelstlickchen wurde direkt fur die nachfolgende PCR-Reaktion
zur Reamplifizierung mit der entsprechenden Primerkombination einge-

setzt:
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ddH0O 23,4 ul
10 X PCR Puffer 4 ul
dNTP (250 pM) 3,2 ul
AP-Primer (2 uM) 4 ul
T12MN (10 pM) 4 ul
cDNA 1l
Taqg-DNA Polymerase 0,4 ul
PCR-Profil:

40 Zyklen

94 °C 30s
40 °C 120 s
72 °C 30s
Extension

72 °C 5 min

AnschlieRend wurden die Fragmente in einem 1,5 %igen DNA-Gel aufge-
trennt (s. Pkt. 2.4.3.2). Bei isolierten Banden im Gel konnte das Amplifikat
direkt fur die nachfolgende Subklonierung verwendet werden. Einige Pro-
ben enthielten jedoch mehrere DNA-Fragmente unterschiedlicher GroRe
und Konzentration. Hier wurde zunachst die starkste Bande aus dem Gel
extrahiert (s. Pkt. 2.4.3.3) und erneut in einer PCR-Reaktion amplifiziert,

um eine ausreichende Menge DNA fur die Ligation zu gewinnen.

2.4.45. Subklonierung und weitere Vorgehensweise

Erfolgreich reamplifizierte cDNA-Fragmente wurden in pGEM-T subklo-
niert (s. Pkt. 2.4.5) und nach Blau-Weil3-Screening wurden jeweils 10 po-
sitive Klone in einer 5 ml UN-Kultur bei 37 °C kultiviert und die Plasmide
isoliert (s. Pkt. 2.4.7). Nach Kontrolle des Inserts (s. Pkt. 2.4.7.1) wurden
die Plasmide fur die nachfolgenden Bestatigungsverfahren der Reversen
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Northern Analyse (s. Pkt. 2.4.9), der Northern Blot Analyse (s. Pkt. 2.4.8)

und zur ldentifizierung per Sequenzierung (s. Pkt. 2.4.10) eingesetzt.

2.4.5. Ligation und Klonierung von PCR-Produkten
Die Subklonierung von PCR-Fragmenten wurde mit dem pGEM-T-

Vektorsystem durchgefuhrt. Sie basiert auf der Eigenschaft vieler thermo-
stabiler DNA-Polymerasen, am 3'-Ende der amplifizierten Fragmente
uberhangende Desoxyadenosine anzuhangen (Clark, 1988). Ein Uberhan-
gendes 3'-Desoxythymidin am linearisierten Vektor fordert die Ligation
durch die Bereitstellung eines zum Desoxyadenosin kompatiblen Nukleo-
tids. Zur Ligation wurde nach Herstellerangaben laut Promega Protokoll

pGEM-T Vector Systems folgender Ansatz pipettiert:

T4 DNA Ligasepuffer 10 X 1l
pGEM-T (Promega) 50 ng/ul 1 ul
PCR-Produkt Xl
T4 DNA-Ligase (3 Weiss U/ul) 1l
ddH,0 ad 10 pl

Das molare Verhaltnis Vektor:Insert wurde auf 1:1 eingestellt. Der Ligati-
onsansatz wurde UN bei 6 °C inkubiert und anschlieRend 2 pl fiir eine
Transformation in E.coli benutzt (s. Pkt. 2.4.6.2).

2.4.6. Bakterienkulturen

2.4.6.1. Praparation transformationskompetenter E.coli-Zellen

Zur Aufnahme von rekombinanten Plasmidmolekilen muf3 die Zellwand

der Bakterien durchlassig (transformationskompetent) gemacht werden.
Dies wird durch Inkubation der Zelle mit CaCl, erreicht (Mandel und Higa,
1970). Funf ml 2 X LB-Medium wurden mit einer E.coli-Einzelkolonie

angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C im Schuttler inkubiert. Am folgenden
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Tag erfolgte ein Animpfen von 25 ml 2 X LB-Medium 1,5 %ig mit der UN-
Kultur und Inkubation unter gleichen Wachstumsbedingungen wie die Vor-
kultur, bis die Bakterien zu einer optischen Dichte von 0,6 (ODeg) heran-
gewachsen waren. Zum Abstoppen des Zellwachstums wurde die Sus-
pension 10 Minuten auf Eis gekuhlt, dann fur 10 Minuten bei 3000 rpm
(Sigma Typ3K-1) und 4 °C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml
50 mM CaCly-Lésung aufgenommen und mindestens 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wurde die Suspension regelmafig
geschwenkt. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 2500 rpm und 4 °C
wurde das Pellet in 1 ml CaCl, resuspendiert. Die so behandelten Bakteri-

en waren nun fur die Aufnahme von Plasmid-DNA kompetent.

Lagerung von E.coli

In einer Nahrlosung mit einem Glycerinanteil von 15 % und tiefen Tempe-
raturen konnen die Bakterien mehrere Jahre aufbewahrt werden. 850 pl
einer UN-Kultur wurden dazu mit 150 pl sterilem Glycerin versetzt und in

einem Kryordhrchen bei -80 °C gelagert.

2.4.6.2. Transformation kompetenter E.coli und anschlieRende Selektion

Far die Transformation wurden 100 yl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut
und mit 1 ug Vektor-DNA (s. Pkt 2.4.5) versetzt. Der Ansatz wurde 30 Mi-
nuten auf Eis, 90 Sekunden bei 42 °C und 2 Minuten auf Eis inkubiert.
Nach Zugabe von 250 ul sterilem SOC-Medium wurden die Bakterien bei
37 °C fur 1 Stunde im Schattler inkubiert. Die Transformationsansatze
wurden dann auf die entsprechenden Agar-Platten (LB-Agar, 50 pg/ml
Ampicillin) ausplattiert, denen 30 pl des Substrats X-Gal und 100 ul IPTG
hinzugefiigt wurde. Nach kurzem Antrocknen wurden die Platten UN bei
37 °C inkubiert.

Die Selektion der transformierten Bakterien geschieht Uber zwei verschie-
dene Systeme. Da Bakterien erst durch die Plasmidaufnahme eine Ampi-
cillinresistenz erhalten, konnen sie von Wildtypbakterien bzw. von nicht-

transformierten Zellen durch ihre Fahigkeit, auf Ampicillin-Agar-Platten zu
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wachsen, getrennt werden. Anhand der "Blau-Weil3" Selektion lafldt sich
ermitteln, ob die erfolgreich transformierten Bakterien auch wirklich ein
Plasmid tragen, das das einzuklonierende Fragment enthalt. Bei Plasmi-
den, die das Fragment enthalten, ist das Gen flir die B-Galaktosidase,
welches durch IPTG induzierbar ist, zerstort. Diese Bakterien kbnnen das
Farbsubstrat X-Gal nicht umsetzen und wachsen deshalb als weil’e Kolo-
nien. Im Gegensatz dazu bilden die anderen, mit nicht-rekombinanten

Plasmiden transformierten Bakterien, blaue Kolonien.

Material:

LB-Medium

Ampicillin-Lésung (100 mg/ml)

X-Gal-Lésung (5-Bromo-4-Chloro-3-Indol-j-
D-Galaktosid in Dimethylformamid ;50 mg/ml)

IPTG-L6sung (Isopropylthiogalaktosid) 100 mM
LB-Agar 0,6 % (w/v) Agar in LB-
Medium, 50 pg /ml Ampicil-
lin-Lsg.
SOC Medium pH 7,0
Trypton 20g
Hefeextrakt 0,5¢
NaCl 10 mM
KCI 2,5 uM
Mg** 20 uM
Glucose 20 mM

FiUr die weitere Kultivierung wurden jeweils 10 positive Klone gepickt und
in einer 5 ml UN-Kultur bei 37 °C herangezogen, worauf die Plasmide in

einer Minipraparation isoliert werden konnten (s. Pkt. 2.4.7).
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2.4.7. Plasmid-Minipraparationen

Die Plasmid-Minipraparation ermdglicht eine qualitative Isolierung der
Plasmid-DNA aus E.coli. Prinzip ist die alkalische Lyse der Bakterienzell-
wand (Birnboim und Doley, 1979) mit anschlieRender Neutralisierung zur
Renaturierung der Plasmid-DNA.

Dazu wurde eine 5 ml LB-Kultur mit einer positiven Kolonie (s. Pkt.
2.4.6.2) inokuliert und UN bei 37 °C und 250 rpm (im Schittelinkubator)
inkubiert. Nach einer Zentrifugation fur 10 Minuten bei 4 °C und 2.000 x g
wurde das Zellpellet in 250 ul Puffer P1 resuspendiert. Es folgte eine Zu-
gabe von 250 pl Puffer P2, Invertieren des Zentrifugenréhrchens und Zu-
setzen von 350 pl P3. Bei RT erfolgte eine Zentrifugation fur 10 Minuten.
Der Uberstand wurde auf eine Quiagen-Saule (Quiaprep Spin Column)
gegeben und 30 Sekunden bei 14.000 x g zentrifugiert. Nach einem
Waschvorgang mit 750 ul Puffer PE (30 Sekunden bei 14.000 x g) und
erneutem Zentrifugieren zur restlosen Entfernung des Waschpuffers wur-
de die Plasmid-DNA in 50 ul TE-Puffer eluiert (30 Sekunden bei 14.000 x

g9)-

Material:

Puffer P1 (Resuspensionspuffer)

Tris/HCI 50 mM

RNase A 100 pg/ml (w/v)

EDTA pH 8,0 10 mM
Puffer P2 (Lysepuffer)

NaOH 200 mM

SDS 1%
Puffer P3 (Neutralisierungspuffer)

Kaliumacetat pH 5,5 3M

Puffer PE
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2.4.7.1. Restriktion

Nach erfolgter Minipraparation wurden die isolierten Plasmide einer Kon-
trollrestriktion unterzogen. Dabei sollte die Prasenz der korrekten Insert-
DNA nachgewiesen werden.

10 pl des Eluats wurden mit einfach konzentriertem enzymspezifischen
Puffer und je 1 ul Apa | und Pst | versetzt und 1 Stunde bei 37 °C inku-
biert. Die Reaktion wurde anschliefend durch Zugabe von 1/10 Vol. Gel-
Probenpuffer gestoppt und der Ansatz in einem 3 %igen Agarosegel auf-
getrennt (s. Pkt. 2.4.3.2).

Material:

OPA 10 X

Apa | 10 U/pl
Pst | 10 U/ul

2.4.8. Northern Blot Analyse
Bei der Northern Blot Analyse wird RNA gelelektrophoretisch aufgetrennt

und durch einen Strom von Pufferflussigkeit durch Kapillarkrafte auf einen
Filter transferiert. Nach Fixierung auf eine Nitrocellulosemembran ist die
Hybridisierung mit einer DNA-Sonde moglich. Die markierte Sonde wird
nur dort binden, wo sie komplementare RNA vorfindet und kann durch
Autoradiographie lokalisiert werden. Das angefertigte RNA-Gel (s. Pkt.
2.4.3.1) wurde auf Integritat der RNA Uberpruft und mit einem Photo unter
UV-Licht dokumentiert.

Fiar den Transfer der RNA auf einen Nylonfilter (Biodyne A, PALL) wurde
die Blotapparatur (s. Abb. 2.4.10-1) folgendermal3en zusammengesetzt: 3
Lagen 3MM Whatman Papier wurden in das mit 10 X SSC beflllte Puffer-
reservoir eingebracht. Das Gel wurde auf das Blotpapier gelegt und luft-
blasenfrei mit einer Nylonmembran bedeckt. Die Gelrander wurden an-
schliefend mit Parafilm abgedichtet, um den Lauf des Puffers nur durch

die Membran zu gewahrleisten. Im Anschlul® wurde die Membran mit wei-
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teren Lagen 3 MM Whatman Papier, saugfahigem Zellstoff und einem
Gewicht (1 kg) bedeckt. Nach dem Transfer von 20 Stunden erfolgte die
Fixierung der RNA im UV-Licht (254 nm, 5 Minuten) auf der Nylonmem-

bran.

SGewicht

- Glasscheibea
- Fellsteff

IMM-Papier
Farafilm
Agarasegel
Glaszscheibe
SMM-Papier

Glaswanne
10 X 38C

Abb. 2.4.10-1 Northern-Blot-Apparatur

Die Skizze zeigt den Transfer von RNA auf eine Nylonmembran. Der Fliissigkeits-
strom erfolgt vom Pufferreservoir nach oben zum Zellstoff, dadurch werden die
Nukleinsduren aus dem Agarosegel auf die dariiberliegende Nylonmembran
tibertragen. Kleine Fragmente (<1000 bp) benétigen 1-2 Stunden, grofiere (>12
kb) mindestens 15 Stunden.

2.4.8.1. Radioaktive Markierung von DNA
Die Markierung von DNA-Sonden zur spateren Hybridisierung mit RNA

erfolgte radioaktiv mit a->*P-dCTP und wurde nach der "random primed"
Methode (Feinberg und Vogelstein, 1983) durchgefuhrt. Das Verfahren
basiert auf der Hybridisierung einer Hexanukleotidmischung verschieden-
ster Basensequenz an das zu markierende DNA-Fragment mit anschlie-
Render Synthese des komplementaren Stranges von den 3'-Enden der
Hexanukleotide her. Das radioaktiv markierte o->*P-dCTP wird in dem neu
synthetisierten Strang als Substrat eingebaut.

Zur Markierung wurden 50 ng gereinigter DNA dem Standardprotokoll vom

,Oligolabelling Kit' (Pharmacia Biotech) folgend in die Reaktion eingesetzt:
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DNA (50ng) 34 ul
a*?P-dATP (3000 Ci/mmol) 5 ul
(50 uCi)

Reagent Mix 10 pl
ddH,0 ad 49 yl
Klenow Fragment (10 U/pl) 1 ul

Der Reaktionsansatz wurde fur 60 Minuten bei 37 °C inkubiert und an-
schlielend durch Hinzufliigen von 5 ul 0,2 M EDTA (pH 8) gestoppt.

2.4.8.2. Aufreinigung von Sonden

Vor der Hybridisierungsprozedur erfolgte eine Aufreinigung der Proben mit
Gelpermeationschromatographien mit Sephadex G-25 zur Entfernung
nicht eingebauter dNTP's. Dabei wurden vorgefertigte Saulen mit 3 ml
Gelbettvolumen (NAP-10, Pharmacia) mit einem Volumen H,O aquilibriert,
die Probe aufgetragen und mit 1,5 ml H>O eluiert. Ein Aliquot der Probe
von 10 upl wurde entnommen und die Radioaktivitat der DNA mit einem

Szintillationszahler ermittelt (LKB Pharmacia).

2.4.8.3. DNA-RNA-Hybridisierungen

RNA wurde nach dem Transfer auf eine Nylonmembran Uber eine Hybridi-
sierung mit radioaktiv markierten DNA-Sonden nachgewiesen. Zur Blok-
kierung unspezifischer Bindungen der DNA-Sonde an die Membran er-
folgte zunachst eine Inkubation flr 4 Stunden bei 42 °C in Prahybridisie-
rungslésung. Dazu wurde der Filter in Folie eingeschweifl3t und mit Prahy-
bridisierungslosung versetzt (40 ml/100 cm? Filterflache). AnschlieRend
wurde die Losung durch Hybridisierungslosung mit hitzedenaturiertem ra-
dioaktivem Sondenmaterial ersetzt (3 ml/100 cm?). Die Inkubation fand bei
42 °C Uber Nacht im Wasserbad statt. Um nicht hybridisiertes und unspe-
zifisch gebundenes DNA-Sondenmaterial vom Filter zu entfernen, wurde
dieser fur 15 Minuten in 6 X SSC, danach fur 10 Minuten bei RT in 0,1 X
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SSC/0,1 % SDS (w/v) gewaschen. Danach wurde der Filter zur Exposition
auf einem Rontgenfilm (Kodak X-OMAT AR) unter Verwendung einer Ver-
starkerfolie bei —70 °C gelagert.

Material:

Prahybridisierungslosung (50 % Formamid)

Formamid 50 % (v/v)
SSC 20 X 25 % (viv)
Na;HPO4 (1 M, pH 6) 5 % (viv)
Fisch-DNA (denaturiert) (10 mg/ml) 0,8 % (viv)
SDS 0,1 % (w/v)
Denhardt's Losung 100 X 5 % (viv)
Magermilchpulver 1 % (wiv)
NasP.07 (0,1 M) 2 % (viv)

Hybridisierungslosung
Prahybridisierungslésung mit o->2P-
dCTP markierter DNA-Sonde 1-2 * 10° cpm/ml

2.4.9. Reverse Northern Analyse

Diese Methode wurde entwickelt, um die Anzahl sogenannter falsch-
positiver’ Fragmente aus dem Differential Display zu reduzieren (Zhang et
al, 1996). Mit einer vergleichbar geringen Menge RNA (20 ug) kann eine
Vielzahl von cDNA-Fragmenten tUberpruft werden. Prinzipiell wird RNA der
zu vergleichenden Proben per Reverser Transkription mit a-*’P-dCTP
markiert und zur Hybridisierung mit den isolierten aus dem Differential
Display stammenden cDNA-Fragmenten verwendet. In einem einzigen
Experiment kann somit ein Groldteil der ,falsch-positiven Fragmente elimi-
niert werden. Fur die Durchfihrung wurde laut Vorschrift der Firma Gen-
Hunter verfahren. Die isolierte Gesamt-RNA der im Differential Display
verarbeiteten Proben (s. Pkt. 2.4.1.1) wurde vor der Markierung zunachst

qualitativ per Gelelektrophorese Uberpruft (s. Pkt. 2.4.3.1).
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Folgende Reaktion wurde je RNA-Spezies in ein PCR-Reaktionsgefald

angesetzt:

5 X RT-Puffer

dNTPs (ohne dCTP) 500 yM
Top-Primer

Gesamt-RNA

a->2-P-dCTP

ddH,0

Die Inkubation erfolgte fur 5 min bei 65 °C, 60 min bei 37 °C und 5 min bei

75 °C. Reverse Transkriptase (4 pl) wurde 10 Minuten nach Beginn der

Inkubationsphase bei 37 °C hinzugefligt. Die Aufreinigung der Sonden

erfolgte gelpermeationschromatographisch mit Sephadex G-50, um nicht

eingebaute dNTPs zu entfernen (s. Pkt. 2.4.8.2).

Material:
Reverser Transkriptionspuffer (5 X)
Tris/HCI pH 8,3
KCI
MgCl,
Dithiotheitrol
MMLYV Reverse Transkriptase (100 U/pl)
Too-Primer (2 pM)
dNTPs (ohne dCTP) (500 uM)
a->?P-dCTP (3.000 Ci/mM)
Sephadex G-50 Spin Columns

2.4.9.1. Dot Blotting

Prinzip der Dot Blot Hybridisierung ist die Ubertragung einer Vielzahl von

DNA-Fragmenten auf eine Nylonmembran, die dann mit einer entspre-

chenden Sonde hybridisiert werden kann. Dazu wurden zunachst nach
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Isolierung und Reamplifikation aus dem Differential Display Gel die ent-
sprechenden Fragmente nach Ligation in pGEM in E.coli transformiert (s.
Pkt. 2.4.6.2). Uber Blau-WeiR-Screening wurden 10 positive E.coli-
Kolonien mit einer sterilen Impfdse in je 5 ml LB Medium Uberfiihrt und UN
bei 37 °C inkubiert. Zur Plasmidisolierung folgte die Minipraparation (s.
Pkt. 2.4.7) und eine Kontrolle des Inserts im Agarosegel nach entspre-
chender Restriktion (s. Pkt. 2.4.7.1). Zur Herstellung der Amplifikate wurde
eine PCR mit flankierenden Primern aus pGEM-T durchgefuhrt:

10 X PCR-Puffer 5 ul
dNTPs 2 mM 5 pl
Primer SP 6 (5'-flankierend) 5 uM 5 ul
Primer T 7 (3'-flankierend) 5 pM 5 pl
Plasmid-DNA 0,5 ul
ddH,0 29 ul
Tag-DNA-Polymerase (5 U/pl) 0,5 ul

Die Amplifikate (30 pl) wurden mit 10 yl 2 N NaOH unter gleichzeitigem
Aufkochen flr 5 Minuten denaturiert und durch Addition von 10 ul 3 M
NaOAc pH 5,0 neutralisiert. Anschlieend wurde das Volumen der Proben
mit ddH20 auf 110 pl eingestellt. Mit einer Dot-Blot-Apparatur von Biome-
tra (,Dot Blot 96', s. Abb. 2.4.9.1-1) erfolgte der DNA-Transfer auf eine
Nylonmembran. Eine passend zurechtgeschnittene Nylonmembran wurde
kurz in 10 X SSC aquilibriert und in die Apparatur eingespannt. In jede
Vertiefung wurde 10 X SSC eingefullt und per Vakuum durch die Membran
gesaugt. Dies wurde einmal wiederholt. Anschliel3iend wurden die Vertie-
fungen mit den Proben beschickt (10 yl der cDNA mit 10 pl 20 X SSC),
wobei jede Probe zweifach an korrespondierender Stelle aufgetragen wur-
de. Nach einem Waschvorgang mit 10 X SSC wurde die Membran minde-
stens 20 Minuten getrocknet und anschlielend per UV-Licht (Stratalinker,

Stratagene) fixiert.
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Decke] ————— Schraube
Membran ———— '

Whatman 3MM Filterpapier ——— @
Silikonmatte ——

Auflage —
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wanne
— Vakuumanschlug
Abb. 2.4.9.1-1 Dot-Blot Apparatur
Material:
10 X PCR-Puffer
Tris/HCI 100 mM
KCI 500 mM
MgCl, 15 mM
Gelatine 0,01 %

2.4.9.2. Dot Blot Hybridisierung

Die Membran wurde zunachst flir 4 Stunden bei 42 °C in Prahybridisie-
rungslésung inkubiert. Dieser Schritt diente der Blockierung unspezifischer
Bindungen der DNA-Sonde an die Nylonmembran. Danach wurde die
Membran mit dem hitzedenaturierten radioaktiven Sondenmaterial versetzt
und zur Hybridisierung Uber Nacht bei 42 °C im Wasserbad inkubiert. Die
Membran wurde zweimal fur 15 Minuten in 1 X SSC/0,1 % SDS (w/v) bei
RT und anschlielRend fir 15 Minuten bei 60 °C in 0,25 X SSC/0,1 % SDS
(w/v) gewaschen, um nicht hybridisiertes Sondenmaterial vom Filter zu

entfernen. Zur Exposition wurde der Nylonfilter auf einem Rdntgenfilm
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unter Verwendung einer Verstarkerfolie bei -70 °C gelagert. Nach einer

Expositionszeit von 3 Tagen wurde der Film entwickelt.

Material:

Prahybridisierungslosung (50 % Formamid)

Formamid 50 % (viv)
SSC 20 X 25 % (vIv)
Na,; HPO4 (1 M, pH 6) 5 % (viv)
Fisch-DNA (denaturiert) (10 mg/ml) 0,8 % (viv)
SDS 0,1 % (w/v)
Denhardt's Losung 100 X 5 % (viv)
NasP,07 (0,1 M) 2 % (viv)

Hybridisierungslosung
Prahybridisierungsldosung mit
a-32 P-dCTP markierter DNA-Sonde 1-2 * 10° cpm/ml

2.4.10. Sequenzierung

Die Sequenzierung der differierenden Fragmente wurde als Fremdauftrag

mit einem ALF-Sequenziergerat der Firma Promega durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Arbeitsverlauf

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen von Schwerelosigkeit auf die
Genexpression in primaren bovinen Osteoblasten untersucht. Es sollte
geklart werden, ob Gene durch kurze Phasen von Schwerelosigkeit, wie
sie in einem Parabelflug erreicht werden, aktiviert oder supprimiert wer-
den. Dazu wurden Zellkulturen verschiedenen Bedingungen ausgesetzt

und die Genexpression mit der Differential Display Methode untersucht.

Folgendes Schema gibt eine Ubersicht Uber die durchgefihrten Experi-

mente und den Arbeitsverlauf:

Experimente mit primaren bovinen Osteoblasten:
4 Parabelflug mit Influgkontrollexperiment
@ Kontrollexperimente im Labor
-Zentrifugation bei 1,89

-Zelldehnungsexperiment

Analyse der Genexpression
4 RNA-Isolation
¢ Differential Display: Isolierung und Reamplifizierung
differierender Fragmente
4 Subklonierung von Fragmenten
# Bestatigungsverfahren: Reverse Northern Analyse,
Northern Blot Analyse

€ Sequenzierung
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3.2. Analyse der Genexpression

3.2.1. RNA-Isolation und Qualitatskontrolle

Die RNA-Isolierung der Zellkulturen, die unterschiedlichen experimentellen
Bedingungen (s. Pkt. 2.3.1-2.3.2.2) ausgesetzt waren, erfolgte nach der
Guanidinium-Isothiocyanatmethode (s. Pkt. 2.4.1.1).

Nach einer photometrischen Konzentrationsbestimmung und Qualitatsbe-
urteilung (s. Pkt. 2.4.2) wurden 20 ug der RNA in einem denaturierenden 1
%igen Agarose-Formaldehydgel gelelektrophoretisch aufgetrennt (s. Pkt.
2.4.3.1) und anhand der 18S und 28S Banden die Integritdt der RNA
uberpruft. Folgende Abbildung zeigt die Dokumentation mit einer Polaroid-
sofortbildkamera (Abb. 3.2.1-1).

Die im Gel separierte RNA wurde flr spatere Northern Blot Analysen per
Northern Blotting auf einen Filter transferiert und fixiert (s. Pkt. 2.4.8).

Abbildung 3.2.1-1 1 %iges Agarosegel der RNA-Proben

18S und 28S Banden sind deutlich erkennbar, wobei die 28S RNA -Bande doppelt
so intensiv erscheint;

FOg = Parabelflug; FK = Influgkontrolle; 1,8g = Zentrifugation bei 1,8g;

D = Dehnung; DK = Dehnungskontrolle.
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3.2.2. Differential Display

Die RNA-Proben wurden nach einer DNase-Behandlung (s. Pkt. 2.4.1.2)
zur Entfernung von DNA-Kontaminationen im Differential Display-
Verfahren eingesetzt. Die unter Abschnitt 2.4.4 ausfuhrlich beschriebene
Methode ermoglichte den simultanen Vergleich einer Grolizahl von
MRNA-Spezies aus Zellen, die unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt
waren, mit dem Ziel, differentiell exprimierte Gene zu entdecken und zu
identifizieren. In der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression von 5

verschiedenen Zellkulturen verglichen:

1. Parabelflug (FOQ)

2. Influgkontrolle mit 1g-Zentrifugation (FK)
3. Zentrifugation bei 1,8 g (1,89)

4. Dehnung (D)

5. Dehnungskontrolle (DK)

In einer Reversen Transkriptionsreaktion wurden die RNA-Proben (200
ng) mit Hilfe von vier Poly-d(T)-Primern (s. Pkt. 2.4.4.1) zunachst in 4
Subpopulationen unterteilt und anschlie®end in einer Kombination mit un-
terschiedlichen 5'-Primerdekameren in einer Polymerasekettenreaktion
weiter separiert (s. Pkt. 2.4.4.2). Die radioaktiv markierten cDNA-
Fragmente wurden anschlielend gelelektrophoretisch in einem nicht-
denaturierenden Gel aufgetrennt (s. Pkt. 2.4.4.3).

In der vorliegenden Arbeit wurde das Differential Display mit den vier ver-
schiedenen Poly-d(T)-Primern in Kombination mit funf 5'-Primern durch-
gefuhrt (AP 16-20), also 20 verschiedene Primerkombinationen je experi-
menteller Ansatz. Dies entspricht 25 Prozent der Gesamtzahl moglicher
Primerkombinationen.

Im folgenden sollen die einzelnen Arbeitsschritte der Differential Display -

Analyse anhand der Ergebnisse dokumentiert werden.
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3.2.3. Differential Display Analyse

Das Bandenmuster aller Reaktionen wurde verglichen mit dem Ziel, Un-
terschiede zwischen den einzelnen Proben zu entdecken. Dabei wurden
die 5 verschiedenen Proben (Parabelflug, Influgkontrolle, 1,8g-
Zentrifugation, Dehnung und Dehnungskontrolle) stets parallel zum direk-
ten Vergleich auf das Gel aufgetragen. Um die Zahl der ,falsch-positiven’
Fragmente zu reduzieren, wurde eine Duplikat-PCR jeder Reaktion durch-
gefuhrt und daneben aufgetragen. Aul’erdem wurden nur eindeutige Si-
gnale auf der Autoradiographie bertcksichtigt, die in der entsprechenden
Spur als deutliche und in einer anderen Spur Uberhaupt nicht erkennbar
waren.

Untenstehende Abbildung zeigt die Autoradiographie eines Differential
Display-Gels (Abb. 3.2.3-1).
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Abb. 3.2.3-1 Differential Display-Gel

Die Autoradiographie eines Differential Display-Gels der Primerkombinationen
API17MT, APISMT und AP19MT ist hier reprdsentativ fiir alle durchgefiihrten
Experimente dargestellt. Die zu vergleichenden Proben sind jeweils parallel auf-
getragen, daneben die Proben aus der Duplikat-PCR.

Die radioaktiv markierten (**P-dATP) PCR-Amplifikate wurden in einer

5 %igen Polyacrylamidgelelektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingun-
gen aufgetrennt (s. Pkt. 2.4.4.3). FOg = Parabelflug; FK = Influgkontrolle,

1,8g = Zentrifugation bei 1,8g; D = Dehnung; DK = Dehnungskontrolle
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Beim Vergleich der Bandenmuster der 20 Primerkombinationen fielen 9
differierende Fragmente in den Gelen auf, die in den folgenden Gelaus-

schnitten dargestellt sind.

I Fog Fk 1.89 D DK Duplikate

Fog FK 189 D DK

Abb. 3.2.3-1 Differential Display Produkte, Fragment Nr. 1

Dargestellt ist ein vergrofierter Ausschnitt aus einem Differential Display Gel.
Der Pfeil weist auf Fragment Nr. 1, das nur in der 1,8g-Probe auftauchte. Das
Fragment wurde aus dem Gel isoliert und reamplifiziert.

Es wurden nur solche Fragmente beriicksichtigt, die ebenfalls in den Duplikaten
auftraten.

FOg = Parabelflug; FK = Influgkontrolle; 1,8 g = 1,8 g-Zentrifugation;

D = Dehnung, DK = Dehnungskontrolle. Duplikate = Reaktionen der Duplikat-
PCR in derselben Reihenfolge aufgetragen,

Primerkombination: AP20MC
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Abb. 3.2.3-11 Differential Display Produkte, Fragment Nr. 2

Markiert ist in diesem Ausschnitt das Fragment Nr. 2, welches als distinkte Bande
nur in der 1,8g-Probe sichtbar war, was nebenstehende Duplikat-PCR bestdtigte.
Das Fragment wurde aus dem Gel isoliert und reamplifiziert.

FOg = Parabelflug; FK = Influgkontrolle; 1,8¢ = Zentrifugation bei 1,8g;

D = Dehnung; DK = Dehnungskontrolle; Primerkombination: AP17MT

111

F0g FK1.8g D DK Duplikate

Abb. 3.2.3-111 Differential Display Produkte, Fragment Nr. 3

In dieser Detailansicht ist Fragment Nr. 3 markiert. In beiden PCR-Reaktionen
zeigt sich eine sehr deutliche zusitzliche Bande in der 1,8g-Probe. Nach Isolie-
rung aus dem Gel erfolgte die Reamplifizierung.

FOg = Parabelflug; FK = Influgkontrolle; 1,8g = Zentrifugation bei 1,8g;
D = Dehnung, DK = Dehnungskontrolle; Primerkombination: AP17MT
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Duplikate

| \Y FOg FK 1.8g D DK

Abb. 3.2.3-1V Differential Display Produkte, Fragment Nr. 4

Dargestellt ist ein Gelausschnitt, in dem in der Influgkontrollprobe im Unter-
schied zu allen anderen Proben keine Bande sichtbar war.

Sichtbare Banden wurden als Fragment Nr. 4 isoliert. Die weifSen Punkte

auf dem Gel zeigen die Markierung auf dem Rontgenfilm zur Isolierung aus dem
Gel an. Das Fragment wurde anschliefSend reamplifiziert und subkloniert.

FOg = Parabelflug; FK = Influgkontrolle; 1,8¢ = Zentrifugation bei 1,8g; D =
Dehnung; DK = Dehnungskontrolle; Primerkombination: AP17MC

V FOgFK 1.8g D DK

Abb. 3.2.3-V Differential Display Produkte, Fragmente Nr.5 und Nr.6

Der Vergleich der 5 Proben zeigt 2 zusdtzliche Banden in den Proben 1,8g, D
und DK. Die als Fragmente Nr. 5 und Nr. 6 bezifferten Banden wurden aus dem
Gel isoliert und reamplifiziert.

FOg = Parabelflug; FK = Influgkontrolle; 1,8g = Zentrifugation bei 1,8g;

D = Dehnung; DK = Dehnungskontrolle; Primerkombination: AP20MC
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Duplikate

VI FO0g FK1.8g D DK

Abb. 3.2.3-VI Differential Display Produkte, Fragment Nr. 7

Der Pfeil zeigt auf eine schmale Bande, die nur in der 1,8g-, D- und DK-Probe
auftaucht. Das Fragment Nr. 7 wurde aus dem Gel isoliert und reamplifiziert.
F0g = Parabelflug;, FK = Influgkontrolle; 1,8¢ = Zentrifugation bei 1,8 g;

D = Dehnung; DK = Dehnungskontrolle; Primerkombination: AP16MC.

VIl

F0g FK1.8g D DK Duplikate
Dl
?’ ; £ ..-x B ,.:{ i .

Abb. 3.2.3-VII Differential Display Produkte, Fragmente Nr. 8 und 9

Dargestellt sind die Fragmente Nr. 8 und Nr. 9. Beide sind als deutliche zusdtzli-
che Banden in der Probe FOg und FK erkennbar. Nebenstehende Duplikat-PCR
bestdtigt dies. Die Banden wurden aufgrund ihrer rdumlichen Ndhe auf dem Gel
knapp ausgeschnitten und reamplifiziert.

Og = Parabelflug, FK = Influgkontrolle; 1,8¢ = Zentrifugation bei 1,8g;

D = Dehnung, DK = Dehnungskontrolle; Primerkombination: AP 18MT
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Es wurden insgesamt 9 differierende Fragmente entdeckt, die im Verlauf
noch genauer charakterisiert und Uberprift wurden. Zusammenfassend

betrachtet ergab die Analyse des Differential Displays:

1. Es zeigten sich auffallige Unterschiede zwischen den Flugpro-
ben (FOg und FK) und den Laborproben (1,8g, D und DK), wobei
2 Fragmente (Fragment Nr. 8 und Nr. 9) nur in den Flugproben
und 3 Fragmente (Fragmente Nr. 5, 6 und 7) nur in den Labor-
proben sichtbar waren.

2. Die 1,8 g-Probe wies 3 zusatzliche Banden auf (Fragmente Nr.
1, 2 und 3).

3. In der Influgkontrolle (FK) fehlte eine Bande im Vergleich zu al-
len anderen Proben (Fragment Nr. 4). Weitere Unterschiede
konnten jedoch im Vergleich von Parabelflugprobe zu Influgkon-
trolle nicht detektiert werden.

4. Zwischen der Dehnungsprobe (D) und der Dehnungskontrolle

(DK) zeigten sich keine Unterschiede im Bandenmuster.

3.2.4. Isolierung und Reamplifizierung von differierenden Fragmenten

Zur Isolierung der Fragmente wurde die Autoradiographie exakt dek-
kungsgleich auf das Gel aufgebracht und die Banden mit einem sterilen
Skalpell knapp aus dem Gel geschnitten, mit 1 ul sterilem H,O aufge-
nommen und direkt fur eine erneute PCR-Reaktion zur Reamplifizierung
eingesetzt, wobei jeweils das gleiche Primerpaar wie in der originalen
PCR verwendet wurde, jedoch mit einer erhdhten dNTP-Konzentration (20
MM) und in Abwesenheit radioaktiv markierter Nukleotide (s. Pkt. 2.4.4.4).
Die PCR-Produkte wurden in einem 3 %igen Agarosegel aufgetrennt (s.
Pkt. 2.4.3.2) und aus dem Gel extrahiert (s. Pkt. 2.4.3.3). Die Geleluate
wurden anschlief3end zur Ligation eingesetzt.

Folgende Abbildung zeigt die reamplifizierten Fragmente (Abb. 3.2.4-1).
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Abb. 3.2.4-1 Reamplifizierte Differential Display Produkte im Agarosegel

Die aus dem Differential Display Gel isolierten Fragmente wurden mit derselben
Primerkombination wie in der Original-PCR reamplifiziert und in einem 3 % igen
Agarosegel separiert. Mit dem zusdtzlich aufgetragenen Standard wurde die
Fragmentgrofie mit den Fragmenten auf den Differential Display Gelen vergli-
chen. Die Numerierung der Fragmente entspricht denen der Abb. 3.2.3-1-VIL

3.2.5. Subklonierung, Transformation und Minipraparation

Die aus dem Gel extrahierten cDNA-Fragmente wurden in den Vektor
pGEM-T ligiert (s. Pkt. 2.4.5) und in kompetente E. coli transformiert (s.
Pkt. 2.4.6.2). Per Blau-Weil3-Screening wurden die positiven Kolonien se-
lektiert und jeweils 10 positive Klone in einer 5 ml UN-Kultur bei 37 °C flr
eine Minipraparation herangezogen (s. Pkt. 2.4.7). Die Minipraparation
ermdglichte die qualitative Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli.

Eine Restriktionskontrolle diente zur Uberpriifung der Ligation (s. Pkt.

2.4.7.1). Hierzu wurde das cDNA-Insert unter Verwendung der Restrikti-
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onsenzyme Apa | und Pst | herausgeschnitten, deren Erkennungssequen-
zen flankierend zum Insert lokalisiert sind. Das Reaktionsprodukt wurde in
einem 3 %igen Agarosegel separiert. Mittels eines zusatzlich aufgetrage-
nen Standards konnte die ungefahre Grofle abgeschatzt und mit den
PCR-Produkten auf dem Display verglichen werden (s. Abb.3.2.5-1 und
Abb. 3.2.5-2).

400 bp
300 bp
200 bp —

S 7a 7b 7c 7d 7e Tf

11

400 bp E

300 bp
200 bp—

Abb. 3.2.5-1 3 % iges Agarosegel der Restriktion mit Apa I und Pst 1

Mit der Kontrollrestriktion wurden die Plasmide auf ihr Insert iiberpriift, welches
bei einer erfolgreichen Ligation, Transformation und Plasmidprdparation im
Agarosegel als Bande bei folgenden Klonen sichtbar war:

I Kionnummern 8b, 8c, 9a und 9b
11 Kione 2a, 2d und 2e

III Kione 7¢, 7d, 7e und 7f
Die Klone entstammen den Fragmenten 8 (8a, 8b, 8c), 9 (9a, 9b, 9c, 9d und 9e), 2
(2a, 2b, 2c, 2d, 2e und 2f) und 7 (7a, 7b, 7c, 7d, 7e und 7f) aus dem Display.
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1V

S 4a 4b 4c 4d 4e

400 bp
300 bp>
200 bp—

VII

Abb. 3.2.5-2 3 %iges Agarosegel der Restriktion mit Apa I und Pst I

Mit der Kontrollrestriktion wurden die Plasmide auf ihr Insert iiberpriift, welches
bei einer erfolgreichen Ligation, Transformation und Plasmidprdparation im
Agarosegel als Bande bei folgenden Klonen sichtbar war:

1V Kionnummern 1b, Icund le
V Kionnummern 4a, 4b, 4c, 4d und 4e
VI Kionnummern 5a, 5b, 6a und 6b

VII Kionnummer 3a
Die Klone entstammen den Fragmenten I (la-1e), 4 (4a-e), 5 (5a und 5b),
6 (6a und 6b) und 3 (3a) aus dem Display.




Ergebnisse 67

Die Eluate der Minipraparation, die in der Restriktion ein Insert aufwiesen,
wurden anschlieBend fur die weiteren Verfahren der Reverse Northern

Analyse, der Northern Blot Analyse und der Sequenzierung verwendet.

3.2.6. Reverse Northern Analyse

Zur Uberpriifung der cDNA-Sequenzen der differentiell exprimierten Gene
aus dem Differential Display wurde die Reverse Northern Analyse durch-
gefuhrt. Mit einer vergleichbar geringen Menge RNA (20 pg) kann eine
Vielzahl von cDNA-Fragmenten in einem Versuchsansatz untersucht wer-
den.

Zunachst wurden die durch Subklonierung, Transformation und Miniprapa-
ration gewonnenen cDNA-Fragmente, die in der Restriktion ein Insert auf-
wiesen (s. Abb. 3.2.5-1 und Abb. 3.2.5-2) per PCR mit flankierenden
pGEM Primersequenzen (SP6 ,T7) amplifiziert und mit einer Dot Blot Ap-
paratur auf eine Nylonmembran transferiert (s. Pkt. 2.4.9.1). Im folgenden
wird die Bezeichnung der amplifizierten Fragmente aus Abbildung 3.2.5-1
und 3.2.5-2 beibehalten.

Zur Herstellung der Sonden wurden die zu vergleichenden RNA-Proben
mit **P-dCTP (iber eine Reverse Transkription radioaktiv markiert (s. Pkt.
2.4.9). Das Sondenmaterial wurde aufgereinigt (s. Pkt. 2.4.8.2) und UN mit
jeweils einer praparierten Membran hybridisiert (s. Pkt. 2.4.9.2). Anschlie-
Rend wurden die Membranen gewaschen, um nicht hybridisiertes Son-
denmaterial vom Filter zu entfernen. Die Exposition auf einem Rontgenfilm
erfolgte fur 3 Tage.

Folgende Abbildungen zeigen die Ergebnisse der Reversen Northern
Analyse (Abb. 3.2.6-1 und 2).
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DKy SRR

Abb. 3.2.6.-1 Reverse Northern Analyse FOg/DK
Erlduterung siehe Text. FOg = Parabelflug; DK = Dehnungskontrolle;

In einem ersten Dot Blot Verfahren (s. Abb. 3.2.6-1) wurden die Frag-
mente Uberprift, die auf dem Display entweder nur in den Flugproben
(Fragment Nr. 8 und Nr. 9; s. Abb. 3.2.3-VIl) oder nur in den Laborproben
erkennbar waren (Fragmente Nr. 5, 6 und 7; s. Abb. 3.2.3-V-VI). Die Filter

wurden an korrespondierenden Stellen mit den amplifizierten Fragmenten
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(5a,b; 6a,b; 7c,e; 8b,c; 9a,b) beschickt und nachfolgend mit radioaktiv
markierten Sonden aus dem Flug (hier FOg) und aus Laborexperimenten
(hier DK) hybridisiert (s. Pkt. 2.4.9.1 und 2.4.9.2). Die Intensitat der korre-
spondierenden Dots wurde auf der Autoradiographie verglichen, wobei
auffiel, dal® der Filter, der mit cDNA aus Laborproben hybridisiert wurde,
insgesamt eine schwachere Intensitat aufwies. Daher wurden die Intensi-
taten optisch densitometrisch erfal3t und die relativen Intensitatsunter-
schiede bestimmt. Dabei lieRen sich drei der finf untersuchten Fragmente

im Dot Blot Verfahren bestatigen:

Fragmente Dot Blot Auswertung Bestatigung
5(a, b) (L) DK:FOg =0.85

6(a, b) (L) |DK:FOg =1.06

7(c,e) (L)  |DK:FOg =1.27 +
8(b, c) (F)  |FOg:DK =1.33 +
9(a, b) (F)  |FOg:DK =1.92 +

Tabelle 3.2.6-1 Aufstellung der Analyse der Signalintensititen des in Abb.
3.2.6-1 dargestellten Dot Blots und Vergleich mit den Ergebnissen aus dem
Differential Display

Die Intensitdt der jeweiligen Signale der Fragmente von F0g wurden mit denen
von DK verglichen, densitometrisch erfafit und das Verhdltnis dargestellt. Frag-
mentbezeichnung: die mit I’ gekennzeichneten Fragmente wurden aus Flugproben
(FOg, FK) isoliert, mit L wurden die aus Laborproben (1,8g, D, DK) isolierten
Fragmente bezeichnet. FOg = Parabelflug; DK = Dehnungskontrolle,

+ bedeutet Bestitigung , - bedeutet keine Bestitigung.

Mit einem weiteren Dot Blot Verfahren wurden die Fragmente Nr. 1, 2 und
3 (s. Abb. 3.2.3-I-1ll) Uberprift, die als differierende Banden in der 1,8g-
Probe entdeckt wurden. Hierzu wurde je ein Nylonfilter mit radioaktiv mar-

kierter Sonde der 1,8g-Probe und einer Kontrollprobe (hier D = Dehnung)



Ergebnisse 70

hybridisiert. Die folgende Abbildung (Abb. 3.2.6-2) zeigt die Autoradiogra-
phie dieser Dot-Blot Hybridisierung.

3a 1b

'

1.89 | 22

2d

1b

/2d

Abb. 3.2.6-2 Reverse Northern Analyse 1,8g/D

Markiert sind die Fragmente aus dem Differential Display, die dort als differie-
rende Banden in der 1,8g-Probe isoliert wurden. Die Intensitdt der korrespondie-
renden Dots wurde zur Uberpriifung optisch densitometrisch ausgewertet. Ampli-
fiziertes Fragment 1b weist in der 1,8g-Probe eine deutliche stirkere Intensitdt
als in der Probe D auf. Bei den Fragmenten 3a und 2a,d wurde kein Signal detek-
tiert, diese konnten somit nicht beurteilt werden.

1,8g = Zentrifugation bei 1,8g; D = Dehnung;
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In diesem Dot Blot konnte ein Fragment (Nr. 1(b)) bestatigt werden, die
relative Intensitat betrug in der 1,8g-Probe 138 % des korrespondierenden
Fragments in der Probe D (D = Dehnung). Die Fragmente Nr. 3(a) und
2(a,d) konnten aufgrund fehlender Signale nicht beurteilt werden.

Dieses Ergebnis bestatigte sich in einem weiteren Dot Blot Verfahren (oh-
ne Abbildung) mit denselben cDNA-Proben.

3.2.7. Northern Blot Analyse

Eine Northern Blot Analyse wurde mit Fragment 8(c) durchgefuhrt, wel-
ches zuvor im Reversen Northern Verfahren bestatigt werden konnte (s.
Pkt. 3.2.6). Die Methode ist durch eine hohe Sensitivitat charakterisiert
und erlaubt die Ermittlung der Grofe der kompletten cDNA. Allerdings wird
fur eine Northern Blot Analyse eine relativ grolRe RNA-Menge von 20 ug
bendtigt. Daher wurde ein Fragment ausgewahlt, welches als deutliches
Signal im Dot Blot bestatigt wurde.

Jeweils 20 pg der zu vergleichenden RNA-Proben wurden in einem
1 %igen Agarosegel unter denaturierenden Bedingungen separiert (s. Pkt.
2.4.3.1) und auf eine Nylonmembran transferiert (s. Pkt. 2.4.8). Das Plas-
mid des Fragments 8c (s. Abb. 3.2.5-1) wurde zur Praparation der DNA-
Sonde mit flankierenden Primern aus pGEM-T per PCR amplifiziert.

In Abb. 3.2.7-1 ist das amplifizierte DNA-Fragment dargestellt.
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Abb. 3.2.7-1 Amplifiziertes Fragment 8c im 1,5 %igen Agarosegel

Die Amplifikation wurde mit flankierenden Primern aus pGEM-T durchgefiihrt.
Der zusdtzlich aufgetragene Standard (S) diente der Konzentrationsabschditzung
des Fragments.

Nach Aufreinigung des DNA-Fragmentes per Gelextraktion (s. Pkt.
2.4.3.3) wurden 50 ng DNA radioaktiv mit a->*P-dCTP markiert (s. Pkt.
2.4.8.1). Die Hybridisierung erfolgte entsprechend dem Protokoll in Ab-
schnitt 2.4.8.3. Nach Prahybridisierung wurde die DNA-Sonde zur Hybridi-
sierung zur Membran gegeben und Uber Nacht bei 42 °C inkubiert. Nach
entsprechenden Waschvorgangen erfolgte die Autoradiographie.

Nach 3 Wochen Expositionszeit konnte kein Signal auf dem Rodntgenfilm

detektiert werden.

3.2.8. Sequenzierungen

Die aus dem Differential Display stammenden cDNA-Fragmente wurden
als Fremdauftrag in einem anderen Labor sequenziert.

Die gewonnenen Sequenzen wurden am NCBI (National Center for Bio-
technology Information am National Institutes of Health (NIH), USA) unter
der URL http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ mit Hilfe des BLAST Servers
Ver. 2.0 auf Homologien zur Sequenzdatenbank GenBank (dbEST, nr)
Uberpruft.

Aus den 9 ermittelten Sequenzen konnten 2 cDNA-Fragmente signifikan-
ten Homologien zugeordnet werden. Im folgenden werden die Sequenzen

dargestellt.
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Fragment Nr. 1
TTTTTTTTTTTTTTGCTAAACCAGATTTTTTGTTCCTTTCTAGTGATTCATGTTT
ATGAAGAGAGTTGAGTTTAACAATCCTAGTTTTTAAAAGAAACTATTTAATGTAA
AATATTCTACTTGTCATTCAGATATTATGTATATCTTCTATGGCCTTTATTCTGT
ACTTTTTAATGTACATATGTCTGTCTGTGTGATTTGTCTATTTCACTGGTTCARAA
AACAAAACATCGAAAGGCTTATGCCAAATGGAAGATAGAATATAAAATAAAATAT
TACTTGTATATTGGT

Fragment Nr. 1 zeigte Uber die gesamte Lange (300bp) eine 93 %ige Ho-
mologie zum humanen Whtba (wingless-type MMTYV integration site family
member 5A). Wnt Gene kodieren eine Familie hochkonservierter Glyko-
proteine, denen eine Rolle bei rezeptorvermittelten interzellularen Signal-
vorgangen wahrend der Embryogenese zugeschrieben wird. Wnt5A wurde
von Clark et al. kloniert (1993).

ref|NM 003392.1|WNT5A| Homo sapiens wingless-type MMTV integration site family,
member 5A

(WNT5A) mRNA >gi|348917|gb|L20861 | HUMWNT5A Homo sapiens

proto-oncogene (Wnt-5a) mRNA, complete cds.

Length = 4114

Score = 307 bits (155), Expect = 8e-82
Identities = 211/226 (93%), Gaps = 4/226 (1%)
Strand = Plus / Plus

Query: 30 ttgttcctttctagtgattcatgtttatgaagagagttgagtttaacaatcctagttttt 89
FEEErrrrrr rrrrrr rerrrrrrrrrrr e et e e et
Sbjct: 3892 ttgttcctttttagtgactcatgtttatgaagagagttgagtttaacaatcctagetttt 3951

Query: 90 aaaagaaactatttaatgtaaaatattctacttgtcattcagatattatgtatatcttct 149
FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct: 3952 aaaagaaactatttaatgtaaaatattctacatgtcattcagatattatgtatatcttct 4011

Query: 150 atggcctttattctgtactttttaatgtacatatgtctgtcec-tgtgtgatttgtctattt 208
\ FErrrrrrrrrrrer rrerrrrrrerr e rerrrr rr rrrrrrrrr rrrnd
Sbjct: 4012 a--gcctttattctgtac-ttttaatgtacatatttctgtcttgcgtgatttgtatattt 4068

Query: 209 cactggttcaaaaacaaaacatcgaaaggcttatgccaaatggaag 254
FEETTEEE T FEETTEEErrr e el
Sbjct: 4069 cactggtttaaaaaacaaacatcgaaaggcttattccaaatggaag 4114

Als ,Query‘ wird in dieser Darstellung die Sequenz der aus dem Differenti-
al Display erhaltenen Sequenzen bezeichnet, als ,Sbjct.” die aus der Se-

qguenzdatenbank stammende homologe Sequenz.
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Fragment Nr. 2
TTTTTTTTTTTTTTTGTACANGGGTTTACGGGTCGGGGTAAGGGAGGTTTCACAC
ATCCTCCTCTGNAGAAGCCCAAATGATGCGAATGGAGAGCGGTGTTTTGCGCGGT
CACGAGCANAGGGCAGCAGTGCCCGCGGGGTCTCGCAAAGTCCAGGAAGCGGAGG
AACTCGGTTCCCGGGGGNCCCAAGCCCACCTGGGGATCAGGAATTCCCGGCTGGG
TGNGGAANGTGGCATGCAACTGGGCAAAGGANATTTGGAGGTACTTTAAAATTAA
ACACAGCAAATCTGGGANTCTGCTGAAATTTTCCAGGNAACNAAAAATCATATGC
ANAACCACTATTTNGAATCCTGNNATGTGCTGTGCTGTGCTNTGCNGTNCNTAAC
CTAAATCCCTTACAATCANNAGTGCGGCCNCNNGCAATTNNNCAANNTGGNAANA
CTCCCAACCN

Fragment Nr. 3
TGTGATCGGACAGTGTGGTTTAATTTATTTAACTGGAATCCTTGCTCTTGTTCGT
GATTAAACTGTGTACAGATGTCATAAGAGGTTGGGTCTCAAGTTTTCATAAAATA
GATGTGATTTTAGTGTTCAGAGTTCTTTCTCTTGTTTAAAGGAATGCTTTCCTAA
TGCCAATAAATGGCCTAACTGCTTTTTAGGTGCAAAAAAAAAAAARAA

Fragment Nr. 4
TGCAGGAGTCGGACATGATGTAGCAACTAAACAGCACCAAAGCTATAGTCACTAT
CTTTTCACATCCTCATTTTATGTGTCCAGTAAGGCATACCAGATTCAGCATATTC
ANAGGAAAATTTTATCCGCCCCACCCACCTCTGCAAAAAAAAAAAAAAA

Fragment Nr. 5
TTTTTTTTTTTTTTTGCCCTAAAAAGCAGTTATGGCCATTTATNGGGCATNAGGA
AAGCATTCCTTTAAACAAGGAGAAAGAACTCTGNAACACTAAAATCACATCTATT
TTATGNNAACTTGTAGACCAACCTCTATGACATCTGTCCACAGTTTAATCACGAA
CAAGAGCAAGGATTCCAGTTNAATAAATTAAACCACACTGTCCGATCACA

Fragment Nr. 6
CGCCGGCTCCGGCCGCCATGGCCGCANGATTGTGATCGGACTTGTGNTTTAATTT
ATTTAACTGGAATCCTTGCTCATGTTCGTGATTATGCTGTGTACAGATGTCATAN
NAGGTTGTGTCTCAAGTTTTCATAAAATAGNTGTGATTTTAGTGTTCAGAGTTCT
TTCTCTTGTTTAAAGGAATGCTTTCCTAATGCCAATAAATGGCNNAANTGCTTTT
TAGGTGCAAAAAAAAAAAAAAA
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Fragment Nr. 7
TCGTCAGTGACACTCTCAGTCCTCCAGCATCTCAACTCGCGAGTCTGTGAAGATT
CGGGGAACCGTTGAGAATAAGGTCCCTGGCCTACACTCTCCTTGNAAGTTGCCTC
CAAGGGGGTGGCTGCGGGGTCGGTGGGCTGTCAGGAGGCTGCTCTGGGGTCGCCC
CGTATGTTCTATGAACACAAATAAACTTGATTTACTGTCAGCAAAAAAAAAAAAA
A

Fragment Nr. 7 zeigte eine partielle Homologie zur humanen DIF-2 Se-
quenz (Differentiation-Dependent gene 2), welches urspringlich aus Mo-
nozyten isoliert wurde. Es wird wahrend des Differenzierungsvorganges
supprimiert (Pietzsch et al, 1997).

emb|Y14551 |HSDIF2 Homo sapiens mRNA for DIF-2 protein
>gi|4503328 |ref|NM 003897.1|DIF2|
Homo sapiens DIFFERENTIATION-DEPENDENT GENE 2 (DIF2) mRNA

Length = 1230

Score = 60.0 bits (30), Expect = 2e-07
Identities = 36/38 (94%)

Strand = Plus / Plus

Query: 167 gtatgttctatgaacacaaataaacttgatttactgtc 204
FEEETEEEr rrrr e e et trrrrr el
Sbjct: 1178 gtatgttctgtgaacacaaataaaattgatttactgtc 1215
Score = 38.2 bits (19), Expect = 0.68
Identities = 19/19 (100%)
Strand = Plus / Plus

Query: 20 tcctccagcatctcaacte 38

FEEErrrrrrrrrrrrr
Sbjct: 1011 tcctccagcatctcaactc 1029

Als ,Query‘ wird in diesem Vergleich die Sequenz der aus dem Differential
Display erhaltenen Sequenzen bezeichnet, als ,Sbjct." die aus der Se-

quenzdatenbank stammende homologe Sequenz.

Fragment Nr. 8
GATTCTGAGCTAGGGAAGGACAGGAAGGAAGGCCTTGTTTATGGTTTTAAGATAT
TACTTGGCCAACACTGACAGTTCTCCAGAAAAAACAGCACATCTCAAAACAAGTA
CTCCGGGAATAAATGCTGTGAAAAGGTATTTTATAACAACTTTCATCTTTTAAAA
TGTTTTGTGTAGGTTTTCCTTTCTCTCATATCNCAAGTGCAATGT
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Fragment Nr. 9
GGAAGGACAGGAAGGAAGGCCTTGTTTATGGTTTTAAGATATTACTTGGCCAACA
CTGACAGTTCTCCAGAAAAAACAGCACATCTCAAAACAAGTACTCCTGGANTAAA
TGCTGTGAAAAGGTATTTTATAACAACTTTCATCTTTTAAAATGTTTTGTGTAGG
TTTTCCTTTCTCTCATATCTCAAGTGCAATGTATAAAATTCANCTTTTCACATGT
ACAATAAACTGTTATCACAAAAAAAAAAAAAA
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4. Diskussion

Knochen ist ein plastisches, dynamisches Gewebe, das standig unter
hormoneller Kontrolle und kérperlichen Belastungen auf- und abgebaut
wird. Beispielsweise flhrt eine andauernde Entlastung durch Immobilisie-
rung und Bettlagrigkeit zu Knochenverlusten und erhohter Frakturgefahr-
dung. Auch bei Astronauten, die langere Zeit schwerelosen Bedingungen
ausgesetzt sind, erfolgt ein Knochenverlust, der durchschnittlich 1-2 % pro
Monat betragt. Wie bereits ausfihrlich in der Einleitung beschrieben, gibt
es viele experimentelle Ansatze zur Untersuchung der Auswirkung von
Schwerelosigkeit auf Knochengewebe in vivo und in vitro. In den bisher
durchgefuhrten Experimenten konnte gezeigt werden, dald Knochenzellen
unter schwerelosen Bedingungen auch Veranderungen hinsichtlich der
Genexpression erfahren. Eine umfassende Genanalyse von unter Schwe-
relosigkeit kultivierten Knochenzellen, die zu einem verbesserten Ver-
standnis zellularer Mechanismen beitragen koénnte, wurde bislang nicht
durchgefihrt.

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen kurzer Phasen von Schwerelo-
sigkeit, erzeugt durch ein Parabelflugmandéver (30 Parabeln mit je 25 Se-
kunden bei 0g), auf die Genexpression in primaren bovinen Osteoblasten
untersucht. Mit der Differential Display Methode wurde das Muster der
Genexpression mit geeigneten Kontrollzellen verglichen. Durch die Wahl
der Methode kdnnen sowohl aktivierte als auch supprimierte Gene detek-
tiert werden. Die Entdeckung neuer Gene ist ebenfalls mdglich.

Die Genanalyse wurde 3 Stunden nach Beginn der schwerelosen Bedin-
gungen durchgefuhrt. Dies bietet die Mdglichkeit der Untersuchung friher
zellularer Ereignisse, die wiederum Hinweise auf aktivierte Signalwege

geben konnen.
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4.1. Methodische Aspekte

4.1.1. Differential Display: Analyse differentieller Genexpression

Zur Analyse differentieller Genexpression wurden in den vergangenen
Jahren neue Methoden entwickelt, darunter das EST-Sequencing (ex-
pressed sequenced tags), die Differential-Display Technik, die SAGE (se-
rial analysis of gene gene expression) und die Microarray Hybridisierung.
Die verschiedenen Methoden weisen spezifische Vor- und Nachteile auf,
auf die in den Ubersichtsartikeln von Carulli et al (1998) und Matz und
Lukyanov (71998) naher eingegangen wird.

In dieser Arbeit fiel die Wahl der Methode zugunsten des Differential Dis-
play aus. Die Differential Display Methode - erstmals von Liang und Par-
dee (Liang und Pardee, 1992) beschrieben - beruht auf der Separation
und Klonierung von mRNA durch Reverse Transkription und Polyme-
rasekettenreaktion. Unterschiede in der Genexpression werden dabei
durch differentielle Bandenmuster im Gel visualisiert. Die Methode ermdg-
licht die Darstellung und den Vergleich von 98 % der mRNA Species einer
Zelle. Ein entscheidender Vorteil dieses Verfahrens ist der niedrige RNA
Bedarf (100 ng) fur eine Expressionsanalyse, da RNA aus Flugproben -
aufgrund des hohen Aufwands - nur in begrenzter Menge vorliegt. Aul3er-
dem ermdoglicht das Verfahren den simultanen Vergleich einer Vielzahl von
Proben durch die parallele Darstellung der verschiedenen Proben in der
Gelelektrophorese. Die Methode zeichnet sich weiterhin durch eine sehr
hohe Reproduzierbarkeit der Signale von Experiment zu Experiment aus
und laRt sich mit einer Standardlaborausristung verhaltnismafig schnell
durchfuhren. Eine Schwache der Differential Display Methode ist die hohe
Zahl sogenannter ,falsch-positiver' Fragmente, verursacht durch artefizielle
PCR-Produkte. In dieser Arbeit wurde versucht, die Anzahl (falsch-
positiver' Signale zu reduzieren: von jeder PCR-Reaktion wurde eine Du-
plikat-PCR durchgefuhrt und anschlieRend wurden nur solche cDNA-
Fragmente aus dem Gel zur Reamplifizierung isoliert, die in beiden Reak-

tionen ein deutliches Signal lieferten. AuRerdem wurden auf der Autora-
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diographie nur Fragmente nach dem ,Alles-oder-Nichts® berlcksichtigt, d.
h. es wurden nur klare, distinkte Banden isoliert, die in einer oder mehre-

ren Spuren vorhanden waren und in den Gbrigen Spuren nicht auftraten.

In der durchgefuhrten Differential Display Analyse wurden insgesamt 9
cDNA-Fragmente isoliert, die auf eine differentielle Genexpression hinwie-
sen.

Fragmente Nr. 1, 2 und 3 stammen aus der 1,8g-Probe, Fragment Nr. 8
und Nr. 9 aus Flugproben (Flugprobe FOg, Influgkontrollprobe FK) und
Fragmente Nr. 5, 6 und 7 aus Laborproben (Zentrifugation bei 1,8g, Deh-
nung D, Dehnungskontrolle DK). Fragment Nr. 4 lie® sich in allen Proben
auller der Influgkontrolle (FK) nachweisen (s. Abb. 3.2.3-I-VII).

4.1.2. Reverse Northern Analyse

Die Reverse Northern Analyse wurde durchgefuhrt, um die isolierten
cDNA-Fragmente aus dem Differential Display zu Uberprifen und somit
die Anzahl ,falsch positiver’ Fragmente zu reduzieren (Zhang et al, 1996).
Mit 20 ug RNA konnte so eine Vielzahl von cDNA-Fragmenten Uberpruft
werden (s. Abb. 3.2.6-1 und 3.2.6-2). Dies ermoglichte eine erhebliche
Einsparung von RNA, die fur eine vollstandige Analyse isolierter Frag-
mente notwendig ist.

Vier Fragmente wurden auf diese Weise bestatigt (Fragmente Nr. 1, 7, 8
und 9). Zwei erwiesen sich als ,falsch-positiv’ (Fragment Nr. 5 und Nr. 6).
Aufgrund zu schwacher Signalintensitaten konnten zwei weitere Frag-
mente nicht beurteilt werden (Fragment Nr. 2 und Nr. 3), was eine Limitie-
rung dieser Methode verdeutlicht. Trotz dieser Limitierung ermdglicht die
Reverse Northern Analyse eine vorlaufige Fokussierung auf cDNA-
Fragmente, die ein signifikantes Signal hinterlassen. Diese sollen in Fol-

geexperimenten Uberprift werden.
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4.1.3. Northern Blot Analyse

Das der Reversen Northern Blot Analyse nachfolgende Experiment zur
genauen Uberprifung der Expression relevanter Gene stellte die Northern
Blot Analyse dar. Aufgrund des hohen RNA-Bedarfs von 20 pg fur eine
Analyse wurde das Fragment Nr. 8c, welches zuvor als deutliches Signal
in der Reversen Northern Analyse bestatigt werden konnte (s. Pkt. 3.2.6),
als DNA-Sonde verwendet und mit RNA der verschiedenen Proben hybri-
disiert (s. Pkt. 3.2.7). Nach 3 Wochen Expositionszeit konnte jedoch kein
Signal auf der Autoradiographie entdeckt werden. Moglicherweise lag das
betreffende Gen als 'single-copy' Gen vor und konnte daher nicht detek-
tiert werden. Zudem stammt die aus dem Differential Display isolierte
cDNA aus der 3'-untranslatierten Region, die mdglicherweise durch post-
transkriptionale Modifikationen im betreffenden Gen prozessiert wird.

Um zukinftig dennoch eine Expressionsanalyse des betreffenden Gens
vorzunehmen, stehen verschiedene Moglichkeiten zur Verfugung. Zum
einen konnte durch die Verwendung eines mRNA Gels und nachfolgender
Northern Analyse eine Amplifikation des Signals erreicht werden, wozu
jedoch sehr groRe Mengen Gesamt RNA notwendig sind. Da RNA aus
dem Parabelflug nur in begrenzter Menge vorliegt, ist dies nicht praktika-
bel. Alternativ konnte in Zukunft die volle Lange der cDNA zum Beispiel
von Fragment 8 kloniert werden, um mit einer Sonde aus der codogenen
Region die Wahrscheinlichkeit der Detektion in der Northern Blot Analyse
zu erhohen (5'-RACE oder cDNA "library screening").

4.1.4. Sequenzierung

Die ermittelten Sequenzen der Fragmente mit Langen zwischen 200 und
300 Basenpaaren wurden auf Homologien zur Sequenzdatenbank 'Gen-
Bank' (s. Pkt. 3.2.8) untersucht.

Von den 9 ermittelten Sequenzen wiesen nur 2 Klone signifikante Homo-

logien zu bekannten Sequenzen in der Datenbank auf.
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Ein Grund fur die niedrige Trefferquote findet sich vermutlich in der derzei-
tigen Verteilung der in '‘GenBank' enthaltenen Sequenzinformationen ver-
schiedener Spezies. Rund 56 % aller dort verfligbaren Sequenzinforma-
tionen sind humanen Ursprungs, mit hoher Haufigkeit sind ebenfalls Maus-
und Ratten-DNA-Sequenzen enthalten. Der Anteil boviner Sequenzen ist
relativ gering (Benson et al, 2000). Durch die Differential Display Technik
werden ausschliel3lich Sequenzen aus den 3'-Enden von mRNAs isoliert,
die mit hoher Wahrscheinlichkeit noch im untranslatierten Bereich lokali-
siert sind. Gerade in diesem Bereich finden sich besonders gro3e Homo-
logiedifferenzen zwischen den jeweiligen Spezies, was zum einen die nur
partielle Homologie der Differential Display-Fragmente zu humanen Se-
quenzen und zum anderen moglicherweise das Fehlen von Sequenzin-
formationen eines relativ groRen Anteils isolierter Fragmente erklart. Da-
her wird moglicherweise erst die Generierung der kompletten cDNA-
Sequenzen der verbliebenen Fragmente zu weiteren Identifizierungen flh-

ren.

Fragment Nr. 1 (isoliert aus der 1,8g-Probe) zeigte Uber die gesamte Lan-
ge (300 bp) eine 93 %ige Ubereinstimmung mit dem humanen Wnt 5A
(wingless-type MMTYV integration site family member 5A). Somit kann da-
von ausgegangen werden, dal® es sich hier um das bovine Wnt 5A han-
delt. Wnt Gene kodieren eine Familie hochkonservierter Glykoproteine,
denen eine Rolle bei rezeptorvermittelten interzellularen Signalvorgangen
wahrend der Embryogenese zugeschrieben wird (Nusse und Varmus,
1992). Ferner fuhrt die Sezernierung des Genprodukts von Wnt 5A uber
eine Aktivierung der Phospholipase C (Slusarski et al, 1997) oder der
Proteinkinase C (Sheldal et al, 1999) zur Entstehung von Calciumsignalen.
Zur Klarung einer moglichen Funktion in Osteoblasten mul3 zunachst die

Expression in Northern Blot Analysen Uberpruft werden.

Fragment Nr. 7, welches aus Laborproben (Zentrifugation bei 1,8g, Deh-

nung und Dehnungskontrolle) isoliert wurde, zeigte eine partielle Homolo-
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gie uber 50 Basen zur humanen DIF-2 Sequenz (Differentiation-dependent
gene 2). In Monozyten wird DIF-2 wahrend der Differenzierung zu Makro-
phagen supprimiert (Pietzsch et al, 1997). Die genaue Funktion des Gens
ist nicht bekannt. Da sich die Homologie aber nur uber 50 Basenpaare
erstreckt, ist es sehr fraglich, ob es sich bei dem Fragment um das bovine
DIF-2 handelt. Eine genaue ldentifizierung und weiterfuhrende Charakteri-
sierung ermoglicht erst die Klonierung der gesamten cDNA. Aus diesen
Grinden kann eine mdgliche Rolle von DIF-2 in Osteoblasten zu diesem

Zeitpunkt nicht diskutiert werden.

4.2. Bewertung der Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war der Vergleich der Genexpression in primaren
bovinen Osteoblasten, die der Schwerelosigkeit ausgesetzt wurden, mit
geeigneten Kontrollzellen. Ein wesentlicher Aspekt dieser Experimente ist
eine grundliche Auswahl und Planung geeigneter Kontrollen, um Artefakte
auszuschlielen. Zur Verdeutlichung des experimentellen Designs dient
folgende Darstellung.

Parabelflugexperimente

1. Parabelflug (FOQ)

2. Influgkontrolle: Zentrifugation bei 1g (FK)

Kontrollexperimente im Labor

3. Zentrifugation bei 1,89 (1,89)

4. Dehnung (D)

5. Dehnungskontrolle (DK)
Durch den kontinuierlichen Wechsel der Schwerkraftbedingungen wah-
rend eines Parabelfluges (0g und 1,8g) wurde die Durchfiihrung einer In-
flugkontrolle durch die Zentrifugation von primaren bovinen Osteoblasten
bei 1g wahrend der Schwerelosigkeitsphase notwendig. Um reine Effekte
einer erhohten Beschleunigung auf 1,89 ausschlielen zu kénnen, wurde
zusatzlich eine Kontrollzentrifugation bei 1,8g im Labor durchgefihrt. Zum

Vergleich einer mechanischen Entlastung mit einer mechanischen Bela-
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stung im physiologischen Bereich diente ein Dehnungsexperiment. Alle
Experimente wurden im wesentlichen unter denselben Bedingungen be-
zuglich der Zellkultur, der verwendeten Medien und der Temperatur
durchgefuhrt (vgl. Abschnitt 2.3). Somit war es moglich, detektierte
Genexpressionsunterschiede den jeweiligen experimentellen Bedingungen

zuzuordnen.

Bei der Analyse der Differential Displays lag der Schwerpunkt auf dem
Vergleich der Parabelflugprobe (FOg) mit der Influgkontrolle (FK). Diese
Proben unterschieden sich lediglich durch die schwerelose Phase, sodal}
Unterschiede im Bandenmuster eindeutig den experimentellen Bedingun-
gen zuzuordnen gewesen waren. Zwar konnte bei der Display-Analyse ein
Unterschied detektiert werden. Dabei indizierte eine zusatzlich auftretende
Bande (Fragment Nr. 4, s. Abb. 3.2.3-1V) in der Parabelflugprobe die mog-
liche Uberexpression eines Genes. Da jedoch die Bande in sdmtlichen
Laborproben (1,8g, D und DK) ebenso als deutliches Signal auftrat, ist
dies vermutlich keine Auswirkung der Schwerelosigkeit, sondern als me-

thodisches Artefakt anzusehen.

Die vorliegenden Ergebnisse aus dem Differential Display ergaben somit
keine Hinweise auf eine veranderte Genexpression durch die schwerelose
Phase wahrend eines Parabelflugs. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dal® bei einer Durchfuhrung der Ubrigen PCR-Reaktionen mit
weiteren Primerkombinationen eine differentielle Genexpression durch
Schwerelosigkeit entdeckt wird.

Des weiteren konnten keine Unterschiede im Bandenmuster zwischen der
Dehnungsprobe (D) und der Dehnungskontrolle (DK) detektiert werden.
Dies Uberrascht insofern, als in Experimenten unserer Arbeitsgruppe mit
Hilfe der Differential Display Methode eine differentielle Genexpression in
primaren bovinen Osteoblasten nach mechanischer Belastung im physio-
logischen Bereich gezeigt werden konnte (Tenbosch, 1999). Verschiedene

Ursachen sind hierfur denkbar: Zum einen wurden in der Arbeit von Ten-
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bosch primare  bovine  Osteoblasten mit  der  Vier-Punkt-
Dehnungsmaschine einem anderen Stimulus ausgesetzt (2 mal 30 Zyklen
bei 4000 pstrain und 1 Hz). Zum anderen erfolgte die Zellysierung und
somit die Genanalyse erst 24 h nach dem zweiten Dehnungsreiz — also
deutlich spater als in der vorliegenden Arbeit (bei der die Zellysierung
schon nach 3 Stunden erfolgte). Aullerdem wurde in der vorliegenden Ar-
beit, wie bereits oben erwahnt, keine vollstandige Differential Display
Analyse durchgeflihrt, so dal’ nicht alle Gene erfal3t werden konnten. Zu-
kinftige Untersuchungen sollen klaren, welche Faktoren fur diesen Sach-

verhalt verantwortlich sind.

Beim Vergleich der 5 Proben (FOg, FK, 1,8g, D und DK) konnten weitere
acht differierende Fragmente im Bandenmuster entdeckt werden.

Auffallig war eine Gruppe von 5 cDNA-Fragmenten, die auf eine differenti-
elle Genexpression zwischen den Flugproben (FOg, FK) und Laborproben
(1,8g, D, DK) hinweist (siehe Abb. 3.2.3-V-VII). Fragmente Nr. 5, 6 und 7
deuten auf eine Suppression durch Flugbedingungen hin, wahrend Frag-
ment Nr. 8 und Nr. 9 eine Aktivierung andeuten. Lediglich die Fragmente
Nr. 7, 8 und 9 konnten mit der Reverse Northern Analyse bestatigt wer-
den.

Somit scheinen Flugbedingungen - und nicht ursachlich die Schwerelosig-
keitsphase - eine Veranderung der Genexpression zu bewirken. Als magli-
che Ursachen dieser Veranderungen sind Druckverhaltnisse und Vibratio-
nen wahrend des Fluges denkbar.

Ahnliche Ergebnisse fanden sich in ersten Parabelflugexperimenten mit
primaren bovinen Osteoblasten, die von unserer Arbeitsgruppe vorge-
nommen wurden. Im Unterschied zu der hier vorliegenden Arbeit wurde
eine Genanalyse 48 Stunden nach Beginn der schwerelosen Bedingungen
durchgefuhrt. Hierbei konnte ein Hitzeschockprotein der 70 kDa Familie
per Differential Display Analyse identifiziert werden, welches eine Uberex-
pression in der Parabelflugprobe im Vergleich zu einer Bodenkontrolle

zeigte (persénliche Mitteilung Jochen Tenbosch, Experimentelle Orthopé-
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die und Biomechanik, Universitdt Marburg). Jedoch wurde bei diesem Ex-
periment keine Influgkontrolle durchgefuhrt und somit war es nicht mog-
lich, die differentielle Genexpression ursachlich zuzuordnen.
Tjandrawinata et al konnten in einer Simulation der Vibrationen eines
Space Shuttle Startvorganges mit osteoblastenahnlichen Zellen zeigen,
dal® die mRNA Expression in Osteoblasten beeinflult wird. Innerhalb von
dreiBig Minuten wurden c-fos und c-myc induziert, wahrend Osteocalcin
und TGF-B nach 3 Stunden supprimiert wurden (Tjandrawinata et al,
1997).

Wahrend eines Parabelfluges treten ebenfalls Vibrationen am Flugzeugs-
rumpf auf, die bei Zeitauflosungen von Zehntelsekunden zu Beschleuni-
gungen um 0,3g fuhren. Folgende Abbildung zeigt die Aufzeichnung sol-
cher Vibrationen an Bord eines Airbus A300 (Abb. 4.2-1).

g/9,81m/é

0 100 200 300 400 500
Time / s/10

Abbildung 4.2-1 Darstellung der auftretenden Vibrationen wihrend eines

Parabelfluges

Die Differential Display Analyse ergab weiterhin drei differierende Banden
in der 1,8g-Probe (Fragmente Nr. 1, 2 und 3, s. Abb. 3.2.3-I-IlI). Die iso-
lierten und klonierten cDNA-Fragmente wurden per Reverse Northern

Analyse Uberprift, wobei lediglich Fragment Nr. 1 bestatigt werden konnte.
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Eine Bewertung der anderen Fragmente war aufgrund mangelnder Si-
gnale nicht moglich.

Aus der Literatur ist bekannt, da® Hypergravitation Auswirkungen auf die
Genexpression in verschiedenen Zellarten hat. Bisher wurden hauptsach-
lich sehr hohe Beschleunigungen von 35g bis 900g untersucht (Nose und
Shibanuma, 1994). Aber auch die Simulation des Beschleunigungsprofils
eines Space Shuttle Starts mit einer Beschleunigung auf maximal 3g re-
sultierte in einer Veranderung der mRNA-Level fir c-fos und Osteocalcin
in Osteoblastenkulturen nach 30 Minuten verglichen mit Kontrollen (Fitz-
gerald und Hughes-Fulford, 1996). In Experimenten in unserem Labor
konnte gezeigt werden, dal} auch der Phosphorylierungsstatus verschie-
dener Proteine in Osteoblasten durch den kurzfristigen Einfluld von 11g fur
3 Minuten verandert wird (persénliche Mitteilung A. Guntermann, Experi-
mentelle Orthopédie und Biomechanik, Universitdt Marburg). Viele
Signalwege werden durch Veranderungen des Phosphorylierungsmusters

aktiviert, die wiederum die Genexpression beeinflussen kénnen.

Hinweise auf eine differentielle Genexpression ergab nur die rein intermit-
tierende Beschleunigung auf 1,8g im Laborexperiment. Auch die Flugpro-
ben waren Phasen von 1,8g ausgesetzt, hier konnten jedoch entspre-
chende Veranderungen im Bandenmuster nicht gezeigt werden. Denkbar
ware eine gegenseitige Beeinflussung der verschiedenen Stimuli Schwe-
relosigkeit, Hypergravitation, sowie weiterer Bedingungen wie Vibrationen
und Druckschwankungen. Aus dieser Argumentation ergibt sich eine Limi-
tierung der Parabelflugexperimente.

Eine Beobachtung der durchgefuhrten Differential Display Analyse war,
dal keine differentielle Genexpression detektiert werden konnte, die auf
die Einwirkung von Schwerelosigkeit zurlckzuflhren ist. Zum einen
konnte der Reiz mit 30 mal 25 Sekunden bei 0g zu gering sein, um einen
Effekt auf die Genexpression auszulben. Ein Indiz fir diese Annahme
sind beispielsweise Echtzeit-Messungen der intrazellularen Calciumdyna-

mik in Osteoblastenkulturen wahrend eines Parabelflugs, die von unserer
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Arbeitsgruppe vorgenommen wurden. Diese ergaben keine signifikanten
Veranderungen der Calciumdynamik wahrend der Schwerelosigkeitsphase
(pers. Mitteilung D.B. Jones, Experimentelle Orthopédie und Biomechanik,
Universitat Marburg). Eine kurzlich in unserem Labor durchgefuhrte Unter-
suchung konnte zeigen, dal® Osteoblasten mit mindestens 110nN mecha-
nisch stimuliert werden mussen (also einem Reiz, der um einen Faktor um
das 10°- bis 10%-fache iiber dem liegt, der beim Ubergang von 1g auf Og
auf die einzelne Zelle wirkt), damit es zu einer Ausschiittung von Ca** aus

intrazellularen Speichern kommt (Struckmeier et al, 2001).

Zum anderen konnte die kontinuierliche Aufeinanderfolge von schwerelo-
sen Phasen und Phasen erhdhter Beschleunigung die zellulare Reaktion
beeinflussen. So konnten z.B. Guignandon et al bei Untersuchungen be-
zuglich der Morphologie von Osteoarkomzellen (ROS17/2.8) Veranderun-
gen der ZellgrolRe und reorganisatorische Prozesse bei der Assoziation
von Fokalpunkten beobachten. Diese wurden interpretiert als Auswirkun-
gen der wechselnden Schwerkraftsbedingungen, die wahrend eines Para-
belfluges auftreten (Guignandon et al, 1995; 1997).

Daten zur veranderten Genexpression aus Parabelflugexperimenten exi-
stieren bisher nicht. In dieser Arbeit wurde erstmals versucht, die Auswir-
kungen von Schwerelosigkeit wahrend eines Parabelfluges auf die diffe-
rentielle Genexpression in primaren bovinen Osteoblasten zu untersu-
chen. Hierbei stand die Betrachtung friher Geninduktionen (z. B. Tran-
skriptionsfaktoren) im Mittelpunkt, wobei durch die Wahl der Methode auch

bislang nicht bekannte Gene hatten erfal3t werden konnen.

Die nach Abschlul3 dieser Arbeit entstandene Frage, ob Parabelflliige ein
geeignetes Modell fir die Untersuchung der Auswirkung von Schwerelo-
sigkeit auf die Genexpression in Osteoblastenkulturen darstellt, a3t sich
letztendlich erst dann klaren, wenn alle Differential Display-Reaktionen

durchgefuhrt sind. Dies soll Gegenstand kinftiger Arbeiten sein.
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Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist die Differential-Display
Technik grundsatzlich in der Lage, sehr sensitiv Genexpressionsunter-
schiede in Osteoblastenkulturen zu entdecken, die unterschiedlichen ex-
perimentellen Bedingungen unterworfen werden.

Die diesbezuglich gewonnenen Informationen sollen in Zukunft dazu ver-
wendet werden, ein analoges Experiment moglichst an Bord eines Space
Shuttles oder in Satellitenexperimenten durchzufihren, um den Einflu®
langfristig einwirkender Schwerelosigkeit zu untersuchen. Bei permanenter
Schwerelosigkeit — ohne storenden Einfluld anderer Gravitationsreize —
wurden bereits Untersuchungen zur Genexpression unternommen. Zum
Beispiel wurden MG-63 Osteosarkomzellen 10 Tage unter schwerelosen
Bedingungen kultiviert (Foton 10 Satellit) und eine Verminderung der
MRNA Expression fur Kollagen Typ |, Alkalische Phosphatase und Osteo-
calcin nach hormoneller Stimulation nachgewiesen (Carmeliet et al, 1997).
Des weiteren wurde ein Anstieg der mRNA-Level fur Prostaglandin G/H
Synthase und Interleukin-6 in Rattenosteoblasten nach 5 Tagen in einem
Space Shuttle Flug von Kumei beschrieben (Kumei et al, 1996).

FUr das Verstandnis veranderter zellularer Vorgange in Osteoblasten, die
der Schwerelosigkeit ausgesetzt sind, ware jedoch eine umfassende ver-

gleichende Genexpressionsanalyse hilfreich.
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5. Zusammenfassung

Knochen als dynamisches Gewebe unterliegt standiger Umbauvorgange
unter hormoneller Kontrolle und korperlicher Belastung. Wahrend Osteo-
blasten durch ihre Synthese von Matrixproteinen neue Knochensubstanz
bilden, wird im gleichen Zuge Knochensubstanz durch die Aktivitat von
Osteoklasten abgebaut. Ein Faktor bei der Einstellung der Balance von
Synthese und Abbau ist eine mechanische Belastung des Knochens. Bei
Einwirkung von Schwerelosigkeit, einer Form der mechanischen Entla-
stung, wurden unter anderem Veranderungen der Knochendichte und der
periostalen Knochensynthese nachgewiesen. Experimente in vivo und in
vitro weisen auf Veranderungen der Genexpression in Knochengewebe
unter schwerelosen Bedingungen hin, eine umfassende Genanalyse ist
bisher jedoch nicht durchgefuhrt worden.

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen kurzer Phasen von Schwerelo-
sigkeit, erzeugt durch einen Parabelflug, auf die Genexpression in prima-
ren bovinen Osteoblasten untersucht. Das Experiment wurde 1996 in einer
von der DLR und der ESA unterstutzten Kampagne durchgefuhrt, die von
Novespace und CNES organisiert wurde. Durch ein spezielles Flugmano-
ver, den Flug einer Parabel, befindet sich das Flugzeug fur eine begrenzte
Zeit von 25 Sekunden in Schwerelosigkeit. Die Flugdauer von 2,5 Stunden
beinhaltet 2 Gruppen mit jeweils 15 Parabeln. Ein Parabelflugmandver
dauert circa 65 Sekunden und beinhaltet 3 Phasen: fur eine Dauer von 20
Sekunden steigt die Beschleunigung auf 1,8g, es folgen 25 Sekunden bei
Og (die Phase der Schwerelosigkeit), an die sich wiederum eine Phase
von 1,8g fur 20 Sekunden anschliel3t.

Neben der schwerelosen Phase sind auch Auswirkungen der vermehrten
Beschleunigung auf 1,8g, aber auch Effekte durch Flugbedingungen wie
Druckschwankungen und Vibrationen denkbar. Es wurden daher zusatzli-
che Kontrollexperimente mit primaren bovinen Osteoblasten durchgefihrt.
Als Influgkontrolle diente eine Zentrifugation auf 1g wahrend der schwe-

relosen Phase. Zusatzlich wurden im Labor Experimente mit einer isolier-
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ten Beschleunigung auf 1,8g und einer mechanischen Belastung in Form
von Zelldehnungsexperimenten durchgefuhrt.

Die Analyse der Genexpression erfolgte mit der Differential Display Me-
thode, die in der vorliegenden Arbeit mit 25 % aller mdglichen Primerkom-
binationen durchgefuhrt wurde. Dabei wurden 9 cDNA-Fragmente isoliert,
kloniert und sequenziert.

Auffallig war eine Gruppe von 5 cDNA-Fragmenten, die auf eine differenti-
elle Genexpression zwischen den Flugproben (Parabelflug und Influgkon-
trolle) und den Laborproben (Beschleunigung auf 1,8g, Dehnung und
Dehnungskontrolle) hinweist. Es scheinen die allgemeinen Flugbedingun-
gen, die durch Vibrationen, Druckschwankungen und Veranderungen im
g-Profil gekennzeichnet sind, eine Veranderung der Genexpression zu
bewirken. Nach Sequenzierung der 5 cDNA-Fragmente konnte bei einem
Fragment eine partielle Homologie Uber 50 Basenpaare zum humanen
Differentiation-dependent gene 2 (DIF-2) in Sequenzdatenbanken nach-
gewiesen werden.

Ferner ergaben sich bei 3 cDNA-Fragmenten Anhaltspunkte fur eine diffe-
rentielle Genexpression bei einer isolierten Beschleunigung auf 1,8g. Die
folgende Sequenzanalyse zeigte bei einem der 3 Fragmente Uber die ge-
samte Lange eine 93 %ige Ubereinstimmung mit dem humanen Wnt 5A,
dem eine Rolle bei rezeptorvermittelten interzellularen Signalvorgangen
zugeschrieben wird.

Die vorliegenden Ergebnisse aus dem Differential Display ergaben jedoch
keine Hinweise auf eine veranderte Genexpression in primaren bovinen
Osteoblasten, die auf die schwerelose Phase wahrend des Parabelflugs
zuruckgefuhrt werden kdénnen. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen wer-
den, dal bei einer Durchfihrung der tUbrigen PCR-Reaktionen mit weite-
ren Primerkombinationen eine differentielle Genexpression entdeckt wird.

Dies sollen zukunftige Experimente klaren.
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7. Anhang

7.1. Abkiirzungen

(viv) Volume over volume (Volumen/Volumen-Verhaltnis)

(W/v) Weight over volume (Gewicht/Volumen-Verhaltnis)

Ac Acetat

As Aminosaure

bp Basenpaar

cAMP zyklisches 3’,5’-Adenosinmonophosphat

cDNA komplementare RNA-Abschrift

cGMP Zyklo-3’,5’-Guanylmonophosphat

CNES Centre National D’Etudes Spatiales

DEPC Diethylpyrocarbonat

DLR (Deutsches Zentrum fur Luft- und Raumfahrt e.V.)

DMEM Dulbecco’s Modifikation von Eagle's Medium

DNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylene diamino tetraacetic acid
(Ethylendiamintetraessigsaure)

ERK extracellular regulated kinase

ESA European Space Agency

EtOH Ethanol

FCS Fetal calf serum (Fetales Kalberserum)

IGF insulin like growth factor

IGF BP insulin like growth factor binding protein

kb Kilobasen

MOPS 4-Morpholinpropansulfonsaure

ODy Optische Dichte bei x nm

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidelektrophorese

PBS Phosphate-buffered saline
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PCR Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

rom Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

SDS Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)

SSC Sodiumchloride-sodiumcitrate (Natriumchlorid-
Natriumcitrat)

SSPE Sodiumchloride-sodiumphosphate-EDTA (Natriumchlorid-
Natriumphosphat-EDTA)

Str Strain, 1 Strain (¢) entspricht 100% Langenanderung

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borat-EDTA

TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N*,N -Tetramethylendiamin

TGF transforming growth factor

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

U Unit (Einheit)

UN-Kultur Uber-Nacht-Kultur

Xg Erdbeschleunigung

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-D-galaktosid
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