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Fur ein besseres Verstdndnis der Knochenentwicklung, und -heilung ist es notwendig mehr
Informationen (ber die daran beteiligten Gene zu erhalten. Dazu sind Ansétze aus der
Klinischen  Forschung sowie der  Grundlagenforschung geeignet, und auch
evolutionshiologische Ansatze kdnnen wertvolle Hinweise zur Biologie des Skeletts liefern.
Als klinischer Forschungsansatz zum besseren Verstandnis der Frakturheilung wurden in der
vorliegenden Arbeit cDNA-Banken aus verschiedenen Stadien von Frakturkallusgewebe des
Schafs erstellt und daraus Sequenzen von (ber 47000 ESTs generiert. Aus der Analyse der
EST-Zahlen flr einzelne Gene in den cDNA-Banken und zusétzlichen quantitativen PCRs
konnten 87 Kandidatengene mit einer moglichen Funktion im HeilungsprozeR identifiziert
werden. Darunter befanden sich auch 53 Gene, denen bisher keine Funktion in der
Entwicklung oder Heilung des Knochens zugeschrieben wurde. Neben der Identifikation
dieser Gene stellen die EST-Sequenzen auch eine wichtige Ressource fur andere Arbeiten mit
dem Schaf als Modellorganismus dar.

In einem grundlagenorientierten, entwicklungsbiologischen Ansatz wurden Gene mit
potentieller Funktion in der Skeletogenese durch Vergleiche von Expressionsprofilen im
Runx2-Mausmodell identifiziert. Runx2 kodiert einen fir die Skeletogenese essentiellen
Transkriptionsfaktor. Die Hybridisierung von Affymetrix GeneChip Arrays mit RNA aus
Oberarmknochen von E14,5 Runx2-Wildtyp- und Knockout-Embryonen lieferte 71
differentiell exprimierte Transkripte, die durch quantitative PCR bestatigt werden konnten.
Von diesen war bisher fur 31 Gene noch keine Funktion in der Skeletogenese beschrieben.
Nach der Bestimmung des Expressionsmusters der Kandidatengene durch in situ-
Hybridisierung wurde eine evolutionsbiologischer Ansatz benutzt, um potentiell direkt durch
Runx2 regulierte Gene aufzudecken. Hierbei wurden die Promotorbereiche der
Kandidatengene nach Runx-Bindungsstellen durchsucht, die zwischen mehreren Spezies
konserviert sind. Durch diese Methode konnten funf neue potentielle Runx2-Zielgene
identifiziert werden.

Weiterhin konnten durch Untersuchungen zur Evolution der Runt-Genfamilie Erkenntnisse
uber die Evolution der molekularen Mechanismen der Skeletogenese gewonnen werden. Die
Klonierung und phylogenetische Analyse von drei Runt-homologen Gene des Kleingefleckten
Katzenhais Scyliorhinus canicula zeigte, dafll diese zu den drei bei Sdugetieren vorhanden
Runx1-3 Genen ortholog sind. Expressionsanalysen der Runt-homologen Genen des

Katzenhais, Schleimaals und Lanzettfischchens, sowie des fur die Skeletogenese der
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Vertebraten ebenfalls wichtigen Sox9-Gens im Lanzettfischchen deuten darauf hin, dal diese
Gene eine evolutionar konservierte Funktion in der Entwicklung des Skeletts bzw. seiner
Vorlauferstrukturen besitzen. Es konnte gezeigt werden, dal diese flr die Skeletogenese
wichtige molekulare Maschinerie zudem bereits bei den Cephalochordata und nicht wie bisher
vermutet erst bei den Vertebrata vorhanden ist und damit etwa 100 Millionen Jahre dlter ist,

als bisher angenommen wurde.

91




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




