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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung des Skeletts

Der Mensch besitzt als Vertreter der Vertebraten ais Uber 200 Knochen bestehendes
Endoskelett, welches dem Korper Gestalt und Stabiierleint. Man unterteilt das Skelett
der Vertebraten in das kraniale Skelett, zu demStbadelknochen gehoéren, das axiale
Skelett, dass aus Wirbelsaule, Rippen und Sternestebt und das appendikulare Skelett,
welches die Extremitaten mit Schultergirtel und telitimfasst. Fur die erforderliche
Beweglichkeit sorgen Fugen, Gelenke, Sehnen sowskkin, die eine Verbindung zwischen
den einzelnen Knochen bewerkstelligen. Neben dérfanktion erflllt das Skelett auch eine
Schutzfunktion fiir die inneren Organe und das Keoahark. Letzteres ist maf3geblich bei
der Blutbildung und Aufrechterhaltung des Immunegst involviert. Des Weiteren dient das
Skelett als flexibler Speicherort fir MineralienjewPhosphat und Kalzium, und spielt als
Quelle von Hormonen eine Rolle bei Stoffwechselpssen wie der Blutzuckerregulation.
Wahrend des gesamten Lebens unterliegen die Knosinem kontrollierten Umbau durch
ein Gleichgewicht zwischen knochenaufbauenden ®&sen und knochenabbauenden
Osteoklasten, der sogenannten Homoostase. Mit ifd &ine dynamische Anpassung an
aulRere Einflisse wie mechanische Belastung oddn Butlastung sichergestellt (Mader,
2008). Die Behandlung von Erkrankungen des muskkddettalen Systems stellt weltweit
eine grol3e Herausforderung dar und nahm 2006 insbeland ca. 26,6 Mrd. Euro an
Behandlungskosten in Anspruch (Statistisches Buarde®eutschland, 2007). Dabei gibt es
neben den Volkskrankheiten Osteoporose und Arthredesondere bei der Behandlung von
nichtheilenden komplizierten Knochenbrichen odeodf@enverlust durch Trauma grol3es
Optimierungspotential. Um gezielt in solche Proeesmgreifen zu kdnnen, bedarf es einer
intensiven Erforschung der Knochen- und Knorpel@kiwng, dessen Homoostase als auch
Regeneration (Karsenty und Wagner, 2002).

1.2 Prozesse der Knochenentwicklung

Die Knochenentwicklung durchléauft drei Phasen, idigale Musterbildung, gefolgt von der
Organogenese und dem Wachstum. Wéahrend der Mudterdi werden raumliche Lage,

Anzahl und Gestalt der Knochen bestimmt. Daraulfainn die Organogenese entweder nach
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dem desmalen oder endochondralen Ossifikationsgsozerlaufen. Bei der desmalen
Ossifikation differenzieren sich mesenchymale QOsiesienvorlauferzellen aus der
Neuralleiste direkt zu Osteoblasten, welche die dhemmatrix ablagern. Dies lasst sich bei
den meisten Schadelknochen, sowie Teilen des Sdtliesns beobachten. Ein vergleichbarer
Prozess findet sich ebenfalls bei den kortikaleml®tren der R6hrenknochen, bei dem die
Zellen des Perichondriums direkt zu Osteoblast#ardnzieren (Kronenberg, 2007).

Im Gegensatz dazu verlauft die endochondrale ®asidn Uber den Zwischenschritt der
knorpeligen Anlagen. Diese bilden sich zunéchst &asmdensationen mesenchymaler
Vorlauferzellen, die zu Chondrozyten differenzienend Knorpelmatrix sezernieren. Die
knorpeligen Anlagen sind vom Perichondrium umge®eziches durch den regen Austausch
von Signalmolektlen wéahrend des Wachstums und dierénzierung im Knorpel eine
wichtige Funktion einnimmt (Alvarez u. a., 2001 0Kkenberg, 2007).
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Abb. 1.1: Schematischer Ablauf der endochondralen Sxifikation.

a) Kondensation mesenchymaler Vorlauferzellén; Differenzierung dieser Zellen zu Chondrozyten und
Ausbildung des Perichondriums) Chondrozyten in der Diaphyse werden hypertrophppApse terminal
hypertropher Chondrozyten im Zentrum, kortikale ifdsgtion in der Diaphyse bildet Knochenschadét)
Invasion von BlutgeféBen mit gleichzeitigem Einwamd von Osteoklasten und Osteoblasten, Abbau der
Knorpelmatrix durch Osteoklasten und Bildung de®ékularen Knochens durch Osteoblasten, Perichondri
wird im Bereich der Diaphyse zum PeriostenAbbau des trabekuldren Knochens und Aufbau desgkaten
Knochens, Schaffung der spateren KnochenmarkshBtdblierung der sekundéren Ossifikationszentresheim
Epiphysen;f) Einwanderung hamatopoetischer Zellen in die Knooterkshohle, Bildung von trabekuléaren
Knochen in den Epiphysen, Langenwachstum durchif@rierende Chondrozyten in den Wachstumsfugen.
Abbildung verandert nach (Mader, 2008).

Daraufhin proliferieren die saulenartig entlang déngsachse gepackten Chondrozyten bis
zu einer charakteristischen Grol3e, die fur jedeadken unterschiedlich ist. In dieser Phase
stoppt die Proliferation in der Mitte des Skeletteénts und die Chondrozyten werden
hypertroph. Dabei nehmen sie um ein Vielfaches a®l3& und Volumen zu und sterben

schlie3lich durch Apoptose ab. Die Zellen im direktdie hypertrophe Zone angrenzenden
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Perichondrium differenzieren zu Osteoblasten umohém den Knochenschatft, der spater zum
kortikalen Knochen wird. Gleichzeitig wachsen Blkf3e in den Bereich der terminal
hypertrophen Chondrozyten ein und erméglichen amv&ndern von Osteoklasten, die die
Knorpelmatrix weiter zersetzen und Platz fir eindernde Osteoblasten schaffen. Von ihnen
wird die primare Spongiosa, der Vorlaufer des tkali@en Knochens, gebildet. Durch die
Ossifikation in der Diaphyse werden die Chondrozytgetrennt und es entstehen zwei
Wachstumsfugen, in denen die Chondrozyten bis zumeidben der endgultigen Grol3e des
Knochens proliferieren. Unterdessen werden die dbddsten, die den trabekularen und
kortikalen Knochen aufbauen, von diesem umschlogedrdifferenzieren zu Osteozyten, die
nun im Zusammenspiel mit den Osteoklasten an dendéstase der Knochen beteiligt sind.
Des Weiteren wird trabekuldrer Knochen von den @désten wieder abgebaut, wodurch die
Knochenmarkshohle geschaffen wird, in die hamatiogdee Zellen einwandern. Im spéten
Verlauf der Knochenentwicklung bilden sich im Zemr der Epiphysen sekundare
Ossifikationszentren, die auch eine Hypertrophie Géondrozyten mit anschliel3ender
Invasion von Blutgefdl3en und Osteoblasten durcbfaufrst mit dem Erreichen der
Endgrole des Knochens werden die Wachstumsfugeahlgesen und mineralisieren

vollstandig.

1.3 Essentielle Signalwege der Extremitatenentwitkng

Nachdem die Primdrachse im Embryo angelegt ist,d walie Ausbildung der
Extremitatenknospen aus dem lateralen Plattenmasodsitiiert. Je nach Lage der
paarweisen Knospen zu den Somiten entwickeln sachus obere oder untere Gliedmalien.
Die Knospe besteht aus mesodermalen Mesenchymzelleiche von ektodermalen
Epithelzellen umschlossen werden. Aus den Mesenzél@em entwickeln sich die skelettaren
Elemente sowie Sehnen. Jedoch wandern Zellen zsbilung von Muskeln, Nerven und
BlutgefalR3e erst sekundar aus den Somiten ein (Gohunsd Tabin, 1997). Der grundlegende
Vorgang bei der Etablierung der Extremitat ist diasbildung der drei Primarachsen:
proximo-distal (Schulter - Finger), anterior-pogieDaumen - kleiner Finger) sowie dorsal-
ventral (Handricken - Handinnenflache). Dieses Gmunster wird durch die Interaktion des
Ektoderms mit dem Mesoderm in Kombination mit demeiz Organisationszentren, die
apikale ektodermale Randleiste (AER) und die Zomdarnsierender Aktivitdt (ZPA),
realisiert. Dabei ist ein fein abgestimmtes Zusamspel der FGF (Fibroblast Growth
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Factors), WNT (Wingless/Int), Hh (Hedgehog) und BNBbne Morphogenetic Proteins)

Signalkaskaden fir die exakte Ausbildung der Exitid@en essentiell.

Somiten \
LPM R ‘
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Extremitatesntwicklung und involvierte Signalwege der
Achsenformierung.

A) Darstellung eines Huhnerembryos im Hamburger HamilStadium 15 (HH15). Die angehenden
Extremitaten entwickeln sich aus definierten Zondes Lateralplattenmesoderms (LPM). Fir die
Vorderextremitat im Bereich der benachbarten Somit6-20.B) Darstellung der Signalwege, welche die
proximo-distale und anterior-posteriore Achse étabh. Die proximo-distale Achse wird Uber sezetai&GF
Proteine der apikale ektodermale Randleiste (AERwu-brin dargestellt) induziert, wobei verstarkte
Proliferation in derprogress zongPZ, hellrot) stattfindet. Die FGFs wechselwirkeheefalls mit Sonic
hedgehog (SHH), das vornehmlich fir die anterigt@aoren Achsenformierung zustandig ist in Kombora
mit der Repressorform von GLI-Zinkfingerprotein GLI3R). SHH wird in der ZPA (rot) exprimiert. C) i
dorso-ventrale Achse wird tiber BMP und EngrailetlIEvon der ventralen Seite und Uber WNT7a von der
dorsalen Seite gesteuert. D-E) Darstellung der Erighdrachsen der Vorderextremitéat im adulten Measc
Abbildung verandert nach (Niswander, 2003) und @md003).

Proximo-distale Achse

Uber die Sezernierung von FGF in der AER wird dasdenwachstum vermittelt (Niswander
u. a., 1994). Jedoch gibt es in der Literatur zvegschiedene Modelle, die das Auswachsen
der Knospe beschreiben. Im alteren Modplipgres zone modejenannt, regt FGF die
Proliferation der Zellen unterhalb der AER an, vadshdies als Wachstumszone oder
progress zondezeichnet wird. Erst nach Verlassen dieser Waaoistone kdnnen sich die
mesenchymalen Zellen verdichten und Knorpelkondéensn ausbilden. Hierbei erfolgt der
Differenzierungsprozess von proximal nach distalnach zunachst die skelettdren Elemente
des Stylopods gefolgt vom Zeugopod und schliefdieb Autopods angelegt werden. Somit

scheint die Verweildauer der Zellen in der Wachstzwne entscheidend fiir ihre spatere
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Identitat zu sein (Wolpert, 2002). Im jingeren Mihdeoncept of early specificatipmwird
bereits im frlihen Stadium der Knospe, vermutlichrcbu Gradientenausbildung der
Signalmolekile, eine bestimmte proximo-distale Sp@tion an die Mesenchymzellen
vergeben. Somit werden schon zu Beginn des Langdmsitams Zellen fur Stylopod,
Zeugopod und Autopod definiert, die nach und nacbddferenzieren (Sun u. a., 2002,
Dudley u. a., 2002). Die finale Gliederung und Nokiatur der Extremitaten ist in Abb. 1.3
dargestellt.

A Stylopod Zeugopod Autopod B | Hand | Ful |

. — Phalangen
Vorder- Radius Phalangen
extremitat
Humerus /
Meta- Meta-
karpalen _ tarsalen

Tibia Karpalen
Hinter-
extremitat
Femur Fibula Tarsalen

Abb. 1.3: Skelettarer Aufbau der adulten humanen Exemitaten.

A) Terminologie der skelettaren Elemente der Extrémit undB) des Autopods. Abbildungen verandert nach
(Tamura u. a., 2008).

Anterior-posteriore Achse

Die Expression von Sonic Hedgehog (SHH) in der Zbgeinflusst die Ausbildung der
anterior-posterioren und der proximo-distalen Acinsal3geblich (Niswander u. a., 1994;
Johnson u. a., 1994). Es wird ein SHH Gradient mosterioren zum anterioren Ende
aufgebaut, der durch die Repressorform von GLI3 eiiter negativen Ruckkopplung
aufrechterhalten wird. An der anterioren Seite egimtit das Fehlen von SHH die Expression

spezifischer Gene, die anteriore ldentitat verleihe

Dorso-ventrale Achse

Durch die Signalgebung des Ektoderms an das daliegende Mesoderm wird die dorso-
ventrale Achse gepréagt. Dabei exprimiert das vénttktoderm BMP und induziert

Engrailed (EN1), welches im Gegenzug WNT7a im \edatr Bereich unterdriickt. WNT7a
wird im dorsalen Ektoderm exprimiert und induziernx1b, welches die Differenzierung

dorsaler Strukturen einleitet (Riddle u. a., 19P&ette u. a., 2001; Parr und McMahon,
1995).
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Neben Wachstums- und Differenzierungsprozessenetfiraich Apoptose in definierten
Regionen statt. Dies ist essentiell fur die Forme Strukturgebung der Extremitaten (Chen
und Zhao, 1998; Grotewold und Ruther, 2002b). Sssela sich am Beispiel der
Extremitatenentwicklung in der Maus funf prominem@optoseregionen definieren: 1.
anteriore nekrotische Zone (ANZ), 2. posteriorerag&che Zone (PNZ), 3. AER, 4. opaque
patch (OP) und 5. interdigitales Mesenchym (ID).

A B

AER

N7

E11.5 E13.5

Abb. 1.4: Formverleihende Apoptose wahrend der Exemitatenentwicklung.

Whole-mount TUNEL-Farbung von Mauseembryongnim Stadium E11.5 zeigt sich die TUNEL-Farbung im
AER und in der anterioren als auch posterioren otedahen Zone (ANZ und PNZB) Im Stadium E13.5
konzentriert sich die Farbung auf das interdigitdiessenchym (ID) und die sogenannten opaque pateh O
den Gelenksregionen. Abbildung modifiziert nachot@wold und Ruther, 2002b).

Der programmierte Zelltod in ANZ und PNZ bewirktnei deutliche Abgrenzung des
Autopods von der restlichen Extremitat. Vom AER aimgeleitet, setzt sich die Apoptose im
interdigitalen Mesenchym fort und bewirkt dort dieennung der Finger bzw. Zehen. Dieser
Prozess wird vornehmlich durch die Expression vdviPBim interdigitalen Mesenchym
eingeleitet und verlauft in Spezies mit Schwimmkeauteduziert (Grotewold und Ruther,
2002a; Gilbert, 2003). Die OPs nehmen eine wichigd#le bei der Entwicklung der Gelenke
ein. Sie bewirken eine Segmentation der knorpeligendensationen und schaffen somit
Platz fiur die Etablierung von Gelenkstrukturen.eGtstehen beispielsweise Humerus, Radius
und Ulna aus einer Knorpelkondensation, die sidinfedgend durch Apoptose verzweigt und
segmentiert (Storm und Kingsley, 1996). Dabei spmealie BMPs als auch die WNTs eine
wichtige Rolle (Archer u. a., 2003).
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1.4 Angeborene Handfehlbildungen durch Stérungem BMP-Signalweg

Die Entwicklung der Extremitdten in der Embryogenest ein komplexer und sehr
storungsanfalliger Prozess. Daher kdnnen Fehl- blisbildungen der Hande und/oder Ful3e
bereits bei geringen Abweichungen auftreten undaabiy vom gestorten Vorgang
unterschiedliche AusmalRe annehmen. Nach (Bowe univ&y, 1956) hat eines von 626
Neugeborenen eine Fehlbildung an einer oberen Eréie Neben isoliert auftretenden
Handfehlbildungen kdnnen diese auch im Rahmen kexeapl Missbildungen/Syndrome
vorkommen. Sie treten entweder spontan als zugBtHrung im Entwicklungsprozess auf
oder bestehen familiar gehauft und sind somit ehnblieranlagt. Grundsatzlich werden die
Handfehlbildungen in sieben Gruppen unterteilt:

Gruppe 1: Fehlende Ausbildung von Extremitatentei&plasie)

Gruppe 2: Fehlende Differenzierung/Separation eme mitatenteilen

Gruppe 3: Duplikationen

Gruppe 4: Gigantismus

Gruppe 5: Minderwachstum (Hypoplasie)

Gruppe 6: Schnirringsyndrom

Gruppe 7: Generalisierte muskulo-skelettale An@na
Zu den phéanotypisch haufigsten Fehlbildungen gehénea. die Untergruppen,
Symphalangismus (Gruppe 2) und Brachydaktylie (eud / 2) (Wirth, 2003). Die
Bezeichnung ,-daktylie” leitet sich von griech. éidks: Finger ab.
Der Symphalangismus (SYM) ist durch Fehlen einzetmder mehrerer Gelenke zwischen
den Phalangen gekennzeichnet. Dabei kommt es eu kemdchernen Verbindung zwischen
zwei Phalangen, auch Synostose (,Knochenhaft*) gena Eine Ausweitung der
Gelenkverknocherungen auch auf weitere Gelenke HEetremitdten aber auch der
Wirbelséule wird unter dem Begriff Multiples Synosésyndrom (SYNS) zusammengefasst.
Bisher wurden Mutationen bei den Vertretern des BBMghalwegs GDF5 und seinem
Antagonisten NOGGIN (NOG) als Ursache beschrielizgide Gene und die Rezeptoren
BMPR1B und ROR2 spielen auch eine entscheidendée R&li definierten Formen der
Brachydaktylie. Unter Brachydaktylie (BD) werdendPbtypen mit verkirzten Fingern bzw.
Zehen zusammengefasst. Es handelt sich meist ungekdale Fehlbildungen, die
vornehmlich autosomal dominant vererbt werden. lphd@#ngigkeit von den betroffenen
Fingern, werden die Phanotypen in 5 HauptgrupperE)XAgegliedert, wobei neue
Erkenntnisse bereits zur Definierung von Untergaupgefihrt haben (Bell, 1951; Temtamy
und McKusick, 1978; Schwabe und Mundlos, 2004; Benyt und Aglan, 2008; Lehmann u.
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a., 2007). In Abb. 1.5 werden in einer schematisdbieersicht die betroffenen Mitglieder des
BMP-Signalwegs und ihre assoziierten Handfehlbigghm zusammengefasst (Kjaer u. a.,
2006; Lehmann u. a., 2007, 2003, 2006; Hamamy,2006; Schwabe u. a., 2004, 2000;
Oldridge u. a., 2000; Yang u. a., 2008; Polinkovskya., 1997; Thomas u. a., 1996, 1997;
Szczaluba u. a., 2005; Faiyaz-Ul-Haque u. a., 2082IDemirhan u. a., 2005; Shore u. a.,
2006; van Bokhoven u. a., 2000; Dixon u. a., 2@Kgrsu u. a., 1999).

o §0s, dbg, vbi. big.

é%ﬂﬂﬁga 100[]00' .‘DUUU. %‘lgi

= \QUU{] \QM(] \QM& \@ )

= 200 200 1/ 01V

'GC_) OQQf O%Qf .%of Qof L

i BDA2 BDB1 BDB2 BDC SYM1 SYNS1/2 TCC AMCD RS FOP
&S| GDF5 ROR2 NOG GDF5 NOG NOG NOG GDF5 ROR2 ACVRI1
EBMPR1B BMPR1B GDF5 GDF5 BMPR1B

Abb. 1.5: Extremitatenfehlbildungen die mit BMP Sighalmolekilen assoziiert sind.

Schematische Darstellung der Handknochen. Die jewmstroffenen Skelettelemente der BD Typen und
Synostosearten sind in schwarz hervorgehoben, vgplaei hinterlegte Kreise progressive Synostosemrissg
darstellen. Fir die komplexen Skelettfehlbildun@geiCD (Acromesomele Chondrodysplasien), RS (Robinow
Syndrom) und FOP (Fibrodysplasia Ossificans Praira} sind hier beispielhaft die Extremitaten datght.
Die jeweils betroffenen Gene sind darunter zugeettdiCC: Tarsal-Carpal-Coalition Syndrom. Rezeptore
BMPR1B, ACVR1, ROR2; Antagonist: NOG; BMP: GDF5. Blslung modifiziert nach (Temtamy und Aglan,

2008; Schwabe und Mundlos, 2004).

1.5 Die Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)

In den 60er Jahren beschrieb Urist erstmals ostakiive Faktoren, die er Bone
Morphogenetic Proteins nannte. Er machte die Bdubag, dass demineralisierter Knochen
ohne Hitzeinaktivierung eine ektope Knochenneulmitdunduziert (Urist, 1965). Jedoch
wurden die ,knochen-gestaltenen” Proteine erst 1888 distinkte Proteine isoliert und
identifiziert (Wozney u. a., 1988). Seither haths&n beachtliches Forschungsfeld um die
Signalproteinfamilie der BMPs etabliert. Neben simzhen Funktionen wéahrend der
Knochenentwicklung zeigen BMPs ein multifunktioesll Spektrum in Bereichen der
Embryogenese, Homdostase und Alterung von weit€G@mneben und Organen, so dass die
Nomenklatur Body Morphogenetic Proteihishr Potential wohl besser beschreibt (Reddi,
2009). In der Extremitatenentwicklung nehmen siehtige Funktionen wéahrend der
Chondrogenese, der Etablierung der FingeranzahFurgkridentitat sowie der interdigitalen
Apoptose und Gelenkentwicklung ein (zusammengefag&obert, 2007; Wu u. a., 2007).
Aufgrund ihrer strukturellen Homologie zu den T&Proteinen wurden die BMPs der

TGH3-Superfamilie zugeordnet. Hier werden insgesamtr \imtergruppen nach ihrer
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Sequenzhomologie unterschieden: 1. B&F2. BMPs/GDFs, 3. Activine/Inhibine und 4.
heterogene Gruppe (z.B. NODAL, AMH, LEFTY 1/2). Dsruppe der BMPs/GDFs nimmt

dabei den grof3ten Anteil ein und wird in Tab. latinden wichtigsten Funktionen und bisher

assoziierten humanen Krankheiten kurz zusammersjefas

Tab. 1.1: Auflistung der wichtigsten Funktionen derMitglieder der BMP/GDF Gruppe und ihrer bisher
assoziierten humanen Erbkrankheiten.

Gen Synonym | Funktion humane Krankheiten OMIM
BMP2 | BMP2a Extremitaten-, Herz-, Augen-, geringe Knochendichte (BMND7)| *112261
Gelenkentwicklung, Apoptose,
Osteoblastendifferenzierung,
Haarfollikelbildung
BMP3 inhibiert Chondrozytenreifung und | keine *112263
Knochenmineralisierung
BMP4 | BMP2b; Extremitaten-, Herz-, Augen- Anophthalmia-Microphthalmia *112262
BMP2bl | entwicklung, Haarfollikel- und/oder Retinal Dystrophy,
bildung, Neurogenese Lippen- und Gaumenspalte
BMP5 Chondrogenese im Perichondrium, | keine *112265
Formgebung der Knochen
BMP6 | VGR1 Chondrogenese, vermutlich Hemochromatosis *11226¢
Osteoblastendifferenzierung,
Immunantwort, Eisenhomdostase
BMP7 | OP-1 Nieren- und Augenentwicklung, keine *112267
Morphogenese, knocheninduktiv
BMP8 | OP-2; in sich entwickelnden keine *602284
BMP8b Skelettelementen exprimiert
BMP9 | GDF2 Nervensystem, Angiogenese keine *605120
hemmend
BMP10 Herzentwicklung keine *608748
BMP15 | GDF9b; stimuliert Follikelwachstum vorzeitige Ovarialinfafenz *300247
POF4 (POF)
GDF1 Links-rechts-Asymmetrie, Herzgefal3fehlbildungen: TOF, *602880
Gehirnentwicklung TGA, DORV
GDF3 | ECATY; Stammzellregulation, Fett- keine *606522
VGR2 gewebehomdostase, im Gehirn
exprimiert
GDF5 | BMP14; |Chondrogenese, Gelenkentwicklung AMCD:- Du Pan Typ *601146
CDMP1 und —homdoostase in Extremitaten - Grebe Typ
- Hunter-Thompson Typ
BDAZ2, BDC, SYM1, SYNS2
Osteoarthritis
GDF6 | BMP13; | Augenentwicklung, inhibiert kongenitale Halswirbelsynostose | *601147
CDMP2 Osteogenese sehr kleine Augen (MCOP4)
GDF7 | BMP12; Nervensystem, Entwicklung der keine *604651
CDMP3 Samenblase
GDF8 | Myostatin | Muskelentwicklung, hemmt Muskelhyperthrophie *601788
Muskelwachstum
GDF9 Follikelentwicklung vermutlich PolycystiscRwarien |*601918
Zweieiige Zwillinge
GDF10| BMP3b exprimiert in Gehirn, Pankreas, keine *601361
Skelettmuskulatur, Lunge, Testis
GDF11 | BMP11 Musterbildung von Mesoderm und| keine *603936
Nervengewebe
GDF15 | PLAB; reduziert Wachstum von keine *605312
PDF; MIC1| Granulocyten und Makrophagen
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Neben der Heterogenitat in ihrer Funktion untedreglie Signalproteine basierend auf ihrer
Sequenzhomologie einem gemeinsamen MechanismusSylethese, Prozessierung und
Signaltransduktion. Sie werden als Praproprotemihstisiert, N-terminal beginnend mit dem
Signalpeptid, gefolgt von der Prodoméne und abs@bhd der C-terminalen maturen
Domane. Nach der Sezernierung, bei der das Sigrtadpdurch Signalpeptidasen abgespalten
wird, hilft die Prodoméne als internes Chaperond®i Proteinfaltung und halt die mature
Doméne weitestgehend inaktiv. Mit der Hilfe von phatein-Konvertasen wird die
Prodomane abgespalten und somit der Prozess deejfteifung” abgeschlossen.

Die mature, dimere Form des Signalproteins ist lugmen charakteristischen Cystein-
Knoten gekennzeichnet, der durch die sieben hooséwierten Cysteinreste realisiert wird.
Davon bilden sechs Cysteine intramolekulare DidbHiicken, wohingegen das vierte Cystein
mit einer intermolekularen Disulfidbriicke die Dinserung der Signalproteine stabilisiert
(Scheufler u. a., 1999). Hierbei ist anzumerkenssdaowohl Homodimere als auch

Heterodimere gebildet werden kdnnen (Israel uL396).

1.5.1 BMP-Signalweg

Die Signaltransduktion erfolgt Uber spezifische &earen. Derzeit sind sieben verschiedene
Typl Rezeptoren (Alk1-7) und funf verschiedene TW#ezeptoren fur die gesamte T&F
Superfamilie bekannt. Forschungsergebnisse detetetiahre weisen darauf hin, dass jedes
BMP individuelle Rezeptoraffinitaten zu den vergdenen Rezeptoren besitzt, was eine
Signalgebung abhangig vom Zellkontext ermoglicetdath ist es den meisten BMPs/GDFs
gemein, dass sie eine allgemein héhere Affinitaten Typl Rezeptoren besitzen als zu den
Typ2 Rezeptoren. Die jeweils als Dimer vorliegendgmpl und 2 Rezeptoren kdnnen die
BMP-Liganden in einem vorgeformten tetrameren Karphn der Zelloberflache binden
oder es kommt erst nach Bindung des Liganden arh Rgzeptor zur Rekrutierung des Typ2
Rezeptors. Mit der Ausbildung des finalen Liganéareptorkomplexes findet nachfolgend
eine Transphosphorylierung an den intrazellularemBnen der Rezeptoren statt und somit
eine  Aktivierung des Typl Rezeptors durch den TypRezeptor. Die
Signaltransduktionskaskade setzt sich je nach FEmKomplexbildung Uber einen SMAD-
abhéngigen Signalweg (vorgeformter Rezeptorkomptelgr Uber einen MAPK-Signalweg
(Mitogen-Activated Protein Kinayefort. Dabei kommt es zur Interaktion mit weiteren
Signalwegen (WNT, Hedgehog und FGF) und einer daraabgestimmten Regulation der
Genexpression in der Zelle (Nohe u. a., 2004; Siaba. 2009).
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Abb. 1.6: BMP-Signalweg.
MAPK

P Erlauterungen im Text.
Co-SMADs R-SMADS) p38 P ERK JNK

B-SMADs: SMAD-Bindeproteine;
. /N— R-SMAD: Rezeptor regulierte-SMADs;
Co-SMADs: coaktivierende SMADSs;
I-SMADs: inhibitorische SMADS;

/4
2\

Typ1

R- SMADs)

Co-SMADs P

A\ RswAB® - | |
S | p38, ERK, JNK: verschiedene Mitogen-Activated
\ \/ v v Protein Kinase-Wege (MAPK);
Regulation der Genexpression BAMBI: PseUdOFGZGptor

Die Aktivitat der BMPs/GDFs kann auf verschiederighenen moduliert werden. Zu denen
gehdren u.a.: 1. Expressionskontrolle durch asHagorische Elemente;

2. Inhibition durch extrazellulare AntagonisterBzNOGGIN);

3. Anwesenheit von dominant negativen Pseudorezap{a.B. BAMBI);

4. Blockierung der Signalkaskade durch inhibitdis&MADs (SMAD6/7);

5. Blockierung der Signalkaskade durch SMAD-Bindé¢gine (z.B. TOB);

6. Ubiquitinylierung und Proteosomen-gesteuerteoaAbvon Komponenten

der Signalkaskade (z.B. Smurf-Proteine).

Diese Vielzahl an Regulationsebenen kombiniert dan differierenden Affinitdten der
beteiligten Proteine untereinander ermdglicht diemglexe zeit- und ortsspezifische Aktivitat
der BMPs/GDFs wahrend allen Entwicklungsstufen @eganismus (Gazzerro und Canalis,
2006).
Im Folgenden wird kurz auf die Expressionskontrailgch cis-regulatorische Elemente und

extrazellulare Antagonisten eingegangen und daraaflf die Vertreter GDF5 und BMP2.

1.5.2 Transkriptionelle Regulation

Die einwandfreie zeitlich als auch raumlich abgestte Expression der Gene wird durch
genomische Informationsverarbeitungseinheiten gdesgtet, auch unter dem Begriff cis-
regulatorische Sequenzen (CRS) zusammengefassts @Rthalten Transkriptionsfaktor-
Bindestellen von ca. 50 bp - 1,5 kb Grél3e, die dovedtivierend als auch inhibierend in
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Form von Enhancern, Silencer, Promotoren, Ortskdregionen (LRS) und
Abgrenzungselemente (Insulatoren) agieren (Jezaouska., 2009). Sie haben die Fahigkeit
auch weit entfernt vom Zielgen ihren Einfluss gaitezu machen und kdnnen in dieser
Hinsicht wenige Basenpaare (bp) bis zu hunderte ¥dobasen (kb) entfernt vom
Basalpromotor lokalisiert sein. Zu den mdglichensiBonen z&hlen upstream und
downstream vom Gen, in der kodierenden Sequen&das, innerhalb von Introns aber auch
auf anderen Chromosomen. Innerhalb der CRS erétdg¥erarbeitung von Input-Signalen
wie die Konzentration eines aktiven Transkripti@ksbrs in Kombination mit Co-Faktoren in
einem bestimmten Zelltyp zur definierten Zeit. Zuéh kann ein einzelnes Gen durch
mehrere CRSs reguliert werden, deren Aktivitateter@mnander Einfluss nehmen und somit
ein komplexes vierdimensionales Expressionsmusteidglichen (Mortlock u. a., 2003;
Chandler u. a., 2007). Daruber hinaus spielt bei dentrolle der CRS-Aktivitat die
Regulation der Chromatinstruktur eine wichtige BRg¢Kouzarides, 2007; Dillon, 2006).

In der Literatur werden drei Modelle zur Wirkweigen CRSs beschrieben, die in Abb. 1.7.
schematisch dargestellt sind.

1. Das DNA-Scan Modell: Transkriptionsfaktoren binden zunéchst an CRS bmdegen
sich dann kontinuierlich entlang der DNA bis sien d@asalpromotor des zugeordneten Gens
erreichen und aktivieren diesen. Dieses Modelk@npatibel mit der Funktionsweise von
Insulatoren, jedoch erklart es nicht die Funktioese von CRS auf anderen Chromosomen
und ist nur fur kurze Distanzen realisierbar (Blaokd und Kadonaga, 1998).

2. Das Looping Modell: Transkriptionsfaktoren binden fest an CRS undesteturch DNA-
Looping mit dem Promotor und der sich dort bildamdEranskriptionsmaschienerie in
direktem Protein-Protein-Kontakt (Wang und Giaev&88). Dies wurde durch Ergebnisse
mit Chromatin Capture Assays (Dekker u. a., 2008) Eluoreszenm situ Hybridisierung
(Tolhuis u. a., 2002) untermauert. Mit diesem Mb#&éhnen die Funktionsweisen von weit
entfernten CRSs und interchromosomale Interaktioeddart werden, jedoch nicht die
Funktion von Insulatoren.

3. Das Vereinfachte Abtasten:Dieses Modell vereint das DNA-Scan Modell mit dem
Looping Modell. Transkriptionsfaktoren binden fesh die CRS, worauf hin sich der
Komplex in eine Richtung entlang der DNA bis zumorotor bewegt. Dabei wird ein DNA-
Loop ausgebildet (Hatzis und Talianidis, 2002; Blacod und Kadonaga, 1998). Dieses
Modell korreliert mit den Insulatoren, den weit fenbiten CRSs und der
orientierungsunabhangigen Transkriptionsaktivierungedoch ist es unvereinbar mit
interchromosomal agierenden CRSs.
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DNA-Scan Model Looping Model Vereinfachtes Abtasten
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Abb. 1.7: Modelle zur Aktivitat von cis-regulatorischen Sequenzen.

Erlauterungen im Text. Abbildung modifiziert nackefiorska u. a., 2009).

Eine veranderte Genregulation wird in den letzmdn immer haufiger als Vorraussetzung
fur Ablaufe, die unsere Morbiditat und Mortalitdedinflussen, in Verbindung gebracht

(Epstein, 2009). So sind laut statistischer Erhgbdar Human Gene Mutation Database
(HGMD, 2009) bereits 1548 Mutationen aus 912 vaestdnen Genen in regulatorischen
Elementen beschrieben, die vererbbare KrankheiteMenschen verursachen. Sie betreffen
ein grofRes Spektrum an morphologischen, physiatbgis und neurologischen Phéanotypen,
wie z.B. Osteoporose (Grant u. a., 1996), Preakallydaktylie (Lettice u. a., 2003) und

Holoprosencephalie (Jeong u. a., 2008).

1.5.3 Extrazellulare Antagonisten

Die Signaltransduktion der BMPs/GDFs kann bereits gler Rezeptorbindung inhibiert
werden. Dies wird durch dimerisierte BMP-Antagoanst realisiert, welche ebenfalls
sezerniert werden und einen charakteristischene@ystnoten in ihrer Struktur aufweisen.
Sie binden mit unterschiedlichen Affinitditen an dBMPs/GDFs, wodurch ihre
Rezeptorbindungsstellen blockiert werden (Groppeal. 2002). Anhand von Sequenz-
Alignment-Studien werden die BMP-Antagonisten iarMUntergruppen gegliedert:

1. Noggin (Nog);

2. Chordin-Familie (Chrd, ChrdI1, Chrdl2, Amn, NelINell2, Crim1, Crim2, Crim3);

3. Twisted Gastrulation (Tsg);

4. Dan-Familie (Dan, Greml, Grem2, Sost, USAG-I1C€oco, Caronte, Dante)

(Avsian-Kretchmer und Hsueh, 2004).
Nog ist einer der am besten charakterisierten BNMiRgonisten. Er bindet in
unterschiedlichen Affinitdtsgraden an BMP2, 4, 5,76und GDF5, 6 (Zimmerman u. a.,
1996). Die spezifische Uberexpression in Osteodtadtinrt in vivo zur Reduktion der

Knochendichte und erhdhter Frakturanfalligkeit, dda Osteoblastenaktivitat vermindert ist
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(Devlin u. a., 2003).In vitro konnte ebenfalls ein hemmender Effekt auf die
Osteoblastendifferenzierung und —aktivitat beobstchterden (Gazzerro u. a., 1998; Abe u.
a., 2000). Demgegenuber ist ein homozygoter Nodu¥embereits im Embryonalstadium
letal, da schwerwiegende Fehlbildungen bei der Alealirformierung, des Axialskeletts und
des Herzens auftreten (Wijgerde u. a., 2005; McMaha., 1998; Brunet u. a., 1998; Choi u.
a., 2007).

+/LacZ

Abb. 1.8: Expression vorNog

Nog ist in der frihen Embryonalentwicklung der Maus
Herz, im Neuralrohr und im Gehirn exprimiert. InE3
weitet sich das Expressionsmuster auf Elementé\xies-
, Appendikular- sowie Mandibularskeletts aus. Adhbiig
modifiziert nach (Stottmann u. a., 2001; Brunetau,
1998).

7

P

E10.5

Die Bedeutung von NOG spiegelt sich ebenfalls imnsdtden wieder, wo heterozygote
Missense Mutationen zu proximalen Symphalangism&YM1) und Multiplen
Synostosesyndrom (SYNS1) fihren (Gong u. a., 1®@8celino u. a., 2001; Takahashi u. a.,
2001; Lehmann u. a., 2007). Vergleichbare Skeldtifielungen lassen sich ebenfalls mit
GDF5 assoziieren (Akarsu u. a., 1999; Wang u. @062Seemann u. a., 2009; Yang u. a.,
2008).

1.5.4 Growth and Differentiation Factor 5 (GDF5)

GDF5 (auch bekannt alsartilage derived morphogenetic prote{f@DMP1) oder BMP14)
spielt als Mitglied der TGB-Superfamilie eine essentielle Rolle wéhrend detwitklung
des appendikularen Skeletts. Dies wurde deutlicbhhddie Assoziation naturlich auftretender
Mutationen des GDF5 mit Fehlbildungen von Extretamdn Mensch und Maus.
Heterozygote Funktionsverlust-Mutationen in GDF&utBeren in Brachydaktylie vom Typ C
(BDC), die durch unterentwickelte oder fehlende |&mngen und Metakarpalen der Finger 1,
2, 3und 5 gekennzeichnet ist (siehe auch Abb.(P&ljnkovsky u. a., 1997).

Homozygote Funktionsverlust-Mutationen in GDF5 festen in weitaus schwerwiegenden
Phanotypen, die als brachypodism in der Maus ursd Giluppe der akromesomelen
Chondrodysplasien (AMCD) im Menschen bekannt siBDie brachypodism-Maus zeigt
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verkirzte Extremitaten, wahrend das Axialskelathhbetroffen ist (Storm u. a., 1994). Beim
Menschen zahlen klinisch gesehen das Grebe SyndFaiyaz-Ul-Haque u. a., 2002b;
Thomas u. a., 1997), das Hunter-Thompson Syndrdmr(ias u. a., 1996) und das DuPan
Syndrom (Faiyaz-Ul-Haque u. a., 2002a) zu den aigden komplexen
Skelettfehlbildungen. Hierbei stelt das Grebe Sgnd die schwerste Form der
Skelettfehlbildung dar, mit hochgradigem Kleinwuchstremer Verkirzung der Extremitaten
und rudimentéren Fingeranlagen.

Wahrend der Extremitdtenentwicklung in Maus und iuist Gdf5 in den frihen
Knorpelkondensationen, im Bereich der sich bilden@elenke (friiher Gelenkmarker), im
Perichondrium, im Gelenkspalt und in spateren $tadn der Gelenkkapsel exprimiert
(Storm und Kingsley, 1996; Francis-West u. a., 1)9Babei beschleunigt Gdf5 die initialen
Schritte der Chondrogenese durch erhdhte Zelladhasid kontrolliert im weiteren Verlauf
die Chondrozytendifferenzierung und —proliferat{¢inancis-West u. a., 1999a; Hoétten u. a.,
1996; Nakamura u. a., 1999). Bindungs- und Zellkalhalysen zeigten, dass GDF5 Uber
seinen Hochaffinitatsrezeptor BMPR1B signalisieisatzlich aber auch BMPR1A nutzt
(Sebald u. a., 2004). Beide BMP Typl Rezeptoredehildabei mit BMPR2 als Typ2
Rezeptor den aktiven Ligand-Rezeptorkomplex.

Abb. 1.9: Gdf5-Expression.

Gdf5-cre Rekombination ermoglicht Lacz-
Reportergenexpression zur Visualisierung der Gdf5-
Promotoraktivitdt. LacZ Expression im Ohr (ea),
Schultergelenke (s), Ellenbogen (eb), Handgelenk iinie

(k), Knochel (a), Ruckenwirbel (vj) und Phalangen
(Pfeilspitzen) im Mausembryo E14.5. Abbildung maxdért
nach (Rountree u. a., 2004). Gdf5-WM-ISH zeigt Eggion

in Ellenbogen, Knie und interphalangealen Gelenken.

LACZE14.5 ISH E13.5

Reportergenanalysen des GDF5-Promotors decktentziiosa zu den mittels ISH

erkenntlichen Expressionsorten im Perichondrium waesh Gelenkanlagen noch weitere
Expressionsorte im sich entwickelnden Ohr, den &mppdem Sternum, im Gesicht und
einigen Regionen des Gehirns und Rickenmarks ao&tnBtal wurde zuséatzliche
Reportergenaktivitat in Haarfollikeln, Sehnen, Qtokpel, Wachstumsfuge sowie Gehirn und
Ruckenmark beobachtet (Rountree u. a., 2004). Bikseplexe Muster korreliert mit den

verdffentlichten Ergebnissen, dass GDF5 neben derpMgenese des Gelenks auch eine
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Rolle wahrend der Sehnen und Ligamentformierung IfMém u. a., 1997; Aspenberg und
Forslund, 1999), der Zahnbildung (Morotome u. 898), der Angiogenese (Yamashita u. a.,
1997) und der Neuronendifferenzierung (Sullivan @ileeffe, 2005) spielt. Daraus haben
sich potentielle klinische Anwendungsmoglichkeitean GDF5 beispielsweise im Bereich
der Behandlung der Parkinson Krankheit (Sullivand urD'Keeffe, 2005), der

Knorpelregeneration (z.B. bei Arthrose) (Edwardsd uRrancis-West, 2001) und der
Knochenregeneration (z.B. bei nicht heilenden Fknakt, Trauma) (Kim u. a., 2009)

entwickelt. Letztgenannte Anwendung wird u.a. bdereiit BMP2 erfolgreich praktiziert.

1.5.5 Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP2)

Wie ausfuhrliche Expressionsanalysen von Bmp2 iudMand Huhn zeigen, spielt dieser
Vertreter der TGB-Superfamilie wahrend der embryonalen Entwicklumgff&ltige Rollen
bei der Musterbildung, Morphogenese, Zelldifferemang und Apoptose. Bmp2 ist dabei
dynamisch in einer Vielzahl von Geweben zeit- umtbpezifisch exprimiert, wie u.a. in
Nieren, Haarfollikel, Zahnanlagen, DarmepitheliumduLunge (Bitgood und McMahon,
1995; Kulessa u. a., 2000; Lyons u. a., 1990, 1288jley und Robertson, 1997). In der
frihen Mausentwicklung (E8.5-E9.5) ist Bmp2 im esmbryonalen Gewebe und im
Herzmesoderm exprimiert (Zhang und Bradley, 199@&ns u. a., 1989). Ein homozygoter
Verlust von Bmp2 fuhrt auf Grund von Fehlentwicldem in den letztgenannten Geweben
zur Letalitat.

Wahrend der Extremitatenentwicklung ist Bmp2 ber déusterbildung im AER und
Mesenchym exprimiert, was sich im interdigitalenddlechym fortsetzt (Hogan, 1996). Hier
nimmt Bmp2 eine wichtige Rolle bei der Initialiaieig der apoptotischen Vorgénge zur
Fingertrennung ein (Gilbert, 2003). In spatererdi®taist Bmp2 malRgeblich an der Knorpel-
und Knochenformierung beteiligt. So ist es bei emdmdralen Knochen in hypertrophen
Chondrozyten der Wachstumsfuge und im osteogenechBadrium exprimiert (Lyons u. a.,
1989; Pathi u. a., 1999). Daruber hinaus ist Bmp@er Lage die Osteoblastendifferenzierung
zu stimulieren (Chen u. a., 2004a). Die Signalggbenfiolgt bevorzugt tber die beiden BMP
Typl Rezeptoren BMPR1A und BMPR1B, was sowohl ifikzéurexperimenten als auch
Uber Affinitatsanalysen gezeigt werden konnte (8kba a., 2004). Eine fein abgestimmte
Regulation des komplexen Expressionsmusters wivdosbliber den Promotorbereich als

auch einer Vielzahl an cis regulatorischen Elememteit abseits deBmp2Gens realisiert.
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Jedoch konnte bisher nur ein Enhancer-Element in 3leRegion vonBmp2 fur die

Expression in Osteoblastenvorlauferzellen genaalikikrt werden (Chandler u. a., 2007).

5’ LacZ BAC 3’LacZ BAC

- .
> N

Abb. 1.10: Bmp2 cis-regulatorische Aktivitat.

Whole-mount X-Gal-Farbung von LacZ BAC transgeneiiuskembryonen E15.5 reflektiert Bmp2 Expression,
die durch cis-regulatorische Sequenzen gesteusdt WilLacZ BAC umfasst genomische Sequenz -185 kb bis
+53 kb von Bmp2 Transkriptionsstart. Spezifischebbig u.a. in Gelenken, hypertrophe Chondrozyten,
Darmepithelium, Leber, Lunge, Hal®' LacZ BAC umfasst genomische Sequenz -2,7 kb bis +207 kb vo
Bmp2 Transkriptionsstart. Spezifische Farbung m&ahnanlagen, Niere, Haarfollikel, Gehirn, inigithles
Mesenchym. Uberlappende Farbung beider KonstruktéruRetina, Schnurrhaare, Zunge. Abbildung @eén
nach (Chandler u. a., 2007).

Die Bedeutung von BMP2 bei der ordnungsgemalemnuBgduind Homodostase von Knochen
wird durch die Assoziation mit Osteoporose-Krantdféllen im Menschen untermauert. So
konnten Polymorphismen im Gen identifiziert werdeafie eine Osteoporose vor der
Menopause bedingen (Styrkarsdottir u. a., 2003)uBer hinaus steht BMP2 aufgrund seiner
osteoinduktiven Fahigkeit im besonderen Fokus &ir Hinsatz als Therapeutikum (Sykaras
und Opperman, 2003). Klinische Anwendungen bei d&arochenregeneration von
komplizierten oder nichtheilenden Knochenbriichengi bSpinalfusion und bei
Unterkieferknochenrekonstruktion wurden bereit®lgreich durchgefihrt (Rihn u. a., 2009;
Herford u. a., 2007; Bishop und Einhorn, 2007; Guler u. a., 2002; Hsu und Wang, 2008).
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2 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Pathogenese zw8laittfehlbildungen, des Multiplen
Synostose Syndroms und der Brachydaktylie A2, sotdit werden. Hierbei steht die
Korrelation des Kklinischen Phanotyps und der geoké&n Ursache mit der daraus
resultierenden funktionellen Veranderung im Vordengl.

Fur das Multiple Synostose Syndrom sollen die GDeanten N445T und N445k vitro
als auchin vivo vergleichend zum Wildtyp GDF5 funktionell unterstiaverden. Uber die
Lokalisation der Mutationen im Sequenzvergleichalsh im 3D-Proteinstrukturmodell und
der Korrelation mit den Ergebnissen der erstervitro Experimente, die eine veranderte
Antagonistensensitivitat ergaben, sollen verglaideeAnalysen mit weiteren Vertretern der
BMP/GDF Familie unternommen werden. Dies soll Abfass Uber die Konservierung von
essentiellen Protein-Protein-Interaktionsbereichgeben bzw. die Auswirkungen von
Sequenzunterschieden  verdeutlichen. Somit soll mebder Aufklarung des
Pathogenesemechanismus das Verstandnis fur Muwatiam kritischen Proteinbereichen
erweitert werden und funktionell wichtige Sequemebdhe auch fir homologe Proteine
identifiziert werden. Daraus abgeleitet ware dies ®chritt zur Aufklarung differierender
Proteinaffinitdten, was zuséatzlich fur die Optiroileg von BMPs fur therapeutische Ansatze
in der regenerativen Medizin hilfreich ist.

Fur die Brachydaktylie A2 soll die funktionelle Kefation mit einer Mikroduplikation in
einem nicht kodierenden DNA-Sequenzabschnitt 11@dlvnstream voiBMP2 untersucht
werden. Hierbei wird mit Hilfe einer Reportergenigsa im Mausmodell eine mdgliche cis
regulatorische Funktion des Mutationslokus anaityskEs soll somit geklart werden, ob die
nicht kodierende Sequenz Einfluss auf dgVMP2 Expression nimmt. Die daraus
resultierenden Ergebnisse sollen Ruckschlisse aig Hritische Funktion des
Mutationsbereiches fiir die Feinregulation des BMBIgnalwegs geben, der bisher mit
diesem Phanotyp assoziiert wurde. Zusatzlich sdtemit Einblicke in die Bedeutung von
nicht kodierenden Sequenzen auf die Skelettentumcklund deren Erkrankungen gewéhrt

werden.
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3  Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Chemikalien wurden, sofern nicht anders aufgefidvoty den Firmen Merck (Darmstadt),
Roth GmbH (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich Chemie Gh{i aufkirchen) bezogen.

3.1.2 Puffer und Lésungen

Soweit nicht anders aufgefuhrt, wurden Puffer ubdungen nach dem Handbudolecular
Cloning (Sambrook u. a., 2001) hergestellt.

3.1.3 Enzyme

Die verwendeten Enzyme und Restriktionsenzyme wurden den Firmen Roche
Diagnostics (Mannheim), New England Biolabs (Ipswiand MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
bezogen und laut Herstellerprotokoll verwendet.

3.1.4 Bakterien und Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Bakteriémshe verwendet:
E. coliTop 10 (Invitrogen) und. coli XL1-Blue (Stratagene).

Des Weiteren wurde folgende Zelllinie eingesetzt:

DF-1 Huhner Fibroblasten (ATCC).

3.1.5 Vektoren

Tab. 3.1: Verwendete Vektoren

Vektor Referenz

pTA-GFP Herstellung Arbeitsgruppen-intern
pSLAX-13 (Morgan und Fekete, 1996)
RCAS-A (Hughes u. a., 1987)

RCAS-B (Hughes u. a., 1987)

pSfi (Portnoy u. a., 2005)
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3.1.6 Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden mHitfe der Software Primer3 Plus

entworfen und von MWG-Biotech AG synthetisiert.

Tab. 3.2: Primer fur Klonierungen.

Die Primernamen enthalten Speziesabkiirzung (h= huma mouse), Gensymbol, Position des Primers und

angehangte Restriktionsschnittstelle (klein undHetvorgehoben in Sequenz).

Bezeichnung

Nukleotidsequenz 5— 3

hBMP2-5-BsmBlI

&gtctccATGGTTGCCGCCACCCGCTC

hBMP2-3’-BamHI

goatccTCAGCGGCACCCGCAGCCCT

mBmp4-5-BsmBI

@gtctcccATGATTCCTGGTAACCGAATG

mBmp4-3’-BamHI

ggatccT CAGCGGCATCCACACCCCT

mBmp7-5-BsmBI

&8gtctcccATGCACGTGCGCTCGCTGCG

mBmp7-3’-BamHI

ggatccCTAGTGGCAGCCACAGGCCC

mMBmp9-5’-BsmBl

&8gtctcccATGTCCCCTGGGGCCTTCCG

mBmp9-3’-BamH|

gatcaacCTACACCCACACTCA

mMmBmp10-5’-BsmBlI

gategtctccATGGGGTCTCTGGTTCTGCC

mBmp10-3’-Xmal

gatcccgg@ TATCTACAGCCACACTCAGAC

mBmp2-Enh-K1-Notl-for

gagcggccgGCCATGGCATTAATCAGACA

mBmp2-Enh-K1-Notl-rev

gagrggcecgd TCAGCACACCGTGCTTATC

mBmp2-Enh-K2-Notl-for

gagicggccg€EAGTTCTCAGGTCCCTGCTG

mBmp2-Enh-K2-Notl-rev

gageggccgGGCCTCCTTCAGAAGACAGA

mBmp2-Enh-K3-Notl-for

0agicggccgGTTCGGAGTTCACTGGCTTC

mBmp2-Enh-K3-Notl-rev

gagcggccgd GGCTAAAATGCACTGACCA
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Tab. 3.3: Primer fur in vitro Mutagenesen.

Die Primernamen enthalten Speziesabkirzung (chskehj h= human, m= mouse), Gensymbol und erzielter
Aminosaureaustausch an definierter Position.

Bezeichnung

Nukleotidsequenz 5— 3

chGdf5 N445K

CCCACCTGGAGCCCACCAAACACGCCGTTATCCAAA

hBMP2 N341T

GATCATCTGAACTCCACTACTCATGCCATTGTTCAGAC

mBmp4 N365T

GATCACCTCAACTCAACCACCCATGCCATTGTGCAGAC

mBmp7 N374T

CCTACATGAACGCCACCACCCACGCCATCGTCCAG

mBmp9 K348L

GACAGCTGGATCATTGCACCCCctGGAATATGACGCCTAG

mBmp9 K371N

GACGTGACACCCACCAACCATGCCATCGTGCAG

mBmp9 YH415Q

GGTGCCAACCCTCAAGCAQTATGAGGGGATGAGTGTG

mBmp9 TL412VY

CAAGGATGACATGGGGGTGCCAQtCtaCAAGTACCATATGAGG

mBmp9 E336K

CTTCTCTCAGGGTGAACTTTaAGGACATCGGCTGGGAGA

mBmp9 TL412VY
E336K

CAAGGATGACATGGGGGTGCCAQtCtaCAAGCAgTATGAGG

Tab. 3.4: Primer fir Sequenzierung.

Die Primernamen enthalten Speziesabkirzung (chskehj h= human, m= mouse), Gensymbol, Position des
Primers und Orientierung.

Bezeichnung Nukleotidsequenz 5- 3
chGdf5-429-for CTCCTTCAAAACGAAGAAGA
chGdf5-929-for TCGAACTGGAAACTTTTGAC
hBMP2-443-for CAGAGCTTCAGGTTTTCCG
hBMP2-846-for TCAAGCCAAACACAAACAGC
mBmp4-454-for CGTTTCCTCTTCAACCTCAG
mBmp4-909-for ACGTAGTCCCAAGCATCACC
mBmp7-406-for GTCAACCTAGTGGAACATGAC
mBmp7-979-for CAGGCCTGCAAGAAACATG
mBmp9-1019-rev CAGCCGATGTCCTCAAAGTT
mBmp9-799-for ACCAGACTGGAGCTGAAGGA
mBmp10-333-for ACTGTTTTCTCAACCAGTCAC
mBmp10-853-for AGGATCTGGACCTGGACTCA
mBMP2-Enh-seql-for CATCAGGCCACACTAAAAAGG
mBMP2-Enh-seq2-for CCTACTTTCAAAGCCCCACA
mBMP2-Enh-seq3-for CAAGTCACTTTTAGTTAGTTGTTCTTGG
mBMP2-Enh-seq4-for GTGATGCTTCAAAAAGTTGTCC
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Bezeichnung

Nukleotidsequenz 5— 3

mBMP2-Enh-seq5-for

GCTGAAATCCATGAACCACA

mBMP2-Enh-seq6-for

CAATTCATTACACCGTAAACTGTCC

mBMP2-Enh-seq7-for

CCAGGTGAAATGGTCACTCCT

mBMP2-Enh-seq8-for

GGATGAACAAGGAGCAAAAGC

mBMP2-Enh-seq9-for

CCATGGTCAGTGCATTTTAGC

mBMP2-Enh-seq10-for AGATGTGGACCCGAATGAAG
mBMP2-Enh-seqll-rev ACAAAGCAAAACCCAACCTG
mBMP2-Enh-seql2-rev CCGGGTAAGGATGACACAAG

mBMP2-Enh-seql3-rev

GGTATGCACAAGTGGCAGAA

lacZ_322_rev AATGGGATAGGTTACGTTGGTG
lacZ_2832_for GAATTATGGCCCACACCAGT
Sp6 CATTTAGGTGACACTATAG

T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

RCAS5-Clal_-68-for

ACGCTTTTGTCTGTGTGCTGC

RCAS3-Clal_+331-rev

ATCTCTGCAATGCGGAATTCAGTG

Tab. 3.5: Primer fur Sondenamplifikation.

Fur die aufgefihrten Gene sind jeweils die flardiglen Primer der Sondensequenz und die Sondenlange

aufgelistet.

Gen 5’-Primer 3’-Primer bp
mBmMp9 éigTAAGGTGTGAAGGAAG GCCTTGTCCTCTGTGGAGTCC | 628
mBmp10 SAAAGCAATGACAAGGAGC AGACACAGCCATCCCTTCAT | 470

BMP-Rezeptoren

mAIk1l ATGACCTTGGGGAGCTTCA

(Acvrll) |G

CTAGTGAATCACTTTGGGC

1509

mAIk3 ATGACTCAGCTATACACTT

(Bmprila) |AC

TCAAATCTTTACATCCTGGGA

1598

gﬂ;?lb) ATGCTCCTTACGAAGCTC | TCAGAGTTTAATGTCCTGGGAC | 1508
mBmpr2 SEGAGGTCAACAACAATG GACCTTTAGAAAATGGTCCAA | 474
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Tab. 3.6: Primer fur weitere Anwendungen.

Verwendung: Genotypisierung von transgenen MéauReal Time-PCR (RT-PCR).

Bezeichnung Nukleotidsequenz 5- 3’ Verwendung
Hsp68-lacZ-prol-rev GTAAAACGACGGGATCATCG Genotymsung
Hsp68-lacZ-pro2-rev GTCTGGTGGAGCTTCCCC Genotypisier
mBmp2-K2-geno-for TCTGTCTTCTGAAGGAGGCCGCGGCC Gemosyerung
chGAPDH_RT _for GATGATGTTCTGGCAGCACCTC RT-PCR
chGAPDH_RT rev GATTCTACACACGGACACTTCAAGG RT-PCR
chB-Actin_RT_for CAACAGAGAGAAGATGACACAGATCA |RT-PCR
chB-Actin_RT _rev ACAGCCTGGATGGCTACATACA RT-PCR
chNog_RT _for TCTGTCCCAGAAGGCATGGT RT-PCR
chNog_RT _rev CGCCACCTCAGGATCGTTAA RT-PCR
MGAPDH_RT _for TCTTCTGGGTGGCAGTGATG RT-PCR
MGAPDH_RT rev AACTTTGGCATTGTGGAAGG RT-PCR
mp-Actin_RT_for CGTGAAAAGATGACCCAGATCA RT-PCR
mB-Actin_RT_rev GGG ACA GCA CAG CCTGGA T RT-PCR
mBmp9_RT_for AGGTTCCAAAAACCTGCCCT RT-PCR
mBmp9_RT rev TTGCTGCGGTCATTGGAGA RT-PCR
3.1.7 Kits

Tab. 3.7: Verwendete molekularbiologische Reaktiorsysteme.

Kit

Hersteller

BigDye Terminator Sequencing Kit

DIG RNA Labeling Kit

Gel out extraction Kit

PCR Purification Kit

Plasmid DNA Mini Kit

Plasmid Midi Kit (Nucleobond PC 100)
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit
RNeasy Kit

SYBR green PCR Master Mix

TagMan Reverse Transcription Reagents
Vectastain ABC Kit

Applied Biosystems
Roche
A&A Biotechnology
OMNI Life Sience GmbH
A&A Biotechnology
Macherey-Nagel
Stratagen
Qiagen
Applied Biosystems
Applied\Bigsns
Vector Laboratories Inc.
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3.1.8 Medien, Puffer und Einwegartikel fur die Zelkultur

Die benutzten Medien, Puffer und Supplemente fiér Zellkultur wurden von der Firma
Cambrax bezogen und gemalR Herstellerempfehlunggesatzt.

Bendtigte Einwegartikel aus Plastik, wie Zellku#cinalen und —platten bzw. Stripetten,
wurden von der Firma TPFbzw. Costdf verwendet.

3.1.9 Geréate

Zentrifugen:
Mikrotiterplattenzentrifuge 5416  Eppendorf

Mikrozentrifuge 5415 D Eppendorf
Kuhlzentrifuge 5417 R Eppendorf
Kuhlzentrifuge Sorvall RC-5 Thermo Electron
Ultrazentrifuge L7.55 Beckmann

Thermocycler:
GeneAmp PCR System 2720 Applied Biosystems
Real-time Cycler ABIPrism 7900 HT Applied Biosyste

Mikroskope und Digitalkamera:

Binokular MZ12 Leica Mikrastgme
Mikroskop Leica DMR Leica Mikrosysteme
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 Carl Zeiss Mianaging

Digitalkamera AxioCam HRc und MRC5  Carl Zeiss Miknaging

Gewebepraparation:

Entwasserungsautomat TP 1020 Leica
Einbettstation EC 350 1/EC 350 2 Microm
Hybridisierungsofen OV 2 Biometra

Mikrotom Cool Cut oder 2050 Supercut ~ Microm odeidRert Jung
Vibratom HM650V Microm
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3.1.10 Comuterprogramme und Datenbanken

Tab. 3.8: Verwendete Programme und Datenbanken.

Programm Verwendung

Adobe Photoshop CS2 Bildbearbeitung

Axio Vision 4.6 Digitale Photoaufnahmen

Chimera Proteinstrukturanalysen

Chroma Alignmentcoloration

Corel Draw 12.0 Bildbearbeitung

DNA-Star (EditSeq, MapDraw, SeqMan) Sequenzbearbgitind -auswertung
Easy Win 32 Geldokumentation

ENSMBL Bioinformatische Genomdatenbank
GraphPad Prism Datenauswertung / Diagramme
MGI Maus-Genom Datenbank

NCBI Bioinformatische Genomdatenbank
PDB Datenbank fur Proteinstrukturen
Primer3 Plus Primerdesign und -check

pubmed Literaturdatenbank

SDS 2.1 Real Time PCR Datenauswertung
T-Coffee Multiples Sequenz Alignment
UCSC Bioinformatische Genomdatenbank
Vector NTI 10.0 Sequenzanalysen, Vektorkartenhiusigp

3.2 Allgemein Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardtechniken, wie Bakteaufzucht, Medienherstellung,
Agarosegelelektrophorese, Restriktionsenzymverdisn Bestimmung der Konzentration von
Nukleinsduren wurden nach etablierten Protokollerclagefiihrt, wie sie in dem Handbuch

Molecular Cloningbeschrieben sind (Sambrook u. a., 2001).

3.2.1 Isolierung von genomischer DNA

Fur die Isolierung genomischer DNA zur Genotypismy von Mauseembryonen wird
Amnionsackgewebe Uber Nacht (iN) bei 55 °C in O|3Pmoteinase K-SDS-Puffer (0,85 %
SDS; 17 mM EDTA; 170 mM NaCl; 17 mM Tris/HCI, pH57,200 ug/ml Proteinase K)

verdaut. Anschlie3end werden 250 pul 5 M NaCl-Lésmngegeben und fir 10 min bei 55 °C
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und 10 min auf Eis inkubiert. Nach 20 minutiger ##angation bei 9000 UpM werden 5Q0
des Uberstandes in ein neues Reaktionsgefal? mit eiskaltem 100 % Ethanol iberfiihrt.
Der Fallungsprozess der DNA wird fur 10 min bei —ZD fortgeflhrt, wonach erneut flr
20 min bei 13000 UpM zentrifugiert wird. Das DNA{Re wird zweimal mit 70 % Ethanol
gewaschen, danach an der Luft getrocknet und aeBemd in 100 — 200 Wasser

aufgenommen.

3.2.2 Isolierung von Plasmid DNA

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Mafdstvurde das Plasmid DNA Mini Kit
der Firma A&A Biotechnology (Gdynia, Polen) nachrgohrift des Herstellers verwendet.
Die Isolierung von Plasmiden im grél3eren Mal3stalidiéMund Maxipréaparation) erfolgte

nach Herstellerangaben mit den Kits Nucleobond RCiv. PC500 von Macherey-Nagel.

3.2.3 Isolierung von BAC-DNA

5 ml Ubernachtkultur werden bei 3000 UpM fiir 5 nzientrifugiert. Daraufhin wird das
Zellpellet vorsichtig mit einer gekappten 1 ml-Ripaspitze in 300 pl L1- Puffer des Plasmid
DNA Mini Kit der Firma A&A Biotechnology (Gdynia, #len) resuspendiert. Mit 300 pl L2-
Puffer erfolgt die Lyse der DH10B Zellen fir maxing&amin bei RT. Durch Zugabe von
300 ul GI3 Puffer werden die Zellproteine 5 min &i$ gefallt und mittels 20 minutiger
Zentrifugation bei 10.000 UpM bei 4 °C sedimentiefter Uberstand wird in 800 pl
Isopropanol fur 10 min auf Eis tberfuhrt, was digléing der BAC-DNA herbeifiihrt. Es folgt
eine weitere Zentrifugation bei 10.000 UpM fir 10nnbei 4 °C. Das DNA-Pellet wird
zweimal mit 70 % Ethanol gespult, trocken pipettidoch nicht an der Luft getrocknet und
schliel3lich in 40 ul KD sehr behutsam resuspendiert. Die Lagerung der BNAIr einige
Wochen bei 4 °C mdglich.

3.2.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Zur lIsolierung gewlnschter DNA-Fragmente aus PCRatzen oder Restriktionsverdau
wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung dasl Qut Kit der Firma A&A
Biotechnology (Gdynia, Polen) verwendet. Die Aufigung erfolgt durch die Adsorption an
eine Silika-Matrix nach den Angaben des Herstellers
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PCR Produkte, die keine Trennung von weiteren DNidgfhenten bedirfen, wurden mit
dem PCR Purification Kit der Firma A&A Biotechnolp¢Gdynia, Polen) aufgereinigt. Die
Aufreinigung wurde nach dem Protokoll des Herstslurchgeftihrt.

3.2.5 Isolierung von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA wurde mit peqGOLD TriFast (pegLab) mali Hierzu wird das Gewebe in
mindestens zehnfachem Volumen TriFast mit Hilfe Bissue Lyser (Qiagen) homogenisiert.
Anschlielend werden pro ml TriFast 2p0Chloroform zugegeben, gut geschiittelt und fur
3 min bei RT inkubiert. Durch eine Zentrifugatidir fL5 — 20 min bei 4 °C und 13000 UpM
wird eine Phasentrennung erzielt. Zur Féallung dé&fARwird die obere wassrige Phase,
vorsichtig und ohne Interphase oder organische é?hazunehmen, abgenommen und mit
500 pl eiskaltem Isopropanol versetzt und kurz gemisdlach 10 min Inkubation bei RT
wird erneut fur 15 — 20 min bei 4 °C und 13000 Upé&htrifugiert. Das Pellet wird zweimal
mit 400 pl 70 % Ethanol gewaschen, kurz bei RTapitnet und in 10Qul RNAse-freiem
Wasser geldst.

Fiur eine besondere Reinheit der RNA wird diese ldieffend Uber Qiagen RNeasy Mini-
Séulchen nach dem RNA-Cleanup-Protokoll des Héessehufgereinigt. Zur Entfernung von
Kontaminationen durch genomische DNA wird wéhrema dAufreinigung uUber RNeasy-
Séulchen ein DNase-Verdau mit dem RNase-freien BN8&gt (Qiagen) nach dem
Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

3.2.6 Herstellung von cDNA

Die bendtigte cDNA fir die qRT-PCR wird mit dem ™an Reverse Transcription Reagents
Kit (Applied Biosystems) nach Anleitung des Herstd mit jeweils 1lug Gesamt-RNA in
100 ul Reaktionsvolumen hergestellt. Dabei werden Randi@xamer-Primer verwendet.

Fur die Amplifikation von Sonden und Genen aus cDMird die cDNA mit Hilfe des Kits
SuperScript 1l (Invitrogen) nach Anleitung des Hellsrs mit Oligo(dT) Primer hergestellt.

3.2.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die meisten Sequemai Hilfe einer Standard PCR
Methode unter Verwendung d€ag-oderPfu-DNA-Polymerase amplifiziert. Di#ag-DNA-
Polymerase produziert 3' A-Uberhange, besitzt k&ieklerkorrektur und wurde vornehmlich

fur Sondenklonierung, Kolonie-PCR und Genotypisigreingesetzt. Fur die Amplifizierung
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von Genen und deren Mutagenese wurde stetRfd®NA-Polymerase verwendet, die zur

Korrektur von Fehlern eine 3'-5’ Exonucleaseakét/ibesitzt.

Menge Reagenz
20-100 ng DNA-Matrize
5ul 10x DNA-Polymerase Reaktionspuffer (Fermentas)
1 pl dNTPs (12,5 mM, Fermentas)
1l 5-Primer (10 pmol/ul, MWG)
1l 3’-Primer (10 pmol/ul, MWG)
1 ul(ca. 0,5U) DNA-Polymerase (im Institut herigdly
add 50 ul HO bidest
Phase Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung| 96 °C 3 min
Denaturierung 96 °C 30 sec
Primer-Annealing 55-65 °C (je nack)T| 30 sec
Elongation: 35
Tag-Polymerase 72 °C 1 min/1 kb
Pfu-Polymerase 68 °C 30 sec/1 kb
Finale Elongation:
Tag-Polymerase 72 °C 7 min
Pfu-Polymerase 68 °C
Kihlung 4°C o0

im Thermocycler (GeneAmp; Perkin Elmer)

Die Optimierung von PCR Reaktionen erfolgte je néctwendung mit einer Veranderung
der DNA-MatrizenKonzentration, der Zugabe von 5-10% DMSO, Verwegduan Touch
down PCR Programmen (schrittweise VerringerungAderealing Temperatur von 68 °C auf
55 °C) und Nested-PCR Strategie (1. PCR: VerwendumgPrimern, die aul3erhalb der zu
amplifizierenden Sequenz liegen; 2. PCR: PrimeiZiétsequenz).

Abschlie3end erfolgte die Analyse der PCR mit efwgarosegelelektrophorese mit 1 %igem
Agarosegel.
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Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR dient der Verifizierung der erhake& Klone nach Ligation und
Transformation auf erfolgreiche Insertion des afigidirten Inserts und dessen Orientierung
im Vektor. Dabei wurde anstatt isolierter DNA etvakterienmaterial als Ausgangsmaterial
fur die PCR eingesetzt. Mit geeigneter Wahl demeriwird das Vorhandensein des Inserts
im Vektor (Sp6/T3/T7) und gegebenenfalls die Oi@mning (ein Vektorprimer (Sp6/T3/T7)
und ein Insertprimer) ermittelt.

Reaktionsansatz: Programm:

Menge Reagenz Temperatur Zeit Zyklen
2 ul 10 xTag-Reaktionspuffer 96 °C 5 min

0,5 ul dNTPs (1,25 mM) 96 °C 30 sec

0,4 pl 5’-Primer 55°C 30 sec 40
0,4 pl 3’-Primer 72 °C 2,5 min

0,25 pl TagDNA-Polymerase 72 °C 7 min

16,45 pl HO bidest 4°C o0

Je nach Anzahl der zu testenden Klone wird ein jBfadlix” fur alle Ansatze hergestellt, der
dann in 20 pul Aliquots auf die einzelnen PCR-Realdgefal3e verteilt wird. Die zu testenden
Kolonien werden mit einer sterilen Pipettenspitepigkt und das Bakterienmaterial zunachst
auf eine Replika-Platte Ubertragen. AnschlieRernd der Rest des Bakterienmaterials an der
Pipettenspitze mit dem PCR-Ansatz gut vermische Replika-Platte wird UGN bei 37 °C

inkubiert, um gegebenenfalls von positiven Klondsethachtkulturen animpfen zu kénnen.

Sequenzierung

Nach Vorselektion der Klone auf erfolgreiche Inmertdes Inserts in den Vektor und dessen
Orientierung erfolgte (blicherweise eine genauerpiigung mittels Sequenzierungen nach
der Ketten-Abbruch-Methode (Sanger et al., 1977abd) wurde BigDye v3.1 (Applied
Biosystems) nach Vorgaben des Herstellers eingesetz
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Reaktionsansatz: Programm:
Menge Reagenz Temperatur Zeit Zyklen
1l BigDye Sequenziermix 96 °C 1 min
2 ul 5 x BD-Reaktionspuffer 96 °C 10 sec
1 pl Sequenzierprimer 50 °C 10 sec 40
50-100 ng Plasmid-DNA 60 °C 4 min
add 10 pl HO bidest 4°C o0

Direkt vor der Fallung der DNA nach der SequenB@R wird der Ansatz mit 1 pl 2 %igem
SDS versehen und fir 10 min bei 98 °C inkubiert evantuell entstandene Aggregate zu
I6sen. Die Féallung erfolgt durch Zugabe von 25 @0 26 EtOH bei 4000 UpM und 4 °C flr
1 h. Danach wird das DNA-Pellet 2 x mit 150 pul 70E#%H bei 4000 UpM fir 30 min
gewaschen und abschlielBend kurz trocken-zentrifugiie Analyse der Sequenzierplatte
wurde am Institut fir Medizinische Genetik der Giéar mit einem ABI 3730

Kapillarsequenzierautomaten (Applied Biosystemstlgefuhrt.

Genotypisierung

Fur alle Genotypisierungs-PCRs wurde genomische DBés Amnien gewonnen.
StandardméaRig wurde die gefallte DNA in 100-200 HO bidest aufgenommen und
gegebenenfalls 1:10 oder 1:20 verdinnt. Im Folgendmd alle PCR-Programme der

erstellten Transgenkonstrukte aufgefihrt.

mBmp2-Enhancer K1 in pSfi-Hsp68LacZ

Reaktionsansatz: Programm:
Menge Reagenz Temperatur Zeit Zyklen
20-50 ng genomische DNA 96 °C 5 min
2 ul 10xTaqgReaktionspuffer 96 °C 30 sec
0,5 ul dNTPs (1,25 mM) 57 °C 30 sec 40
0,5 ul mBmp2-Enh-seq10-for 72 °C 2 min
0,5 ul lacZ_322 rev 72 °C 7 min
0,2 pl TagDNA-Polymerase 4°C o0
add 20 ul HO bidest

wt: keine Bande  mut: 1200 bp
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mBmp2-Enhancer K2 in pSfi-Hsp68LacZ

Reaktionsansatz: Programm:
Menge Reagenz Temperatur Zeit Zyklen
20-50 ng genomische DNA 96 °C 5 min
2 ul 10xTagReaktionspuffer 96 °C 30 sec
0,5 pl dNTPs (1,25 mM) 64 °C 30 sec 40
0,5 ul mBmp2-K2-geno-for 72 °C 2 min
0,5 pl Hsp68-lacZ-lang-rev 72 °C 7 min
0,2 pl TagDNA-Polymerase 4°C o0
add 20 ul HO bidest

wt: keine Bande  mut: 3000 bp

mBmp2-Enhancer K3 in pSfi-Hsp68LacZ

Reaktionsansatz: Programm:
Menge Reagenz Temperatur Zeit Zyklen
20-50 ng genomische DNA 96 °C 5 min
2 ul 10xTaqgReaktionspuffer 96 °C 30 sec
0,5 ul dNTPs (1,25 mM) 57 °C 30 sec 40
0,5 ul mBmp2-Enh-seq8-for 72 °C 2 min
0,5 ul Hsp68-lacZ-kurz-rev 72 °C 7 min
0,2 pl TagDNA-Polymerase 4°C o0
add 20 ul HO bidest

wt: keine Bande  mut: 1400 bp

Quantitative Realtime PCR (qRT-PCR)

Die relative Quantifizierung von RNA, ein Mal3 furedTranskription eines Gens, erfolgt
durch die spezifische Bindung von SYBR Green anpétgtrangige DNA wahrend einer
PCR-Reaktion. Dabei wird die Zunahme der Fluoreszelirch die Zunahme des
amplifizierten Produkts in Echtzeit gemessen.

Um die Amplifikation von genomischer DNA auszuseBlen, werden Intron-tberspannende
Primerpaare verwendet. Die Primer wurden mit Hilée Software Primer Express (Applied

Biosystems) nach den empfohlenen SpezifikationsnHirstellers ausgewahlt. Die RT-PCR
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wird in einem 18ul Reaktionsansatz in 384-Well Platten auf einem M 7900 HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems)ndyftihrt.

Pipettierschema fur einen gRT-PCR Ansatz:

Menge | Reagenz

6 ul cDNA Verdinnung
3 ul Primermix (4,5 pmol pro Primer)
9 ul SYBR Green PCR Master Mix (2x)

Alle cDNA Proben (1:10 Verdinnungen nach reversan3kription) wurden in Triplikaten
eingesetzt, wobei ebenfalls eine cDNA-Verdunnungsreur Erstellung einer Standardkurve
vorgenommen wurde. Die Auswertung erfolgte mit &S 2.0 Software, wonach eine
relative Quantifizierung der Genexpression mit elilfder Standardkurvenmethode
durchgefuhrt wurde. Zum Abgleich der cDNA Mengenréean die Haushaltsgemectin und
Gapdhverwendet.

3.3 Klonierungsstrategien

3.3.1 Sondenklonierung

Als Zielsequenz wurde meistens das 3'-Ende derekedden Kandidatensequenz inklusive
der 3*-UTR mit einer Lange von ca. 500 bp gewahlin die Spezifitdt der Sonde zu
gewéhrleisten wurde die zu amplifizierende Sequemmch gegen das Mausgenom
abgeglichen und bei Bedarf verdndert. Zeigte diad8oeine zu geringe Spezifitdt nach
Abgleich mit dem Mausgenom oder nach erfolgtersitu Hybridisierung, wurde, soweit
umsetzbar, eine Sonde hergestellt, die die kongplktidierende Sequenz des Zielgens
umfasst (Primerauflistung siehe Tab. 3.5). Mit eif€R auf Maus-cDNA (E12.5-E14.5,
sowie Gehirn adult) wurde die Sequenz amplifiziemtd Uber TA-Klonierung in pTA-GFP
ligiert. Es folgte die Transformation in Top10 dle Selektion auf erfolgreiche Insertion der
Sondensequenz in den Vektor sowie die Bestimmurmng Ql&entierung erfolgte mittels
Kolonie-PCR und Sequenzierung. Bereits vorhandeoadé&vektoren:chNog (Pathi,
Rutenberg et al. 1999mBmp2, mBmp4, mBmp7, mGdf5, mNatprecht, Schwabe et al.
2002).
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3.3.2 Klonierung von Kandidaten fir Uberexpressionsxperimente mittels RCAS

Die kodierende Sequenz des Kandidatengens wurdHlitiatder Pfu-Polymerase aus Maus-
cDNA (E12.5-E14.5, sowie Gehirn adult) amplifizienvas eine geringe Fehlerquote
sicherstellte. Dabei wurden Primer mit der benétgtRestriktionsschnittstelle fur die
Klonierung in pSLAX verwendet. Nach der Zwischemkéyung in pTA-GFP und
Verifikation durch Sequenzierung erfolgte die Umk&rung durch spezifischen
Restriktionsverdau in pSLAX. Dabei war darauf zitao, dass am 5-Ende des Gens eine
Ncol/Bsmbl/Bbsl Schnittstelle und am 3’ Ende eireniI/EcoRI/Xmal Schnittstelle mittels
der designten Primer angefugt wurde. Die Auswalnl Sthnittstelle richtete sich nach der
Abwesenheit der Schnittstelle im Gen selbst. Digcheete Insertion des Gens ermdglicht die
korrekte Positionierung des Gens hinter die Kosequ8&nz in pSLAX. Mittels Clal Verdau
wird die Expressionskassette aus den Shuttlev@i8bAX in den retroviralen Vektor RCAS-
A oder RCAS-B transferiert, wobei mittels Koloni€R auf die richtige Orientierung

gescreent werden mul3te.

3.3.3In vitro Mutagenese

Punktmutationen innerhalb eines Gens wurden mifeHiles QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) eingefihrt. Dafur vemrdunéchst 2 komplementare Primer mit
der integrierten Mutation bei MWG bestellt und nfaddend fir eine PCR mit delPfu-
Polymerase auf das zu mutierende Gen, welchesrsigBLAX befindet, genutzt. Das DNA-
Template wird nach der PCR mittels einstindigemIBfardau bei 37 °C beseitigt und der
mutierte Vektor nach Standard-Protokoll ik. coli Topl0 (chemisch kompetent)
transformiert. Eine Uberpriifung der MutageneseSeguenzierung ist unerlaglich.

3.3.4LacZ-Expressionsvektor fur Enhancerstudien

Der potentielle Enhancerbereich in der 3' Regiom voBmp2 wurde mit Hilfe dePfu-
Polymerase aus der DNA des BAC-Klons RPCI24-82A16d@an entsprechenden Primern
(siehe Tab. 3.2) amplifiziert und zunachst in pTARFGzwischenkloniert. Es folgte eine
Verifizierung der Enhancersequenz per Sequenziemumd eine Umklonierung in den
Reportegenvektor pSHsp68LacZ tiber Notl Schnittstellen. Mittels Kolonie-PCR ward
nach erfolgreicher Insertion und korrekter Oriemtigy gescreent und dies per Sequenzierung
bestatigt. Daraufhin wurden 30 pg Plasmid-DNA matll Sinearisiert und Uber Agarose-

Gelelektrophorese gereinigt. Die Konzentrationshesting der linearisierten DNA nach
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Verwendung des Gel Out Kits (A&A Biotechnology) wlermit einem Konzentrationsgel und
einer Nanodrop-Messung vorgenommen. Es ist zu beacbass fur die Elution der DNA
von den Gel Out Saulchen bereits der Injektionggy 0 mM TrisHCI; 0,1 mM EDTA; pH
7,6) fur die spateren Injektionen der Oocyten benutirde.

3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Mikromass Kulturen vom Huhn

Mit Hilfe der Mikromass Kulturen (MM) kbénnen umfar@che Analysen der
Knorpeldifferenzierung unter definierten Bedingungevorgenommen werden. Die
Praparation und Kultivierung der Zellen wurde bisrausfihrlich beschrieben (DeLise u. a.,
2000; Morgan und Fekete, 1996). SPF-Eier werden Hage bei 38 °C in einem
Eierinkubator bebrutet. Daraufhin erfolgt die Pr@pan der Embryonen (HH22-HH24) aus
dem Ei mit Uberfiihrung in PBS. Die Extremitatenkp@s werden mit einer Pinzette
abgetrennt, in HBSS gesammelt und anschlieRentbcain bei 37 °C mit Dispase (3 mg/mi
in HBSS) verdaut. Das sich dabei I0sende Ektodema durch mehrmaliges Waschen mit
HBSS entfernt und es folgt die Auflosung des Zelvamdes durch einen Verdau mit 0,1 %
Collagenase Typla; 0,1 % Trypsin; 5 % FCS in PB8eoBa/Mg bei 37 °C fur 30 min mit
nachfolgender Zugabe von 1 ml chMM —Medium (DMEM2EL10 % FCS; 0.2 % CS; 1 %
Pen/Strep; 1 % L-Glutamin), Vereinzelung der Zelldarch mehrfaches Auf- und
Abpipettieren und Filtration der Zellsuspensiondtuein Zellsieb (40 um, BD Falcon). Nach
Bestimmung der Zellzahl und Zentrifugation bei 1000M fur 5 min wird die Zellzahl auf
2 x10 Zellen/ml eingestellt, woraufhin 10 pl-Tropfen d&ellsuspension in 24 Well
Zellkulturplatten ausgesat und nach erfolgter Anheg der Zellen (ca. 1 h) mit chMM-
Medium bedeckt werden. Das Medium wird alle 2-3& ggwechselt.

Zur Uberexpression von Genen werden die Zellenrefitikations-kompetenten Retroviren
infiziert. Die hier verwendeten Retroviren (RCASuAd RCAS-B) basieren auf dem Rous-
sarcoma-Virus und infizieren Huhnerzellen mit holegdfizienz. Zur Infektion mit einem
Virus bzw. Co-Infektion mit zwei Viren (RCAS- A urikiCAS-B) wird vor dem Ausplattieren
der Zellen jeweils 1ul des Viruskonzentrats und bei Bedarf Medium zumffifilen
hinzugefiigt und danach je 12 ausgesat. Bei diesem Schritt ist auf eine Angleng des
Virustiters aller Viren in einem Experiment zu asnt
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Zur Stimulierung der Zellen mit rekombinanten Pro¢@ wird 24 h nach Zellaussaat ein
Mediumwechsel vorgenommen, wobei pro Well 1 ml Medi mit dem gewlnschten
rekombinanten Protein supplementiert wird. Verwéadekombinante Proteine: rhGDF5 und
rh GDF5 N445T (Biopharm GmbH, 10 mM HCI); rhBMP2o(vW. Sebald zu Verfligung
gestellt, 4 mM HCI, 0,1 % BSA); rhBMP9 (R&D SysterdsmM HCI, 0,1 % BSA); rhNOG
(Regeneron Pharmaceuticals Inc., 0,1 % BSA/PBS).

3.4.2 Anzucht und Praparation von RCAS-Viren

Anzucht

Um infektiose RCAS-Viren nach dem Klonierungsprazéis Uberexpressionsexperimente
zu erhalten und zu amplifizieren, werden Verpackuaetjen bendétigt. Dafir wird die
Huhnerfibroblasten-Zelllinie DF-1 bei 70 % Konfleemit 3 pg RCAS-Konstrukt unter
Verwendung von 10 pl ExGene 500 (Fermentas) nadmBen des Herstellers transfiziert.
Dauraufhin werden die Zellen mehrfach passagierterunverwendung des DF1-
Standardmediums (DMEM 1 g/l Glucose, w/o L-Glutamiitd % FCS; 2 % CS; 1 %
Pen/Strep; 1 % L-Glutamin), bis 6 Zellkulturschatait 15 cmO konfluent sind. Es folgt ein
Mediumwechsel auf 15 ml DF1- Hungermedium (DMEM/LL@lucose, w/o L-Glutamin;
1% FCS; 0,2 % CS; 1 % Pen/Strep; 1% L-Glutaminglem sich die Viruspartikel nach
Inkubation UN ansammeln. An drei aufeinanderfolgandagen wird der Virustberstand
abgenommen und nach Schockgefrieren in flussig Q¢i —80 °C bis zur weiteren
Aufarbeitung gelagert.

Transfektionstest

Wahrend der Anzucht werden die DF1 Zellen zur Sstlelung der RCAS-Produktion einem
Transfektionstest unterzogen. Dabei werden traesfiz DF1-Zellen in einer 24-Well
Zellkulturplatte fur 15 min mit 4 % PFA fixiert. Daufhin werden nach dreimaligem
Waschen mit PBS die Zellen mit MST (DMEM; 10 % F@S2 % Triton-X-100) fir 30 min
geblockt und danach fur 30 min mit dem monoklonaRE@AS-Antikbrper 3C2 (als
Zelliberstand aliquotiert vorliegend) 1:5 verdunnt MST bei RT inkubiert. Es folgt
dreimaliges Waschen mit MST und die Detektion f0m3n mit dem Zweitantikdrper Alexa
488 goat anti-mouse (Molecular Probes), der 1:1600ST zusammen mit DAPI eingesetzt
wird. Nach abschlieRendem dreimaligem Waschen B8TPwird die Anfarbung der Zellen
mit dem Fluoreszenzmikroskop (Fluoreszenz Axio26Q) ausgewertet.
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Virusaufkonzentrierung

Der eingefrorene Virustberstand wird bei 37 °C atdgt und auf Eis durch einen 0 4%
Durapore-Filter (Millipore) mit Vorfilter (Millipoe Glass Fibre Prefilter) filtriert.
Anschlielend werden die Viren durch Ultrazentritiga bei 22000 UpM (Rotor SW-32;
Beckman) fiir 3 h bei 4 °C pelletiert. Nach Abkipps Uberstandes wird das Pellet in dem
verbleibenden Medium im Zentrifugenréhrchen fur inleinem Eisbad auf einem Schiittler
resuspendiert. AnschlieRend werdenuB®liquots in flissig N eingefroren und bei —80 °C
gelagert.

Titerbestimmung

Zur Bestimmung des Virustiters werden von den katrrten Retrovirus-Uberstanden
Verdiinnungen von 1xI0 bis 1x10° angesetzt. DF-1 Zellen werden in 24-Well
Zellkulturplatten ausgesét, indem die konfluentaiieh von einer 75 chZellkulturflasche
trypsinisiert und anschlieRend auf eine Zellzati Vo6x1@ Zellen/ml eingestellt werden. In
jedes Well werden nun 1 ml Zellsuspension ausgesatei Erschitterungen bei der
Handhabung zu vermeiden sind. Nach einer Inkubailnm Brutschrank sind die Zellen
70-80 % konfluent und werden mit jeweilsulfwell und 10 pl/well der Virusverdiinnungen
infiziert und fur 24 h bei 37 °C inkubiert. Virusefizierte Zellen kdonnen mit dem
monoklonalen Antikorper 3C2 markiert (siehe Traks&mstest) und mit dem Vectastain
ABC Kit (Vector Laboratories Inc.) nach Angaben désrstellers detektiert werden. Dabei
entspricht die Zahl der gefarbten Zellen (N) in det0°-Verdiinnung (N Viruspartikel pro
ul) einem Virustiter von NxI0IU (infectious units) pro ml. Fiir eine effiziertafektion von
Mikromasskulturen sind mindestens 5X 10/ml erforderlich.

3.4.3 Kultivierung von DF1-Zellen

Auftauen von DF1-Zellen

Die Zellen werden aus der Lagerung in flissigsishnell im 37 °C Wasserbad aufgetaut und
sofort in 15 ml vorgewarmtes DF1-Standardmedium EDM1 g/l Glucose, w/o L-Glutamin;
10 % FCS; 2 % CS; 1 % Pen/Strep; 1 % L-Glutamir@rfiltnrt. Daraufhin werden die Zellen
zur Beseitigung des Einfriermediums fir 5 min bed@ UpM pelletiert und der Uberstand
verworfen. Mit 10 ml frischem DF1-Standardmediunfolgt die Resuspendierung und
Aussaat in einer 75 cridellkulturflasche, wobei die weitere Kultivierungit37 °C und 5 %
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CO, Sattigung bei regelmalligem Mediumwechsel (alle Page) in einem Brutschrank

erfolgt.

Splitten von DF1-Zellen

90 — 100 % konfluente Zellen werden zur weiterenltitierung geteilt und in neue
Zellkulturflaschen umgesetzt (passagiert). Dafirdsa sie mit DPBS gewaschen und bei
einer 75 cirZellkulturflasche mit 3 ml vorgewarmten Trypsinrf@ min bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Durch zusétzliches Klopfesr dulturflasche gegen die Handflache
I[6sen sich die Zellen vollstdndig vom Flaschenbodgaraufhin der Verdauprozess des
Trypsins durch Zugabe von 7 ml vorgewarmten DFh&admedium abgestoppt wird.
AnschlieRend werden die Zellen mit gewlnschterzaéll in frische Zellkulturflaschen, -

schalen oder -platten ausgesat.

Einfrieren von DF1-Zellen

Zur Vorbereitung der Zellen auf die Lagerung insflig N werden 90 — 100 % konfluente
Zellen in einer 75 cfZellkulturflasche mit DPBS gewaschen und vom Fiesboden durch
Trypsinisierung abgeldst (siehe Splitten von DF1llefg. Daraufhin werden die Zellen 5 min
bei 1000 UpM pelletiert, der Uberstand verworferl utas Pellet in 4,5 ml Einfriermedium
(DMEM 1 g/l Glucose; 20 % FCS; 10 % DMSO; 2 mM Le@&min) resuspendiert. 1,5 ml
Aliquots in Kryor6hrchen werden in einer Zelleigirbox zu -80 °C gestellt und nach 2-3
Tagen in flissigen Nuberfuhrt.

Bestimmung der Zellzahl

Um eine bestimmte Zellzahl zu definieren wurde Aiezahl der Zellen in einer L6sung
gezahlt. Dazu wurden 20 pl einer Zellldsung in éNl@ibauer-Zellkammer pipettiert und die
vier Quadrate jeweils ausgezahlt. So lieR sichMittelwert bestimmen, der die Zellzahl X10

angab.

Alternativ wurde Zellzahlbestimmung mit einem CasgtGerat nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt.
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3.5 Histologische Methoden

3.5.1In situ Hybridisierung (ISH)

Die in situ Hybridisierung ist eine direkte NachweismethodefiRNA in einzelnen Zellen,
Geweben und intakten Embryonen. Dabei wird mitregyathetisierten und mit Digoxygenin
(DIG) markierten RNA-Sonde am Ort der ExpressianmdRNA des zu untersuchenden Gens
sichtbar gemacht, indem die antisense Sonde un#&otplementdre mMRNA hybridisieren.
Die Hybriden werden mit einem gegen DIG gerichtedatikbrper, der mit einer alkalischen
Phosphatase gekoppelt ist, detektiert und daradilmioh eine enzymatische Reaktion farblich
sichtbar gemacht. Auf diese Weise lassen sich depreSsionslevel und das
Expressionsmuster des jeweiligen Gens gewebesprritind im Verlauf der embryonalen

Entwicklung nachvollziehen.

Paraffineinbettung und Schnittanfertigung von Gewelepraparaten

Die einzubettenden Gewebe werden sofort nach Ratiparder Mauseembryonen in 4 %
PFA/PBS-DEPC uberfuhrt und darin GN bei 4 °C ba&dasé&\m darauf folgenden Tag werden
die Praparate 2 x 5 min in PBS-DEPC gewaschen,ctiaiia mindestens 1 h in 50 % EtOH
bei RT inkubiert und anschlie3end mindestens 2270 % EtOH dehydriert. Die weiteren
notwendigen Entwasserungsschritte und die Uberfighin Paraffin wurden mit Hilfe des
Entwasserungsautomaten nach folgendem Programmogelh: 2 h 90 % EtOH, 2 h 95 %
EtOH, 3 x 2 h mit Vakuum 100 % EtOH, 2 x 15 min ikuum Ultra Clear, 30 min mit
Vakuum Ultra Clear, 3 h mit Vakuum Ultra Clear/Hénal:1, 3 h mit Vakuum Paraffin bei
60 °C.

Die dann im flussigen Paraffin befindlichen Praparsavurden an der Einbettstation in
Einbettformchen mit frischem Paraffin in der gewdhiten Position eingebettet. Bis zur
weiteren Bearbeitung wurden die eingebetteten Patgpaus den Formen geldst und bei 4 °C
gelagert. Funn situ Hybridisierungen wurden 7m dicke Schnitte am Paraffin-Mikrotom
(Mikrom, Reichert-Jung 2050 Supercut) angefertiggbei diese ublicherweise nach der
Streckung im 37 °C warmen Wasserbad seriell aahisierte Objekttrager gezogen wurden.
Nach dem Schneiden wurden die Objekttrager beiCAQrtindlich getrocknet und zuséatzlich
UN bei 37 °C in einem Trockenofen inkubiert. Einegkrung der Schnitte ist bei 4 °C Uber
mehrere Wochen méglich.
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Herstellung von DIG-markierten RNA-Sonden

Fur diein vitro-Transkription wurden die bendtigten DNA-Templamachst durch PCR
mit dem 5'-Primer des Sondenfragments und einemm@&uwarprimer als 3’-Primer (Sp6 oder
T7 je nach Orientierung des Sondenfragments in @GFR) amplifiziert und mittels PCR-
Purification aufgereinigt (siehe 3.2.4). Drevitro Sondentranskription und Markierung mit
DIG wurde mit dem DIG RNA Labeling Kit (Roche) nachngaben des Herstellers
durchgefuhrt.

1 pl Template-DNA (100-200 ng PCR-Produkt)
1 pl 10x Transkriptions Puffer

2 pul DIG-Labeling-Mix

0,5 pl RNase-Inhibitor

1 pul RNA-Polymerase (Sp6/T7)

4,5 pl HO-DEPC

Die in-vitro-Transkription erfolgte fur 1,5 h bei 37 °C. AnkeRend wurde 1 pl DNase |
zugegeben und fur weitere 20 min bei 37 °C inkupiem die Template-DNA abzubauen.
Dieser Vorgang wurde durch Zugabe von 2 pl 0,2 MTBIDEPC abgestoppt. Die markierte
Sonde wurde daraufhin gefallt, indem das Volumemnl@o pl mit H,O-DEPC aufgefiillt, der
Ansatz mit 10ul 4 M LiCl sowie 300ul eiskaltem EtOH 100% versehen und mindestens 1 h
bei -80 °C inkubiert wurde. Nach einer Zentrifugativon 30 min bei 13000 UpM bei 4 °C
wurde mit 70 % EtOH gewaschen und das finale RNAiSent in 100ul RNAse freiem
Wasser aufgenommen und bei —80 °C langfristig getadie Kontrolle der Sondenqualitat

erfolgte auf einem Agarosegel.

Wohle mountin situ Hybridisierung (WM-ISH)

Fur eine WM-ISH wurden BI6 Mauseembryonen der &@adt10.5 — E13.5 in PBS/DEPC
prapariert und UGN in 4 % PFA/PBS-DEPC fixiert. Bdauseembryonen E14.5 wurden
lediglich die Extremitaten und bei Huhnerembryondi25-30 die Rumpfe mit den
Extremitaten fur die WM-ISH vorgesehen. Am folgendeag wurden die Embryonen 2 x
15 min in PBST gewaschen und mit einer steigendethdholreihe (je 30 min in 25 %,
50 %, 75 % MetOH/PBST-DEPC, 100 % MetOH) auf Eigydkiert. Nach einem Wechsel
des 100 % MetOH war eine Lagerung der Embryonen—6i°C Uber mehrere Monate

moglich.
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Zur Hybridisierung wurden die Embryonen in einestaigenden Methanolreihe rehydriert,
mit PBST 2 x gewaschen und in 6 % WasserstoffpdraxiPBST-DEPC fur 1 h bei 4 °C
gebleicht. Je nach Entwicklungsstadium schloss sadh grindlichem Waschen mit PBST-
DEPC ein 3-15 minutiger Verdau mit Proteinase K)YPBKi RT an, der das Gewebe fir die
Sonde besser zuganglich macht. Die Stadien E1055BEdurden mit 10 pg/ml PK fir 3 min;
E12.5 mit 20 pg/ml PK fir 5 min; E13.5 mit 20 pg/MK fir 8 min; E14.5 mit 30 pg/ml PK
fur 12 min und HH25-30 mit 50 pg/ml PK fir 10 mierdaut. Mit PBST/Glycin (2 mg/ml)
wurde der Verdau abgestoppt, worauf mehrmaligescWWéas mit PBST, RIPA-Puffer und
wieder PBST folgte. Daraufhin  wurden die Embryonefir 20 min in

4 % PFA /0,2 % Glutaraldehyd fixiert und wieder  hrfach in PBST,
PBST/Hybridisierungspuffer  und  Hybridisierungspuffe gewaschen.  Nach  der
Prahybridisierung bei 65 °C fur mindestens 3 h Hibridisierungspuffer wurden die
Embryonen UGN mit dem Sondenmix bei ebenfalls 65rfi@ibiert. Fur die Herstellung des
Sondenmixes wurden Hybridisierungspuffer und tRNAQ pg/ml) 100:1 gemischt und je
1 ml davon mit 10 pl Sonde vereint. Dieser Mix waiizlr Denaturierung der Sonde 5 min
bei 80 °C inkubiert und im Anschluss auf die Emimgo gegeben.

Uberschussige Sonde wurde am nachsten Tag enifelen zweimal 30 min bei 65 °C mit
frischem Hybridisierungspuffer gewaschen wurde. Wdaen die Embryonen auf RT
abgekuhlt waren, folgte ein RNaseA-Verdau bei 37@ nicht hybridisierte RNA-Sonden
abzubauen. Anschlieend wurde 12 x mit SSC/FA/T @%fC gewaschen, zunachst 3 x
5 min, dann 3 x 10 min und schlielich 6 x 30 nfbaraufhin folgte ein Umpuffern auf
MABT bei RT. Zur Absattigung unspezifischer Bindgstellen fir den Anti-DIG-Antikorper
wurden die Praparate in Blockierlosung (5 % BBRMABT) mindestens 1 h bei RT
vorbehandelt und anschlieBend UGN bei 4 °C mit AG-Fab-ALP Antikérper (Roche)
1:5000 in 1 % BBR/MABT rotierend inkubiert. Ungelolemer Antikorper wurde wahrend
12maligem Waschen (3 x5 min und 8 x 30 — 60 mim) Bolgetag mit PBST/Tetramisol
(500 mg/1) entfernt. Zur Detektion des Antikdrpgrsils wurden die Embryonen zunachst
3 x fur 20 min in ALP-Puffer aqulibriert und anseffdend mit BM Purple ALP Substrat
(Roche) versehen. Die Inkubation erfolgte bei RTDumkelheit bis ein deutlich sichtbares
Signal zu erkennen war.

Zur Konservierung der Signale wurden die Prapdedrtlich 3 x mit ALP-Puffer gewaschen
und in 4% PFA/PBS/5mM EDTA/ 0,2 % Glutarddgld fixiert. Die Dokumentation der
Ergebnisse erfolgte mit dem Binokular und der Axgmdh Software. Eine Lagerung der
gefarbten Embryonen war bei 4 °C mdglich.
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ALP-Puffer: 0,1 M NaCl; 50 mM Mg@G] 0,1 % Tween 20; 0,1 M Tris/HCI
pH 9,5; 0,05 % Tertramisol; in bidest®l

Hybridisierungspuffer: 50 % Formamid; 5 x SSC p#3;4),05 mg/ml Heparin; 0,1 %
Tween 20; in DEPC-(D

RIPA-Puffer: 0,05 % SDS; 0,15 M NaCl; 1 % NP8 % NaDeoxycholat;
1 mM EDTA,; 50 mM Tris/HCI pH 8,0; in DEPCJ@

RNaseA: 0,5 M NaCl; 10 mM Tris/HCI pH 7,5; 0,1 B@&een 20; in
bidest HO; 0,1 mg/ml RNase A

PK-Puffer: 20 mM Tris/HCI pH 7,0; 1 mM EDTA; DEPC HO

SSC/FAIT: 2 x SSC; 50 % Formamid; 0,1 M Tweeni@®idest HO

5 x MABT: 0,5 M Malein Saure pH 7,5; 0,75 M NaG|5 % Tween 20;
in bidest HO

In situ Hybridisierung auf Paraffinschnitten (P-ISH)

Fir einein situ Hybridisierung auf 7 pum dicken Paraffin-Gewebestteniwurden diese erst
entparaffinisiert und rehydriert. Dazu wurde 2 xrin in Ultra Clear, 2 x 10 min in 100 %
EtOH, 5 min in 75 % EtOH, 5 min in 50 % EtOH/PBSmM in 25 % EtOH/PBS und dann
2 x 5 min in PBS inkubiert. Fixiert wurde 10 min 4n% PFA/PBS, worauf 3 x mit PBST
gewaschen und in PK-LOsung fur 10 min verdaut wuktierbei war die Konzentration der
PK abhangig davon, wie alt die Embryonen bei dép®ration waren. Fur E12.5 und E13.5
wurden 1,5 pg/ml, fur E14.5 3 pg/ml eingesetzt.iNder PK Behandlung wurde erneut 2 x
in PBST gewaschen, fur 5 min in 4 % PFA/PBS fixiemtd wiederum 3 x mit PBST gespiilt.
Zum Acetylieren wurde frische Acetylierungslosunggesetzt und 10 min bei RT inkubiert.
Nach finalem dreimaligen Waschen mit PBST waschemde fir mindestens 4 h mit
vorgewarmtem Hybridisierungspuffer bei 65 °C inegifreuchtkammer, die mit 5 x SSC / 50
% Formamid versehen war, vorhybridisiert um undjsetie Bindungsstellen abzudecken.
Die eigentliche Sondenhybridisierung fand UN bei°65ebenfalls in einer Feuchtkammer
statt. Hierfir wurde die Sonde in einem Verhaltagn 1:100 im Hybridisierungspuffer
verdunnt und vor der Verwendung bei 85 °C fur 5 dematuriert.

Am folgenden Tag wurde nach einem kurzen Wasclisahrb x SSC und anschlieRendem
Waschen in 1 x SSC /50 % Formamid die UberschéisSamde entfernt. Hierbei wurde erst
10 min bei 37 °C in RNAse-Waschpuffer inkubiert,nach fir 30 min bei 37 °C in RNAse
Waschpuffer mit 20 pg/ml RNAse A nicht hybridisei®onde abgebaut wurde. Es folgten ein
finales Waschen in RNAse-Waschpuffer und weitereséfiachritte: 20 min bei 65 °C in
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2xSSC; 2 x 20 min bei 65 °C in 0,2 x SSC. Hiemawrden die Objekttrager fur die
Antikorperinkubation vorbereitet. Nach 2 x WascheMABT bei RT wurde fir mindestens
2 h mit 20 % HISS/MABT in einer Feuchtkammer bei R€&blockt um unspezifische
Wechselwirkungen mit dem Antikdrper zu vermeiderahfénd des Blockierens wurde der
Antikorper Anti-DIG-Fab-AP (Roche) in 5 % HISS/MABGei 4 °C in einer Verdinnung von
1:2500 vorinkubiert und schlief3lich GN in einer Eletkammer bei 4 °C auf die Objekttrager
appliziert.

Zur Detektion des Antikdrpers wurden die Schnittee 81 MABT, 10 min in ALP-Puffer
gewaschen und letztlich die enzymatische ReaktidrHitie von NBT/BCIP in ALP-Puffer
bei RT herbeigefuhrt. Die Schnitte wurden lichtdeget so lange inkubiert, was h&ufig auch
Uber mehrere Tage bei 4 °C oder RT stattfand, inidleutlich dunkles spezifisches Signal
sichtbar war. Zum Beenden der Reaktion wurden digkdtrager 10 min in ALP-Puffer und
2 x in PBS gewaschen, wonach die Schnitte 30 minRdein 4 % PFA/PBS fixierten.
Abschlie3end folgte zweimaliges Waschen in PBSEindeckeln in HydroMatrix.

Die mikroskopische Auswertung und Dokumentation d#érbungen erfolgte mit dem
Mikroskop Leica DMR und der AxioVision Software.rnei Lagerung der Praparate ist Gber
einen sehr langen Zeitraum bei RT mdglich.

Acetylierungslosung: 0,1 M TEA, 0,25 % Essigsauteydrid; in DEPC kD
ALP-Puffer: 0,1 M NaCl; 0,1M Tris/HCI pH 9,5; 538M MgCl;
0,05 % Tween 20
Blocking-Puffer: 10 % BBR in 1 x MABT
Hybridisierungspuffer: 10 mM TrisHCI pH 7,5; 0,6 MaCl; 1 mM EDTA,; 0,25 %

SDS; 10 % Na Dextransulfat; 1x Denhardt’s; 0,2 nigfimast
tRNA (Gibco); 50 % Formamid; in DEPC-B

100 x Denhardt’s: 2 % Ficoll 400; 2 % Polyvinytplidon K30; 2 % BSA,
in bidest HO

5 x MABT: 0,5 M Malein Saure pH 7,5; 0,75 M NaG|5 % Tween 20;
in bidest HO

10 x RNase-Waschpuffer: 4 M NacCl; 0,1 M TrisHCI @t5; 50 mM EDTA pH 8,0
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3.5.2 Alcian Blau-Farbung von Mikromass Kulturen

Zu den gewtnschten Zeitpunkten wurde das MediumdemZellen abgesaugt und 1 x mit
DPBS gewaschen. Unter dem Abzug wurden die KultdienlO min bei RT mit Kahles
Fixativ fixiert und danach dreimal mit PBS gewasth2ur Farbung der differenzierenden
Zellen wurden diese mit Alcian Blau Farbelosungdmdl und GN bei RT auf der Wippe
gefarbt. Am nachsten Tag wurden die Kulturen mit eatsalztem Wasser gesplilt, bis sich
kein Farbstoff mehr I6ste und danach in den Zdilkplatten getrocknet und abschliel3end
dokumentiert.

Zur Quantifizierung der Farbung wurden je Well %006 M Guanidin-HCI in HO
zupipettiert und UN bei RT auf einem Taumler inlanbi Der Farbstoff I6ste sich dabei
guantitativ aus den Kulturen. 200 pul der Extrakilig wurden in eine 96-Well
Zellkulturplatte dberfuhrt, wonach séamtliche Probend Replikate gegen reine 6 M
Guanidin-HCI als Leerwert photometrisch in einems&Reader bei 595 nm vermessen
wurden. Die grafische Auswertung der ermittelterri&erfolgte mit GraphPad Prism.

Kahles Fixativ: 28 % EtOH; 0,37 % Formaldehyd; ByEssigsaure
Alcian Blau Farbelésung: 1 % Alcian Blau; 0,1 M HCI

3.5.3 X-Gal-Farbung von Embryonen

Die X-Gal-Farbung basiert auf der Expression dasZGens E. coli), welches fur die3-
Galactosidase codiert. Dieses Enzym setzt das dyene Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-
3-indoxyl{3-D.galactopyranosid) zu Galactose und 5-Brom-4+etmdoxyl um, welches nach
Oxidation an der Luft dimerisiert und eine tiefltdabBarbung zeigt. In dieser Arbeit wurden
Farbungen an kompletten Embryonen gefolgt von Rasahnitten durchgefihrt.

Embryonen oder Extremitaten von transgenen Maussemén E11.0-E15.0 wurden in PBS
gewaschen und bei 4 °C fur 45-60 min in 2 % PFA2 % Glutaraldehyd fixiert. Nach 3 x
15 min waschen in PBS erfolgte die Farbung UN BeuRter Lichtausschluss. Die Praparate
wurden nach mehrmaligem Waschen in PBS und ernéuesrung in 2 % PFA/ 0,2 %
Glutaraldehyd mit einem Binokular fotografiert. D@ Gefahr einer Nachdunkelung besteht,
sollte die Dokumentation der Préaparate zeitnahgefo

Generell bleibt hier anzumerken, dass die FarbumgBmbryo zu Embryo variiert aufgrund
differierender Penetrationsvorgdnge der Farbeldsund unterschiedlicher Anzahl von
Integrationsereignissen des ReportergenvektorGamom.

43



Materialien und Methoden

Farbelosung: 1 mg/ml X-Gal, 5 mMsRe(CN}, 5 mM KsFe(CNE, 2 mM MgCy in

PBS, Eisenlosungen zuletzt zufligen

3.5.4 Skelettpraparationen

Zur Anfertigung von Skelettpraparationen wurden ReErdembryonen HH25-30 enthauptet
und in 100 %igem EtOH Uberfuhrt, worin sie UN béeiCAfixierten. Daraufhin wurde fur 2
Tage mit einer Skelettfarbeldsung, die Alcian Bddsiauch Alizarin Rot enthalt, gefarbt.
Alcian Blau farbt die Polysaccharide im Knorpelihlavohingegen Alizarin Rot kalzifizierte
extrazellulare Matrix (also Knochen) rot farbt. Dtedparate wurden nachfolgend kurzzeitig
mit 1 %iger KOH und spéater mit 0,3 %iger KOH ungtindiger Beobachtung verdaut, bis
das weiche Gewebe und die Haut klar und durchgichtid die Skelettelemente der
Extremitaten deutlich zu erkennen waren. Dabezisbeachten, dass ein zu langer Verdau
die Integritat der Skelettelemente zerstort. Derdda wird durch Losungswechsel in 30 %
Glycerin abgestoppt. Daraufhin werden die Praparat® % Glycerin und abschliel3end in
80 % Glycerin uberfuhrt und darin langfristig gedaty Die photographische Analyse erfolgte

mit einem Binokular, CCD-Kamera und AxioVision Sedre.

Skelettfarbelésung: 819,75 ml 70 % EtOH, 131,2%sdigsaure, je 33 ml Alcian Blau und
Alizarin Rot Stock

Alcian Blau Stock: 0,14 % Alcian Blau in 70 % EtOH

Alizarin Rot Stock: 0,06 % Alizarin Rot S in 95 EAOH

3.5.5 Anfertigung von Vibratomschnitten

Bei schon gefarbten Embryonen oder Extremitaten ntem zur weiteren Analyse
Vibratomschnitte angefertigt werden. Dazu wurdesn Rligparate in PBS gewaschen und bei
4 °C jeweils 1 hin 5 %, 15 % und 30 % SucroseB$nkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Uberfithrung in 0,5 % Gelatine / 30 % Albumin (BSA20 % Sucrose in PBS, worin die
Praparate auch geringe Zeit bei 4 °C gelagert wekdanten. Die Einbettung erfolgte in 1 ml
derselben L6sung unter Zugabe von 100 pl 25 % @llaehyd, wobei die Aushartung durch
Kihlung verlangsamt werden konnte. Schliel3lich vwardm Vibratom (Mikrom) 10 - 30 um
dicke Schnitte angefertigt und in Hydromatrix eibgitet. Die Analyse erfolgte unter dem

Mikroskop.
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3.6 Invivo Methoden

3.6.1 Huhncheninjektionen

Die Injektionen wurden von Sigmar Stricker und dwiaupt durchgefuhrt. SPF Hihnereier
wurden bei 38 °C im Eierinkubator bebritet, bis dasviinschte Stadium (HH10 ca. 1,5
Tage) erreicht war. Konzentrierter Virustuberstandrde mit FastGreen zur besseren
Visualisierung beim Injektionsprozess versetzt imdie rechten Extremitatenfelder (HH10)
der Huhnerembryonen nach Morgan und Fekete (199@)ert. Die linke Extremitat blieb
uninfiziert und diente als interne Kontrolle. Nadér Injektion wurden die getffneten Eier
mit Klebeband versiegelt und wieder bei 38 °C hismzgewilnschten Entwicklungsstadium
(Tag 7) inkubiert.

3.6.2 Beadimplantation

Die Beadimplantationen wurden von Pia Kuss und Kimag durchgefihrt. SPF Huhnereier
wurden bei 38 °C im Eierinkubator bebritet, bis dasviinschte Stadium (HH20 ca. 4,5
Tage) erreicht war. Daraufhin wurden die Eier gesiif die Fruchthillen Gber dem Embryo
vorsichtig entfernt und je Embryo ein Heparin-Bead eine der Hinterextremitaten

implantiert. 20 pl Heparin-Beads wurden zuvor ineen Zeitraum von 1,5 h mehrfach mit
PBS gewaschen und danach fir 1 h in 5 pl BMP-Logi@wgiinschter Konzentration bei RT
inkubiert. Um auszuschlieBen, dass es sich bei teetnsichtbaren Effekten um

Implantationsartefakte handelt, wurden als KorgrollPBS-getrankte Beads ebenfalls
implantiert. Nach Abschlul® der Implantation wurdia Eier mit Klebeband versiegelt und

fur weitere 20 - 22 h bei 38 °C inkubiert. Verweteleekombinante Proteine siehe 3.4.1.

3.6.3 Herstellung transgener Mause

Die Herstellung transgener Mause wurde von Ingag¥ond Monika Dopatka im Maushaus
des MPI fur Molekulare Genetik vorgenommen. Dabeirde nach Standardprotokollen
gearbeitet (Nagy u. a., 2003).

Die zu injizierende und aufgereinigte DNA wird nhitjektionspuffer (Chemikon -800-437-

7500) auf 2 ng/ul verdinnt. Zur Gewinnung von befiteten Eizellen werden C57/BI6
Spenderweibchen einer Superovaluation unterzogenamschlielender UN Verpaarung.
Dafir werden 51 h vor der Verpaarung 5 U PM@g&@nant Mare’'s Serum Gonadotropin
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und 48 h spater 5 U hC@Gyman chorionic Gonadotropinntraperitoneal verabreicht. Nach
makroskopischer Uberprufung der Begattung anhand \deginalpfropfe werden die
Spenderweibchen getotet, die Eizellen aus dent&iteprépariert und zur Abtrennung der
Cumuluszellen in M2-Medium (Sigma -M7167) mit 30@ [yaluronidase/ml Gberflhrt.
Danach werden die Eizellen in M2-Medium ohne Enayewaschen und mit Hilfe einer
Mikroinjektionsanlage mit der Reportergen-DNA imgz. Dabei werden ca. 1-2 pl DNA-
Losung (2 ng/ul) mit einer Injektionskapillare ierd méannlichen (grol3eren) Vorkern einer
befruchteten Eizelle eingebracht. 20-30 der so puaierten Eizellen werden in die Eileiter
einer scheintrachtigen Maus transferiert. Daftrdear sexuell intakte CD1 Weibchen mit
vasektomierten Mannchen verpaart und nach erfalgeei Begattung narkotisiert. Nach
Praparation von Ovar, Eileiter und Uterus werdeea Hizellen Uber den Infundibulum
eingesetzt. AnschlieRend werden die Organe wiadelie Bauchhohle gelegt, die Wunden
geschlossen und die Schwangerschaft bis zur Engaten Embryonen im gewinschten

Entwicklungsstadium fortgesetzt.

3.7 Bioinformatische Methoden

3.7.1 Multiple Sequenz-Alignments

Proteinsequenzen aus der NCBI Datenbank wurden Hitie der Software T-Coffee
(Notredame u. a., 2000) alignt. Daraufhin erfolgiee Analyse der Konservierung mit
CHROMA (Goodstadt und Ponting, 2001) und die faeldiarstellung des Alignments.

3.7.2 Proteinstrukturdarstellung

Superpositionsmodelle zur Vorhersage von Protamaktionen anhand bekannter
Proteinstrukturen wurden von Carsten Reissnerifindtir Anatomie, Universitatsklinikum
Munster) erstellt. Zur Darstellung der Proteinstau&n wurde das Programm Chimera
(Pettersen u. a., 2004) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Punktmutationen in GDF5 sind mit SYNS1 assoait

Neben bereits beschriebenen Mutationen in NOG kdaweh GDF5 Mutationen urséchlich
fur das Multiple Synostosesyndrom (SYNS1) seinZiisammenarbeit mit Andreas Janecke
(Institut fur Medizinische Genetik der Universitiiinsbruck), Cristina Rusu (University of
Medicine and Pharmacy, Romania) und Katarina D@tigitut fur Medizinische Genetik der
Charité-Universitatsmedizin Berlin) wurden Patientenit SYNS1 untersucht. Deren
Sequenzierungsergebnisse aus genomischer DNA erdabee Auffalligkeiten beiNOG
jedoch heterozygote Punktmutationen@DF5. In Patient | (siehe Abb. 4.1) wurde eide
novoPunktmutation an Position ¢.1334A>C identifizielie zu einem Asparagin zu Threonin
(p-N445T) Aminoséureaustausch im Protein fiuhrt.diaser Mutation N445T in GDF5 des
Patienten von A. Janecke wurden bereits erste slnteungen in der Dissertation von Petra
Seemann durchgefuhrt. Dartber hinaus wurde in @#deren, nicht verwandten Familie an
gleicher Position im GDF5-Protein die N445K Mutatian unserem Institut identifiziert.
Dabei liegt bei den 3 Patienten (siehe 1I-1V in Albl) die Punktmutation ¢.1335T>G im
Genom vor, die zum Austausch der hydrophilen Améios Asparagin mit dem basischen
Lysin fuhrt.

Der Phanotyp von SYNSL1 in den untersuchten Pateistecharakterisiert durch mehrfache
Synostosen in den Handen und FulRen, was sich &gBeafts Symphalangismus und
Brachydaktylie &ufl3ert. Die zusétzlichen Synostoskm Ellenbogengelenke bedingen
insgesamt eine stark einschrankende UnbeweglictkeExtremitaten bei den Patienten.
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N445T

N445K

Abb. 4.1: GDF5-Punktmutationen an Position N445 sith mit SYNS1 assoziiert.

Die Stammb&aume zweier betroffener Familien sindslimargestellt. In A-E ist der klinischen Phanotyp
abgebildet, der durch die Mutationen N445T (I) uNd45K (1I-IV) in GDF5 hervorgerufen wurde. Die
Abbildungen in einer horizontalen Reihe sind jesr@inem Patienten zugeordnet. |, Phénotyp im Aloer 5
Jahren ist assoziiert mit dde novoMutation N445T; II-1V, der Phanotyp zeigt sich @mer Grof3familie, die
beiden Erwachsenen (I, 1ll) und das damalig 9igghMadchen tragen die Mutation N445K). Rontgenbilder
der Hand zeigen Fusionen und abnormale Stellund<dgalknochen als auch proximalen Symphalangismus
der Finger Il bis V in allen Patienten. A-l) Verkiing des ersten Metakarapalknochens ist bei Pdtizat
beobachten. A-Il) Verkirzung der ersten proximdalangen sind bei Patient Il ersichtli&}).Die klinischen
Bilder zeigen die Brachydactylie der Finger Il Bisund die fehlende Beweglichkeit (siehe II, 1ll).ieD
Fingernagel sind hypoplastisch bzw. fehlen mehrr agleniger bei Patient I. Das Auftreten einer milden
hautbasierten Syndactylie ist mdglicl. und D) Die FufRe sind vergleichbar betroffen mit Fusiorr de
Tarsalknochen, proximalen Symphalangismus, verkizZghen, hypoplastischen Zehn&gel oder terminalen
Verlust der Zehe ohne Nagel, was eine Brachyda&ctyp B kennzeichneE) Die Synostose von Humerus und
Radius fihrt zu einer Versteifung des ElbogengaeAkblidung madifiziert nach (Seemann u. a., 2009)
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4.1.1 Lokalisation der GDF5 Mutationen in primar- und tertiar-Proteinstruktur

Zur Klarung der evolutionaren Konservierung undklionellen Stellung der Aminoséaure

Asparagin an Position 445 in GDF5 wurden zum epenielle Spezies- und Proteinfamilie-

Ubergreifende Alignments erstellt sowie Struktuhggan am 3D-Proteinstrukturmodell mit

freundlicher Unterstiitzung von Carsten Reissnegaoommen.

Im Spezies-Ubergreifenden Alignment (Abb. 4.2) zesgch, dass N445 in einem hoch
konservierten Bereich von GDF5 zwischen dem 3. dndkonservierten Cystein, dem

sogenannten Wrist-Epitop, lokalisiert ist. Nebenr déohen Bestandigkeit der

Aminosauresequenz unter den Wirbeltieren ist N44% seinen direkt benachbarten

Aminosauren ebenfalls bei Vertretern der Wirbello3&eren den Insekten und Nesseltieren

hoch konserviert.

N445
GDFS_Ha 398-103 SR FFOCE I FEDOM G 0D APPEYEAFHSE D IWEF D REHE FLPy T} MO -EST TRINS SRS I BRS - 14
GAEs_Pt 399-103 SR KA ER S FEDM 3O ADPEYER FHsEGHaE F i RSHIE E17y iy MO EST TRIEG s f I B - 14
Gdfs_Mm 393-103 S FFOYE I FEOM G 0D AP EYEAFHaE D IWEF D REHCE FI7y T MO HEST TRIES PRERF Fl RS - 14
Gdfs_Ec 3198-103 SR FFOYE R FEOM G 0D APPEYEAFHSE D WEF D EEHIE FI7y T MO FEST TRIFS A e I RS - 13
GAfs_ Bt 386-103 SR FROCE  FEDOM G DD APPEYEAFHSE D EF 0 LEHE FL7y iy MO -EST LR T T =k 174
Gdfs Gg 3%7-103 SR FFUE S FEOMG 0D ATEYERYHaE R faEF i REHCE FI7y T MO HEST TR CASh e s RS - 14
Gdfs X1 392-103 SR P EN I FEDIM 3 0D ADPEYER Y HaE 3 INE F O REHCE FI7y T MO HETT TS PRiSeee v RS - 14
Opp Dm  486-103 RRHSE Y§ TS B RN R 7 E (3 D Y YR L e B B R D N SR EL A VI8 I WM I B (3 OV E FOR LR DS AR Y TN D - (5T 13
GAES_KWw 332-104 F@RRERMYE DFELLGE SB APOGY DAY TENE - Ee Ky P TOH YRR, HATVET TS LA FS IAPEhae THERS Fjiss 'I:'TED::-.‘M =
Congensue/75% RCSRKL LHVNFEDMGEWODWI IAPLEY EAGHCEG LO EFPLRSHLEP THHAVI QT LMNSMOPE * TEETCCVETRLS PISILA10S | ANNVVY B YEDMVVESCGUR

Abb. 4.2: Partielles multiples Sequenz-Alignment wo GDF5-Orthologe verschiedener Spezies.

Speziesfolge: Mensch (Homo Sapiens-Hs), Schimp@Pee troglodytes-Pt), Maus (Mus Musculus-Mm), Pferd
(Equus caballus-Ec), Rind (Bovis tauris-Bt), HuhBallus gallus-Gg), Krallenfrosch (Xenopus leavig:XI
Drosophila (Drosophila melanogaster-Dm) und Seeaone (Nematostella vectensis-Nv). Decapentaplegic-
Dpp. Position von N445 ist hervorgehoben. Unter tdinbeltieren ist die Amindsauresequenz sehr hoch
konserviert. Bemerkenswert ist die Konservierung THA-Motivs auch bei den Wirbellosen Tieren.

Innerhalb der TGB-Superfamilie zeigt sich ebenfalls eine Konservigraules Asparagins in
ca. 2/3 der Vertreter (siehe Abb. 4.3), jedoch gbmlich innerhalb der BMPs und GDFs.
Hier fallt zusatzlich auf, dass das Asparagin dwtcte bevorzugte Aminoséureabfolge von
TNHA umgeben ist, welche bei einigen wenigen BMRd GDFs leicht verandert, aber bei
den TGPBs, den Inhibinen, den Leftys und GDF8, 11 und Hsksterandert bzw. abwesend
ist. Hervorzuheben ist ebenfalls die naturliche Asenheit von Lysin in BMP9 und BMP10
an der homologen Position von N445, wobei die weiteumgebenden Aminosauren
identisch zu GDF5 sind. Dieser Aminosaureaustad®BAbK in GDF5 verursachte letztlich
den Phanotyp SYNS1. Daher ist eine vergleichendalyda der GDF5-Mutanten mit

BMP9/10 von grol3em Interesse.
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Abb. 4.3: Partielles multiples Sequenz-Alignment dehumanen TGFB-Superfamilie.

Position von N445 ist hervorgehoben. Diese ist musan mit direkt benachbarten Aminosauren als TNHA-
Abfolge in einem GroR3teil der BMPs/GDFs konservidedoch ist sie bei Vertretern der Inhibine, Lefiynd
TGFj3s stark verandert bzw. fehlt komplett. Zu beachserder natiirlich vorkommende punktuelle Austausch
von Asparagin mit Lysin bei BMP9 und 10, der mitr ddentifizierten humanen Punktmutation N445K
vergleichbar ist.

Bei der Analyse der Oberflachenstruktur von GDF5chnahren hydrophoben bzw.
hydrophilen Eigenschaften zeigt sich, dass untbrdat hydrophilen Aminosaure N445 eine
hydrophobe Tasche ausgebildet wird. Ein Austausirh N445 durch Threonin oder Lysin
wurde die Hydrophobizitdt in der Umgebung nicht émgd jedoch wirde die langere
Nebenkette von Lysin mehr Raum auf der Oberflacheedhmen. Im Gegensatz dazu wirde
Threonin weniger Raum beanspruchen. Des Weitered wn Vergleich mit anderen
Vertretern der BMP Familie deutlich, dass die hydhabe Tasche unterhalb von N445 bei
GDF5 ein kleineres Ausmal3 einnimmt als bei BMP2 FBMind BMP9.
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BMP2-Cv2 BMP7

K371

GDF5

BMP9
hydrophob I hydrophil

Abb. 4.4: Vergleich der Hydrophobizitat im 3D-Protenstrukturmodell.

Die Proteinoberflachenstrukturmodelle von BMP2 (PBBK3), BMP7 (PDB: 1LXI), BMP9 (PDB:1ZKZ) und
GDF5 (PDB: 1WAQ) wurden mit Chimera nach ihrer Hyghobizitat analysiert; rot-hydrophob, blau
hydrophil. Die Positionen der untereinander hometogMutationsstelle wurde turkis hervorgehoben. Im
Vergleich untereinander weisen die BMPs eine ausgggre hydrohobe Tasche (rote Umrandung) untedwealb
Mutationsstelle auf als GDF5.

Im 3D-Proteinstrukturmodell von GDF5 (PDB: 1WAQ} die Mutationsstelle N445 am N-
terminalen Ende der groRR3erB-Helix positioniert, wobei die Amid-Nebenkette gemtial
verlauft und eine Wasserstoffbriickenbindung mit d&imkrat des langen Fingers 2 tber den
Carbonylrest von E491 entlang der Dimerinterakfiiicse ausgebildet wird. In Abb. 4.4 ist
ein  3D-Proteinoberflachenmodell des GDF5-Dimers gédstellt, hierbei sind die
Interaktionsflachen mit den BMP-Rezeptoren und N@®lich hervorgehoben.

Bei der Analyse der GDF5 Proteinstruktur im Intéi@ksmodell mit BMPR1B (PDB: 3EVS)
scheint N445 von den Aminosauren E81 und G82 vomepter umschlossen zu sein, wobei
durch die Bindung des Rezeptors an GDF5 eine AmgRwsgebildet wird, in dessen Mitte
sich die Nebenkette von N445 befindet. Es entstieht Eindruck eines Schliissel-Schloss
Prinzips (siehe Abb. 4.5 C und C’). Mit Hilfe ein&uperpositionsmodells der GDF5
Kristallstruktur im BMP7-NOG InteraktionskomplexBB: 1M4U) konnte eine Vorhersage
der Interaktionsflachen von GDF5 mit NOG getrofiearden (siehe Abb. 4.5 D). Hierbei
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bildet das konservierte Asparagin wie im BMP7-NOGriplex mit dem Amid des
Aminosaurerests zwei WasserstoffbriickenbindungeilCatbonylresten des Proteinrtickrats
aus. Eine besteht, wie bereits beschrieben, milEef®lang der Dimerisierungsoberflache in
GDF5 und die zweite Wasserstoffbriicke wird mit A&h NOG ausgebildet. Zusatzlich
kommt noch eine Wasserstoffbriicke zwischen dem d@siitest der Asparaginseitenkette
und dem Amid von A36 von NOG zum tragen.

Durch diese Modelle I&sst sich ableiten, dass aistausch von Asparagin 445 (Carbonyl-
und Amidgruppe) mit Lysin (langere Seitenkette #adidgruppe) oder Threonin (kleinere
Seitenkette und Hydroxylgruppe) durch den WechselAtt und Position der funktionellen
Gruppen die spezifische Interaktion mit NOG alshaBMPR1B in der Form nicht mehr

gewabhrleistet ist.
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BMPR1B BMPR2

BMPR1B

Abb. 4.5: Lokalisation der Mutationsstelle im 3D Poteinoberflachenmodell eines GDF5-Dimers.

A) Das GDF5 Dimer (hellgrau und dunkelgrau) ist Uleéme Disulfidbriicke kovalent verbunden. Die
Aminosauren der jeweiligen Interaktionsflachen sfacblich hervorgehoben: alleinig mit BMPR1B (grfin)
BMPR2 (pink), NOG (blau); uberlappend BMPR1B & NQ@irkis) und BMPR2 & NOG (violett). Die
Aminosaure N445 ist rot eingefarbt und befindeh simerhalb der Interaktionsbereiche zu BMPRIB W@G.
PDB: 1WAQ. A’) Draufsicht von A.B) Venn-Diagramm der vorhergesagten Aminosauren vbiS5 die
wichtig fir die Interaktion mit den Rezeptoren URA@G sind.C) Draufsicht eines GDF5 Dimers im Komplex
mit BMPR1B. N445 (rot) ist umschlossen von E81 uB82 von BMPR1B. PDB: 3EVSC’) Anderer
Blickwinkel von C in VergroRerungD) Superpositionsmodell eines GDF5 Dimer in Kompleik MOG
abgeleitet aus BMP7-NOG-Komplex PBD: 1M4U. N445t)rimteragiert mit A36 von NOGD’) Anderer
Blickwinkel von D in VergroRerung. Abbildung modifert und erweitert (Seemann et al.2009).
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4.1.2 Expressionsstudien von GDFs/BMPs und ihrenteraktionspartner wahrend der

Extremitatenentwicklung

Far die weiteren Untersuchungen sollen Bmp2, Bmpad Bmp7 als bereits gut
charakterisierte chondrogene Faktoren, die ebenfalé Gdf5 eine wichtige Rolle wahrend
der Extremitatenentwicklung spielen und durch Nathikbierbar sind, vergleichend
herangezogen werden. Insbesondere Bmp2 und Bmphemelkurch ihre Bedeutung flr
klinische Anwendungen in der regenerativen Medifim, die Gdf5 ebenfalls in Betracht
gezogen wird, eine wichtige Stellung als Verglerefeyenz ein. Zusatzlich werden Bmp9
und Bmp10 aufgrund ihrer Sequenzauffalligkeit imgAment der TGB-Superfamilie (Abb.
4.3) untersucht. Beide Proteine tragen an der hogeol Mutationsstelle N445 in GDF5
naturlicherweise ein Lysin, wie die GDF5 Variantd4SK. Dies bildet einen interessanten
Ausgangspunkt fur tiefergehende Analysen.

Um zunachst einen Eindruck Uuber die Rolle dieserrtreeer wahrend der
Extremitatenentwicklung zu bekommen, wurden Wholem situ Hybridisierungen (WM-
ISH) durchgefiihrt, die ihre Interaktionspartner,e diBmp-Rezeptoren und Nog,

miteinschlie3en.

E11.5 E12.5 E13.5 E11.5 E12.5 E13.5
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Abbildungslegende siehe nachste Seite.
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Abb. 4.6: Expression ausgewahlter BMPs/GDFs und iler Interaktionspartner wahrend der
Extremitatenentwicklung.

Mausembryonen der Stadien E11.5 bis E13.5 wurdear &VM-ISH unterzogen. Blauer Farbniederschlag
reprasentiert Expressionsorte der untersuchten .Gedt ist vornehmlich in den Gelenkanlagen und im
Gelenkspalt exprimierBmp2und Bmp7zeigen eine sehr dynamische Expression vom Extigenield tber
das interdigitale Mesenchym bis hin zu entsteher&men und GelenkBmp4ist hingegen vornehmlich im
AER exprimiert und nur schwach in der Gelenksreglmp9/10weisen kein spezifisches Signal in den
Extremitaten auf. Nog zeigt sich stark in den frilk®ndensationen. Die Rezeptor®mprlaund Bmpr2sind
Ubigiutéar exprimiert, wohingegeBmprlbbzw. Acvrll spezifisch um die Kondensationen bzw. auch im i@ele
zu finden sind.

Gdf5 und Bmp2/4/7 zeigen jeweils eine sehr spezifische Expressiorhrevi der
Extremitatenentwicklung, wobei alle im Bereich dash entwickelnden Gelenks bei E13.5
anzutreffen sind. Demgegentber konnten Bmp9/10 keine Expressionssignale in der
Extremitat festgestellt werden, somit ist ihnen nkei Bedeutung wahrend der
Extremitatenentwicklung beizumessen. Jedoch wirchdskenswerterweise ihr Bmp-Typl
RezeptorAcvrll (Alkl) schwach im interdigitalen Mesenchym als auchdn @elenksregion
exprimiert. Die beiden anderen Typl RezeptoBmprlaund—b, als auctBmpr2zeigen ein
Uberlappendes Expressionsmuster @df5 und Bmp2/4/7 Im Gegensatz dazu weist der

AntagonistNog eine komplementéare Expression in den frihen Kosakgonen auf.

4.1.3 GDF5 Mutanten stimulieren die Chondrogenesend sind Nog-insensitiv

Zur funktionellen Analyse der chondrogenen Eigeaftelm der GDF5 Mutanten wurde das
Mikromass Kultursystem, ein vitro Modell fur Knorpelzelldifferenzierung, verwendet
(Seemann, 2006). Dabei handelt es sich um mesemddyvorlauferzellen, die aus den
Extremitatenknospen von Huhnerembryonen isolientdere und das Stadium der initialen
Knorpelkondensation wahrend der Extremitatenentwrgkin vitro reflektieren. Nach kurzer
Zeit differenzieren diese Kulturen, ahnlich einar vivo-Situation, zu Chondrozyten und
formen Knorpelkondensationen. Dieses ZellsystermkanBeginn der Kultivierung mittels
eines huhnerspezifischen Retroviruses (RCAS) nfiena 100 %iger Transfektions-Effizienz
infiziert und somit fiir Expressions- und Coexpressexperimente genutzt werden. Da in der
Mikromasskultur fir GDF5 ein stimulierender Einffuguf die Chondrogenese nachgewiesen
wurde und die biochemischen Prozesse, die zur ldatmidung im Patienten fihren,
Ubertragbar sind, erscheint das Mikromass Kultuesysgut geeignet, um Mutationen in

diesem Gein vitro zu analysieren.
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Zu diesem Zweck wurden Viruskonzentrate von den B®&4onen, die fur die Gdf5-
Varianten Wildtyp (WT), N445T und N445K als auchndBMP-Antagonist Nog kodieren,
hergestelt und zur Infektion der Mikromass-Zellenherangezogen. Das
Differenzierungsstadium wurde quantitativ Uber Aidarbung der Proteoglykane mit Alcian
Blau analysiert.

A Gdf5 Gdf5 Gdf5 B Y

Kontr. WT N445T  N445K

+Nog S i ’ ‘

2mm

-

0D 595

Nog

Abb. 4.7: Gdf5 Mutationen N445T und N445K werden rght durch Nog in der Mikromass inhibiert.

Mikromass Kulturen aus Hihnchen Extremitatenknosperden zur Proteintiberexpression retroviral iefizi
und nach 5 tagiger Kultivierung mit Alcian Blau gdft. A) WT Gdf5 und Gdf5 Mutanten N445T und N445K
stimulieren die Chondrogenese stark. Co-InfektidgnNng inhibiert diesen Effekt bei der Kontrolledibei WT
Gdf5. Im Gegensatz dazu werden die Gdf5 Mutanted5N4und N445K nur leicht von Nog inhibier)
Quantifizierung der Alcian Blau Farbung nach Extiak und photometrischer Vermessung beisgDn=4.
Abbildung modifiziert nach (Seemann u. a., 2009)

Entsprechend der bereits beschriebenen Ergebnisdaziert WT Gdf5 eine massive
Knorpeldifferenzierung, die komplett durch die Gdektion mit dem BMP-Antagonisten
Nog unterbunden wird. Dies zeigt sich durch die &bting der Kulturen mit Alcian Blau
(Abb. 4.7).

Im Vergleich dazu bewirken die beiden Gdf5 Mutantebenfalls eine massive
Chondrogenese, wobei sich diese nur teilweise dMoghinhibieren lasst. Dariiber hinaus ist
das chondrogene Potential der N445T-Mutante ledidht, was sich aus der Quantifizierung

der Alcian Blau Farbung ableitet.

4.1.4 Homologe Mutation in BMP2/4/7 sind Nog-sertsr

Eine zielgerichtete Veranderung der biologischemiviit hin zur Antagonistenresistenz ist
insbesondere fir Bmp2 und Bmp7, als Wirkstoffe induktion der Knochenregeneration,
von grofRem Interesse. Beide BMPs sind wie Gdf5 Blgsitiv, was bei der Anwendung zur

Frakturheilung durch die negative Feedback-Regratiilber Nog eine verminderte
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Effektivitat der Behandlung bedingt. Daher konnkyg-insensitive BMP-Varianten flr eine
hohere Erfolgsquote und eine geringere EinsatzmdegeProteins wahrend der Behandlung
sorgen. Zur Analyse, ob die homologe Mutationsstell N445 in Gdf5 bei den anderen
Vetretern der Bmp-Familie eine vergleichbare Vesgindg der biologischen Aktivitat
bewirkt und eine derart entscheidene Rolle beiAdgagonisteninteraktion einnimmt, wurden
analoge Mutationen in Bmp2 (N341T), Bmp4 (N365T)duBmp7 (N374T) durch
Mutagenese eingefiuihrt und ebenfalls RCAS-Viruskotrage hergestellt.

Daraufhin wurden diese ebenfalls im Mikromass Kislygstem getestet.

Bmp2 Bmp2 Bmp4 Bmp4 Bmp7 Bmp7
A Kontr. WT N341T N365T WT N374T

WT
0000 N

+Nog

2mm

14

. contr. Bmp2 Bmp2 Bmp4 Bmp4 Bmp7 Bmp7
WT N341T WT N365T WT N374T
Nog | - + |- +|~- +|[- +|- +|- +]|- +

Abb. 4.8: Die homologe GDF5 Mutation N445T beeinflult in Bmp2Bmp4 und Bmp7 nicht die Nog
Inhibierung.

Retrovirale Expression der aufgefiihrten Proteinkliinnchen Mikromass Kulturen und Farbung der Kettur
mit Alcian Blau nach 5 Tagen Kultivierung) WT Bmp2, WT Bmp4, WT Bmp7 und die homologen Muéant

zu Gdf5 N445T namentlich Bmp2 N341T und Bmp4 N3@iduzieren die Chondrogenese stark. Im Gegensatz
dazu fuhrt die Mutation bei Bmp7 N374T zu einem Igiamsverlust. Alle Bmp’s und Bmp Varianten lassen
sich vollstéandig durch Nog inhibiereB) Photometrische Quantifizierung der Alcian Blauligrg bei Olggs,

n=4.

Die WT-Varianten von Bmp2/4/7 bewirken im Knorpéldienzierungsmodell eine starke
Induktion der Chondrogenese im Vergleich zur uamieften Kontrolle, wobei Bmp7 ein
geringeres Potential zur Induktion besitzt. AlleidBmp’s lassen sich durch Nog vollstandig

inhibieren.
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Im Vergleich zu den WT-Proteinen zeigen die Mutantebenfalls eine vollstadndige

Inhibierbarkeit durch Nog. Das chondrogene Potéhlmibt durch die Mutation bei Bmp2

und Bmp4 erhalten, wohingegen Bmp7 seine Fahigkiet,Chondrogenese zu induzieren,
scheinbar verliert und nur eine vergleichbare Meamgd&ondensationen wie in der Kontrolle
zu beobachten ist.

Demzufolge haben die Mutationen in den untersuclBemp’s keinen Einfluss auf die

Interaktion mit dem BMP-Antagonisten Nog, wohingedpei Bmp7 die biologische Aktivitat

in Bezug auf die chondrogene Eigenschatft starknbeehtigt wird.

4.1.5 Bmp9 und Bmp10 stimulieren die Chondrogenesand sind Nog-insensitiv

Da BMP9 und BMP10 im Alignment der T@FSuperfamilie (Abb. 4.3) durch die
Anwesenheit der Aminosaure Lysin an der homologenatibnsstelle N445T/K in GDF5
aufgefallen sind, wurden diese ebenfalls fur veclende Untersuchungen im Mikromass
Kultursystem herangezogeabb. 4.9. Die ersten Mikromass Ergebnisse der GDF5 N445T/K
Mutanten zeigten, dass durch Mutation an dieseti®oseine Nog-Insensitivitdt bewirkt
wird, daher ist eine Nog-Resistenz bei Bmp9 und Bdngu vermuten. Parallel wurde
ebenfalls die Mutagenese K371N im Bmp9 vollzogee)che einer ,Rickmutation* zur
GDF5-Sequenz entspricht und dessen Wirkung im faéalie Inhibition von Bmp9 durch
Nog ermoglicht. Dieses Experiement soll zeigen, @ssentiell dieser Aminosaurelokus fur

die Nog-Interaktion ist.

4
Bmp9 Bmp9 Bmp10 B
Kontr. WT K371N WT

s o000
o . ‘._

2mm

0D 595

Nog

Abb. 4.9: Bmp9 und Bmp10 sind Nog-resistent.

Retrovirale Expression von Bmp9 und Bmp10 in HilemMikromass Kulturen und Farbung der
Kulturen mit Alcian Blau nach 5 Tagen Kultivierund) WT Bmp9, WT Bmp10 und Bmp9 K371N
zeigen einen starken chondrogenen Effekt, der nohlnich Nog inhibiert werden kanrB)
Photometrische Quantifizierung der Alcian Blau Feéudp bei ORgs, N=4.
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Die untersuchten Bmp’s bewirken im Vergleich zunndimierten Kontrolle eine massive
Induktion der Chondrogenese, die sich nur minimav.bgar nicht durch Nog beeinflussen
lasst. Somit zeigen diese Proteine eine biologisgkevitat im Mikromass-System, die
vergleichbar ist zu Gdf5 N445T/K.

Jedoch bewirkte die Mutation K371N in Bmp9 keine gNgensitivitdt. Demnach ist zu
vermuten, dass bei Bmp9 noch weitere potentielleréktionsstellen mit Nog fur eine
spezifische Bindung modifiziert werden mussten utié Position 371 nicht allein

verantwortlich fur die Nog-Sensitivitat ist.

4.1.6 Bmp9-dreifach-Mutante ist Nog-sensitiv

Die einfache ,Ruckmutation* K371N von Bmp9, homolgWT Gdf5, bewirkte keine Nog-
Sensitivitdt, was verdeutlicht, dass auch andeterdfitionspunkte zwischen GDFs bzw.
BMPs und NOG von entscheidender Bedeutung sind.

Daher wurden in Kooperation mit Carsten ReissneglgeEhende Proteinstrukturanalysen mit
GDF5 und BMP9 vorgenommen. Diese ergaben weitehtige Interaktionsstellen, die

voraussichtlich von grof3er Bedeutung fur eine grigthe Interaktion zwischen BMP9 und
NOG sind. Im Folgenden sind diese Stellen mit sndleg Prioritat aufgelistet:

K371N > K348L > YH415Q > TL412VY > E336K.

Daraufhin wurden diese Mutationen einzeln und im derschiedenen Kombinationen
untereinander in Bmp9 eingefuhrt, entsprechend RE¥ASskonzentrate hergestellt und im
Mikromass System ausgetestet (vergl. Tab. 4.1).uBxdd soll geklart werden, ob durch
rationelle Mutagenese anhand von Proteinstruktgleghen eine gezielte Veranderung der

biologischen Aktivitat erreicht werden kann.
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Tab. 4.1: Zusammenstellung der untersuchten Bmp9-Mfaanten mit einfach, zweifach, dreifach, vierfach
und funffach Mutationen.

Die jeweils enthaltene Mutation ist grau marki&@hondrogener Effekt in der Mikromass: + leicht stii@rend,
++ stimulierend, +++ stark stimulierend; Inhibitidarch Nog: - keine, + leicht inhibierend, ++ inileitend, +++
vollstandige Inhibition.

K37IN | K348 | YH4150 |TLA12/Y | E336K | Stamm Effekt | Nog-Inhibierun
75( T+t -
764 ot :
823 ot i
765 ot :
853 +++ +
952 ot :
827 ot :
784 +++ ++
862 . i
951 ot .
824 ot i
854 + +++
085 ot :
856 . i
083 ot :
975 ot .
828 o+ -
855 + +++
986 ot :
863 . i
984 ot :
976 ot .
864 . i
973 ot :
979 ot :
977 ot :
865 ++ 4
974 ot .
980 ot :
978 ot :
082 ot :
953 — :

Zusammenfassend konnte eine Bmp9-Variante ermittgitlen, welche die Kombination von
drei Mutationen (K348L, K371N, YH415Q) tragt, daliasis hohe chondrogene Potential wie
WT Bmp9 aufweist, sich jedoch vollstandig durch Nolgibieren lasst. Die Kombination von
zwei Mutationen (K371N und YH415Q) ermdglichte [gdih eine teilweise Inhibierbarkeit.
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A C Bmp9 Bmp9 Bmp9 Bmp9 Bmp9 Bmp9 Bmp9 Bmp9
Kontr. WT Mut1 Mut2 Mut3 Mut1+2  Mut2+#3  Mut1+3 Mut1+2+3
C1 C2 C3 C4+5 C6 C7 ; o .
1 1 1 10 . LR B B e e
K348L K371N YH415Q
(Mut1) (Mut2) (Mut3) 3 4 oy
w . e ®* @
‘ 2mm
B D 1

OD 595

Kontr. | Bmp9
WT

Bmp9 Bmp9 Bmp9
Mut1 Mut2 Mut3

Bmp9
Mut1+2

Nog [ - + |- +[- +|- +[- +[- +

Abb. 4.10: Dreifachmutation in Bmp9 ermdéglicht NogSensitivitét.

A) Schematische Ubersicht der maturen Domane von Bad@p9Maus. Die konservierten Cysteine sind in
schwarz markiertB) 3D Proteinoberflaichenmodell des Bmp9 Dimers (nallgund dunkelgrau; PDB:1ZKZ),
welches Uber eine Sulfidbriicke verbunden ist. Ad uB) Mut2 (K371N) représentiert die homologe
Muationsstelle zu GDF5 N445T und ist rot hervordeho Mutl (K348L, gelb) and Mut3 (YH415Q, blau)din
zusétzliche homologe Mutationsstellen, fir die emiehtige Rolle bei der Interaktion von GDF5 mit ¢No
vorhergesagt wirdC) WT Bmp9 zeigt einen starken chondrogenen Effedtt,nicht durch Nog inhibiert werden
kann. Die Bmp9 Mutanten Mutl, Mut2, Mut3, Mutl+2dulut2+3 verhalten sich vergleichbar zu WT Bmp?9,
wohingegen die Bmp9 Mutante Mut2+3 sich teilweisgci Nog inhibieren lalit. Eine Kombination der
gesamten 3 Mutationen in Bmp9 Mut1+2+3 (K348L, KN7Y¥YH415Q)fiihrt zu einer vollstandigen Inhibition
des chondrogenen Effekts durch Ndg) Quantifizierung der Alcian Blau Farbung nach Ektien und
photometrischer Vermessung bei £n=4. Abbildung maodifiziert nach (Seemann u. 809,.

4.1.7 Nog-insensitive BMPs zeigen erhohte chondmege Aktivitat in vitro und in vivo

In den ersten Mikromass-Assays konnte eine leidhblge chondrogene Aktivitat der Gdf5
Mutante N44T im Vergleich zur WT-Form ermittelt wlen (Abb. 4.7). Zur weiteren
Charakterisierung der chondrogenen Aktivitdt wurdekikromass-Kulturen — mit
unterschiedlichen Mengen von rekombinantem Proaeisgewahlter BMPs/GDFs fur 72 h
stimuliert.

Die Stimulation mit der GDF5-Mutante N445T resutigein einer starkeren Chondrogenese
der mesenchymalen Zellen als mit WT GDF5 oder BMP&ngegenuber zeigte BMP9 ein
besonders starkes chondrogenes Potential, so dasgermeidung von Séattigungseffekten
eine 1:20 Verdiinnung der Konzentrationsreihe gegenden anderen getesteten Proteinen
eingesetzt werden musste.

Zusammenfassend wurde eine annahernd vergleichbarglrogene Induktion mit 2 nM WT
GDF5, 0,25 nM N445T GDF5, 15 nM BMP2 und 0,05 nM B®l erreicht, was einen
Konzentrationsunterschied von ca. 1:300 zwischer’BMnd BMP2 bedeutet.
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A OnM  025nM  05nM  1nM 2nM 5nM 10nM  15nM

rhGDF5

rhGDF5
N445T

rhBMP2

0nM 0,0125nM 0,025nM 0,05nM  0,1nM 0,25 nM 0,5nM 0,75 nM

e B B E B B N

BRRREDO0
=

0.51 H

0.0 n

rhGDF5 rhGDF5 rhBMP2 rhBMP9
N445T (1:20)

Abb. 4.11:Die GDF5 Mutante N445T besitzt eine verstarkte chafrogene Aktivitat.

Stimulierung von Hihnchen Mikromass Kulturen naghh2mit verschiedenen Konzentrationen von rhGDF5,
rhGDF5 N445T, rhBMP2, und rhBMP9 fur 72/A) Alcian Blau Féarbung der 4 Tage alten Mikromasstieh.
RhGDF5 N445T zeigt eine starke Induktion der Chogdnese bereits bei niedrigen Konzentrationen. Im
Vergleich dazu wird bei rhBMP2 ein weitaus gerirggeprochondrogener Effekt ersichtlich. RnBMP9 [&sit
das hdchste chondrogene Potentid). Photometrische Quantifizierung der Alcian Blau bedrg, n=3.
Abbildung modifiziert nach (Seemann u. a., 2009).

Auchin vivo zeigten sich betrachtliche Unterschiede nach Uipeession der Gdf5 Mutanten
und Bmp9 gegeniber WT Gdf5. In die Hinterextremitéon 1,5 Tage alten
Huhnerembryonen wurden die entsprechenden RCAStKibs injiziert, die eine
Uberexpression der Bmp’s bis zum Tag 7 ermdglich2anach erfolgte eine
Skelettpraparation, die das zunachst knorpeligujlbdmgelegte Skelett in Erscheinung treten
lasst. Die Uberexpression von WT Gdf5 bewirkt einigemeine Verdickung der
Skelettelemente als auch teilweise Fusionen deerBel und Zehen. Im Gegensatz dazu
verursachte die Uberexpression der Gdf5 Mutanten45N4 einen weitaus
schwerwiegenderen Phanotyp. Die gesamte Extrensi&cheint als ein einzelnes,
Uberdimensioniertes Knorpelelement, welches kerteed und Gelenke mehr erkennen lasst.
Einen &hnlichen Phanotyp brachte die Uberexpressam Bmp9 hervor, jedoch wurde
zusatzlich ein letaler Effekt nach der Injektiokesrnbar.
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WT Gdf5 Gdf5 N445T  Gdf5 N445K WT Bmp9

?‘\ B
\ %!
< .
e .
oY
)
g
HED) ; 4
1 [ '
|
<@ I ’ s / /
o . ' '
g | i
X
Embryonen: 29/30 (40) 17/24 (40) 17/21 (40) 20/33 (80)

Abb. 4.12: Die Gdf5 Mutanten N445T und N445K als auch Bmp9 beiken eine verstarkte chondrogene
Differenzierung nach Uberexpression in Hilhnchenexemitaten.

Die retrovirale Uberexpression der aufgefiihrtentéine erfolgt nach Injektion in die Hinterextrenéi der
Huhnerembryonen im Stadium HH10. Die nicht injirgekontralaterale Extremitat dient als Kontrollen Aag

7,5 der embryonalen Entwicklung wurden die Embryori@ér die Durchfihrung einer Skelettpréparation
gesammelt. WT Gdf5 bewirkt Gelenkfusionen in deral®mgen und Metakarpalknochen als auch zu einer
teilweisen Fusion von Finger 1 und 2. Im Gegendatzu verursachen die Gdf5 Mutanten N445T und N445K
als auch Bmp9 sehr schwerwiegende Phanotypen mnssivea Knorpelbildung, die zur Fusion fast aller
Skelettelemente in der Extremitdt und dem Verlest mhterdigitalen Mesenchyms fuhrt. Embryonen: Ahza
Phénotypen/Anzahl tberlebende Embryonen (Anzahlddechgefiihrten Injektionen). Grollenmal3stab: 1 mm.
Abbildung modifiziert nach (Seemann u. a., 2009).

4.1.8 Chondrogene BMPs induzieren Nog-Feedback Rdgtion

In vitro als auchin vivo zeigen die Gdf5 Varianten N445T/K als auch BMP®eeweitaus
hohere chondrogene Aktivitat als WT Gdf5 und Bmp2n diese grof3en Unterschiede der
biologischen Aktivitdt ndher zu untersuchen, wunében differierenden Rezeptoraffinitaten
auch die Nog-Feedbackregulation in Betracht gezodjemur bei WT Gdf5 und Bmp2 greift.
Demzufolge wurde die endogenogExpression nach 12 stundiger BMP-Stimulation der
Mikromass-Kulturen mittels quantitativer Real-TinlRCR analysiert. Diese ergab eine
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deutliche Induktion derNogExpression bei allen untersuchten BMPs gegenulmr d
unstimulierten Kontrolle.

Zur zusatzlichen Verifizierung dieser Beobachtungadenin vivo Beadimplantationen in den
Extremitaten von Huhnerembryonen vorgenommen. Dafiurden Heparinbeads mit
rekombinantem Protein getrankt, wonach diese in digtremitdtenknospen von
Huhnerembryonen platziert wurden. Nach 22 stindigleubationszeit wurde eine WM-ISH
mit einerchNogSonde angeschlossen. Da die Implantation von BB&&ds (0,5 mg/ml) im
Stadium HH25-27 zu letalen Effekten fiihrte (ledigli7 von 40 injizierten Embryonen
Uberlebten), wurde hier die Implantation zu eingrateren Stadium (HH29-30) mit einer
niedrigeren Konzentration von 0,25 mg/ml praferiert

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dervitro Studie wurdein vivo durch die
Stimulierung mit rekombinanten BMPs direkt angrenzen die Beads eine ektopmg
Expression induziert. Dies war sowohl bei den WTnken als auch bei der GDF5 Mutante

N445T zu beobachten. Demgegenuber zeigte sich enKdntrollbeads keine zusatzliche

Nog-Expression.
A B Nog-Expression
é')) b
_(C“w
o e el
E —
O s
b
0O, %O /)5 /)56) /‘6)
B
Abb. 4.13: GDF5, BMP2 und BMP9
B Kontg induzieren Nog-Feedback Expression.
\ A) Semi-gRT-PCR fuichNognach 12 stiindiger

Stimulierung 24 h alter Hihnchen Micromass
Kulturen mit 5 nM rhGDF5, rhN445T, rhBMP2
und 0.5nM rhBMP9. Die Stimulierung mit
rekombinanten Proteinen induzierte einen
starken Anstieg der endogeniiog Expression.
B) WM-ISH zeigt die Expression vohlog in
den Hinterextremitéten des Huhnchens nach
Implantation von Heparinkiigelchen, die mit
4 mM HCI+0.2% BSA, 0.5 mg/ml rhN445T,
0.5 mg/ml rhGDF5, 0.5 mg/ml rhBMP2 und
0.25 mg/ml rhBMP9 getrankt wurden. Die
= Kigelchen wurden zwischen den HH Stadien
rhBAES 25-27 und HH28 (Bmp9) implantiert, worauf die
Embryonen ca. 20 h spater gesammelt wurden.
Im Gegensatz zur Kontrolle induzierten alle
BMP-getrankten Kigelchen eine Nog
Expression rund um das Implantat.
GrolRRenmalistab: 0,5 mm. Abbildung modifiziert
nach (Seemann u. a., 2009).

rhGDF5

rhGDF5

thMP2
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4.1.9Nog zeigt Uberlappende Expression miBmp9 und Bmpl0

Wahrend der Extremitatenentwicklung in den Stadiét.5 - E13.5 ist keine klare endogene
Expression vorBmp9und Bmpl0erkennbar (siehe Abb. 4.6). Somit konnte keinesAgs
getroffen werden, ob eine Coexpression oder einmpkamentédre Expression mit dem
AntagonistenNog stattfindet. Da jedoch eine biologische Relevarr Nog-Insensitivitat
beider Proteine zu vermuten ist, wurden Expresaitgiygsen mittelsn situ Hybridisierung
auf den gesamten Embryo ausgeweitet.

Hierbei konnten im Stadium E14.5 der Mausentwicglumehrere Bereiche der engen
Coexpression vonBmp9 und Nog bestimmt werden (siehe Abb. 4.14). Neben
Colokalisationen in verschiedenen Teilen des Gshiwie die Medialwand und im
Hypothalamus des Diencephalons, zeigen sich emgnla@ider liegende Expressionsmuster in
der Niere, der Lunge, im Darm und im primodialenoKelgewebe, welches die nasalen
Hohlen umgibt. Darlber hinaus konnten neben dekestaExpression in der Leber weitere
bisher unbekannte Expressionsorte #mp9im Dach des Mesencephalons, im Rickenmark
als auch im Cerebellar Primordium identifiziert den. Jedoch war es nicht mdglich, die
Genexpression voBmp9 in weiteren Geweben des sich bildenden Skelettemedem
Nasalknorpel zu dokumentieren. Vergleichend dazudeuauf parallelen Schnitten die
Expression vorBmp2und Bmp4untersucht, deren Expression deutlich stets amgrehzur
NogExpression verlauft.

65



Ergebnisse

Medialwand

Nasenhohlen Diencephalon

Lunge

Niere

Darm / Leber

Abbildungslegende siehe néchste Seite.
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Abb. 4.14: Expression vonBmp2, Bmp4, Bmp9 und Nog im Mausembryo.

P-ISH vonBmp2, Bmp4Bmp9und Nog auf sagitalen Schnitten eines Mausembryos im Gtadi14.5. A’-X’
zeigen Expressionsorte mit héherer VergroRer@mgp9ist vornehmlich in der Leber exprimiert, aber airch
anderen Geweben wie im Gehirn (S’ Medialwand, Tilefedes Diencephalons (Thalamus und Hypothalamus),
im intraventrikularen Bereich des Cerebellar Pridnam und Dach des Mesencephalon), der Niere (W&}, d
Lunge (V’), dem Darm (X’), im Ruckenmark und in Uetgung der nasalen Hoéhlen (UNog ist in
chondrogenen Strukturen des appendikularen untbax&keletts, in Bereichen des Gehirns (A’ MedialdjaF’
Hypothalamus) und im Knorpelgewebe der nasalen étiiakprimiert. Weitere schwache Expressionen konnte
in der Lunge (D’), der Niere (E’) und in Darm uneher (F) gefunden werdemog und Bmp9sind unter
anderem co-exprimiert in der Medialwand des GehimsDiencephalon, in den sich entwickelnden Glarter
der Niere, in der Lunge und Bereich des nasalemnrpéigewebesBmp2undBmp4sind in dichter Umgebung zu
Bmp9undNogan verschiedenen Orten exprimiert. Gro3enmalf3gtalonm.

Zur Bestatigung der P-ISH-Ergebnisse wurden fugewséhlte Gewebe RT-PCR Analysen
durchgefuhrt. Die starkst8mp9 Expression ist in Leber und Magen zu verzeichnen,

wohingegen in den Extremitaten und im Herz nahednekExpression stattfindet.

BO000 ---nmmmmmmmmmmmom o
7.0000 ---s-nemeemeenee gl -
BO00D -----n-mmmmmmmmme el o
50000 A---nmmmmmmmmmmmme e e

40000 4-----nmmmemmeemee e

rel. fold change

3,0000 4 -----vnmenme ol e neeee o

2,0000 +-----f------- N e & 5

10000 4 --0------- - B

D ,DDDD T T T I T I T T T 1

Abb. 4.15: RT-PCR: Expression vorBMP9 in Geweben eines Mausembryos E14.5.

Semi-gRT-PCR fuBMP9 auf RNA-Isolaten der aufgefiihrten Gewebeprober. Bxtremitaten als auch das
Herz zeigt keineBMP3-Expression. Die starksten Expressionen findenebek und Magen statt. In Gehirn,
Ruckenmark, Darm, Niere und Lunge sind leichte Egpionen voBMP9nachweisbar, n=3.
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Fur BmplOwurde, wie bereits in der Literatur ausfuhrlichkdmentiert ist (Chen u. a.,
2004b), lediglich eine starke Expression im sichtwakelnden Herzen beobachtet. Eine
temporar Uberlappende Expression mibg findet im Stadium E10 der embryonalen
Mausentwicklung statt. Nog ist hierbei sehr schwaeh trabekuldren und kompakten
Myocardium exprimiert, wobei die Expression v8mpl0zu diesem Zeitpunkt auf das

trabekulare Myocardium beschrankt ist.

Bmp10 Nog

E14.5

E10.0

Abb. 4.16:Bmp10 und Nog sind im Herz coexprimiert.

ISH auf Paraffingewebeschnitten (E14.5, A) und ganoérpern (E10.0, B-E) von Mauseembryonen. Wobei C
bzw. E Vibratomschnitte von B bzw. D sind. A-8npl10ist im trabekularen Myocardium exprimiert, siehe

Pfeil. D-E) Nog zeigt eine sehr schwache Expression im trabekul@Pé&ilspitze) als auch kompakten (Pfeil)

Myocardium.
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4.2 Mikroduplikation in der 3’-Region von BMP2 ist mit BDA2 assoziiert

In Zusammenarbeit mit Jordao Neto und Decio Brun@entro de Genetica Medica,
Universidade Federal de Sao Paulo) sowie KlausrKjastitute of Cellular and Molecular
Medicine, University of Copenhagen) und Katarinah@a(lnstitut fir Medizinsche Genetik
Charité) wurden zwei nichtverwandte Familien eureglien Ursprungs untersucht, in denen
die Brachydaktylie vom Typ A2 diagnostiziert wur@&ehe Abb. 4.17). Einige Mitglieder der
brasilianische Grof3familie 1 mit deutschem Ursprungden bereits in (Freire-Maia u. a.,
1980) phanotypisch beschrieben.

Die autosomal dominant vererbte Brachydaktylie igekennzeichnet durch eine
hypoplastische, dreieckige Mittelphalange des Fsg2 kombiniert mit einem medial
abgewinkelten Gelenk, welches einen atypischen @ideh fehlenden Bewegungsradius
aufweist. Zusatzlich wurde bei einigen Betrofferm@me eingeschrankte Bewegungsfahigkeit
der distalen oder proximalen Fingergelenke in dexgydfn 2, 3 und 5 festgestellt. Die FulRe
sind im Allgemeinen milder betroffen, was sich miiter verkirzten und radial abgewinkelten
2. Zehe z.T. auch kombiniert mit einem Hallux Vagler grol3en Zehe &uf3ert. Nur bei einem
Patienten zeigt sich bei unauffalligen Handen dia@seitige Verkirzung der 2. Zehe als
einziges phanotypisches Merkmal. Die am starksgtroffene Person (** in Abb. 4.17) weist
beidseitig eine Verkirzung und Fehlbildung der mesod proximalen Phalangen in den
Fingern 2 und 3 auf, wobei die Beweglichkeit dele@ke z.T. stark eingeschréankt oder gar
nicht mdglich ist. Dies ahnelt einer BD Typ C, jetozeigt sich in den FulRen nur eine
Verkirzung und dreieckige Form des MesophalanxXd@ehe mit einem Hallux Valgus der

grol3en Zehe.
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A Familie 1 Familie 2

Abb. 4.17: Stammbaum und Phanotyp der BDA2-Patienten.

A) In den Stammbdumen sind die betroffenen Personiescmwarz gefillten Symbolen hervorgehoben. Mit
einem + markierte Personen wurden klinisch untértsued fir die molekularen Untersuchungen herarggmzo
B) Durch Duplikation verursachter klinischer Phanot¥fs zeigte sich eine BD Typ A2 bei fast allen
Betroffenen, exemplarisch dargestellt Foto und Bénaufnahmen eines betroffenen Erwachsenen (*gunmed
18 Monate alten Kindes (***). Die BD Typ A2 ist dthr einen verkirzten und medial abgeknickten 2. éfing
gekennzeichnet, der durch eine hypoplastische teidakige Mittelphalange bedingt ist. Eine betro#d?erson

in Familie 1 (**) wies einen schwerwiegenderen Ritdp auf. Finger 2 und 3 sind verkirzt als aucheibikt,
was durch hypoplastische und fehlgeformte proximmal mittel-Phalangen bedingt ist. Dies &hnelt eB2rTyp

C. Abbildung modifiziert nach (Dathe u. a., 2009).

Bei den Untersuchungen der DNA-Proben betroffemesdhen am Institut fur Medizinische
Genetik der Charité Berlin konnte keine sonst igid/lutation in der kodierenden Sequenz
von GDF5 oder BMPR1Bfestgestellt werden. Auch die Sequenzierung varstséblichen
Brachydaktylie Kandidaten wiéHH, ROR2 und HOXD13 ergab keine Auffalligkeiten.
Mittels Kopplungsanalysen und Mikrosatellitenmarkesnnte in der Grol3familie 1 der
Mutationsort auf ca. 1,3 Mb auf Chromosom 20 pEMgegrenzt werden. In diesem Bereich
befindet sich unter anderem d@MP2-Gen, welches jedoch laut Sequenzierungsergebnisse
keine Mutation aufweist. Auch die weiteren 12 ameroeén Gene in diesem Bereich waren
mutationsfrei. Daraufhin konnte Katarina Dathe ntitilfe eines hochaufldsenden,
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benutzerdefinierten Arrays (Sondenabstand 8 bp,h&oeine Mikroduplikation von ca.
5,5 kb in der 3'-Region voBMP2 identifizieren etwa 110 kb vorBMP2-Transkriptionsstart
entfernt (siehe Abb. 4.18).

Nachfolgende Sequenzierungen und Bruchpunktanal®n Institut fir Medizinische
Genetik der Charité Berlin ergaben eine TandemkKaidin von 5895 bp in Familie 1 (UCSC
Human Genome (March2006) chr20: 6,808,129-6,814,08d 5547 bp in Familie 2 (chr20:
6.808.477-6.814.024), wobei der centromerische lgyuokt identisch in beiden Familien ist.
Die Duplikation befindet sich innerhalb eines gerd@n Bereichesggene dessext welcher
BMP2 umgibt und speziesiibergreifend besteht. UnterStargetieren und der Vogelspezies
Huhn sind zwei hoch konservierte Regionen von deb ind 0,6 kb Gro3e existent, welche

cis regulatorische Enhancer Elemente vermutenrasse

Chr.20 644 kb ok ~1.003Mb

'FREMT1— ———HAOT.\
6,052 MbA 6,696 Mb - ‘ ‘ T7,311 Mb
Bruchpunkt Familie 1 Bruchpunkt Familie 2 ST — Bruchpunkt

6.008.129bp 6.808477bp =

\ - BD Typ A2 assoziierte duplizierte Region
4

Mammal
Cons

0-

Multiz Alignments of 44 Vertebrates

Maus | —g——y b il i — —_—
g Rind | ===y S bl I 5 ALt oo A o AN e aad ——
2 Pferd ARSI, ¢ ot Y LAY ol LA i LA M, S MMM AL | o —
Q2 Hund —g——— MLl — T
S Ammadillo —— il — ot
Q  Opossum Ak sl s i .
2 Platypus b 0, A i ot ., AR kL
o Huhn B AR 1
X X.tropicalis Lokdi

Repeating Elements by RepeaiMasker
SN || | | |

homologe Maussequenzen:
Chr.2 133.355.678 bp\ Enhancer codierende Region (ECR) \ 133.360.193 bp

133.357.548 bp ECR-1 1 133.358.596 bp

133.358.685 bp | ECR-2 | 133.359.498 bp

Abb. 4.18: Schematische Darstellung des Duplikati@hokuses.

Im Menschen isBmp2von einem grof3en genfreien Bereich auf Chr. 26kfkxt. Innerhalb der 3’ Region, ca.
110 kb downstream, beginnt die duplizierte Region Familie 1 bei 6.808.477 bp und endet nach €kibbei
6.814.024 bp. Bei Familie 2 liegt der 5’ Bruchputidi 6.808.477 bp und die Duplikation endet ancplei
Stelle wie bei Familie 1 (Sequenzpositionen nact50CGuman Genome March 2006). Im multiplen Spezies-
Alignment des UCSC Genome Browsers fallen zwei Haotservierte Regionen zwischen Saugetiere und Huhn
auf. Des Weiteren liegen die Bruchpunkte innerhadh repetitiven Elementen, den SINE-Sequenzen. Die
Positionen der homologen Maussequenzen auf Chmd2unter dem Alignment aufgefiihrt (UCSC Mouse
Genome February 2006). Diese drei Sequenzen, ECR;Esowie ECR-2, wurden fur Enhancerstudien in
pSfi-HspLacZkloniert. Abbildung in Anlehnung an (Dathe u.2009).
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4.2.1 Konservierte Region von ~1 kb fungiert als remitaten-spezifischerBmp2-
Enhancer

Um herauszufinden, in welchem Entwicklungsstadiumd un welchem Gewebe die
potentielle cis regulatorische Sequenz zu einer e@anession fuhrt, wurden folgende
Maussequenzen in den Reportergenvektor HS[i68-LacZinseriert und zur Generierung
von transgenen Mausen genutzt (siehe auchAbb.uhd&bb. 4.19):

1. ECR - gesamte homologe Maussequenz der im Mensdéstifizierten Duplikation
(Enhancer kodierende Region kurz: ECR, UCSC Mousao@e (Feb2006) chr2:
133.355.678-133.360.193)

2. ECR-1 — erste hoch konservierte Region innerhatbefeR (UCSC Mouse Genome
(Feb2006) chr2: 133.357.548-133.358.596)

3. ECR-2 - zweite hoch konservierte Region innerhalbECR (UCSC Mouse Genome
(Feb2006) chr2: 133.358.685-133.359.498)

Die Konstrukte mit ECR-1 und ECR-2 sollen eine kantierung des Enhancers auf DNA-
Ebene ermoglichen, d.h. ergeben ECR-1 oder ECR-2 dkiche Reportergen-
expressionsmuster wie ECR, so kann die Lokalisaties BMP2-Enhancers auf einen
kleineren DNA-Bereich eingegrenzt werden.

Zur Umsetzung dieses Vorhabens wurden die 3 vesdehen potentiellen Enhancer-
Sequenzen in den Reportergenvektor pfplacZ upstream vomLacZGen integriert,
wobei das Reportergen unter der Kontrolle des MafpmomotorsHsp68 steht. Nach der
Linearisierung und Aufreinigung der Reportergenkande wurden diese zur Pronukleus-
Injektion von C57BL6 befruchteten Eizellen im Eilg@dium herangezogen. Daraufhin
wurden die erfolgreich injizierten Eizellen in satschwangere Méause implantiert und die
Enhancer-induzierte LacZ-Expression in mehrerenrgomalen Stadien (E11.5-E14.5) Uber
X-Gal Farbung dokumentiert. Vergleichend dazu waordé&Vholemount in situ
Hybridisierungen zur Darstellung der Expressiongeruson Bmp2, Gdf5, Bmprlhund

zusatzlichBmprlaherangezogen (Abb. 4.19).
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Entnahme befruchteter Mikroinjektion des Implantation in Entnahme potentiell
o Eizellen Reportergen-Konstrukts pseudoschwangere Maus  transgener Embryonen
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Abb. 4.19: Expressionsprofil vonLacZ in transgenen Mausembryonen ahnelt der Expressiodon Bmp2
und nicht der von Gdf5, Bmprla und Bmpr1b.

A) Schematische Darstellung der Generierung von gearen MauserB) Es sind vier Entwicklungsstadien von
X-Gal gefarbten transgenen Embryonen gezeigt, dterschiedliche ECR-Reportergenkonstrukte tragea. D
Anzahl der Embryonen mit spezifischer X-Gal Farbungden Extremitdten gegentiber der Gesamtzahl an
positiven transgenen Embryonen ist jeweils in deeten rechten Ecke angegeben. Zu beachten istddaX-

Gal Farbung ausschlief3lich im Autopod von ECR udREL transgenen Mauseembryonen auftritt. Im Stadium
E11.5 zeigt sich die Farbung in einer begrenztegidRedes distalen Autopods. Daraufhin verschietit $n
Stadium E12.5 die Farbung begleitend zur AusbilddegFingeranlagen in die interdigitale Region. [&ftich
begrenzt sich die Féarbung immer weiter im Stadiud3.E und E14.5 ibers Perichondrium auf die
interphalangeale Gelenksregion des distalen Geldmks. aufs Perichondrium der sich formierenden
Mittelphalangen. C) WM-ISH von Bmp2, Gdf5 und ihren RezeptorerBmprla und Bmprlb. Das
Expressionspattern vohacZ (siehe B) Uberlappt teilweise mit dem v@mp2. Gdf5ist in den sich
entwickelnden Gelenken exprimieBmprlaist ubiquitdr in der ganzen Extremitat exprimieghingegen sich
die Expression voBmprlbauf die Fingeranlagen und spater auf die integptgdalen Gelenke begrenzt ist. B)
und C) in Anlehnung nach (Dathe u. a., 2009).

Fur ECR konnten 223 uberlebende Embryonen untersuetden, von denen 34 (15 % von
allen) nach der Genotypisierung positiv auf Repgdrinsertion getestet wurden. Davon
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zeigten wiederum 19 Embryonen (56 % der Genotypti®es) eine spezifische Farbung in
den Extremitdtenknospen. Diese Farbung ahnelt s Bmp2Expression in den
Extremitatenknospen, wobei weitdBenp2Expressionsorte wie Barthaarfollikel und Somiten
bei den X-Gal-gefarbten Embryonen nicht zu beolsachkind.

Im Stadium E11.5 wirdmp2in der apikalen ektodermalen Randleiste (AER)denunter
liegenden Mesenchym und an der posterioren Sertd&deemitadtenknospe exprimiert. Die
letztgenannte Doméane und die AER sind bei dendgemen Embryonen nicht X-Gal-gefarbt.
Im Stadium E12.5 wirdBmp2 vornehmlich zwischen den sich formierenden Fingern
(interdigitales Mesenchym), im Bereich der Handgledeund in den distalen Gelenken von
Radius und Ulna exprimiert. Die X-Gal Farbung dansgenen Embryonen beschrankt sich
jedoch auf das interdigitale Mesenchym.

Im Stadium E13.5 begrenzt sich denp2Expression auf die dorsalen Sehnen der Finger und
eine Zellschicht, die die Knorpelkondensationen ininglas Perichondrium. Dies ist auch bei
den X-Gal-gefarbten transgenen Embryonen zu betdracivobei eine klare Abgrenzung der
Sehnen nicht erkennbar ist.

Im Stadium E14.5 konzentriert sich diBmp2Expression hauptsachlich um die
Gelenksregion der Mittel- und proximalen Phalanged im Perichondrium rund um die sich
formierenden Mittelphalangen in den einzelnen FHing®ieses Expressionsmuster ist in den

X-Gal gefarbten transgenen Embryonen ebenfallsepidchten.

Die X-Gal Farbungen der Embryonen mit ECR-1-Repgdrinsertion ergaben vergleichbare
Expressionsmuster vobacZ wie bei ECR. Bei diesem Versuch wurden 129 Uberidb
Embryonen untersucht, wovon 17 (13 % von allen) @enotyp positiv auf
Reportergeninsertion getestet wurden und davon8B5 % der Genotyp-Positiven) eine
Extremitaten-spezifische X-Gal Farbung aufweisen.

Demgegentiber konnte fir ECR-2 keine ExpressionbhaxY in den Extremitdtenknospen
nachgewiesen werden. Hierbei wurden 107 Embryongarsucht, wovon 15 (14 % von
allen) im Genotyp positiv waren.

Daher ist davon auszugehen, dass die ECR-1 Seqeianzis regulatorisches Element

vermutlich in Funktion eines Enhancers fir die Eggion von Bmp2 in den
Extremitatenknospen darstellt.
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5 Diskussion

Die Aufklarung der molekularen Pathogenesemechamsiwon Skelettfehlbildungen ist
essentiell fur das Verstdndnis der komplexen Vaygawadhrend der Knorpel- und
Knochenentstehung in der Embryogenese als auch pgesianenten Gewebeumbaus
(,remodeling”) und der Regeneration im adulten @igmus. Dabei spielen BMPs als
Signalmolektile eine wichtige Rolle. Sie beeinflusdas Wachstum, die Differenzierung, die
Matrixproduktion und die Apoptose von Zellen unditeen chemotaktische Fahigkeiten. Ein
fein abgestimmtes Zusammenspiel von Expressionseeit und -menge der einzelnen
Komponenten im BMP-Signalweg bestimmt den Verlagif @rganogenese, wobei stets ein
Wechselwirken mit weiteren Signalwegen wie dem WNAGF- und Hedgehog-Signalweg
realisiert wird.

Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung der Pathogemneweier Handfehlbildungen, BDA2 und
SYNS1, die nach genetischen Analysen mit Mutatiobetreffend BMP2 bzw. GDF5
assoziiert sind. Daruber hinaus bietet die molakuland funktionelle Analyse detailliertere
Einblicke in Protein-Protein-Wechselwirkungen umch@glicht ein besseres Verstandnis der
Feinregulation innerhalb des BMP-Signalwegs.

5.1 Pathogenesemechanismus der GDF5 Mutationen NIK

5.1.1 Heterozygote Punktmutationen an Position N&4in GDF5 bedingen SYNS1

Im Gegensatz zu Funktionsverlustmutationen in GH®,eine Brachydaktylie vom Typ C
im Patienten hervorbringen, handelt es sich beedan dieser Arbeit untersuchten GDF5
Varianten (N445T und N445K) um Missense-Mutationerhei denen ein

Aminosaureaustausch von Asparagin mit Tyrosin bzygin eine andere Handfehlbildung
verursacht. Das vererbbare Krankheitsbild ist gekeithnet durch mehrfache
Gelenksfusionen in den Handen und FufRRen sowie dendbgengelenke, was eine stark
eingeschrankte Beweglichkeit der Extremitaten zwnséquenz hat. Auflerdem konnen
Fusionen im Huftgelenk und in Wirbelkdrpern auftret Hierbei handelt es sich um das
Multiple Synostosesyndrom (SYNS1), welches bereiis zwei heterozygot dominanten
Mutationen in NOG assoziiert wurde (W217G, ¢c58ddlGdng u. a., 1999; Takahashi u. a.,
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2001). Zusatzlich konnten weitere heterozygote N@@ationen mit dem weniger
schwerwiegenden aber Uberlappenden Phanotyp desnaten Symphalangismus (SYM1)
in Verbindung gebracht werden (Gong u. a., 199%afhashi u. a., 2001; Lehmann u. a.,
2007). Hierbei sind vornehmlich die proximalen Gé&ke in einzelnen Fingern fusioniert,
wobei die Auspragung von Patient zu Patient vdrii@ber auch einige Fusionen in den
Karpal- und Tarsalknochen konnten beobachtet werden

In den letzten Jahren wurden in weiteren SYM1 R&ie dominant heterozygote GDF5
Mutationen identifiziert (Wang u. a., 2006; Yangau, 2008; Seemann u. a., 2005). Hierbei
konnte fur die SYM1 verursachende Punktmutation 848in Funktionsgewinn in Form
einer erweiterten Rezeptoraffinitdt (BMPR1A und BREB) ermittelt werden, wohingegen
WT GDF5 vornehmlich tber BMPR1B signalisiert (Seama. a., 2005). Somit fiigen sich
die GDF5 Mutationen N445T/K in das bisher besclameb Spektrum von SYM1 und
SYNS1, wobei der schwerwiegendere Phanotyp SYNS1 aleen betroffenen
Familienmitgliedern — bisher einmalig fir GDF5 baseben — auf das Zusammenwirken von
zwei Effekten zurtickzufuhren ist, der Resistenzegéiper den Antagonisten NOG und eine

verandertere Signalweiterleitung.

5.1.2 Verstarkte chondrogene Eigenschaften von GDR$445T/K beruhen auf Nog-
Resistenz

Die in dieser Arbeit dargelegten funktionellen ArsEn der SYNS1l-assozierten GDF5
Mutanten weisen auf eine aktivierende Auswirkung Matationen durch Verlust der NOG-
Sensitivitat hin. Bei der retroviralen Uberexpressier Gdf5 Mutanten N445T und N445K
im Mikromass Kultursystem zeigte sich eine leichhtdite bzw. &ahnliche chondrogene
Aktivitat im Vergleich zu WT Gdf5. Jedoch waren beders deutliche Unterschiede bei der
Co-Expression mit Nog zu erkennen. So wird die @hnogenese bei mit WT Gdf5
stimulierten Kulturen durch Nog vollstandig unterckt, wohingegen dieser dominant
negative Effekt von Nog bei Gdf5 N445T/K nicht zedbachten ist. Hier tritt lediglich eine
leichte Inhibierung auf (Abb. 4.7). In einem wedprin vitro Assay konnte die Resistenz der
Gdf5 Mutante N445T verifiziert werden. Hierbei ward C2C12-Zellen, die stabil mit
Bmprlb transfiziert sind und somit ein ALP read @uich fir WT GDF5 bieten, mit
rekombinanten WT GDF5, GDF5 N445T und BMP2 stinmtilierorauf eine dosisabhangige
ALP-Induktion zu beobachten war. Durch Zugabe @igenden Mengen an rekombinanten
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Nog bei gleichbleibender BMP-Stimulation konnte @ékP-Induktion bei WT GDF5 und
BMP2 unterdrickt werden. Im Gegensatz dazu war dielst bei GDF5 N445T mdglich
(Seemann u. a., 2009).

Bei weiterer Charakterisierung der chondrogenenvidit des rekombinanten GDF5 N445T
im Mikromass Kultursystem zeigte bereits eine 1VEydinnung des eingesetzten Proteins
im Vergleich zur WT GDF5 Konzentration eine vergldare Induktionsstarke der
Chondrogenese (Abb. 4.11). Dieser Verstarkungseffeknnte auch beiin vivo
Uberexpressionsstudien bestatigt werden. Dort éitlie Uberexpression von Gdf5 N445T/K
in Hinterextremitdten von HUhnerembryonen zur Bilgueines zusammenhdngenden
grol3flachigen Knorpelelements, welches keine Gelanikd abgegrenzte Zehen aufweist. Im
Gegensatz dazu bewirkte WT GDF5 lediglich eine Wdwhg der Skelettanlagen und
Fusionen einzelner Gelenke und Zehen (Abb. 4.18).dbarke chondrogene Effekt der GDF5
Mutanten konnte durch BMP9 Ubertroffen werden. lesenchymalen Vorlauferzellen der
Extremitat bewirkt ektop appliziertes BMP9 berdits einer 1:50 Verdiinnung im Vergleich
zur WT GDF5 Konzentration eine vergleichbare Indwktder Chondrogenese (Abb. 4.11).
Jedoch konnen auch Art und Weise der Herstellung rékombinanten Proteine die
gravierenden Aktivitatsunterschiede zwischen GDF&dtne und BMP9 erkldren. So
wurden WT GDF5 und GDF5 N445T k& coli produziert, wohingegen BMP9 mit Hilfe von
CHO-Zellen hergestellt wurde. Die eukaryotischenGEEellen (Zellen aus den Ovarien des
chinesischen Hamsters) kdnnen im Gegensatz zu dekaryotischenE. coli Zellen
posttranslationale Modifikationen, wie z.B. Glycbsgung und Proteinfaltung, analog zu
menschlichen Zellen bewerkstelligen. Biotechnololgibergestellte Proteine i coli liegen

in inclusion bodiesor und missen nach Isolation aufwendig renatinerden.

Zusatzlich wurde eine Nog-Feedbackregulation uotdits Sowohl GDF5 WT und N445T als
auch BMP2 und BMP9 induzierten vitro, im Mikromass Kultursystem, sowim vivo,
Beadimplantation in Huhnerextremitat, eine starkdogene Nog-Expression (Abb. 4.13).
Mit diesem Mechanismus wird im Organismus eine siid@elRende Signalweiterleitung
verhindert und eine zeitliche Begrenzung der Statoih gewdahrleistet, um nachfolgende
Differenzierungsprozesse zu ermoglichen. Wird diedechanismus durch Resistenz
gegenuber dem Antagonisten Nog ausgehebelt (wieGB#H5 N445T/K und BMP9), so
erfolgt eine andauernde Signalweiterleitung, dien derozess der Knorpelentwicklung
verlangert und raumliche Grenzen Uberschreitern, ldss Fusionen der Skelettelemente zur
Folge hat (Abb. 4.12 und SYNS1 Patienten). Dahlegirge natirliche Expression von Bmp9
in skelettdren Geweben nicht wiinschenswert undgerdoich nicht (Abb. 4.6 und Abb. 4.14).
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Demgegeniber sind Bmp9 und Nog u.a. im Gehirn undge coexprimiert. Es ist zu
vermuten, dass hier die Expression von Nog-sessitBMPs verhindert werden soll und der
jeweilige Differenzierungsprozess durch Bmp9 regtikvird (Abb. 4.14).

5.1.3 Modulierender Einfluss der Mutation N445T aufRezeptorspezifitat

Fir die GDF5 Mutation R438L konnte bereits eine vigi@nde Veranderung der
Rezeptorspezifitdt zugunsten von BMPRI1A als Pathegemechanismus eines SYML1
Phanotyps ermittelt werden, wohingegen eine NogsRew ausgeschlossen werden konnte
(Seemann u. a., 2005). Da dieser Phanotyp Uberdpp@erkmale zu SYNS1 aufweist und
die Mutationsstelle N445 ebenfalls wie R438 im ld@venden Interaktionsbereich mit
BMPR1A und NOG liegt, wurde fur die GDF5 Mutante4$4 ebenfalls eine Veranderung
der Rezeptorspezifitat in Betracht gezogen.

Erste vergleichende Analysen der Bindungskonstave@enWT GDF5 und GDF5 N445T zu
den BMP Typ 1 Rezeptoren BMPR1A und BMPR1B im Bracdssay ergaben keine
signifikanten Unterschiede. Jedoch zeigte sichdeeiStimulation der myoblastischen C2C12
Zelllinie ein deutlich veradndertes Wirkspektrum. W@DF5 inhibiert die myoblastische
Ausdifferenzierung der C2C12 Zellen. Im Gegensatzidordert GDF5 N445T, vergleichbar
mit BMP2 und BMP9, die Differenzierung in Osteolbdas und induziert ALP Aktivitat.
Daher lasst sich eine erweiterte Rezeptorspezifidtmuten, was jedoch in einem
Neutralisierungsassay mit extrazellularen Domaresdl)(der TGB Typl Rezeptoren nicht
bestatigt werden konnte. So lassen sich WT GDFawdt GDF5 N445T ausschlie3lich von
ecd BMPR1A als auch ecd BMPR1B inhibieren, wobeilFBIN445T etwas sensitiver aber
nicht deutlich signifikant starker auf die Inhibieg anschlagt (Seemann u. a., 2009). Somit
bleibt die genaue molekulare Ursache des verami&viekspektums weiter offen. Mégliche
Faktoren die in Betracht gezogen werden konntenmenv&erdnderte Assoziations- bzw.
Dissoziationsraten der GDF5-Rezeptorkomplexe, die &tarke und Dauer der
Signaltransduktion beeinflussen. Aul3erdem konneganderte Affinitaten zu Co-Rezeptoren
oder Co-Faktoren vorhanden sein, die eine erweitBézeptorspezifitat ermdglichen und
nicht mit dem beschriebenen Assay erfasst werdene
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5.1.4 Mutationsstelle N445 nimmt Schliisselfunktiom Proteininteraktion mit NOG und
BMPR1B ein

Im multiplen Sequenzalignment der T@Buperfamilie (Abb. 4.3), welches ab dem ersten
hochkonservierten Cystein dargestellt ist, befinsieh die Mutationstelle N445 zwischen
dem dritten und vierten konservierten Cystein. BiedBereich umfasst das sogenannte Wrist-
Epitop, welches eine wichtige Rolle bei der Intéiak mit dem BMP Typl Rezeptor
einnimmt (Sebald u. a., 2004). In ca. 2/3 der B&tperfamilie und speziesubergreifend in
allen GDF5 homologen ist die Aminosaure N445 kovieer. Es fallt jedoch auf, dass
insbesondere unter den T@F den Inhibinen, den Leftys und GDF8/11/15 dasstAEpitop
stark in seiner Aminoséauresequenz abweicht undek®rzugte Aminosaureabfolge TNHA,
welche unter den BMPs/GDFs vornehmlich existierichih mehr besteht. Diese
Abweichungen konnten die verschiedenen Affinitaden Signalproteine zum einen zu ihren
spezifischen Rezeptoren reflektieren. So binden 8MIRd GDFs mit unterschiedlichen
Affinitaten an ihre Typl und Typ2 Rezeptoren, digtveeder bereits in einem ternaren
Komplex vorliegen oder erst nach Ligandenbindungiaer der Rezeptorenhomodimere den
funktionellen Rezeptorenkomplex ausbilden (Noheal.2002). Hierbei sei erwahnt, dass
GDF5 bzw. BMP2 eine sehr hohe Affinitat zu BMPR1Bwb BMPR1A besitzen. Im
Gegenzug bindet GDF5 nur schwach an BMPR1A und BikiBaerat an BMPR1B (Sebald
u. a., 2004). Demgegenuber binden die BS&SEuerst an ihren affineren Typ2 (TRH2)
Rezeptor, wonach koorperativ die Rekrutierung delwach affinen Typl (TEFR1)
Rezeptors erfolgt. Somit kdnnte das Wrist-Epitom entscheidener Faktor fur eine
gesteigerte Affinitdt der BMPs und GDFs zu ihrepTRezeptoren sein.

Zum anderen konnten die auffalligen Sequenzabwagdn im Wrist-Epitop innerhalb der
TGH3-Superfamilie auch die verschiedenen Affinitdterr @&gnalproteine zum grof3en
Spektrum an Antagonisten reflektieren. So sind fielsweise die sekretierten T@E$
zunédchst nur in einem inaktiven latenten Komplexli#gend und werden nicht von
Antagonisten reguliert sondern von Proteinen, deelditenz aufheben kénnen (z.B. Tspl).
Im Gegensatz dazu sind BMPs/GDFs nach ihrer Sezeng und stetigen Prozessierung
bereits aktiv und kdénnen im picomolar-Bereich areilspezifischen Antagonisten binden
(z.B. Cerl-Bmp4; Nog-Bmp2/4/7, GDF5) (Massagué Ghén, 2000).

Des Weiteren konnte durch eine Analyse der 3D-Hrsieiktur von GDF5 die wichtige
Position des Mutationsortes N445 bei der Stabilisig und Spezifisierung der
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Komplexbildung von GDF5 mit seinen Interaktionsparh ermittelt werden. Im Komplex
mit BMPR1B (PDB: 3EVS) scheint N445 mit 2 Aminosanrdes Rezeptors (E81, G82) zu
interagieren, wobei diese einen Ring im Komplexbdden, der die Asparaginseitenkette
umschlie3t. Es entsteht der Eindruck eines ScHhls&ddo3-Prinzips. Eine vergleichbar
wichtige Stellung nimmt N445 im Komplex mit NOG eias Asparagin geht zwei
Wasserstoffbriicken-bindungen mit A36 und eine Wasskbricke mit E491 von NOG ein.
Somit wirde ein Austausch des Asparagins mit Threoder Lysin zwei stabilisierende
Wasserstoffbriicken im GDF5-NOG-Komplex verhindennd udie spezifische Schlussel-
SchloR3-Interaktion im GDF5-BMPR1B-Komplex aufweiohe

Bei Betrachtung der bisher identifizierten NOG-Miuttaen, die mit SYM1 und SYNS1
assoziiert sind, fallen insbesondere P35A, P35%RP3nd A36P auf (Gong u. a., 1999;
Lehmann u. a., 2007). Die Aminosauren A36 und R8bemn in direkten bzw. nahen Kontakt
mit N445 von GDF5. Diese Korrelation von Phanotypwe Mutations- und
Interaktionsstelle im GDF5-NOG-Komplex unterstreicldie tberaus sensible und
storungsanfallige Protein-Protein-Interaktion. Imergleich zum BMP7-NOG Komplex
zeigen sich bedeutende Unterschiede in der Konfilwmaes Aminosaurertckrats und der
dazugehdrigen Seitenketten im kurzen Finger 1. ttiegt in BMP7 eine hydrophobe Tasche
ausgebildet, in die P35 und z.T. A36 von NOG audgemen werden (Groppe u. a., 2003).
Diese hydrophobe Umgebung wird jedoch bei GDF5tailwveise erreicht, so dass hier nur
geringe hydrophobe Stabilisierungskréafte auf dieoténinteraktion wirken und
moglicherweise bereits geringfligige Verédnderungen der Aminosauresequenz eine
gravierende Storung hervorrufen kbnnen. Darauslaibgescheint die Interaktion von GDF5
und NOG schwécher zu sein als die zwischen BMPINDG.

In einem Titrationsassay konnten wir diese Annalunech den Uberstoichiometrischen
Bedarf an NOG zur GDF5 Inhibition untermauern. Wgjegigen bereits geringe Mengen an
NOG eine deutliche BMP2 Inhibition ermdglichten é8&nn u. a., 2009). Die Tatsache, dass
die homologe Mutation zu N445T in Bmp2/4/7 zu keimgkennbaren Verdnderung im
Mikromass Kultursystem in Bezug auf die Inhibiek®atr durch Nog fuhrt (siehe Abb. 4.8),
stitzt ebenfalls die Annahme einer stabileren &kigon aufgrund grofRerer hydrophober
Wechselwirkungen zwischen BMP’s und NOG. Bei Bmp3uitierte die Mutation sogar in
einem Funktionsverlust, was darauf hindeutet, dasse Position in Bmp7 eine sehr wichtige
Rolle bei der Rezeptorinteraktion spielt.
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Bmp9 und Bmpl0, die als einzige Vertreter der B&Hperfamilie an Stelle des
konservierten Asparagins ein Lysin tragen (Abb.)4v&rhalten sich insensitiv gegentber
Nog im Mikromass KultursystemAbb. 4.9, wobei strukturell gesehen, die angrenzende
hydrophobe Tasche im Vergleich zu den anderen BEtidiche Ausmal3e einnimmt. Die
Nog-Insensitivitat konnten wir in einem weitergnvitro Assay bestatigen. Hierbei wurden
Zellen der myoblastischen Mauszelllinie C2C12-Bnfprinit rekombinanten BMP9
stimuliert, wobei eine Co-Stimulation mit steigend&onzentration an NOG keine
Inhibierung bewirkte (Seemann u. a., 2009). Eidaginer Aminoséaureaustausch des Lysins
mit Asparagin (K371N) war unzureichend fur die Higng einer Nog-Sensitivitat. Erst
zwei zuséatzliche Mutagenesen, K348L und YH415Qrt&rhin Kombination mit K371N zu
einer ausgepragten Nog-Sensitivitdt. Die GDF5-acgénden Mutagenesen K348L und
YH415Q liegen im jeweiligen Interaktionsbereich nBMPR2 und NOG, wohingegen
K371N den uberlappenden Interaktionsbereich mit B¥Pund NOG betrifft. So kann
zusammenfassend abgeleitet werden, dass durchtgd2ienktmutationen in den strukturell
sehr hoch konservierten BMPs/GDFs eine Sensitibitéd. Resistenz erreicht werden kann.
Bei GDF5 wird bereits durch eine einzelne Mutate@ne Nog-Insensitivitat herbeigefiihrt.
Demgegeniber fuhrten bei Bmp9 drei rationelle Maoten, die auf Grundlage von
Proteinstrukturvergleichen zwischen BMP9 und GDFEmigelt wurden, zu einer
gravierenden Veranderung der biologischen Aktiyigdier Nog-Sensitivitat. Daher erscheint
ein rationelles Design zur Optimierung einer gewhitsn Wirkspezifitat durch den
vorteilhaften Umstand der strukturellen Homolgier ®&MP/GDF-Familie als auch ihrer
Komplexe mit den Rezeptoren und Antagonisten dwslaaf weitere BMPs Ubertragbar.

5.1.5 Korrelation von funktionellen Ergebnissen mitExpressionsstudien

Gdf5 Bmp2 Bmp4 als auchBmp7 zeigen wéahrend der Extremitdtenentwicklung einr seh
spezifisches Expressionsmuster, welches einen dgohnYerlauf in den verschiedensten
Gewebetypen der jeweiligen Entwicklungsstufe ausiv€df5wird im Entwicklungsstadium
E11.5 in mesenchymalen Vorlauferzellen exprimiedgraufhin begleitend zur Anlage der
frihen Kondensationen in E12.5 die Expression amgmed zu den Kondensationen im
Perichondrium und in den Gelenkanlagen zu beobacite Im weiteren Verlauf der
Entwicklung konzentriert sich di&df5-Expression immer weiter auf die Gelenksregion.
Auch Bmp2 Bmp4undBMP7 weisen eine zeitlich begrenzte Expression in ddeksregion
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auf (Abb. 4.6) (Seemann u. a., 2005; Hogan, 1986).Gegensatz dazu wirtlog der
Hauptantagonist von Gdf5, komplementdar Bmp2/4/7 und Gdf5 in den frihen
Kondensationen exprimiert. Die komplementare Exgogs von Antagonist und Ligand
gewadhrleistet somit eine lokal begrenzte Signabvigitung mittels extrazellularer
Signalproteine, die Gber Diffusions- und Transp@cthanismen in der extrazellularen Matrix
auch die Moglichkeit der Signalweiterleitung aulddibhdes Expressionsbereiches haben.
Demzufolge bedingt die Resistenz eines Ligandeem#ger seinen Antagonisten einen lokal
vergroRRerten Einflussbereich, der im Fall von GQE%iner verstarkten Knorpelbildung und
der daraus resultierenden Fusion von Gelenken .filbigser Effekt konnte imin vivo
Uberexpressionsmodell anschaulich nachgestellt evenahd ist im milderen AusmaR im
SYNSL1 Phanotyp der Patienten ausgepragt.

Die Rezeptoraffinitaten von Bmp2/4 und Gdf5 spiaggth ebenfalls im Expressionsmuster
der BMP Rezeptoren wieder (Abb. 4.6). So wisthprlh der Hochaffinitatsrezeptor von
Gdf5, ebenfalls angrenzend der friilhen Kondensati@xrimiert und konzentriert sich im
weitern Verlauf der Extremitatenentwicklung auf @elenksregion (Seemann u. a., 2005).
Bmprlahingegen ist wilBmpr2 ubiquitar in der Extremitdtenknospe anzutreffed bretet
somit einer Vielzahl von BMPs/GDFs (z.B. Bmp2/4)6diie Moglichkeit der Signalweiter-
leitung. Erstaunlicherweise konnte ebenfalls eimpréssion vorAcvrll, der Hochaffinitats-
rezeptor von Bmp9/10 (David u. a., 2007), beobachtrden, obwohBmp910 nicht in der
Extremitatenknospe zu detektieren warAovrll ist schwach im interdigitalen Mesenchym
und nachfolgend um die Kondensationen und in dégr&sregion exprimiert.

Weitergehende Expressionsanalysen Bomp9und BmplOergaben mit Nog Uberlappende
Expressionsmuster wahrend der embryonalen Entwigkluwas auf eine biologische
Relevanz der Nog-Insensitivitat gegentber beidenp’Bnschlielen laRt. Bmpl0 nimmt
wahrend der Herzentwicklung eine wichtige Rolle. éme Expression konzentriert sich auf
das trabekulare Myocardium (Abb. 4.16) (Chen u2@04b; Somi u. a., 2004; Neuhaus u. a.,
1999), nachdem die Musterbildung abgeschlossenuisl das Wachstum und die
Kammerreifung einsetzt. Im Gegensatz daziNisg mehr dynamisch im kompakten als auch
trabekularen Myocardium exprimiert (Abb. 4.16) (Cboa., 2007) und Uberlappt somit mit
Bmpl10 bei E9.5-E10.0. Nog nimmt eine wichtige Funktioeinb korrekten Ablauf der
Herzmorphogenese ein und reguliert dabei die Wgkuon Bmp2/4/7 (Choi u. a., 2007).
Dartber hinaus spielen Bmp9 und Bmp10 eine hemm&adle wahrend der Angiogenese
(David u. a., 2008), was sich ebenfalls in dermivo Experimenten mit BMP9 zeigte. Hierbei

wurde eine erhOhte Letalitdt aufgrund stark vermitel Blutgefal3ausbildung in der
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Fruchthtlle als auch im Embryo festgestelimp9ist vornehmlich in der Leber exprimiert
(Miller u. a., 2000), konnte jedoch in dieser Atbaich an weiteren Orten detektiert werden
(Abb. 4.14). So zeigBmp9 eine uberlappende Expression mibg im Gehirn, Darm
Endothelium, in Nasalh6hlen, Lunge, Niere, und beeeits beschrieben im Rickenmark. Es
konnte jedoch keine spezifische Expression Bomp9neben den Nasalh6hlen in weiteren
chondrogenen als auch Skelettstrukturen beobaatgeten, was den RT-PCR Studien von
(Suttapreyasri u. a., 2006) widerspricht. Das ggriExpressionslevel vadmp9kombiniert
mit der geringeren Sensitivitdt der ISH-Methode Vfargleich zum RT-PCR Verfahren
konnte die Diskrepanz der Ergebnisse erklaren. Daharrde das beobachtete
Expressionspattern vaBmp9in der WM-ISH als auch Paraffin-ISH zusatzlich dueigene
RT-PCR Ergebnisse verifiziert (Abb. 4.15), wobee diSH-Ergebnisse bestétigt werden

konnten.

5.1.6 Modell des Pathogenesemechanismus von GDFANZ/K

_ WT SYNS1
Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen  Sjtyation noc  Phanotyp

funktionellen Untersuchungen fir die Pathogenese P an o
SYNS1 folgender Mechanismus abgeleitet werden. /
Die NOG resistenten Varianten von GDF5 N445T u -
N445K induzieren Uber den BMPR1B-Signalweg i l

Perichondrium und in den Gelenkanlagen versté

Chondrogenese. Auch umliegende Zellschichten

BMPRIA/B
BMPRII
L

Kondensationen und der Gelenkzwischenzone, in de

-

Nog exprimiert wird (Seemann u. a., 2005), werd

davon beeinflusst. Die Segmentierung C l requlation +
Kondensationen in die einzelnen Phalangen wird iddudt  kontrollierte iberschieRende
) _ Chondrogenese Chondrogenese
unterbunden und es resultiert ein Synostosephanotyp keine
Segmentierung & Segmentierung &
Gelenkausbildung Gelenkausbildung

Abb. 5.1: Schematische Darstellung des
Pathogenesemechanismus der GDF5-Varianten N445T/K.

Im Gegensatz zur WT Situation bleibt die Signalemgitung bei den GDF5-Mutanten unreguliert, da die
negative  Feedbackregulation Uber den  BMP-Antagemist NOG  aufgrund  unzureichender

Proteinwechselwirkungen keine Wirkung hat. Dies rffilim umliegenden Gewebe zur vermehrten

Chondrozytendifferenzierung und —proliferation wamit verbunden zur Unterdriickung der Segmentierung
und Gelenkausbildung in den Knorpelanlagen derdixitéiten. Daraus ergibt sich SYNS1.
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5.2 Perspektive von NOG-insensitiven GDF5 Variantem der klinische Anwendungen

Die Entwicklung von effektiven Therapien zur Regatien von Knochen und Knorpel ist
ein wichtiges klinisches Langzeitziel, hinter demhsein breites Forschungsfeld verbirgt.
Knochenverlust durch Trauma, Tumore, Operationsaafen, angeborene Fehlbildungen
oder Erkrankungen im Zahnwurzelbereich birgen weltweinen grof3en Bedarf an
regenerativen MalRnahmen zur Verbesserung der Lebelitét der Patienten und zur
Entlastung des Gesundheitssystems. Eine VielzahT larapiemaoglichkeiten haben sich
bisher entwickelt zu denen KnochentransplantatgliRation allogener Knochenmatrix oder
vorkultivierter Zellen, Einbettung von rhBMPs in agermaterialien und die in der
Entwicklung befindlichen Gentherapieanséatze gehdfgautschi u. a., 2007; Franceschi,
2005; Elangovan u. a., 2009). Dabei zeichnen sieh rdBMPs mit ihrer Eigenschaft
Knochenneubildung an ektopen als auch orthotopele8tzu induzieren besonders aus. Sie
sind Teil der natirlich ablaufenden Regeneratiavsgsse nach Knochenbruch und
stimulieren die Differenzierung von mesenchymalerlleh zu Chondrozyten und
Osteoblasten (Khan u. a., 2000; Gerstenfeld 2083; Cho u. a., 2002).

Derzeit werden rhBMP2, rhBMP7 und rhGDF5 in Klifieem Anwendungen zur
Knochenregeneration und -neuaufbau genutzt odedemefiir solche und weitere klinische
Verfahren untersucht. BMP2 und BMP7 werden beispieise fur Spinalfusion, nicht
heilende Frakturen und Unterkieferknochenrekonsitvaleingesetzt (Gruber u. a., 2009; Kim
u. a., 2009; Weng u. a., 2009; Rihn u. a., 2008lodh zeichnen sich bei den klinischen
Anwendungen im Menschen starke Unterschiede zurdeitro Experimenten ab. So treten
Limitationen im Bereich der Proteinstabilitat undrdArt der Applikation auf. Aul3erdem
mussen im Menschen weitaus héhere Konzentrationaelombinantem Protein eingesetzt
werden als im kleinen Tiermodell oder der Zellkuyltwum den gewilnschten Effekt der
Knochenneubildung zu erreichen (Govender u. a.2R@@ogliche Grinde wéren die bereits
erwahnte Proteinstabilitat als auch der Einfluse BMP Antagonisten (z.B. NOG), die
wahrend der Frakturheilung ebenfalls reguliert vear¢Kwong u. a., 2009a, b; Tsialogiannis
u. a., 2009). Sie kdnnen die exogen applizierterPBNin Rahmen der endogenen Regulation
der BMP Signalkaskade neutralisieren und somit r@kenzentrationem vivo bedingen.
Diese Annahme wird durch die in dieser Arbeit dege Induktion der Nog-Expression
nach BMP Stimulation gestutzt (Abb. 4.13). Die Vendung von hohen BMP-
Konzentrationen ermdglicht nur eine teilweise Umgeh der Feedbackregulation, scheint
aber nicht das Mittel der Wahl zu sein. Demgegenkbanten BMP Varianten, die insensitiv
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gegenuber Antagonisten sind (Superagonisten), deckenbildung effektiver induzieren und
einen Einsatz von geringeren Proteinkonzentratioealisieren.

Hiermit eroffnet sich der unter Pathogeneseumsténdkentifizierten GDF5 Variante
N445T/K eine mdgliche klinische Anwendung, da sigeinsitiv gegeniiber NOG ist. Daruber
hinaus kdnnen die in dieser Arbeit gewonnenen Hrkaesse tUber wichtige Protein-Protein
Interaktionsstellen zwischen BMPs und NOG ein radites Design zur Erlangung von NOG-
resistenten BMP2 und BMP7 Varianten forcieren uieditablierung einer ,2. Generation an
BMPs*" in der klinischen Anwendung ermdglichen. Egiafache Mutagenese homolog zur
GDF5 Mutante N445T in Bmp2 und Bmp7 erbrachte jédoicht die erhoffte Nog-Resistenz
in den BMPs. Somit scheint diese Aminoséure nitlbireg essentiell fur die Interaktion mit

Nog zu sein.

5.3 Heterozygote Duplikation einer cis regulatoriscen Sequenz vorBMP2 bedingt
BDA2

Die BDA2 ist durch hypoplastische oder aplastisthigtelphalangen der Finger 2 und
manchmal auch der Finger 5 gekennzeichnet. Jedacleren Auspragungsstéarke des
charakteristischen Phé&notyps innerhalb der untbtsoc brasilianischen Familie von
unauffalliger Verkirzung des Zeigefingers bis BDBnlichem Phanotyp, der eine starke
Verkirzung der Finger 2 und 3 mit begleitender Bgigbkeitseinschrankung aufweist
(Familie 1 Abb. 4.17) (Dathe u. a., 2009; Kjaerau. 2006; Freire-Maia u. a., 1980). Die
genetische Ursache fir die beschriebene Brachyliakist heterogen. Bisher wurden
bestimmte Missense Mutationen in GDF5 und dominaegative Mutationen im
korrespondierenden Rezeptor BMPR1B mit BDA2 asedzfiSeemann u. a., 2005; Ploger u.
a., 2008; Lehmann u. a., 2003, 2006; Kjaer u.@6® Dabei konnten mit Hilfe funktioneller
Studien fur GDF5 L441P ein Affinitatsverlust zum BPR1B, fur GDF5 R380Q eine gestorte
Proteinreifung und fur BMPR1B 1200K ein Verlust dfinaseaktivitat als molekulare
Auswirkung der Mutation ermittelt werden, wobeiealtreignisse eine starke Verminderung
des BMPR1B vermittelten BMP-Signalwegs resultigf@@emann u. a., 2005; Lehmann u. a.,
2003; Ploger u. a., 2008). Jedoch wurden fur beidld3BDA2 betroffenen Familien, die dieser
Arbeit zu Grunde liegen, eine Mutation innerhalbr d@ene GDF5 und BMPR1B
ausgeschlossen. Mit Hilfe von Kopplungsanalysendén Grof3familie 1, einer weiteren
Eingrenzung mittels Mikrosatelltenmarker und eifmmutzerdefinierten, hochauflosenden
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Arrayanalyse konnte auf Chromosom 20 eine Mikrotapbn von 5,5 kb in
Tandemorientierung als Mutationsereignis ermittedirden. Die Duplikation befindet sich
innerhalb der genfreien Region, welcB&MP2 umgibt. Solche sogenannten ,gene deserts®/
“Genwdusten®, die sich im Fall voBMP2 Uber ~600 kb upstream und ~1,1 Mb downstream
erstreckt, sind speziesubergreifend konserviert ut@inhalten nichtkodierende
hochkonservierte Sequenzen, die fur cis regulatoeisSequenzen sprechen. NelBiP2
konnten auch fur weitere Gene, v8elH, SHOX, PAX6, SOX9, GDF6, BMP4, BV B in
zahlreichen Aspekten der Mustergebung und Morphesgerles Korpers involviert sind, cis
regulatorische Elemente beschrieben werden (Kleiaja van Heyningen, 2005; DiLeone u.
a., 1998; Klopocki u. a., 2008; Chandler u. a.,20ortlock u. a., 2003). Sie regulieren eine
gewebsspezifische Expression der Gene, die insdesmnwéhrend der embryonalen
Entwicklung in einem zeitlich definierten Fensterfolgt. Beispielsweise erfolgt die
Expressionskontrolle voisHH in der ZPA Uber die hochkonservierte cis regulatie
Sequenz namens ZRS (ZPA regulatory sequence),86eki®upstream voSHH Uber die
definierte Expression von SHH in der ZPA wird diaz&hl und Identitat der Finger wahrend
der Extremitatenentwicklung gesteuert. Punktmut&tio innerhalb der ZRS wurden bereits
mit preaxialer Polydaktylie Typ2 und 3 assoziidrét(ice u. a., 2003; Gurnett u. a., 2007).
Des Weiteren weisen intensive Untersuchungen vomréesischen Familien darauf hin, dass
die Duplikation der ZRS ebenfalls mit triphalangsal Thumb-Polysyndactyly Syndrome
(TPTPS) and Syndactyly type IV (SD4) assozier{$stn u. a., 2008).

Auch innerhalb der BDA2 assoziierten Duplikatiorl6Xkb downstream voBMP2 befinden
sich zwei hochkonservierte Sequenzen von ca. 1 ki€ die eine Funktion als cis

regulatorische Sequenzen vermuten lassen.

5.3.1 Entstehungsmechanismen der genomischen Dugltion 3’ von BMP2

Zur Entstehung der identifizierten Duplikationennk@&n verschiedene Mechanismen in
Betracht gezogen werden. Beispielsweise kann etaaslokation zwischen den homologen
Chromosomen stattgefunden haben oder es kam zu @mgdeichen Rekombination. Die

telomerischen Bruchpunkte beider Duplikationen uter gemeinsame centromerische
Bruchpunkt befinden sich innerhalb von Short Intersed Elements (SINEs) der Alu-Gen-
Familie. Alu-Elemente enthalten repetitive Sequenzend konnen daher ungleiche
Rekombination vermitteln, die schatzungsweise {3 % aller genetischen Krankheiten im
Menschen ursachlich ist (Batzer und Deininger, 2002
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Als Alternativmechanismus kann auch eine nichtglidle homologe Rekombination, die
durch Topoisomerasen vermittelt wird, in Betrackt@gen werden. Anhaltspunkte dafur sind
die Mikrohomologiesequenzen von sieben Nukleotidemenen die Bruchpunkte lokalisiert
sind. Innerhalb dieser Sequenzen befindet sich ertkennungssequenz (5°-GTT-3’) fur die
Topoisomerase |. Die darauf folgende illegitime ®&®bkination, bei der eine Mikro-
homologie von zwei bis sechs Nukleotiden nach demmBpunkt notwendig ist, wird bei
den hier beschriebenen Duplikationen durch dreildbtide 5’-CAC-3’ realisiert (Zou u. a.,
1997).

Letztlich ist auch ein replikationsbasiertes Modd#nkbar, welches Fork Stalling and
Template Switching (FoSTeS) genannt wird. Hierldeclkt die Replikatonsgabel in einer
genomisch instabilen Region (z.B. bei repititiveg&enzen) wahrend der DNA-Replikation.
Daraufhin wechselt der ,lagging“-Strang zu einedenen aktiven Replikationsgabel in
naherer Umgebung, wenn eine Mikrohomologie wie dn identifizierten Bruchpunkten
vorliegt. So kann eine DNA-Sequenz nochmals regliziverden, was in eine Duplikation
resultiert (Lee u. a., 2007).

5.3.2 Cis regulatorische Sequenz fungiert aBmp2-Enhancer

Zur funktionellen Charakterisierung der potenteligis regulatorischen Sequenzen wurden
beide konservierten Elemente als auch die gesampéikition im transgenen Mausmodell
analysiert. Dabei konnte fur die erste konservi&égion (UCSC Mouse Genome Feb2006
chr2: 133.357.548-133.358.596) eine Enhanceraftiviestgestellt werden. Sie fluhrte im
Mausmodell zu einer Reportergenexpression ausfdicleim Autopod der Extremitaten, die
mit der endogeneBmp2 Expression aber nicht m@&df5, Bmprlaund Bmprlb Uberlappt.
Zusammengefasst zeigt sich eine Enhancer-gesteRepertergenexpression im distalen
Extremitatenfeld (E11.5), im interdigitalen Meseywech(E12.5), im Perichondrium (E13.5),
in der distalen Gelenksregion der Finger und imdRendrium der Mittelphalangen (E14.5).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dassBdigp2 Expression in den Extremitaten unter
anderem durch einen 3’ cis-regulatorischen Enhamder sich innerhalb der Duplikation
befindet, reguliert wird.

Korrelierende Resultate ergaben die UntersuchuagerChandler und Kollegen. Sie zeigten,
dass ein BAC, der die Duplikationsregion beinhalteeine fingerspezifische
Reportergenexpression ermoglicht. Wird jedoch digliRationsregion im BAC deletiert,
bleibt die Expression in den Fingern aus. Dartbeaus wurde ein cis regulatorischer
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Enhancer 160 kb 3’ vonBmp2 identifizieren, der die Expression voBmp2 in
differenzierende Osteoblasten reguliert (Chandler.,u2007).

Demnach ist davon auszugehen, dass eine Vielzahiwaiteren regulatorischen Elementen
innerhalb der ,Genwiste” voBMP2 existiert und dessen Expression in den verschesden
Geweben und Stadien der Entwicklung kontrolliertierHir sprechen ebenfalls die
vielseitigen detaillierten Expressionsanalysen Bnp2 bei denereine Expression u.a. in
den Nieren, Haarfollikel, Zahnknospen und Darmeglitim nachgewiesen wurde (Bitgood
und McMahon, 1995; Kulessa u. a., 2000; Lyons u1890, 1989; Dudley und Robertson,
1997). Wahrend der Skelettentwicklung i®mp2 in hypertrophen Chondrozyten,
Wachstumsfuge, Perichondrium und Osteoblasten raignti (Lyons u. a., 1989; Pathi u. a.,
1999). Zusatzlich zeigt sicBmp2 in der Umgebung der zukinftigen interphalangealen
Gelenke und wird sogar im Stadium E14.5 in der Zhasizone des Gelenks beobachtet

(Seemann u. a., 2005).

5.3.3 Pathogenesemechanismus des duplizierBM P2-Enhancers

Funktionelle Untersuchungen einiger Mutationen,adiee BDA2 oder BDC bedingen, weisen
auf eine Misregulation des BMP-Signalwegs hin. biger tritt eine Storung des
Gleichgewichts zwischen GDF5 und seinen BMP Typ ezdptoren auf, dass zu einer
verminderten GDF5-BMPR1B Signalgebung fuhrt (Lehmana., 2006, 2003; Seemann u.
a., 2005; Ploger u. a., 2008). Aufgrund ahnlichkear®typen der beiden hier beschriebenen
Familien mit den bisher funktionell untersuchtentdtionen in GDF5 und BMPR1B lasst
sich ein negativer Einfluss der duplizierten BMP#&ncerregion auf den BMPRI1B-
Signalweg vermuten. Dahingehend waren verschieBatl®ogenesemechanismen denkbar.
Die Duplikation eines regulatorischen Elements iandemorientierung konnte dessen
Funktion aus sterischen Grinden beeintrachtigen dadurch eine verminderte BMP2
Expression hervorrufen. Jedoch zeigt ein konditien&nock out von Bmp2 im Mesenchym
der Mausextremitaten, dass eine Kompensation UtrgrdBund Bmp7 greift (Bandyopadhyay
u. a., 2006). Daher scheint eine Verminderung ddPB Expression keinen Effekt auf die
Ausbildung der Extremitdt zu haben und ist somits dPathogenesemechanismus
unwahrscheinlich.

Ein weiterer mdglicher Mechanismus wére die Misespion von BMP2 an einem
zusétzlichen Ort, so dass Misregulation des BMm&gegs wahrend der Fingerausbildung
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erfolgt. So fuhrt beispielsweise die Inversion eilNA-Region Shh betreffend zu einer

ektopen Expression von Shh in den Fingern, wasé@i@A-ahnlichen Phanotyp in der Maus

verursacht (Niedermaier u. a., 2005). Die Duplikatider ZRS, einer weit entfernten

Kontrollregion von Shh fir die Extremitaten, regrlt in eine ektope Shh Expression am
anterioren Rand der Extremitét. Hierbei ist eineagrale Polydaktylie und Syndaktylie zu

beobachten (Klopocki u. a., 2008). Demnach stalie eektope BMP2 Expression ein

maogliches Szenario als Pathogenesemechanismus dar.

Jedoch ist eine Uberexpression von BMP2 ebenfalkioar. Dies wiirde mit zwei bereits

beschriebenen Fallen korrelieren. Hierbei trugemlébéatienten grof3e Duplikationen von

Chromosom 20 Abschnitten, einschliel3lich @24P2 Gens und des duplizierten Enhancers,
was sich in einer BDA2 in Kombination mit etlichemiteren Fehlbildungen aulRerte (Pfeiffer

u. a., 1997; Lucas u. a., 1985). Durch die Dupiitaties gesamten BMP2 Gens und seiner
regulatorischen Elemente ist eine erh6hte BMP2 &gon in diesen beschriebenen Fallen
anzunehmen. Somit erscheint aufgrund der Annahrass dhnliche Phanotypen durch

ahnliche Mechanismen verursacht werden, eine eenBNP2 Expression als Mechanismus
fur eine isolierte BDA2 als sehr wahrscheinlichddeh bezieht sich die erh6hte BMP2

Expression nur auf die Extremitaten und nicht aah djesamten Korper, wie bei einer

chromosomalen Duplikation.

WT-Situation herabgesetzte BMPRIB Affinitat herabgesetzte Kinaseaktivitat verstéarkte BMP2 Expression
) von GDF5 von BMPRIB
cT - Cewez @GRS w2 @feors ewe2  @feors
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BMPRI
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Abb. 5.2: Schematische Darstellung potentieller Pabgenesemechanismen der BDA2.

Die funktionellen Studien der bisher beschriebehdmationen in GDF5 und BMPR1B weisen auf eine
Verminderung der BMPR1B Signalgebung hin. Dies wlimd Perichondrium das Gleichgewicht des BMP-
Signalwegs stdren und die Chondrozytendifferenmigruerringern. Im Gegensatz dazu wirde eine erhéhte
BMP2 Expression durch verstdrkte Enhanceraktivitds Gleichgewicht zur Foérderung der
Osteoblastendifferenzierung hinlenken. Beide Ps®me¥erringerung der Chondrozytendifferenzierungl un
Steigerung der Osteoblastendifferenzierung, vesaidas Gré3enwachstum der Knorpelanlage und bedinge
letztlich hypoplastische Phalangen.
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Diskussion

Wie bereits in vielen Studien gezeigt wurde, igt kiemplex regulierte BMP Signalweg sehr
konzentrationsabhangig. Einige Fehlexpressionemédrkompensiert werden, jedoch zeigt
sich insbesondere wéahrend der Morphogenese derargjeal und Gelenke in den
Extremitaten ein feinabgestimmtes ZusammenspieheDaimmt GDF5, als friiher Marker
der Gelenksentwicklung, eine Schlisselrolle ein. Gegensatz zu BMP2, welches uber
BMPR1A und BMPRI1B signalisiert, bindet GDF5 vorndilsm an seinen hoch affinen
Rezeptor BMPR1B und nur schwach an BMPR1A (Seba#l,.2004). Alle 4 Komponenten
sind wahrend der Extremitdtenentwicklung in engeactbarschaft und Uberlappend
exprimiert, so dass stets eine Interaktion untareler und somit ein standig neues
Austarieren der BMP-Signalgebung stattfindet. Zuel viBMP2 konnte daher ein
Ungleichgewicht durch die Erhdhung des BMPRI1A-Signait nachfolgender relativer
Erniedrigung des BMPR1B- Signals verursachen. Ob\BoHP2 an beide Typl Rezeptoren
mit vergleichbarer Affinitdt bindet und augenscliem keine Erniedrigung des BMPR1B-
Signals zu erwarten wéare, kann dieser Effekt dulas spezifische Expressionsmuster von
BMPR1B in definierten Zellen erreicht werden. BMPRI1st hingegen ubiquitar in der
Extremitat exprimiert und ist fir BMP2 stets zuglisig(Abb. 4.6). Des Weiteren ist auch ein
kompetitiver Effekt zwischen BMP2 und GDF5 um BMHRIenkbar, so dass das
Gleichgewicht hin zu BMPR1A verschoben wird.

Resultierend aus den Verschiebungen im BMPR1A/BMPR&rhaltnis ware fur die bisher
beschriebenen Mutationen in  GDF5 wund BMPR1B eine rriNgerung der
Chondrozytendifferenzierung im Perichondrium demklbair die BMP2-Enhancermutation
mit  verbundener Erhdhung der BMP2-Expression kaméne e beschleunigte
Osteoblastendifferenzierung im Perichondrium ingéréChen u. a., 2004a). Beide Prozesse
wurden in einem verfrihten Abbruch der Wachstumgamnge in den knorpeligen Anlagen
fuhren, woraufhin eine Verkirzung der Phalangetridin

Um diese verschiedenen Hypothesen untersuchen zoek@ in wieweit sich die BMP2
Expression durch die Duplikation des Enhancerelésnamrandert, sind tiefergehende
Analysen mit transgenen Mauslinien, die einersalie homologe Duplikation und
andererseits eine Deletion tragen, erforderlichBérdem konnte tber die Identifikation des
korrespondierenden  Transkriptionsfaktors eine  gemau Charakterisierung der

Enhancerfunktion erfolgen.
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Wéahrend der embryonalen Entwicklung und im adul@manismus nimmt der BMP-
Signalweg eine essentielle Rolle im Bereich der telisldung, der Organogenese, des
Wachstums und der Homoostase des Skeletts ein.edostere wahrend der
Extremitatenentwicklung ist ein fein abgestimmtesa@mmenspiel von Expressionsort, -zeit
und -menge sowie der Proteininteraktion der eirelKomponenten im BMP-Signalweg
entscheidend, da bereits geringe Abweichungen wédhdes komplexen Bildungsprozesses
zu Fehlbildungen fuhren.

Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung der Pathogemeweier Handfehlbildungen, BDA2 und
SYNS1, die nach genetischen Analysen mit Mutatioregireffend der sezernierten
Signalmolektile BMP2 bzw. GDF5 assoziiert sind. Bettoteine sind Mitglieder der TGF
Superfamilie und zeigen ein z.T. Uberlappendes ésginsprofil wahrend der embryonalen
Extremitatenentwicklung in der Gelenksregion undRerichondrium. Die dort verlaufenden
Vorgange sind besonders kritisch fur die Etabligrames korrekt ausgebildeten Gelenks und
der Determinierung der Phalangen.

Fur die GDF5 Mutationen N445T und N445K, die mit Y1 assoziiert und in der
Uberlappenden Proteininteraktionsoberflache mit Nod BMPR1B lokalisiert sind, konnte
in vitro eine Insensitivitdt gegenuber dem BMP-Antagonidtery nachgewiesen werden.
Dartber hinaus deuten Zellkulturexperimente auérinerdnderten Signalisierungsprozess
hin. Beide Effekte zusammen resultierem vitro als auchin vivo in einer verstarkten
chondrogenen Aktivitat, die zusatzlich die endogeegative Feedback-Regulation durch
Nog umgeht. Die Position N445 ist unter den BMPshkonserviert, jedoch tragen BMP9
und BMP10 naturlicherweise dort ein Lysin und sivid die GDF5 Mutanten Nog-insensitiv.
Wahrend ein einfacher Aminosaureaustausch von ygiArginin keine Nog-Sensitivitat in
Bmp9 induziert, konnte durch gezielte Mutagenese zavei weiteren potentiellen
Interaktionsstellen eine nahezu vollstandige NogsBeitat vermittelt werden. Zuséatzlich
zeigten zu GDF5 N445T analoge Mutationen in BMP2/Kéine Veradnderung der Nog-
Sensitivitat. Aus diesen Ergebnissen kann dem Aspaeine sehr wichtige Funktion bei der
Interaktion mit Nog zugesprochen werden, jedochdisse im Gegensatz zu GDF5 bei
weiteren Vertretern der BMPs weniger essentielksBiErkenntnisse konnen, im Hinblick auf
klinische Anwendungen im Bereich der regeneratMexdizin, beim Design von BMPs der 2.
Generation (Superagonists) genutzt werden, um effektivere Therapie mit geringeren

Proteinkonzentrationen zu ermdglichen.
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Zusammenfassung

Fur die Mikroduplikation 110 kb downstream vBMP2 konnte mit Hilfe eines transgenen
Mausmodells die Fahigkeit ermittelt werden, Repogeeaktivitat spezifisch in den sich
entwickelnden Extremitdten zu induzieren. Das tesehde Expressionspattern von LacZ
Uberlappt mit endogener Bmp2 Expression, was asifAtiwesenheit eines Extremitaten-
spezifischen Bmp2-Enhancer in der duplizierten Bedindeutet. Darlber hinaus konnte die
Position der cis regulatorischen Sequenz auf ddb &ingegrenzt werden. Diese Ergebnisse
haben einen zuséatzlichen Pathogenesemechanismus Bi®k2 aufgedeckt, der
daraufhindeutet, dass durch die Duplikation eineaicer die Expression von BMP2 in der
Extremitat verandert und das Signalisierungsglesahght zwischen BMPR1A und BMPR1B
verschoben wird.

Beide funktionellen Untersuchungen zur Genotyp-Bhin Korrelation untermauern die
hochsensible Regulation des BMP-Signalwegs undembigfrundlegende Einblicke in die
aufeinander abgestimmten Proteininteraktionen, siidn tUberschneidende Signalkaskaden

wéhrend Entwicklungsprozesse ermdglichen.
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7 Summary

BMP-signalling plays throughout the whole embryomevelopment and in the adult
organism an essential role in pattern formatioganogenesis, growth and homeostasis of the
skeleton. Especially during the limb developmest fihe-tuning of a dose dependent as well
as spatially and temporally controlled expressiatiggn in combination with defined protein
interactions between the members of the BMP-sigwplpathway is crucial. Only small
changes in these complex processes can resukletakabnormalities.

This PhD thesis is devoted to clarify the pathogenef two skeletal malformations, BDA2
and SYNS1, which are associated with mutations @omeg the secreted signalling
molecules BMP2 and GDF5, respectively. Both prateare members of the TGF
superfamily and show during limb development arrlapping expression pattern in the joint
region as well as in the perichondrium. Patterramgl differentiation processes at these
locations are critical for establishing correct eleped joints and phalanges.

The GDF5 mutations N445T and N445K, which are aased with SYNS1, are situated in
the overlapping receptor (BMPR1B) and antagonisD@Y interface. Functionah vitro
analysis of the GDF5 variants revealed a Nog-inteitg and a change of signalling mode.
Both effects resultin vivo and in vitro in an enhanced protein activity supported by
circumvented negative feedback loop of Nog. Intangk/, the residue N445 is highly
conserved among the BMP-family except of BMP9 adPRO in which it is naturally
substituted with lysine. Like the mutant GDF5, b8MPs are insensitive to Nog and show a
high chondrogenic activity. While a simple exchamgerginine with lysine doesn’t induce
Nog-sensitivity, successive introduction of two #idthal substitutions imparted high to total
sensitivity on customized variants of Bmp9. Furthere, homologous mutations to GDF5
N445T in BMP2/4/7 didn't lead to Nog-insensitivity these BMPs. Taken together, these
results suggest a critical role of the asparagnthé BMP-NOG interaction face, which is
less essential in BMPs than in GDF5. Out of these findings are useful for the design of
second generation BMPs (superagonists), which m@mnoive the effectivity of BMPs in low
dosages for clinical applications in regeneratieslitine.

The microduplication 110 kb downstreamBiMP2, which is associated with BDA2, contains
evolutionary highly conserved sequences. By usitg@sgenic mouse model it was shown
that this duplicated sequence is able to drive Japécific reporter gene expression. The
almost complete overlap dfacZ with endogenou8mp2 expression indicates that a limb

specific BMP2 enhancer is located within the dwgikc sequence. Furthermore, the location
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of the cis-regulatory sequence was narrowed dowan+d kb fragment. These results reveal
an additional pathogenesis mechanism of BDA2 whigtigest an altered BMP2 expression
through duplication of the enhancer resulting imabalanced BMPR1A and BMPR1B

signaling in the developing limb.

Both functional studies in this work concerning gime-phenotype correlation emphasize
the sensible regulation of the BMP pathway in thabl Furthermore, they provide

fundamental insights into the fine tuned proteiteractions which make overlapping

signalling cascades possible.
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