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1 Einleitung

Krankheiten, die den Knochensioffwechsd betreffen, haben und hatten schon immer ene
grole Rdevanz in der Medizingeschichte Der Grund hierfir mag durch ihre hohe Inzidenz
bedingt sein, wie dies beigpielsveise be der Rachitis, die bis ins letzte Jahrhundert hinein eine
Volkskrankrankheit dargdlte, der Fdl war. Vidlacht mag aer moglichewese auch die
telwese sehr skurrilen Erscheinungsformen von Knocherkrankungen, wie bespidsweise be
der Akromegdie, der Osteogenesis imperfecta, oder dem Kretinismus das Interesse an diesen
Erkrankungen geweckt haben. Die morbide Faszination dieser Erkrankungen ging telwese
sogar sowelt, dass Menschen mit solchen Defekten dffentlich in Wanderzirkussen zur Schau
gestdlt wurden und s0 das schaudernde Aufsehen der breiten Masse der Bevolkerung erregten.
Auch noch in dar heutigen Zeit scheinen Erkrankungen dieser Art zu faszinieren, so dass de
nicht nur in so manchem James Bond FIm tragende Rollen spiden.

Wissenscheftlich  beginnt die Ausananderssizung mit dem Knochengtoffwechsed mit  der
ersen Beschrelbung der Rachitis im Jahr 1650 durch Glisson, DeBoot und Whistler (Hollick,
1994). Der Morbus Paget, die Osteogenes's imperfecta, oder exotische Erkrankungen, wie die
Fbrodysplasa ossficans progressiva, bis hin zur Osteoporose, ener Erkrankung, mit ener
enormen Inzidenz und Tragweite der heutigen Zeit, folgten in der Erforschung.

Um das Krankhetshild der Rachitis zu versehen und deren Peathogenese aufzukléren
vergingen 250 Jdre Dabei wurde en wichtiges Glied im Knochenstoffwechsd, der
antirachitische Faktor, das Vitamin D, von McCollum (McCollum et d., 1922), im Jahre 1922
ersmas beschrieben. Da die Rachitis eine monofaktoridle Erkrankung ist, war damit zugleich
eine kausde Thergpie der Erkrankung gefunden. Das Krankheitshild der Rachitis wurde durch
Gabe von Vitamin D heilbar und verlor seinen Schrecken.

Eine wissenscheftliche Herausforderung heutiger Zeit ig es multifektoridle Erkrankungen des
Knochengtoffwechsdls, wie zum Beispid die Osteoporose, besser zu verstehen. Bekannt ist die
Erkrankung schon lange, man denke nur an die Beschrelbung der buckeligen Hexen in den
Marchen der Gebrider Grimm, die ene endrucksvolle Beschreibung des klinischen
Spétstadiums der Ogteoporose darstdlt. Diese Erkrankung it ein Beispid mit  ener enormen
Inzidenz in den Industriegesdlschaften und gerade im Hinblick auf die sch weter wandeinde
Altersstruktur der Bevolkerung wird die Bedeutung der Osteoporose noch stérker zunehmen.
Betrachtet man nur die Kogten, die dleine fir die Therapie Osteoporose-bedingter Frakturen in
Deutschland aufgewendet werden missen, es snd Uber 5 Milliarden € jahrlich, wird die
Bedeutung diesr Erkrankung  offengchtlich.  Nicht  nur  im  Hinblick auf die
volkswirtschaftlichen Kosten der Osteoporose, sondern gerade im Hinblick auf die Zahl der
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betroffenen Patienten wird deutlich, wie nétig eine adaguate kausale Thergpie wére, an der es
zur Zeit noch mangdt. Ersde Ansdize einer Pharmakotherapie der Osteoporose wurden erst in
den 50-iger Jahren unseres Jahrhunderts, angeregt durch die  Beobachtung von
Verknbcherungen an den Akren von Bergarbeitern in FHuorid Bergwerken, gefunden. Man
nahm an, dass das Fluorid diese Ossfikationen bewirke. In der Tat ist Fuor auch heute immer
noch ene dternaive Thergpieoption zur Behandlung der Osteoporose, zusdtzlich zu der
sogenannten  Basishergpie, mit Vitamin D, Cdcium und weteren Phameka wie dem
Parathormon, Cacitonin und der wichtigen Gruppe der Bisphosphonate.

Eine innovative Thergpie der Odeoporose misste dlerdings Uber die  bisherigen
pharmakologischen Ansdze hinausgehen, die dezet nur  ene Vezogerung des
Knochenabbaus, oder nur leichten Zuwachs an Knochenmasse, wie das fur die Bis-
phosphonate gilt, bewirken kénnen.

Zid misste es aber san, frihzetig erkennen zu kbnnen wann es zu einem pathologischen
Knochenabbbau kommt, bevor pathologische Frakturen auftreten. Hierzu ist jedoch eine
genaue Kenntnis des Knochenmetabolismus vonndten. Aus diesr kann man mdglicherweise
zu ena Behandlung gdangen, die hochwertigen Knochen, vergleichbar dem nattirlichen
affbat. Dazu muss das Thergpeutikum dlerdings ene anabole Wirkung auf den
Knochenstoffwechsel  ausiiben und im Effekt Knochen erzeugen, der biomechanisch dem
natUrlichen Knochen entspricht.

Ein weteres Problemfeld der Osteoporoseforschung ist es, Riskopopulationen anhand von
soezifischen  genetischen Makern  zu  ekennen und diese  Population  regeméldgen
Vorsorgeuntersuchungen, in - Form  von Knochendichtemessungen, zukommen zu lassen.
Solche Marker werden as Mikrosatdlitenmarker schon in anderen Feldern der Medizin, wie
der forendschen Medizin und der Onkologie genutzt. Dies wirde ene grole finanzidle
Entlastung des Gesundheitswesens bedeuten, da so nur Personen mit hohem Risko fir die
Entwicklung ener Ogeoporose gescreent werden muissten und die Friherkemnung  und
Frihdiagnose der Ogteoporose, nicht wie bisher nur an Alter, Geschlecht und spezifische
Symptomatik, wie pathologischen Frakturen geknipft wére.

Dafir bedaf es der weteren Erforschung des Knochenstoffwechsds, mit seinen beteiligten
Fektoren auf genomischer wie auf proteomischer Ebene. Dadurch lielle sch mdglicherweise
en Moddl der am Knochenaufbau beteligten Faktoren entwicken, um  mit Hilfe dieses
Models Faktoren zu finden, die enen hochwertigen und tragfesten Knochen entstehen lassen.
Mit diesen Erkenntnissen konnte langfristig eine effektive  knochenaufbauende Thergpie
etabliert werden, deren Bedeutung dann natirlich weit Uber die Aspekte der Osteoporose



hinausginge. Fande man sengtive Mikrosatdlitenmarker fir die Osteoporosegenese, so wéare
dies schon ein nicht unerheblicher Schritt in diese Richtung.

Ein moglicheeweise, rdevantes Glied im Knochendoffwechsd bei Umbau, Proliferations-
und Signdprozessen innerhdb des Knochenstoffwechsdls konnte ein Mitglied der noch jungen
CCN-Proteinfamilie sain.

1.1 Die CCN-Familie

hCYR6L/CCN1 (Nomenklatur verwendet nach dem Vorschlag ener  enhaitlichen
Nomenklatur der CCN Familie von Briggock et d., 2003) ist Mitglied ener reativ jungen
Proteingruppe, der CCN-Proteinfamilie.

Diese Nomenklatur bezient dch auf die dre prototypischen und zugleich namensgebenden
Mitglieder der Familie ndmlich Cyseinreiches Protein 61 (hCYRG61), Connective Tissue
Growth Factor (CTGF) und Nephroblastoma overexpressed (nov). Weitere Mitglieder dieser
Familiesnd dm-1,WISP-1,Cop-1, WISP-2 und WISP-3.

Die Zuordnung zu diesr Protenfamilie erfolgt Uber den gleichen drukturdlen Aufbau, es
handdt dch dso nicht um ene funktiondl charakteriserte Proteinfamilie, sondern um eine
Strukturfamilie.
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Abbildung 1: Schematischer Uberblick tber die Mitglieder der CCN Familie mit ihren
charakteristischen Proteindoménen und ihren aktuell noch spekulativen Funktionen.

Charakterigtisch fur die CCN-Familie i ene Domane mit 38 konsarvierten Cysein Resten
(Brigstock, 1999). Die Bedeutung dieses enormen Cystein Antells, von fast 10 Prozent des
Gesamtproteins ist jedoch noch ungeklat. Die Mitglieder snd modular aufgebaut und weisen
neben ene Sequenzierungs-Signalsequenz vier konsarvierte Doménen auf, die jewells durch
en Exon codiet snd (Bork, 1993). Diese Domédnen weisen Homologien zu folgenden
Proteindoménen auf:

- Inaulin like Growth Factor binding Protein (IGFBP)

- v. Willebrand Faktor Typ C

- Thrombospondin Typ 1 Doméane

- C-terminales Cystein Knotenmotiv

Wedche Funktionen diese Doméanen bedtzen, darlber liegen noch keine gesicherten
experimentellen Daten vor, obglech Uber Adhé&Sonsagenschaften und Oligomeriserungs-
funktionen spekuliert wird (Sehe Abbildung 1).

Uber die Mitglieder der CCN-Familieist gegenwértig folgendes bekannt:

-hCYR6L/CYR61, CEF10 diese entsprechen CCN1

CEF10 igt ein Phorbolester-hemmbares und v-src induzierbares Gen des Hilhnchens (Smmons
et a., 1989).

CYR61 wurde ds Wachsumsfaktor-induzierbares immediate early respondgves Gen in
Maudfibroblasten identifiziert (O'Brien e d., 1990). CYR6l ist direkt in der Lage
Mesenchymae Hiftzelen der Maus zu Knorpezdlen zu differenzieren (O Brien & Lau,
1992). CYR61 dient in vivo ds Induktor der Angiogenese und bewirkt Zdlmigration,
Zdlpraliferation und mediiert Zellsgnaprozesse (Chen et d., 2001).

hCYR61 représentiert en Signdmolekil der Extrazdluléren Matrix des Menschen (Jay e 4d.,
1997; Schiitze, 1998)

-Fisp-12/CTGF entspricht CCN2

Figp-12 i auch en Wachdumdfakior-induzierbares Gen, welches in  Mausfibroblasten
gefunden wurde (Ryseck et d., 1991).

CTGF (Connective Tissue Growth Factor) it das human Analogon zu figp-12 (Bradham et d.,
1991; Igarashi e d., 1993) und spidt ene Rolle in der Wirkung von TGF-b auf Fbroblasten
(Grotendorst et al., 1997).



-NOV/hNOV entspricht CCN3

Nov i en Gen des Huhnchens, welches ba Myoblasose assoziietem Virus Typl
induziertem Spheroblastom Uberexprimiert i (Jolio e d., 1992). Beém Menschen und bel
Xenopus laevus wurde es ebenfals nachgewiesen (Matinierie et d., 1992, Ying und King,
1996). Hierbe kodiet das Gen wohl fir enen Wachdumsfektor, der die Tyrosn-
Phosphorylierung modifiziert (Liu et d., 1999)

-ELM -1L/WISP-1 entspricht CCN4

ELM-1 z&hit zu den Vetretern der CCN—Familie mit tumorsupprimierender Wirkung, was
anhand von metastaserenden Mdanom-Zdlen der Maus  nachgewiesen werden konnte
(Hashimoto et d., 1998). Das humane Genprodukt WISP-1 is demgegeniber be Wnt-1
trandformierten Zellen hochreguliert (Pennica et a., 1998)

-rCOP-1J/CTGF-L/WISP-2 diese entsprechen CCN5

Durch ddPCR-Andyse zur Identifizerung von p-53, bzw. ras-Zidgenen konnte aus dem
Vergleich von normaen Fibroblasten der Ratte und solchen, die trandformiert worden waren,
rCOP-1 ds en negativer Regulator der Zdl-Transformation identifiziert werden (Zhang et d.,
1998).

Das humane Protein wurde aus Osteoblasten kloniert und as CTGF-L  bezeichnet (Kumar et
a., 1999) und ist auch unter dem Namen WISP-2 bekannt (Pennica et d., 1998).

-WISP-3 entspricht CCN6

WISP-3 wurde aus Datenbankanalysen (EST-Daten) identifiziert. Mutationen des Gens stehen
im Zusammenhang mit der Entstehung der pseudorheumatoiden Dysplase (Hurvitz et d.,
1999).

Die Mitglieder der CCN-Familie schenen zusammenfassend eine  wichtige Rolle in
biologischen Sgndprozessen zu spiden. So haben de tragende Funktionen be  der
Zdladhdson, Zdlmigration, Zdlproliferation, Embryondentwicklung, der Angiogenese und
der Geweberegeneration (Grotendorst e d., 2001). Aufgrund diessr vidfdtigen
Regulationsprozesse insbesondere auf die Zelproliferation und die Angiogenese, i die CCN
Familie zudem in die Tumorgenese involviert. Ein neuester Versuch der Klassfikation der
vidsatigen physologischen Effekte der CCN Familie, Seht nach Brigstock (Brigstock, 2003),
wiefolgt aus

Tumor genese und Hormonaktivitat:

CYR61/CCN1 und CTGF/CCN2 sind Ostrogen induzierbare Wachstumsfaktoren. In gynako-

logischen Tumoren, wie dem Mamma Kazinom und dem Uteus Kazinom snd




CYR61/CCN1 und CTGF/CCN2 Uberexprimiert (Tsai et a., 2000; Sampath et d., 2001; Tsai
et a., 2002)

WISP-3/CCN6 gilt ds Tumorsuppressor im inflammatorischen Mamma Kazinom (Kleer et
al., 2002).

AuRerhab des Tumorwachstums spielt CTGF/CCN2, Ostrogen-und Progesteron gesteuert eine
Rolle in der Moddlierung der extrazdluld&en Matrix des ovaridlen Stromaes (Rageh et d.,
2001).

Schematischer Uberblick tiber die CCN Familie

Ostrogen/Progesteron
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Abbildung 2: Ubersicht Uber die Beteiligung der CCN-Familie an verschiedenen

physiol ogischen Prozessen in den wichtigsten Gewebetypen.

Skelettwachstum:

CTGF/CCN2 spiet eine grole Rolle in der Chondrogenese und der enchondralen Ossifikation
wie Takigawa et a., 2003 kurzlich zeigen konnten. So wird das CTGF/CCN2 deutlich von
proliferierenden Osteo-und Chondroblasten bel der Frakturheilung exprimiert (Nakeata et d.,
2002).




CTGF/CCN2 wird durch BMP-2 und TGF-3 hochreguliert. CTGF/CCN2 defiziente Méause
haben multiple skelettale Defekte (Ivkovic et d., 2003).

hCYR61/CCNL is ein Vitamin D3 reguliertes immediate early Genprodukt, welches ebenso
be der enchondraen Ossfikation exprimiert wird.

Hurvitz konnte die Assoziation von CCN3 mit der autosomd rezessven pseudo-
rheumatischen Dysplase, die mit Knorpdverlus enhergeht, nachweisen (Hurvitz e 4.,
1999).

Angiogenese und Plazentaangiogenese:

CTGF/CCN2 und hCYR61/CCN1 regulieren Umbauprozesse der Extrazeluldren Matrix des
Stromas des Uterus, wahrscheinlich Uber Metdloproteinasen, aber darlber hinaus auch
angiogenetische und endothelid e Umbauprozesse.

Diabetesinduzierte Fibrose und besonder s Nier enfibr ose:

Didbetes Mdlitus Typ 1 fihrt zu Organfibrosen. In  Frihstadien der diabetischen
Nephropathie, lassen dich in der Niere mesangide Hypertrophie und Matrixproduktion
beobachten. Diese Vorgange werden sehr wahrscheinlich dber TGF-[3, das durch hohe
Glukosekonzentretionen  freigesstzt wird und damit die Expresson von CTGF/CCN2
gimuliert, vermittelt (Wahab et d., 2002; Riser et d., 2000).

1.2. Die Gewebeexpression von hCYR61/CCN1

hCYR6L/CCN1 wurde von Jay et d. (1997) und Schitze et d. (1998) bem Menschen
identifiziert. In  Maudibroblasten i CYR6L/CCN1 ds Wachsdumsfaktor induzierbares
immediate early Gen schon seit 1990 bekannt (O Brien, Yang, Sanderset d., 1990).

Die Gewebevertellung der Expresson von hCYRG6L/CCN1 ig &nlich wie be der Maus,
namlich vor dlem im Hez und Skdettmuskd, Plazenta, Ovar, Lunge, Kolon, Pankreas und
nach neuen Erkenntnissen, auch im proliferienden Knochen (Hadjiargyrou et ., 2000).

Hohe Gewebeexpressior
Herz, Lunge, Skelettmuskel
Ovar; Kolon, Plazenta, Knochen
hCYR61 mRNA Expression Moderate Gewebeexpression
Pankreas

Niedrige Gewebeexpression
Gehirn, Leber und Niere




Abbildung 3: Gewebeexpressionen von hCYR6L/CCNL1 (nach O Brien und Lau, 1992; Leng et
al., 2002)

1.3 Die biologischen Wirkungen von CYR61 und hCYR61/CCN1

hCYR6L/CCN1 wurde ds en immediate early Gen in Ogeoblasten charakterisert, welches
durch 1-25(OH),Vit D3 , Zytokine und Wachsumsfaktoren reguliert wird (Schitze et d.,
1998).

Das Gen von hCYR61/CCNL1 konnte von Jay dem Genlocus 1p22-p31 zugeordnet werden (Jay
et a., 1997) (Genbank Zugangsnummer AF003594).

Mit dem murinen CYRG61 deckt sich hCYR61 zu 85%. Wobei eine 87%-ige Uberéindimmung
in der codierenden Region zu finden is, wahrend die 5'flankierenden Bereiche nur zu 67% mit
dem murinen CYR61 Ubereinstimmen (Kolesnikov et d., 1998). Interessanterweise fehlt bel
dem Verglech der Promotorregion zwischen CYR61 und hCYR61 bem humanen Promotor
en Serum Response Element (SRE), dafir existieren be hCYR61/CCN1 zusétzlich Adenosin-
und Uracilreiche Elmente (Leng et d., 2002).

Dem Genlocus 1p22-p31 werden Assoziation zum Brustkrebs (Hainsworth et d., 1992), dem
Neuroblastom (Gehring et a., 1995), dem Phdochromozytom (Shin e da., 1993) und dem
Prim&en Hepatom [(Smon e d., 1991); (Jay et d. 1997)] zugeschrieben. Da diese
Untersuchungen  grofdentells nur  lokdisatorische  Assoziationen  untersuchten, ist  ihre
Aussagekraft beziglich der funktionelen Bedeutung von hCYR61 und den Genloci eher
gering. Neuere Untersuchungen zeigen aber fir das  Mamma Kazinom, dass das
Metastas erungspotentiad mit der Expresson von hCYRG61 verknlpft ist (Xie et d., 2001; Tsa
et d., 2002). Es fand sch beim invasv duktalen Adenokarzinomen der Mamma, das etwa 80%
dler Mamma Kazinome ausmacht, ein dgnifikenter Zusammenhang 2zwischen erhohter
CYR6I/CCN1 Expresson und der Ausbildung des Ostrogen-Rezeptors. Der Ostrogen
Rezeptor wird in der Regd mit einer glngtigeren Prognose des Mamma Karzinoms assoziiert,
da hier unter anderem ene antihormonele Thergpie ds Zusazoption zu Verfligung et
CYR6LCCN1 war in 70% der Tumoren Uberexprimiert. CYR61/CCN1 wirkte hier Uber die
Wirkung ds Angiogenesefektor hinaus as Wachsumsfaktorabhéngiger Kopplungsfaktor von
Tumorwachstumsprozessen (Sampath et a., 2002).

hCYR6L/CCN1 wird deshdb auch as Tumorpromotor angesehen, da sch nach dtabiler
Transfektion der hCYR61L/CCN1 cDNA in RF-1 MagenAdenokarzinomzelen und



nachfolgender Transplantation in immunodefiziente Mause, groRere Tumoren entwicketen,
as in der nichttrandfizieten Kontrollgruppe. Doch dieser Befund |&8sst sch auch durch die
Angiogenesewirkung von hCYR6L/CCN1 eklaren. Widersprichlich hierzu it zudem der
Befund, dass die Expresson von hCYR61L/CCN1 in kleinzeligen Lungen Kazinomen ds
tumorsuppressiv beschrieben wurde (Tong et al., 2001).

Ebenso wurde beschrieben, dass die Expresson von hCYR61L/CCN1 in Progtata Karzinomen
supprimiert ist, was ebenso einen tumorsuppressiven Effekt andeutet (Pilarsky et d., 1998).

Im  Tiemoddl wirkte hCYRG6L/CCN1 ds Angiogenese-Promotor, indem die
Neovaskularistion in vivo dimuliet wurde und dartiber hinaus ene gerichtete Stimulierung
der Migration von humanen mikrovaskuléren Endothelzellen beobachtet wurde (Babic e 4d.,
1998). Die doimulierende Wirkung auf die Angiogenese durch CYRG6LU/CCN1 ig 0
eindrucksvall, dass es ds thergpeutischer Kandidat zur Behandlung der peripheren arteridlen
Verschlusskrankhelt betrachtet wird (Fataccioli et ., 2002).

Auch auf dem Gebiet der Neurologie gibt es Hinweise in Bezug auf die Differenzierung von
hippocampaen Zdlen durch CYR6L/CCN1 (Chung et d., 1998). Be der Untersuchung
muscariner  Acetylcholin Rezeptoren im Zentrden Nervensystem, die be der Genese der
Alzheme Erkrankung ene wichtige Rolle spiden, fand sich hCYR6L/CCN1 unter 11
weiteren Genen, die signifikant hochreguliert wurden (von der Kammer et d., 2001). In einem
Ratenmoddl, mit dem der ischdmische Schlaganfal untersucht wurde, fand man auch hier
CYRG6L/CCN1 bel fokder zerebrder Ischémie in gesteigerter Konzentration (Schwarz et d.,
2002). Sehr interessant war der Befund, dass die Expresson von hCYR61L/CCN1 bei
neurondem Zelltod Uber die Aktivierung der c-Jun N-terminden Kinase und ener Serum
Response like CA-rg box gesteuert wird, jedoch nicht Uber den Faktor p-38 und den MAP
Kinase Weg (Kyung et d., 2002).

Beal akutem Nierenversagen iss CYRG6L/CCN1 ein Faktor, der 30-40 Minuten nach akuter
Ischdmie im Urin von Ratten nachgewiesen werden konnte (Muramatsu et d., 2002). Somit
konnte CYR61I/CCN1 ds Frihmarker des akuten Nierenversagens dienen. Diese Befunde
konnten im Zusammenhang mit der Angiogenese Induktion von CYR61I/CCN1 sehen, wobe
postischamisch die Expresson von CYR61/CCN1 hochreguliert wird.

hCYR6L/CCN1 bedtzt en N-temindes Sequenzmotiv, mit Sequenzhomologie zu den
etablierten  Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor-Bindungsproteinen  (IGFBP). Es  wird  ene
Rolle diesss Moativs be 1GF-1 abhdngigen und unabhéngigen Signdprozessen zur Regulation
normaen und neoplastischen Wachstums diskutiert (Kim et d., 1997). Doch auch dieser
Befund igt kritisch zu bewerten, da die Bindungsféhigkeit fir Vertreter der CCN Familie, am



Beigiid von CTGF, verglichen mit edblieten IGFBP, reduziet ig. Somit ig die Reevanz
diesr Segquenzhomologie nicht eindeutig belegt (Collet und Candy, 1998; Grotendorst et d.,
2001), zuma die C-terminde IGFBP Konsensussequenz nicht vorhanden ist. Deshab wurde
nach einem Konsensbeschiul3 der ,,CCN-Society” (Perbal, 2001a) diess Homologie ds
funktiondl nicht rdlevant eingeschétzt.

1.4 Die Signaltransduktion von hCYR61/CCN1

Be hCYR61/CCN1 handdt es sch um ein Extrazdlula-Matrix-assoziiertes Genprodukt mit
Signawirkung. Uber die Signatransduktion von hCYR61/CCN1 gibt es Ergebnisse, die eine
Bindungsfahigket von hCYR61 an das Integrin ajbs in vitro belegen (Kireeva et d., 1998).
Dies ist dadurch sehr interessant, da das Integrin anbs in besonders grof3er Dichte auf der

Zdloberflache von Ogteoklasten exprimiert wird (Rodan, Rodan, 1997). Dies konnte darauf-
hindeuten, dass hCYR61 eine Rolle bel der Interaktion zwischen Osteoblasten und Osteo-

klasten spidt.

MSC Osteoblast Chondrozyt

Wachstumsfaktoren
(Fcs, b oro—> IS — O
Sezernierung
und

/ Autoregulation
a,b |
|

Endothel Zelle

Kommunikation
v o
_ Migration
Angliogenese Adhasion
Gewebeumbau

Abbildung 4: Modell der Funktionen von hCYR61/CCNL.
Die Expression von hCYR6L/CCN1 wird durch Wachstumsfaktoren und Fetales Kalberserum
(FCS stimuliert. Das Protein wirkt als Sgnalmolekil der Extrazelluldren Matrix und spielt

eine wichtige Rolle bei Zeladhasions- und Zellmigrationsprozessen. Die proliferative und
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angiogenetische Wirkung von hCYR61 an Endothelzellen wird wahrscheinlich Uber das
Integrin a»l3; mediiert.

Durch en Anti-Integrin  Antisserum, konnte die hCYR6L/CCN1 abhdngige Adhdson und
Migration von Endothelzellen verhindert werden (Kireeva et d., 1998). Ahnliche Befunde gibt
es auch fir wetere Integring, namlich Integrin azpbs (Jedsadayanmata et a., 1999), Integrin
asbi, Integrin a-bs und Integrin apmb, (Grzeszkiewicz et d., 2001 und 2002; Schober et d.,
2002).

Eine aktudle Untersuchung konnte das Integrin ayb, ds das Hauptintegrin identifizieren, mit
dem Monozyten, die das Integrin amb, auf ihrer Oberflache exprimieren, spezifisch Uber
hCYR61/CCN1 und CTGFH/CCN2 an Endothelzdlen adhé&ieren und in den extravasden Raum
einwandern (Schober et d., 2003).

Daraus kann man die Annahme ableiten, dass die biologischen Effekte von hCYR61/ CCN1
durch Bindung an die obengenannten Integrin Partner vermittelt werden. Zumd bekannt i,
dass Integrine die  Zdl-Migraion und Wachstumsfaktor-Signdvermittiung  beainflussen
konnen (Clark und Brugge, 1995).

1.5 Die Bedeutung von hCYR61/CCN1 im Knochenstoffwechsel

Uber die Bedeutung von hCYRG61L/CCN1 im humanen Knochengtoffwechsd in vivo liegen nur
Ergebnisse der Arbetsgruppe Schitze (Schitze, 2001) vor. Diese untersuchte in humanen
Knochenschnitten mittels ener in-gtu Hybridiserung die Expresson von hCYR61/CCN1
MRNA. Man fand stark postive Signde, dso eine hohe Expresson an hCYR6L/CCN1 mRNA
Uber ene Antisense Sonde im Schnittmaterid von Frakturkdlus, wahrend man im  ruhenden
Knochen keine Signde detektieren konnte. Untersuchte man den Frakturkalus ndher, so ergab
gch de dakgse Aktivitda ba mesenchymden Vorlafezdlen und geingere be
differenzierten mesenchymaen Zdlen, bzw. bei Osteoblasten.

Immunhistologische  Untersuchungen  konnten diese Befunde bestétigen. Es waren wiederum
deutliche Signde im Frakturkalus zu beobachten und der normae, ruhende Knochen zeigte
keine Sgnde.

In heterotopen Ossfikationen konnte eine starke hCYR61/CCN1 Expresson nachgewiesen
werden. Ein weterer Befund, der die Rolle von hCYR6L/CCN1 im Knochengtoffwechsd
demondriert zeigt, dass in ener humanen Wachsumsfuge eines Digitus | enes Kindes, durch
immunhistologische  Untersuchungen, eine darke lokade Expresson nachgewiesen werden

konnte. Diese fand dch in enem Beech von wenigen Zdlschichten, die sch kurz vor
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Einsstzen der Minegdiserung befanden (unverdffentlichte Ergebnisse von Schiitze et 4.,
2003).

All diese Befunde deuten daraufhin, dass hCYR61/CCN1 eine Rolle ds Kopplungsfaktor im
Mikroenvironment des Knochens spidt. Die Expresson ig mit Bedingungen des erhdhten
Knochenumbaus korrdliet und betrifft die Angiogenese und die enchondrade Ossfiketion.
Unterstlitzt wird diese Vemutung durch tierexperimentele Befunde mit dem  murinen
CYR6VCCN1 der Maus. Hier ist das Protein in die Chondrogenese involviert (Wong & d.,
1997). In der Ratte hat das CYR61/CCN1-Proten telwese dhnliche Funktionen, wie die, die
man im Menschen fand, da auch hier eine 10-fach erhdhte Expresson im Frakturkdlus im
Vergleich zum ruhenden Knochen beobachtet wurde (Hadjiargyrou et a., 2000).

Erde Expeimente unserer Arbeitsgruppe mit rekombinant hergestdltem hCYR61/CCN1
Protein identifizierten Odeoblasten, Ogeoklasen und mesenchymde Stammzelen ds
Zidzdlen von hCYRG6L/CCN1. Eine Chip Array Andyse mit 1000 knochenspezifischen
Genen konnte enige sicher von hCYR6L/CCN1 gesteuerte Genprodukte identifizieren. So
fand man ds Genprodukte intrazdluld&re Sgndmolekile, Transkriptionsfaktoren und
membrangandige Rezeptoren die enen Hinweas auf enen hCYRG6L/CCN1 vermittelten
Signadweg geben konnte (unvertffentlichte Ergebnisse von Schiitze et d., 2003).

In Osteoklasten des Kaninchens fand sich bei Gabe von rekombinantem hCYR61/CCN1 ene
massive Reduktion der Tatrat resstenten Sauren Phosphatase (TRAP). Hieraus ergibt sich en
Bild, dass hCYR61/CCN1 as Kopplungsfektor von Gewebe-modulierenden Prozessen wirken
konnte und Prozesse der Migration, Proliferation und Adhésion steuert.

SO igd Uber die Bindung an Integrinrezeptoren die Regulierung von intrazdluléren
Sgndwegen, wie dem MAP-Kinase Signdweg, die Regulaion der Genexpresson von
hCYR61/CCN1 denkbar, die zum enen die Produktion Extrazelul&er Matrix zur Folge ha
und zum anderen die Angiogenese zur Gewebeversorgung simuliert.

1.6 Der Promotor von hCYR61/CCN1

Das Gen von hCYR61/CCNL1 ist auf dem Chromosom 1p22-p31 lokaisert (Jay et d., 1997).
Durch Array Filter Hybridiserung mit der hCYR61 cDNA konnte unsere Arbeitsgruppe, aus
genomischen Klonen, zwe hochpolymorphe CA-Repeat Motive in der 5flankierenden Region
des Gens audfindig machen (Schitze et d.,1998 und 2001; Lechner et d., 2000). Diese Region
stellt die Promotorregion von hCY R61/ CCN1 dar.
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Durch Sequenzandysen des 5 flankierenden Bereichs von hCYR61/CCN1 fanden sich
mehrere Bereiche mit hoher Ubereingimmung mit dem Mauspromotor von CYR61/CCN1. In
diesen Bereichen fanden sich fur Promotoren typische Motive, so eine TATA-Box und diverse
Motive fur Bindungsstdlen von Transkriptionsfaktoren, wie SP1, CEBPb,CREB, FREAK-1,
NFkB und von besonderer Bedeutung nach neuesten Untersuchungen AP-1. Diese
Sequenzhomologien sprachen fir das Vorliegen enes Promotors, der schematisch in der
folgenden Abbildung skizziert wird.

Die Struktur deshCYR61/CCN1 Promotors

TATA-Box CEBP CREBO2 NFkB

5 Region CREB/JUN FREAK -1

l i "

0bp CA-Repeat Sequenz 1 1100bp
CA-Repeat Sequenz 2 3 Reglon

Abbildung 5: Schematische Struktur des Promotors von hCYR6L/CCN1 mit den
Sequenzhomologien zu bekannten Transkriptionsfaktoren, wie NF?B, CREB, FREAK-1 und
hervorgehoben AP-1. Des weiteren sind die beiden CA-Repeat Sequenz Polymorphismen
eingezeichnet.

Interessant bel der ndheren Charakteriserung des Promotors waren die beiden CA-Repeat
Stretches in der Promotorsequenz. In der Literatur gibt es Hinwese auf die funktiondle
Rdevanz von CA-Repeats und deren Polymorphismen, so beispidsveise bel neurologischen
Erkrankungen, wie der Spinomuskul&ren Atrophie und der Spinozerebdlaren Ataxie.

Erge Untersuchungen in einem Mutter Tochter Kollektiv dieser polymorpher CA-Repeats
innerhadb des hCYRG61L/CCN1 Promotors Bereiche deuten eine Assozigion bestimmter
Polymorphismen mit der Korpergrosse an.
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Durch ndhere Charakteriserung diessr Region konnte noch ein weiteres hochpolymorphes
CA-Repeat Motiv in der 3-Region des Gens lokdiset werden und zudem enige in der
Normalbevdlkerung vorkommende Polymorphismen dargestellt werden (Schiitze et a., 2001),
vergleiche auch Tabelle 1.

Durch eigene Andysen der Polymorphismen innerhdb der CA-Repat Sequenz 1 (in der 5
Region), des Promotors bel 36 nicht verwandten und gesunden Probanden, konnten 5 haufige
Alldeidentifiziert werden.

Die Anzahl der CA-Repests reichte von 17 bis zu 21. Es ergab dch ene Heterozygoten
frequenz von 0,75. Dies zeigt zusammengefasst die folgende Tabelle.

Allele | GroReder PCR Produkte Anzahl der CA Repeats Haufigkeit
1 164 17 0,241
2 166 18 0,037
3 168 19 0,278
4 170 20 0,222
5 172 21 0,222
n=36

Tabelle 1. Zeigt die GrofRe und Verteilung des CA-Repeat Motivs bei 36 gesunden Probanden,

anhand einer DNA Fragmentanalyse der Probanden.

Nach einer aktuellen Publikation Uber die Regulation der Expresson von CYR61/CCN1 (Han
et d., 2003), scheint diese Uber die Transkriptionsfaktoren CREB und AP-1 vermittdt zu
werden. Hierba wird die Promotoraktivitdt von CYR6L/CCN1 mittels Sphingosin 1-Phosphat
(S1-P) schndl und trandent hochreguliert, was sowohl auf Proteinebene, wie auch auf der
MRNA-Ebene nachweisbar war. Die S1-P Stimulaion wird Uber die RhoA GTPase und den
p38-MAP-Kinase Sgndweg vermittelt (Han JS et d., 2003). Diese Vedffentlichung it die
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ede, die einen Mechanismus fir die Genexpresson von Cyr61/CCN1 aufzeigt, die Uber die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren des Cyr61/CCN 1- Promotors vermittelt wird.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll der Promotor von hCYRG6L/CCNL1 funktiondl charakterisert
werden und somit ein Anhdt fir die spezifischen Regulationsmechanismen des Promotors von
hCYR61/CCN1 gefunden werden.

Zid wa es vier unterschiedlich lange Stiicke des hCYR61/CCN1 Promotors, mittels PCR zu
amplifizieren und in enen Reportervektorsysem zu klonieren. Diese hCYR61/CCN1
Promotorkongtrukte wurden in  Zdlsyseme transfiziet und die Promotoraktivitdt der
unterschiedlichen Kongtrukte mittels eines L uziferase Assay Systems gemessen.

Eine wetere Fragestellung dieser Arbat i ein polymorphes CA-Repeat Motiv des Promotors
von hCYR6L/CCN1 zu charekteriseren und ebenfdls funktiondl auf seine Einflisse auf die
hCYR61/CCN1 Promotor Aktivitét hin zu untersuchen.

Dazu <ollen die unteschiedlichen CA-Repeat Langen in  enem hCYR6L/CCN1
Promotorkonstrukt der Lange 450bp per PCR amplifiziet werden. Danach sollen die
hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukt der Lange 450bp in en Reportervektorsystem kloniert und
hernach in enem Zdlsystem die Promotoraktivitdten ebenfdls mittdds eines Luziferase Assay
Systemsin Abhangigkeit von der CA- Repestl&nge gemessen werden.

Langfrigig konnte das Zid vefolgt werden, sofern dsch ene funktiondle Reevanz der CA-
Repeat  Polymorphismen ergeben sollite, diese Polymorphismen ds Mikrosatdlitenmarker fir
die Vulnerabilitét einzelner Individuen zur Entwicklung einer Osteoporose zu eteblieren.
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2. Materialien und Methoden

2.1 PCR der hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte

Der PCR Puffer, ein 1x Puffer, bestand aus 10mM Tris (pH 8,4), 50mM KCI, 1,5 mM MgCh,
0,25 mM dNTP's.
Es wurde eine Tag Polymerase (Advan Tag Plus von Clontech), mit 5 IU, was 1 ml entsprach,
benutzt.
Der PCR Ansaiz wurde in einem Magstermix angesetzt, der mit Aqua bidest auf 30m aufgefilt
wurde.
Alle verwendeten Primer sammen von der MWG-Biotech AG.
Fur die PCR waren 40 Zyklen angesetzt, mit 94°C fUr 4min, fir den ersten Zyklus,

94°C fur 30 sec

60°C fir 1min 15 sec

72 °C fir 1min 30 sec
Durchgefiihrt wurde die PCR in dem Multi Cycler PTC 200 von MJ Research.

2.2 Agarose Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wie PCR-Produkte und Plasmide wurden auf ein 1,5%-iges Agarose-Gel (0,5
pg/ul  Ethidiumbromid) in IXTBE-Puffer (108 ¢/l Tris-Puffer, 55 ¢/l Borsaure, 20 mM
EDTA) aufgetragen und be 100 V und ener 20 minltigen Laufzeit eektrophoretisch
aufgetremnt.

Die DNA-Proben wurden mit enem DNA-Probenpuffer (IXTBE, 60% Glycerol, 0,4%
Bromphenylblau, 0,4% Xylen Cyanal) im Verhdtnis 5:1 gemischt.

Zum Groflenvergleich diente ein 100bp Grofenstandard (100bp Leiter, DNA Leiter Plus von
peq Gold).

2.3 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Gelextraktionen von DNA-Fragmenten wurden mit dem Gibco BRL Rapid Gel Extraction Set,
nach Mal}gabe des Hergellers, aufgereinigt.

Das Eluat wurde in 100m TE-Puffer geost und eine Ethanolfdlung durchgefiihrt. Dazu wurde
die 2,5-fache Menge 100% Ethanol zugegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurde
die Lésung 10 min bei 12000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und des
Pellet in einer Speed-Vac Zentrifuge getrocknet.
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Anschlief3end wurde das Pdllet in 20m Aqua bidest resuspendiert.

2.4 Restriktion von Plasmiden

Zur Redtriktion von Plasmiden verwendeten wir folgenden Ansatz:
1ng des Plasmids (entsprach etwa 1m)

2m des Redtriktionsenzyms Bgl 11 (New England Bio Labs)

3m des Redtriktionspuffers 11 ( New England Bio Labs)

14m Aquabidest

Dieser Ansatz wurde ba 37°C fir 1,5 Stunden inkubiert.

2.5 Dephosphorylierung von restringierten Plasmiden

Um die Rdigdion redringieter Vektoren zu verhinden wurden sdbige wie  folgt
dephosphoryliert.

20m redringierter Vektor,

2m Alkalische Phosphatase (Boehringer Ingelheim),

10m Alkdische Phosphatase Puffer,

Aqua bidest auf 100m aufgeflt
Dieser Ansatz wurde 15 min bei 37°C, 15 min ba 56°C und 20 min be 65 °C inkubiert. Nach

diesem egen Zyklus efolgte die Zugabe von weiteren 2m  Alkaischer Phosphatase und der
oben beschriebene Zyklus wurde nochmals durchgefiihrt.

2.6 Klonierung von hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukten in
Plasmide
2.6.1 Klonierung von Promotorkonstrukten in TOPO pCr™2.1 und Trans-

formation in E-Coli Bakterien

Die Klonkompetenten E-Coli Bakterien (One shot ™, Invitrogen) wurden auf Eis aufgetaut.
1m des TOPO pCr™ 2.1-Vektor

5m des zu klonierenden hCY R6L/CCN1 V ektor- Promotorkonstruktes
werden fir 5 min be Raumtemperatur inkubiet und nach dem angegebenen Zetraum 2ni
einer Stop Solution hinzugegeben.
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Diessr Ansatz wurde auf X-Ga (40m in da Konzentration von 40ng/ml in Dimethyl-
formamid) préparierten LB-Agaplatten (5¢/ Bacto-yeast-extract, 10g/l NaCl, 10 g/
Bactotryptone, 15¢/l Bacto Agar, pH 7) ausplattiert.

2.6.2. Klonierung von Fragmenten in den Luziferasevektor pgl3-Basic

Als Zielvektor der Klonierung der hCYR6L/CCN1 Promotorfragmente wurde der pgl3-Basic
Luziferase Reporter Vektor, von Promega verwendet.

Folgender Ligationsansatz wurde eingesetzt:

100ng des mit Bgl 11 restringierten und dephosphorylierten Vektors pgl3-Basic,

50ng des ebenfdls mit Bgl |1 restringierten und zu klonierenden Promotorkonstruktes,

1m ener T4-DNA Ligase (1U/m, Boehringer Ingedheim),

1m eines 10xPuffers (Boehringer Ingeheim),

auf 10m mit Agua bidest aufgefullt.

Der Ansatz wurde be 22°C im PCR-Cycler (Multi Cycler PTC 200, von Biozym) Uber Nacht
inkubiert.

2.7 Transformation von pgl3-Basic in kompetente E-coli Bakterien

Fur die Trandormation von pgl3-Basc hCYR61/CCN1-Promotorkonstrukten werden 3 mi des
Ligationsansatzes zu den auf Eis aufgetauten E-Coli Bakterien hinzupipettiet und 1 min be
42°C inkubiert.

Zu dieser Losung wird 250m SOC-Medium dazuzugeben. Diese Sugpenson wird wiederum
fur 30 min be 37°C leicht geschiittet. 300m SOC-Medium werden zum Ansaiz dazugegeben
und 60 min bei 37°C ger(ittdt.

Die Bakteriesuspension wird bel 37°C tber Nacht inkubiert.

Danach wurden 150m des Ansatzes auf LB-Ampicllin Agarplaiten (50ng/ml Ampiallin)
ausplattiert.

2.8 Mini-Praparation von klonierter DNA

Aus den auf Agarplatten kultivierten Kolonien wurden 3-10 Klone ausgewahit und Uber Nacht
in 10m SOC-Medium kultiviert. Aus dieser Zdlsuspenson wurde Uber e@ne Mini-DNA-
Préparation (Ultra cdean mini Plasmid Kit von Mo-Bio Systems) nach Maligaben des
Hergdlers, die entsprechende DNA extrahiert
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2.9 Plasmid Praparation

Aus LB-Medium Kulturen, der Mini Prparationen wurden 3ml in einer Ubernachtkultur
angesstzt. Diese Zdlsuspenson wurde nach 24 Stunden am folgenden Tag in 200ml LB—
Medium wiederum tiber Nacht kultiviert.

Die Pasmid-Prgparation efolgte mit einem Quiagen Midi Plasmid Préparations Kit und wurde
nach den Angaben des Herstellers durchgeftihrt.

Die aufgereinigte DNA wurde mit einer Ethanolfdlung aufkonzentriert.

Dazu wurde die 2,5 fache Menge an 100% Ethanol zugegeben, diese Losung 10 min auf Eis
inkubiert. Danach wurde fir 10 min ba 12000 U/min zentrifugiert (Biofuge pico, Heraeus).

Nach Abschitten des Uberstandes wurde das Pdlet mit 70% Ethanol resuspendiert und
gewaschen und wieder fir 10 min bal 12000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
abgeschittet und das Pellet in einer Speed Vac Iuftgetrocknet. Das Pellet wurde anschlief3end
in 100ul TE-Puffer gelod.

2.10 Restriktionskontrolle der Klonierungen

2.10.1 Restriktion von TOPO pCr™2.1 Klonierungen

10m der préparierten DNA,

2m des Regtriktionsenzym EcoRI (New England Bio Labs),

2m des zu ECO RI gehdrigen Enzym Puffers (New England Bio Labs)
Aqua bidest auf 20m aufgeflt.

Dieser Ansatz wurde fir 2 Stunden bel 37°C inkubiert und danach auf ein 1,5 %iges Agarose
Gd (0,5ug/ul Ethidiumbromid) aufgetragen.

2.10.2 Restriktion von pgl3-Basic Klonierungen

10m der prparierten hCY R61/CCN1 Vektor-Promotorkonstrukt DNA,
1m des Redtriktionsenzyms Kpn | und Hind 111 (New England Bio Labs),
2m des Enzym Pufferg(Puffer 11 New England Bio Labs)

mit Aqua bidest auf 20m aufgeftillt

Dieser Ansatiz wurde fur 2 Stunden bel 37°C inkubiert und danach auf ein 1,5 %iges Agarose
Gd (O5ugul Ethidiumbromid) aufgetragen. Der Grofenvergleich  der  redtringierten
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Fragmente wurde mit einem 100 bp GroRRenstandard (100 bp Leiter, DNA Leiter Plus, von peq
Gold) durchgefihrt.

2.11 Fragmentanalyse

Zur Uberprifung der Langen der CA-Repeats innerhab der verschiedenen Konstrukte und um

diese normieren zu kénnen, war eine Fragmentandyse notwendig.

-Template DNA der Promotorkonstrukte 0,5ug @Ivl))

-ca5rev Primer (MWG —Biotech) 50pmol (L)

-pro 1rev Primer (MWG —Biotech) 50pmol (Apl)

-dNTP's 25uM (1)

-10xPuffer (3uh)

-Tag Polymerase (Amersham) 1Unit (@

-Aqua bidest (22u)

Die PCR wurde mit 28 Zyklen durchgefthrt: fir den ersten Zyklus, A°Cfur 3 min,

fur ale folgenden Zyklen A°C fur 30 sec

61°C fur 30 sec
72°C fur 30 sec

2.12 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung efolgte nach der Didesoxymethode mit dem Sequenzing™ Kit von
Applied Biosysems. Hierba weden in eneg PCR vor dlem fluoreszenzmarkierte
Didesoxynukleotide eingebaut, die enen Kettenabbruch bewirken. Die unterschiedlichen
Langen der PCR Fragmente werden Uber ene dinne mit Ge geflllte Kapillare des Sequenzers
(Abi Prism 310®, Applied Biosystems) aufgetrennt und andysiert.
FUr die Sequenz PCR benutzten wir: 0,5ug (5ul ) des jewelligen Plasmids ds Template

1ug (1pl ) desjeweiligen Primers

8ul Big Dye Terminator™ Kit (Applied Biosystems)

7ul Aqua bidest

Das Big Dye Terminator™ v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit, mit Ampli Tag®
DNA Polymerase enthdt folgende Reagenzien:
- A-Big Dye Terminator v3.0
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- G-Big Dye Terminator v3.0

- T-Big Dye Terminator v3.0

- Desoxynucleosid Triphosphate (dATP, dCTP,dITP, dUTP)
- Ampli Tag DNA Polymerase, FS

- MgCh

- Tris-HCI Puffer, pH 9,0

Die PCR Bedingungen:

Die PCR wurde mit 30 Zyklen durchgefiihrt : 94°C fur 4min, fir den ersten Zyklus,
94°C fur 30 sec
54°C fir Imin
60 °C fur 20 sec

Die PCR-Produkte wurden Uber Auto-Seq Saulen aufgerenigt. Auf die aufgereinigten PCR-
Produkte wurden 60ul Aqua bidest, 81ul NaAcetat (pH 4,3), 220ul 100% Ethanol,
aufgetragen und die Lésung 10min auf Eis inkubiert. Hernach wurde die Lésung mit 12000
U/min for 10 min zentrifugiert. Die Uberdehende Huissgket wurde verworfen und das Pellet
mit 70% Ethanol gewaschen und wieder mit 12000 U/min fir 10 min zentrifugiert.

Dieser Uberstand wurde ermneut verworfen und das Pelet wird in einer Speed Vac
|uftgetrocknet.

Das Pdlet wurde in 25ul TSR gelost.

2.13 Zellkultur

Es wurden immortdiderte h-FOB-Zdlen, die von Dr. T. C. Spdsberg (Mayo Clinic
Rochester, Mn) zu Verflgung gedelt wurden. Dies is eine durch eine temperatursengtive
Mutante (tsA58) des grofen T-Antigens des SV40-Virusimmortdiserte Zdlinie,

Gewonnen wurde diese aus ener Primérkultur humaner fetder Odeoblagen (Harris e d.,
1995).

h-FOB-Zdlen missen be 34°C und 5% CO. kultiviet werden. Als Medium diente
DMEM/F12 (Gibco) mit 10% Fetdem Kdberserum (FCS; Gibco), 10000 U/I Penicillin, 10mg
Streptomycin. Ein Mediumwechsd erfolgte jeden dritten Tag.

Desweiteren wurden T/C 28a, Zelen, eine Zelinie humaner Chondrozyten, die von Dr. V. M.
Golding, USA zur Vefigung gestdlt wurden, kultiviert. Das verwendete Medium entsprach
dem der -FOB Zéllen. Das Medium wurde hier ebenfals jeden dritten Tag gewechsdlt.

Sie wurden bei 37°C und 5% CO; kultiviert.
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2.14 Transfektion der Promotorkonstrukte in die Zellsysteme

Als Zidzdlen der Trandektion wurden zwe humane Zdllinien ausgewdhlt, h-Fob und
T/C282. Da bede Zdllinien mit Liposomen vermittelten Methoden schlecht trandfizierbar
waren, efolgte die Transfektion mit dem jeweligegn hCYR61/CCN1 Promotor-Vektor-
kongtrukt beider Zdllinien mittels Elektroporation.

Die Zdlen wurden aus der Kultivierung nach Erreichen der Konfluenz mit kdtem PBS-Puffer
gespult und mit 3ml Trypsn fir 5 min ba 37°C inkubiert. Anschliessend wurde den Zdlen
7ml serumhdtiges Medium zugegeben. Die Zdlsuspenson wurde in 50ml Tubes Uberfiihrt
und be Raumtemperatur fir 5 min bei 1200 U/min zentrifugiert (Labofuge 400R, Heraeus).

Das Medium wurde abgesaugt und das Zdlpdlet mit 11ml serumfreen Medium resuspendiert.
Nachdem die Zdlsuspenson gut durchmischt wurde, wurden 0,5ml abgezogen, davon wurden
10ul auf eine Neubauer Zdhkammer aufgebracht. ES wurden die 8 Leukozytenfelder der
Neubauer Zéhlplatte ausgezdhlt und aus den bedimmten Zdlzahlen ein Mittdwert gebildet.
Der gebildete Mittelwert mit dem Faktor 10° multipliziet ergeb die Zdlzahl in @nem Mililiter
der Zdlsuspension.

Fir die Elektroporation wurden 1x10° Zdlen pro trandfizietem Triplikat bendtigt. Dazu
wurden die 1x10° Zellen in 400ul serumfreien Medium gelst.

In Polystyrolrohrchen wurden 5ug  der zu trandfizierenden hCYR61/CCN1  Promotor-
konstrukt-Vektor DNA vorgdegt und mit 400pl  Zellsuspension (1x10° Zdlen) vermisch.
Nach 20 sec vortexen wurde die Losung fir 10 min be Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurde die Losung in sterile Kuvetten transferiert (0,2cm Spaltbreite, Bio Rad).

Die Zdlen wurden mit 0,12kV und 0,975uF eektroporiert (Gene Pulser 11, Bio Rad,
MUnchen).

Die dektroporierten Zellen wurden in  Frektionen zu 120yl in 1ml, jewels nach
Vesuchsoedingung  variierend, serumhdtigen, oder serumfreden Medium  zugegeben. Es

wurden Triplikate der jeweiligen Kongtrukte in einem derilen 12-wel Plate kultiviert.

2.15 Kultivierung und Ernte der transfizierten Zellen

Nach 24-sindiger Kultivierung, bei 37 °C fir T/C28a Zdlen und 34 °C fir h-Fob Zdlen,

wurde das Medium durch 1ml frisches Medium ersetzt. Nach welteren 24h wurden die Zdlen

nach 2-mdigem Spllen mit PBS-Puffer, in 200ul RLP-Loésung (Reection Lyss Puffer,

Promega) gddst und mit enem Zdlschaber von dem Boden des 12-Wedl Plaes gdog. Die

Zdlsuspenson wurde in en Eppendorf Tube aufgenommen und bel 4°C mit 12000 U/min fir
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5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf Tube pipettiert und konnte
S0 flr den Luziferase Assay und die Proteinbestimmung verwendet werden.

2.16 Luziferase Assay

Das Vefahren des Luziferase Assays berunt auf Fluoreszenz Photometrie. Der Reportervektor
pol3-Basc bestzt en Luzifarase Gen aus des ameikanischen Leuchtkdfers, weches
fluoreziert, wenn es durch die Aktivitst des klonierten Promotorfragmentes stimuliert wird.
Uber die Intensitit der Fluoreszenz lasst sich ein Riickschluss auf die Promotoraktivitidt des
jewelligen klonierten Konstruktes ziehen.

Zur Durchfihrung eines Luziferase Assays wurden 20yl der Zdlsuspenson auf ene
Lochplatte pipettiert.

Die Luziferase Aktivitdt wurde in ener Einfachbetimmung in einem Micro Lumat LB 96P
von EG& G Berthold bestimmt.

2.17 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Proteinbestimmung nach Bradford wurden 10 pl der geernteten Zelsuspenson in 400 pl
Bradford Reagenz (Bio Rad) gegeben, durchmischt, 10 Minuten inkubiert und danach wurde
photometrisch der Farbumschlag gemessen. Es  efolgte eine  Doppelbestimmung  jedes

enzenen Triplikates.

2.18 Statistische Testverfahren

Die ddidische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS fir Windows und Excd fir
Windows.

Es wurde das Ubliche Sgnifikeanzniveau von p<0,05 zu Ablehnung der Nullhypothese
festgelegt.

Testverfahren:

Um die Unteschiede der Promotoraktivitdten des Luziferase Assays auf daidische
Signifikanz zu Uberprifen benutzten wir die univariate Varianzandyse.

Als nichtparametrischer Tet ba ordindskadieten Fragen zum Veglech zwee Gruppen
wurde der Kruskal-Wallis Test verwendet.
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2.19 Uberblick Giber den Experimentalverlauf

Schematischer Uberblick tiber
Experimentverlauf

Pgl 3.basic + Zellen: h-fob
K onstrukt T/C28a2
_ | Protein- L uziferase
Elektroporation O messung Assay

nach
<3 Bradford ﬁ ﬁ Q

Zell-
T G
on
ZGIMV

24h = Mediumwechsel
48h — Zellernte

Abbildung 6: Uberblick tUber den Ablauf der Transfektionsexperimente. Beginnend mit der
Transfektion der hCYR61/CCNI1-Promotor-Konstrukte in den pgl3-Basic Vektor mittels
Elektroporation, des weiteren der Kultivierung der transfizierten Zellen und deren Behandlung
und schliefdlich der Auswertung durch enen Luzferase Assay und Messung der

Proteinkonzentration nach Bradford.
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3. Ergebnisse
3.1 Auswahl der hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte

Die Wahl der zu trandfizierenden hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte orientierte sich nach der
bekannten Sequenz des 5'flankierenden Bereichs von hCYR61/CCN1, die von Jay et 4.
(1997) und Schitze et d. (1998) sequenziert und verdffentlicht wurde. Diese Region bestzt
wie Schiitze et d., 2000 zeigen konnten Promotoraktivitét.

Dies beschreibt exemplarisch die folgende Graphik, die neben dem srukturdlen Aufbau des
hCYR6L/CCNL1 Proteins, auch die Promotorstruktur enthdlt.

Struktur von hCYR61/CCN1

CA-Repeat Sequenz 1+2 CA-Repeat Sequenz 3
Start Stop Poly-A

"1 l l

l Intronl I

Golgi-LS IGFBP v.Willebrand ~ Thrombospondin CT
Domaéne Domane Domane Domane

TATA-Box CEBP CREB FREAK-1 Eg
£ Redion CRE%/JUNL \ | ¥

4 I
0 CA-Repeat Sequeng 1 ATp_ 1 1100 bp
bp CA-Repeat Sequenz 2 3'Region

Abbildung 7: Struktur von hCYR 61/CCN1 modifiziert nach Schiitze et al., 2001.

Kodiert wird das hCYR6L/CCN1 Protein durch jewels 5 verschiedene Exons, die mit -V
gekennzeichnet and. Unterhab der schematischen genomischen Dargtedlung von hCYR61,
snd die Homologien zu bekannten Strukturproteinen angegeben. Das Exon | codiert fir en
Protenmotiv, den Golgi-LS, weches ds Signdprotein fir das intrazdluldre Protentargeting
bekannt ist. Das Exon |l codiet fur enen Wachsumsfaktor, IGFBP. Hierlber kodnnten
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wachgumsstimulierende Signde mediiert werden. Das Exon 11l codiet fur die v. Willebrand
Doméne Typ C, mit Oligomerisationsfunktion. Das Exon IV codiert fir die Thrombospondin
Typ | Doméne, welche be Zdladhésonsprozessen beteilligt ist. Das Exon V codiert das C-
terminde Cystein Knotenmotiv, die CT-Doméne mit Dimerisationeigenschaften.
Nachfolgend ist die Origina sequenz des hCY R61/CCN1 Promotors dargestellt.

hCYRGL Pranaarssuaz

Proiong
CTCEC CGCETTCGTT TCCTCTCGGA CTTCCARCCC AGGCAGTGGG - 1100
NFxB
CTGGAACTAR AGTGEGAACT TCCAAAAACA AACRAGTACA ACATACCCAR AAGAGGGAAG - 1040
NFkB
GUETGGAGGA GTGOOGAAGA CCTCTOCCTO GGEAATTTGCC M:.'\Cﬂi\ﬁn i EI\J\CTTTCCE 980
COCGCCCCAC CCCCCCCCCC GCCTTTTCAR TTCATAAATG CCACTGTGGG TATTAATITG - 920 \
FREAK-1

CRATTCACTG AACTTTGCTA ATARAACATCA TGCCARAGCT TTGGGACTTE TTCCGAARCAC 860

GCOCTCTTTGA AGTCCACARA TATTCCTGAC TCAGAGACAC ACTCCTCTTC CCCGTTCTAC - 80O

TOTTTCAACA GATAACTTGE CTCTCACCTT CGCTGTAAARR AAGCAAACAG CTCACTGOOT - 740
Po
nm— TCOCGGETGA GGGCTTCAGT GGCTGCCCGE TCAACTCGCA TCACCAAACA AMACGACTTT - 680
fragr
rrm TGTTCCTCCE TCTCAGGTCC TCCCACCCAL COCAGTOCAGE CAAMGTTCTG AACTGLGCOCC 620

80bp
COTCGCOCCT CACGACCCTC CAACTACCAT CACCACCATC ACGCCCCARA GRACCCTTCC - 560 \
CREB0 Heg
CARCATAAGT CGTAATTTAR GGTGGAAARA ACGAACTETT TTCTTOGACGE CTCTGGGACA 500 m
GREBOZ

CACACACACA CACACACACA CACACACACA CACACACACA CCGRACTGTT TTCTTGRCGE - 440

GTCTGGGAGR CAGACAGACA CACACACACA CACACACACA CACACACACA CACACARAGG - 380 >~ F|

TGCAATGGALG CCAGGEGAGEG CECTTOECALG CAGCCOGCOGE CAARCCAGCAT TCCTGAGATE 320

CEBPR GREBAUN
TTTGAGRATT CTGGAACCCG CAGACAGAGC CGRACGTCACT GCAACACGCG GOGCCTCCGE - 260 m
\ TATA-Box *
CGGCCCGTAT RARAGGCGGG CTCOGGGGCG CCTGGGCAGR CCGOGAGCGA GAGCGCCCCC - 200 _/

Abbildung 8: Promotorsequenz von hCYR61/CCNL1 (nach Schiitze et al., 1999). Uber der
Sequenz sind bekannte Sequenzhomol ogien von Transkriptionsfaktoren dargestellt. Es sind die

in der PCR verwendeten Primersequenzen farblich hinterlegt und Uber der Sequenz
eingetragen. Seitlich sind die Grossen der verwendeten hCYR61/CCNL Promotorkonstrukte

aufgezeichnet.

hCYRG61L/CCN1 bestzt 3 verschiedene Poly-CA-Repest Bereiche. Zwel

innerhalb des

Promotors, die mit CA-Repeat Sequenz 1 und 2 gekennzeichnet sind und enen, upstream in
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3'Richtung des Gens. Fir den Promotor snd in Abbildung 7 und 8 schematisch die
Sequenzhomologien zu bekannten Transkriptionsfaktoren angegeben. So  befindet sch ene
TATA-Box und mehrer Motive fir die Bindung von Transkriptionsfaktoren, wie CREB,
FREAK-1, NF?B und AP-1 in den kodierenden Regionen des Promotors von hCY R61/CCN 1.
Aus der Kenntnis der Sequenz von hCYR61/CCN1 wurden 4 Kongrukte, die adle die TATA-
Box des Promotors enthielten ausgewahlt.

Es wurde ein 200bp Konsrukt ausgesucht, mit welchem das Aktivitésniveau eines minimaen
hCYR6L/CCN1 Promotorfragments untersucht werden <ollte. Die anderen dre
hCYR6L/CCN1 Promotorfragmente, 450bp, 800bp und 1000bp, sollten in Abstufungen die
Aktivitét des hCY R61/CCN1 Promotors erfassen.

Das fur die PCR verwendete Template, der Klon J23219, wurde aus ener Lambda
Phagendatenbank  bezogen. Die Primer  wurden von der Primadatenbank  des
Resourcenzentrums Berlin bezogen, diesigt in der folgenden Tabdle zusammengefasst.

_ Position der hCYR61/CCN1

Primer Primersequenz Primer Promotorkon-
struktgroésse

Cabreversehbgl 5" ATCGAGATCTCAA

entspricht reverse 1 g ACCATCACCACG 125bp

Cyr 5.3 bgl 5" GAGATCT GGAGAA Prom 3

entspricht forward 1 GOLGUEEAGEES 575bp reverse 1+forward 1
450bp

pro 10 bgl :5"ATCGAGATCTCT Prom 1
entspricht forward 2 CCCCG‘CGTTCGTTT 1125bp reverse 1+forward 2
CCTC3
1000bp
pro 6 bgl :5"ATCGAGATCTCT Prom 2
entspricht forward 3 GTGG E‘I ATTTTGCA[925bp reverse 1+ forward 3
ATTC3
800bp
pro 11 bgl 5 'ATCGAGATCTAAT, Prom 4
entspricht forward 4 GGAGCCAGGGGCGS | 360bp reverse 1+ forward 4
235bp
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Tabelle 2: Darstellung der verwendeten Primer, mit ihren Sequenzen und den sich daraus
ergebenden hCYR61/CCN1 Promotor konstrukten.

In der PCR wurden Bgl-Primer verwendet, die ene enfache Klonierung in den
Expressonsvektor ermdglichen sollten.

Die folgende Abbildung demondriet die Geleektrophorese einer PCR mit dem Template
J23219 und den obengenannten Primen. Das Ergebnis waren die vier erwinschten
hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte mit den Langen 200bp, 450bp, 800bp und 1000bp.

S 1 2 3 4
Abbildung 9: Agarosegel el ektrophorese der PCR mit dem Template J23219.
1: Prom 1 = 1000bp, 2: Prom 3 = 450bp, 3: Prom 4 = 200bp, 4: Prom 2 = 800bp,
S 100bp Leiter Standard

3.2 Klonierung der PCR-Produkte

Es ddlte sch jedoch heraus dass ene direkte Klonierung der hCYRG61L/CCN1
Promotorkongtrukte in den pgl3-Basic Vektor eine zu geringe Effizienz besald, s0 dass en
Umweg Uber en dternatives Klonierungssysem notig wurde. Dies lag vermutlich an der
geringen Redtriktionseffizienz des Bgl Redtriktionsenzyms fir die Bgl- Primer PCR- Produkte.

Als Alternative fand dch die Doppdtklonierung zuerst in das TOPO pCr™21 und ed
danach in den Expressonsvektor pgl3-Basic. Hierdurch konnte die gewlnschte Effektivitét der
Klonierung erreicht werden.

Die jewelligen Banden der hCYR61L/CCN1 Promotorkonstrukte der PCR wurden aus dem Gel
extrahiert, aufgereinigt und in ein TOPO pCr™ 2.1-V ektor- System von Invitrogen kloniert.
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De lineariserte Vektor TOPO pCr™2.1 enthdlt an seinen redringieten 3'-Enden enen
Thymidin Overhang. Dort befindet dch die Topoisomerase |, die die Rdigation der
Vektorenden verhindert, so dass der Vektor nicht dephosphoryliert werden muss. So lassen
sich PCR-Produkte, die mit der Tag-Polymerase amplifiziert wurden bequem klonieren, da
diese immer enen 3 Adenosn Overhang bestzen und somit komplement&r zum Thymidin
Overhang des Vektors sind.

Die efolgrech ins TOPO Blueprint TA Cloning Sysem transformierten Zelen wurden durch
ene BlarWeal Sdektion auf X-Galaktose préparierten LB-Agarplatten ausgewdhlt. Das
Prinzip der Sdektion beruht darauf, dass der Blueprint Vektor mit der efolgreichen
Trandformation die Sequenz fir das Enzym Gdaktosdase verliet und die E-Coli Bakterien
hiermit nicht mehr in der Lage snd, die Gaaktosdase-Resktion durchzufiihren. Deshab
bleiben die wahrscheinlich efolgreich tranformierten Bakterien Klone auf den mit X-
Gdaktose inkubierten Agarplaten well3, wohingegen die untransformieten E-Coli  Klone
welterhin die Gaaktos dase Reaktion und somit die Farbumsetzung betreiben konnen.

Nach Inkubation Uber Nacht wurden dann 3-5 wel}e Klone ausgewdhlt und in 3ml LB-
Medium kultiviert.

Aus der Zdlsuspenson wurde in ener Mini DNA-Prgparation, die Vektor DNA extrahiert und

aufgereinigt.

3.3 Restriktion der TOPO-und pgl3-Basic Klone

Die aufgereinigte DNA wurde dann enem Redriktionsverdau zugefihrt, der zeigen sollite, ob
die Inserts tatsachlich in den TOPO pCr™ 2.1-Vektor kloniert wurden. Dazu wurde das
Redriktionsenzyme Eco RI verwendet, fir das 2 Schnittstelen links und rechts der Multiple
Cloning Site (MCS) vorhanden sind. Diesist in Abbildung 10 demondtriert.

TOPO pCr™ 2.1-Vektor

Insert

Insertgrosse+18bp
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Abbildung 10: Vektormap von TOPO pCr™ 2.1-Vektor mit ECO Rl Schnittstellen. Es ist
erkennbar, dass zu der Grole des klonierten Inserts nur 18 bp hinzugefugt wurden, um die
Grol3e des Restriktionsfragmentes mit ECO RI zu erhalten.

Die Redriktion wurde mit ener Geeektrophorese Uberprift und i auf der folgenden
Abbildung zu sehen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 S
Abbildung 11: Agarosegelelektrophorese einer Restriktion von TOPO pcR 2.1 mit ECO RI zur
Uberpriifung der klonierten Promotorinserts.

1-3: Prom 1 1000bp
5-9: Prom 3 450bp
10-14: Prom 4 200bp
15-17: Prom 2 800bp

S: 100bp Ladder Standard

Die Promotor PCR-Kondgrukte richtiger Grole wurden ausgewdhlt, mit  dem
Redriktionsenzym Bgl Il restringiert und dann in den ebenso mit Bgl Il restringierten Vektor
pgl3-Basic kloniert. Hernach wurde das Vektor-Promotorkonstrukt in  kompetente E-coli
Bakterien tranformiert. Aus den Ubernachtkulturen auf LB-Ampicillin Agarplatten wurden 3
Klone ausggewdhlt und in 3ml  LB-Ampicllin  Medium wedtekultiviet. Als ede
Erfolgskontrolle wurde eine Doppdtrestriktion mit Kpn | und Hind Il durchgefihrt, die
jewalls links und rechts der Multiple Cloning Site Redtriktionsstellen besitzen. Die Redriktion
mit Bgl Il war nicht mdglich, da der pgl3-Basc Vektor mehrere Bgl |1 Schnittstellen besitzt
und somit die Zuordnung der klonierten Promotorkonstrukte unmaglich gemacht wurde.

Durch die Doppdtresriktion mit Kpn | und Hind 1l entstand en zusizlicher Overhang von
48bp zur Grof3e der Inserts.
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Vektormap von pgl3 - Basic

Insert

Hind 11l

Insertgrosse+48bp

Pgl3-Basic

Abbildung 12: Vektormap von pgl3-Basic mit Schnittstellen  der  verwendeten
Restriktionsenzyme. Zur Grof3e des klonierten Inserts miissen noch 48 bp hinzugefiigt werden,
um die Grof3e des Restriktionsfragmentes mit Kpn | und Hind 111 zu erhalten.

Man kann auf folgenden Abbildungen die Geldektrophoretische Dargellung der Redtriktionen
von pgl3-Basic- Promotorkonstrukten mit Kpnl und Hind 111 erkennen.
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Abbildung 13: Gelelektrophorese einer Restriktion mit Hind 111 und Kpn | von Midi-Prép
DNA aus einer pgl3-Basic Klonierung der folgenden Promototrkonstrukte:

1. Prom 1=1000bp; 2-4: Prom 2=800bp; 5-9: Prom 3=450bp; 10-11: Prom 4=200bp;

S: 100bp Leiter Standard

Die erste Bande entspricht dem lineariserten pgl3-Basic Vektor, die zweite Bande dem
hCYR61/CCN1 Promotor konstr ukt.

3.4 Fragmentanalyse der klonierten hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte

Neben der Fragestellung der Promotorregulation wurde in dieser Arbeit auch untersucht, ob
ein CA-Repeat Polymorphismus innerhelb des Promotors von hCYR61L/CCN1 Auswirkungen
auf die Promotoraktivitdt bestzt. Wir untersuchten den in simtlichen Graphiken mit CA-
Repeat Polymorphismus 1 bezeichneten Abschnitt in 3'Richtung vom Transkriptionsstart des
hCYR61L/CCN1 Promotors. Hierzu verwendeten wir das hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukt
Prom 3 mit der Lange von 450bp, um diese Fragestellung zu bearbeiten.

Wir verwendeten ds Template der PCR keine genomische DNA, um die Polymorphismen zu
erzeugen, sondern wir nutzten en identisches Template (J23212). Um die Variationsbreite der
CA-Repeats zu ereichen wurde die Fehlerproduktion der Tag-Polymerasen ausgenutzt. So
konnten die unterschiedlichen CA-Repeat Langen des hCYR61L/CCN1 Promotorkonstruktes
Prom 3 mit 450bp Lange erzeugt werden. Durch die Syntheseungenauigkeit, den sogenannten
Stotterbanden der Tag-Polymerase  konnten die gewlnschte Breite an  CA-Repat
Polymorphismen im 450bp hCYR61/CCN1 Promotor-Konstrukt erzeugt werden, die vorher
ds natlrlich vorkommende Polymorphismen anhand genomischer DNA-Proben dokumentiert
worden waren (Sehe Tabelle 1).

Dies waren die Repeatléngen von 17 CA-Repeats bis zu 22-CA Repedats, die wir im 450bp
hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukt testeten (was einer Lénge von 164 bp bis zu 174 bp in der
Fragmentanayse entspricht). Allerdings fehlte das Fragment 450bp mit 18 CA Repeats, was
166 bp in der Fragmentandyse entspricht. Dieses Kongrukt lie3 sch weder durch eine
entsprechende  humane DNA-Probe, noch Uber die Varianz der Tag-Polymerase mit dem
Template 123212 herstellen.

Die Tabdle auf der folgenden Sete zegt dle vewendeen hCYR6L/CCN1
Promotorkonstrukte. Es sind die CA-Repeat Langen der CA-Repeat Sequenz 1 und 2
angegeben, wobel wir nur die CA-Repeat Sequenz 1 variierten.

32



Konstrukttabelle:

Konstru kte: CA-Repeatsequenz 1 CA-Repeatsequenz 2
CA Repeat Lange CA- Repeat Lange

OO bp

450 bp 17 19
19 19
20 19
21 19

Orientierung:

Tabelle 3: CA-Repeatlangen der in den Klonierungen verwendeten hCYR61L/CCN1 Promotor-
konstrukte.

Um die Lange der CA-Repeats in den unterschiedlichen hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukten
kontrollie’en zu konnen wurde ene Fragmentandyse durchgefihrt. Auch fir  die
Promotorkonstrukte 800bp und 1000bp war diese Kontrolle nétig, da diese Fragmente auf eine
CA-Repeat Lénge von 19 CA-Repeats normiert wurden. Durch eine Fragmentanalyse kann die
Lange von DNA-Fragmenten bestimmt werden. Der hochste Pesk der Messung gibt den
Endpunkt des Fragments an und ist somit die Messpunkt fir die Grof3e des Fragmentes und
damit auch indirekt der Lange der darin enthdtenen variablen Sequenzen. Somit konnte die
Lange der CA-Repesats bestimmt werden.

Die Fragmentandyse wurde tellweise vor der Klonierung in den pGL3-Basic Vektor, aus
TOPO Klonen vorgenommen, teilweise erst nach der Klonierung in den pGL3-Basic Vektor.
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Abbildung 14: Fragmentanalyse einiger hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte

Die Abbildung zeigt die typische Srruktur enes Dinukleotid Repeats, ds Signadgruppe.
Hierbel entspricht das Signal mit dem hochsten Pesk dem erwarteten Molekulargewicht des
PCR-Produktes und die anderen Banden entsprechen den sogenannten Stotterbanden, die
durch Uberspringen der CA-Repesats zustande kommen.

3.5 Sequenzierung der hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte

Die letizte Kontrolle der in pgl3-Basic klonierten Inserts erfolgte mittels Sequenzierung der
hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte. Durch die Sequenzierung konnte Uber die Fragment-
andyse hinaus nicht nur die CA-Repeat Langen bestimmt werden, sondern die gesamte
Sequenz  des Promotorkonstruktes  Uberprift werden. Mit  der  Sequenzierung  wurde
gechzatig die Sequenz der Klone mit der Origind Templatesequenz  verglichen, um
Synthesefenler der Tag Polymerase auszuscHielien. Eine Exemplarische Sequenz ig in der
Abbildung auf der folgenden Seite zu sehen.

Der letzte Arbetschritt bestand in der Hergstdlung groferer Mengen an hCYR6L/CCN1
Promotorkonstrukt-Vektor DNA, die Uber Plasmid Prgparationen hergestdlt wurden. Dazu
waren mehrere Plasmid Praparationen nétig.

Die Konzentration der Promotorkonstrukt-Vektor DNA  wurde photometrisch for dle
verwendeten hCY R61/CCN1 Promotor-V ektor Konstrukte auf 750 pg/ml normiert.
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Abbildung 15: Exemplarischer Sequenzabschnitt aus dem 1000bp hCYR61/CCN1
Promotor produktes mit 22 CA-Repeats

3.6 Bestimmung der Promotoraktivitat tiber einen Luziferase Asssay

Die Trandektionen der Plasmide efolgte in zwe verschiedenen Zdllinien, ener osteo-
blastéren, h-fob-Zdlen und einer chondrozytéren, T/C 28a,-Zdlen.

Die h-fob-Zdlen, wurden von Dr. T. C. Spdsberg (Mayo Clinic Rochester, Mn) zur
Vefligung gedelt. Se gelen ene temperatursenstive Mutante (tSA58) dar, die durch das
grol3e T-Antigen des SV40-Virus immortdiset werden konnte. Diese Zelen wurden aus
ener Primarkultur humaner fetder Ogeoblasten gewonnen (Harris, Enger, Riggs, Spelsberg,
1995). Be dea zweten Zdlinie, den T/C 28g-Zdlen, handdt es sch um humane
Chondrozyten.

Das wetere Vorgehen tellte sch im Folgenden in zwel Fragesdlungen auf. Die erge zu
untersuchende Frage war, ob Unterschiede in den Promotoraktivitéten, abhdnging von den
Konstruktlange, 200bp, 450bp-21CA Repesats, 800bp-21CA Repesats und 1000bp, existieren.
Diese Fragestellung wurde fir serumhaltige und serumfreie Kultivierung untersucht.

Die zwete Fragesdlung umfasste die Untersuchung der Reevanz der Polymorphismen
innerhab des Promotors. Dazu benutzten wir eine konstante Konstruktldnge von 450bp mit
unterschiedlich  langen polymorphen CA-Repeat Sequenzen, beginnend von 17,19,20,21,22
CA-Repests, bei kongtantem zweiten CA-Repeat innerhab des hCYR61/CCN1 Promotors.
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Auch diee Fragesdlung wurde unter serumhdtigen und serumfreen  Zelkulturbedingungen
untersucht. Eine Ubersicht der in diesen Versuchen verwendeten Plasmide gibt Tabelle 3.

3.7 Datenauswertung

Im folgenden soll nun exemplarisch aufgefihrt werden, wie die Trandfektionen durchgeftinrt

und wie die entstandenen Daten ausgewertet wurden. Dieses Procedere wurde fir dle weiteren
Versuche slandardisert in der gleichen Form durchgefuhrt.

10° Zellen in 400pl serumfreien Medium
5ug Vektor-Promotorkonstrukt transfiziert
mittels Elektroporation

Aufteilung der Medium-Zell-Promotor
Suspension in 3 Wells (Triplikate)
Nach 24h Mediumwechsel

Nach 48h Zellernte

Proteinmessung in Doppelbestimmung

Bestimmung des Mittelwertes
[in pg/ml Protein]

Bestimmung der Luziferaseaktivitat mittels
Luziferase-Assay
[FU/uI]

Normierung auf Proteingehalt
e=d/c
[FU/ g Protein]

Berechnung des Mittelwertes und des
Standardfehler des Mittelwertes (SEM)

Normierung auf pgl 3-Basic oder 450bp-
21CA-Repeats
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Als Trandektionsverfahren benutzten wir die Elektroporation der Zdlen. Dies gilt fir beide
verwendeten Zdllinien. Die Elektroporation sdlte sch im Versuchsverlauf be den von uns
vawendeten Zdlinien, mit ener Effizienz von ewa 30%, der Liposomen vermittelten
Trandektion, ads Uberlegen heraus. Dies ig auf zdlspezifische Unterschiede zuriickzufUhren.
Deshdb verwendeten wir in der Daterauswertung nur Daen von Trandfektionen mittels
Elektroporation.

Um die Luziferasesktivitéten unabhéngig von der Zdlzahl vergleichbar zu machen, wurde die
mitlere  Luziferasesktivida auf den Mittedwert der  Proteinkonzentrationen normiet.  Die
Proteinkonzentrationen mal3en wir in einer Doppelbesimmung. Wir erhidten so die Relative
L uziferasaktivitat in FU/ug Protein.

Im folgenden ig die Auswetung der Daen exemplaisch anhand enes Experiments
dargestellt. Jede Elektroporation eines Promotorkonstruktes in die Zidzdlinie wurde in 3
Wedls aufgetelt, somit entstanden immer Triplikate einer Versuchsreihe, die gemittelt wurden.
Es wurden die Daten der Transfektion von h-fob Zdlen verwendet, die serumhdtig kultiviert

wurden.

Transfektion in h-fob Zellen bei serumhaltiger Kultivierung vom 16.6.2001

KONSTRUKT PROTEINGEHALT LUZIFERASAKTIVITAT
pg/mi FU/ ul
Nr.l | Nr.2 Mittelwert | FU/ FU/ ug Protein
Well ug/ml
Werte | Mittdwert | SEM
Pgi3-Basic 1[240,0 [230,0 [235,0 4,9 20,6
2(213,0 [200,0 |206,3 48 233 |219 1
3(186,0 |[192,0 |189,0 41 21,7
200bp 1(2350 |238,0 |236,5 60,8 257,1
212410 [230,0 [2355 71,4 303,0 |336 57,5
3(209,0 |212,0 |2105 94,2 4475
450bp 1[211,0 [2150 [213,0 70,7 332,0
212390 (2240 [2315 77,4 334,0 |415 82
3(238,0 |220,0 |2295 132,8 579,5
800bp 1(2120 [222,0 [217,0 60,8 280,0
21226,0 [209,0 |[2175 68,5 3150 |297 11
3(199,0 |202,0 |2015 57,4 285,0
1000bp 1(209,0 [171,0 |[190,0 6,1 53,0
211850 |[186,0 |[1855 4,7 395 |465 4
3|163,0 |1530 |158,0 47 46,0
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-200bp 1/133,0 [167,0 |150,0 19,3 128,5
211410 |139,0 (1400 29,2 208,5 |168,5
311350 |128,0, |1315 22,1 167,5

-450bp 1/143,0 [148,0 |1455 6,4 43,5
21147,0 |153,0 |[150,0 55 36,5 42,5
31122,0 |118,0 |[120,0 57 47,5

-800bp 1|155,0 [160,0 |157,5 55 35,0
211530 |149,0 (1510 5 33,0 36,5
311170 1210 |1190 55 41,5

-1000bp 1/138,0 (1450 |1415 6,4 45
211250 |127,0 (1510 6,7 44 47
31110,0 |111,0 |1105 58 52

Tabelle 4: Transfektion der hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte der Lange 200bp- 1000bp in
h-fob Zellen bel serumhaltiger Kultivierung. Die Promotorkonstrukte mit positivem
Vorzeichen sind in richtiger Orientierung und die mit negativem Vorzeichen gekennzeichneten

Konstrukte in umgekehrter Orientierung in den pgl3-Basic Expressionsvektor kloniert. Die

Tabelle enthalt Daten des Experiments vom 16.6.2001.

Die Daten aus Tabelle 4 wurden in der folgenden Grafik verwendet, die einem Uberblick tiber

die Aktivitdten der unterschiedlichen Konstrukte dienen soll.

Mittelwerte der Promotorkonstrukte 200-1000bp der Transfektion vom
16.6.2001 in h-fob Zellen unter serumhaltigen Bedingungen
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Abbildung 16: Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der hCYR61L/CCNL1 Promotor aktivitaten
im Luziferase Assay, der Transfektion vom 16.6.01 in h-fob Zellen unter serumhaltiger
Kultivierung.

1. pgl3-Basic; 2: 200bp; 3: 450bp-21CA; 4: 800bp-21CA;5: 1000bp-21CA

Die Fehlerbalken geben die Sandardfehler der Mittelwerte (SEM) an.

Im Folgenden wurden nach dem gleichen Prinzip 5 wetere Trandfektionen unter den
identischen Bedingungen, dso mit h-fob Zdlen unter serumhdtiger Kultivierung, durchge-
fuhrt. So wollte man eine datistisch vaide Aussage Uber die Aktivitét der Konstrukte 200bp-
1000bp be serumhdtiger Kultivierung gewinnen. Die Promotoraktivitéten dieser Experimente
wurden zusammengefasst. Aus den Triplikaten wurden die Mittdwerte fir den Proteingehdt
aus der Doppebestimmung nach Bradford durchgefiihrt und ebenso der Mittdwert aus den
Tripliketen des Luziferasesssays Die Reative Luziferasesktivitt wurde aus dem Quotienten
der Mittdwerte der Proteinbesimmung und den Mittdwerten des Promotoraktivitdt des
Luziferase Assays gebildet.

Dies ig exemplaisch fur h-fob Zdlen unter serumhdtiger Kultivierung in der folgenden
Tabdle dargestelt

Ubersicht tiber 5 Transfektionsexperimente mit h-fob Zellen bei Serumhaltiger
Kultivierung

Konstrukte |Exp 1|FU/ug |Exp 2 | FU/ug | Exp 3 |FU/ug | Exp 4 | FU/ug | Exp5 | FU/ug
FU/ ul FU/ul FU/ul FU/uI FU/uI

Pgl3-Basic |7,12 |24 4,5 215 |56 285 |57 275 |37 19,5

200bp 2426 |7785 |755 |[336 |450,6 [2146 (8852 |4090 (91,7 |487,5
450bp- 187 | 782 93,6 |[415 |535 |3045 |902,8 [4188 |164,4 |943,5
21CA
800bp- 138,3 |588,5 (61,8 |[297 |316,4 (1374 |517,8 |2292 |159,5 |883,5
21CA

1000bp- 9,3 38 5,2 46,5 |146 |60 21,7 (1025 |10,2 |57,5
21CA
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-200bp 235 |1685 |53,3 |249,5
-450bp 5,835 |425 |6,2 26
-800bp 5,2 36,5 |98 38,5
-1000bp 6,3 47 4,9 26

Tabelle 5: Ubersicht Uber 5 Transfektionsexperimente mit den Luziferaseaktivitaten und den
dazugehorigen relativen Luziferaseaktivitaten der hCYR61L/CCN1-Promotorkonstrukten, in h-
fob Zellen bel serumhaltiger Kultivierung. Aus den Triplikaten wurde der Mittelwert der
Luziferaseaktivitat fur jedes Promotorkonstrukt gebildet. Ebenso wurde bei der

Proteinbestimmung verfahren.

Die Rdative Luziferasesktivitdée des pgl3-Basic Vektors wurde im Veglech der 4
hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte 200bp, 450-21CA; 800-21CA, 1000-21CA ds
Normierung vewendet und erhidt den Zahlenwet 1. Das hefd, dass dle rdativen
Luziferaseaktivitéten, der erwahnten Promotorkonstrukte auf pgl3-Basic bezogen wurden.

Das Konstrukt 450-21CA  wurde fir den Veglech der 450bp hCYR61I/CCN1
Promotorkonstrukte als Normierung verwendet und erhielt ebenso den Zahlenwert 1.

Auf diese Weise wurden dle anderen Konstrukte per Quotient normiert. Diese relativen Werte
der Kongrukte wurden Uber die Anzahl n der verschiedenen Experimente gemittelt und en
Mittelwert der Luziferaseaktivitét Uber dle Experimente gebildet.

Aus den auf das jewelige Konsrukt normierten Einzelergebnissen, aus den mindestens 5
Experimenten wurde ein Mittewert fir jedes Promotorkonstrukt gebildet.

3.8 Ergebnisse der Transfektionen mit den hCYR61/CCN1-
Promotorkonstrukten variabler LA&nge von 200bp-1000bp

Wir flihrten zwe verschiedene Kultivierungsbedingungen der  Zdlkulturen durch, ene
serumfree und eine serumhdtige Versuchsbedingung. Hierbel wurde Fetdes-Kaber-Serum,
FCS mit ener Konzentration von 10% in dem serumhdtigen Versuchsarm verwendet. Diese
Unterscheidung war notwendig, da fir den hCYR61L/CCN1 Promotor eine Seruminduktion in
der Literatur beschrieben it (Leng, et d. 2000). Noch igt unklar wie diese vermittelt wird, da
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dem humane hCYR6L/CCN1 Promotor im Unterschied zum Maus Promotor en Serum
Response Element fehlt. Durch die beden unterschiedlichen Versuchsarme wollten wir den
Seruminduktionseffekt nachweisen und mogliche Ursachen des Effekts auf der Ebene der
Promotorregulation eruieren.

Der Promotor wurde ansonsten ohne wetere Stimulation durch Hormone untersucht. Alle
verwendeten hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte hatten eine normierte CA-Repeat L&nge von
21 CA-Repesats, fur das erste, bzw. 19 CA-Repesats fir das zweite CA-Repeat innerhab des
hCY R61/CCN1 Promotors (siehe Abbildung 7)

3.8.1 Transfektionen der hCYR61/CCN1-Promotorkonstrukte 200bp-
1000bp in h-fob Zellen unter serumfreien Kultivierungsbedingungen

Die Ergebnisse umfassen 6 Trandfektionsexperimente der hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte
der Lange 200bp-1000bp. Die Kultivierung der Osteoblastenzdlllinie h-fob erfolgte serumfrel.

In der Tabele snd die rdativen Luziferasesktivitdten der Einzdexperimente aufgeflinrt, die zu
egnem Mittedlwet und der dazugehdrigen  Standardabweichung des  Mittewertes
zusammengefasst wurden.

Konstruktein h-fob-Zellen, |Bxpl |[Bp2 (B3 (B4 |[Bxp5 |[Bp6 | Mittd | SEM
serumfrei FU/ug | FU/Ng |FUg | FUMMG | FU/MG | FUUg | wert

PGL3-Basic 365 |345 |545 (39 27 41 395 (3,25
200bp 689,5 | 479 5715 |7815 |776 1808 (883 146
450bp-21CA 714 3135 [342,5 (1407 |688,5 |2221,5|948,5 |275
800bp-21CA 897 276,5 |1515 |3805 |2125 |9375 |4335 |[128
1000bp-21CA 92 53 49 45,5 45 68,5 52 75

Tabelle 6: Ubersicht Uber die relativen Luzferaseaktivititen der hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 200bp-1000bp, aus 6 Transfektionsexperimenten in h-fob Zellen unter
serumfreien Kultivierungsbedingungen. Jeweils angegeben sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen von den Mittelwerten (SEM) der Experimente.
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In der folgenden Grephik snd die auf den Vektor pgl3-Basic normierten hCYR61L/CCN1
Promotorkonstrukte  200-1000bp aus 6 Trandektionsexperimenten in h-fob Zdlen be
serumfreier Kultivierung aufgefiihrt. Die Grephik enthdlt den Standardfenler der Mittelwerte,
SEM ds Fehlermal3.

Luziferaseaktvitat der CCN1 Promotorkonstrukte 200-1000bp in h-
fob Zellen serumfrei kultiviert
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Abbildung 17: h-fob Zellen unter serumfreier Kultivierung der hCYR61/CCN1 Promotor-
konstrukte 1: Pgl3-Basic; 2: 200bp; 3: 450bp-21CA; 4: 800bp-21CA,; 5: 1000bp-21CA;

Die Saulen zeigen die Mittelwerte der normierten relativen Luzferaseaktivitat der
Promotorkonstrukte tber n=6 Experimente Die Normierung der Werte der Relativen
Luziferaseaktivitat erfolgte auf das Konstrukt pgl3-Basic.

Die Fehlerbalken geben die Sandardfehler der Mittelwerte (SEM) der Experimente wieder.

3.8.2 Transfektionen der hCYR61/CCN1-Promotorkonstrukte 200bp-
1000bp in h-fob Zellen unter serumhaltigen Kultivierungsbedingungen

Wegen eines mdglichen Seruminduktionseffektes wurden die Zdlkulturbedingungen der h-fob
Zdlen auch fir saumhdtige Kulturen emittdt. Somit wollten wir enen  moglichen
Induktionseffekt des Serums auf die hCYR61I/CCN1 Promotoraktivitdt genau quarntifizieren
und zusizlich Uberprifen ob dieser Effekt auf dle Promotorfragmente, unabhéngig von ihrer
Lange wirkt.

Die Ergebnisse dieser 5 Transfektionsexperimente der hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte
200bp-1000bp  unter  serumhdtigen  Bedingungen in h-fob  Zdlen gnd tabdlarisch
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zusammengefasst. Die Tabdle enthdt den Mittdwert Uber die 5 Experimente und den
Standardfehler der Mittelwerte (SEM).

Konstruktein h-fob Zellen, [Expl |[Bxp2 (B3 |BExp4 |Bp5 | Mittd- | SEM
serumhaltig FU/ug | FU/ug | FUMMG | FU/Ug | FUIUG | wert
Pgl3-Basic 24 215 (285 |275 |195 |24 1,7
200bp 7785 336 |2146 (4090 |37,5 |1567,5]707
450bp-21CA 797 |415 |304,5 [4187,5|9435 |1877,5| 737
800bp-21CA 588,5 [297 |1370 [2292 |883,5 (1086 |349,5
1000bp-21CA 38 485 |60 102,5 |575 |[57,5 13

Tabelle 7: Ubersicht Uber die relativen Luzferaseaktivititen der hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 200bp-1000bp aus 5 Transfektionsexperimenten in h-fob Zellen unter
serumhaltigen Kultivierungsbedingungen. Jeweils angegeben sind die Mittelwerte und

Sandardabweichungen der Mittelwerte (SEM) der Experimente.

Die Daten der obigen Tabelle wurden graphisch in der folgenden Abbildung aufbereitet.

Luziferaseaktivitat der CCN1 Promotorkonstrukte 200-1000bp in h-fob
Zellen serumhaltig kultiviert
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Abbildung 18: h-fob Zellen unter serumhaltiger Kultivierung der  hCYR61L/CCNL1
Promotorkonstrukte 1: Pgl3-Basic; 2: 200bp; 3: 450bp-21CA; 4: 800bp-21CA; 5: 1000bp-
21CA,;

Die Sdulen zeigen die Mittelwerte der normierten relativen Luzferaseaktivitat der
Promotorkonstrukte Uber n=5 Experimente Die Normierung der Werte der Relativen
Luziferaseaktivitat erfolgte auf pgl3-Basic.

Die Fehlerbalken geben die Sandardfehler der Mittelwerte (SEM) der Experimente wieder

3.8.3 Transfektionen der hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte 200bp-
1000bp in T/C28a, Zellen unter serumfreien Kultivierungsbedingungen

Die gleichen hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte, mit den Langen 200bp-1000bp, wurden
auch fir ene Kontrollzdllinie, den humanen Chondrozyten, T/C28s, getestet. Hiermit
wollten wir die zdlgezifischen Auswirkungen auf die hCYRG6L/CCN1 Promotoraktivitét
testen und kontrollieren.

Die Kultivieeungdauer und die wetere Behandlung der T/C28s, Zdlen war komplett
identisch zur Kutivierung der h-fob Zdlen. Auch hier wurden 2 Versuchbedingungen, ene
serumfreie und eine serumhdtige getestet.

Die Ergebnisse dar 5 Trandfektionsexperimente bel serumfreer Kultivierung snd tabellarisch
in der folgenden Tabdle zusammengefasst.

Konstrukte in T/C28a; | Expl Bxp2 Bp3 [(Bpd Exp5 Mittel- SEM
Zéllen, serumfrei FU/ug FU/ug FU/ug | FU/ug FU/ug wert

Pgl3-Basic 45 35 48 45 38 42 25
200bp 370 370 564,5 (2178 597,5 815,5 344
450bp-21CA 395 590,5 709 |1557,5 623,5 775 200,5
800bp-21CA 4185 3115 214 1129 616,5 538 162
1000bp-21CA 64 146 95,5 166,5 124 119 18

Tabelle 8: Ubersicht Uber die relativen Luzferaseaktivititen der hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 200bp-1000bp aus 5 Transfektionsexperimenten mit T/C28a, Zellen unter
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serumfreien Kultivierungsbedingungen. Jeweils angegeben sind die Mittelwerte und

Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM) der Experimente.

Die nachfolgende Grephik enthdlt die asdf pgl3-Basic normieten  hCYR61/CCN1

Promotorkonstrukte.

Luzifeaseaktivitat der CCN1 Promotorkonstrukte 200-1000bp in
T/C28a2 Zellen serumfrei kultiviert
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Abbildung 19: : T/C28a, Zdllen unter serumfreier Kultivierung der hCYR6L/CCN1 Promotor-
konstrukte 1: Pgl3-Basic; 2: 200bp; 3: 450bp-21CA; 4: 800bp-21CA; 5: 1000bp-21CA;

Die Saulen zeigen die Mittelwerte der normierten relativen Luzferaseaktivitat der
Promotorkonstrukte Uber n=5 Experimente Die Normierung der Werte der Relativen
Luziferaseaktivitat erfolgte auf pgl3-Basic.

Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte (SEM) der Experimente wieder

3.8.4 Transfektionen der hCYR61/CCN1-Promotorkonstrukte 200bp-
1000bp in T/C28a, Zellen unter serumhaltigen Kultivierungsbedingungen

Auch die humanen Chondrozyten, T/C282 wurden unter serumhdtigen Versuchsbedingung
kultiviert, um auch hier den moglichen Seruminduktionseffekt auf den hCYR61L/CCN1-
Promotor darstellen zu kénnen.

Es wurden 5 Transfektionsexperimente mit den T/C28a Zdlen durchgefiihrt. Getestet wurden
die hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte der Lé&nge 200-1000bp mit konstanter CA-Repest
Lange.
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Die Ergebnisse dieser Experimente snd auf der folgenden Seite tabelarisch und graphisch
zusammengefass.
Konstrukte in T/C28a2 | Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Mittel- | SEM
Zéllen, serumhaltig FUug |FUpg |FUMg |FUMg | FUMG | wert
Pgl3-Basic 335 42 32,5 61,5 25 39 6,5
200bp 2182 [5055 [8609 [19685 |34985 [5948 |15335
450bp-21CA 3803 [2391,5 [5965 [5212,6 |3694,5 |[8381 |[4455
800bp-21CA 3415 [600,5 |[7145 [15635 [2195 [5889 |[2768,5
1000bp-21CA 165 84,5 3765 |770 205 320 122

Tabelle 9: Ubersicht

Uber die

relativen Luzferaseaktivitdten der hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 200bp-1000bp aus 5 Transfektionsexperimenten mit T/C28a, Zellen unter

serumhaltigen Kultivierungsbedingungen. Jeweils angegeben sind die Mittelwerte und

Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM) der Experimente.

Die graphische Darsdlung mit der Normierung auf den Expressonsvektor pgl3-Basc id im
folgenden zu sehen.

Ergebnisse der Promotorkonstrukte 200-1000bp in T/C28a2 Zellen
serumhaltig kultiviert
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Abbildung 20: : T/C28a, Zellen unter serumhaltiger Kultivierung der hCYR61L/CCNL1
Promotorkonstrukte 1: Pgl3-Basic; 2: 200bp; 3: 450bp-21CA; 4: 800bp-21CA; 5: 1000bp-
21CA,;

Die Sdulen zeigen die Mittelwerte der normierten relativen Luzferaseaktivitat der
Promotorkonstrukte Uber n=5 Experimente Die Normierung der Werte der Relativen
Luziferaseaktivitat erfolgte auf pgl3-Basic.

Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte (SEM) der Experimente wieder

3.9 Ergebnisse der Transfektionen der hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 450bp variabler CA-Repeat Lange

Im folgenden wird die Fragestdlung der Auswirkungen der CA-Repeat Polymorphismen
innerhalb des hCYR61L/CCN1 Promotors auf die Aktivitdée des 450bp hCYR6L/CCN1
Promotorfragmentes untersucht.

Hierzu wurden ein hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte mit der konstanten Lange 450bp, mit
inggesamt 5 verschiedenen CA-Repeat Langen von 17-22 CA-Repeats untersucht (Sehe
Tabdle 2). Daflr wurden ebenso wieder zwel Zdlsysemen, h-fob Zdlen und T/C28a Zdlen
mit jewels 2zwe Versuchskongdlationen pro Zdlinie, ener serumfrden und  ener
serumhdtigen auf mogliche Aktivitdtsunterschiede des hCYR61/CCN1  Promotorfragmentes
der Lange 450bp hin untersucht.

3.9.1 Transfektionen des hCYR61/CCN1-Promotorkonstruktes 450bp
variabler CA-Repeat Lange in h-fob Zellen unter serumfreien
Kultivierungsbedingungen

Im folgenden Abschnitt soll die Relevanz des Polymorphismus des hCYR61/CCN1 Promotors
anhand der Kongrukte mit der kongante Lange von 450bp untersucht werden. Die
Normierung der verschiedenen 450bp langen Kongrukte erfolgte auf das 21CA-Repedats
messende hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukt. Der Grund hierfir ist, dass dies auch die
dandardiserte Lange der CA-Repeats in der vorigen Untersuchung der hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 200bp-1000bp darstellte.

In  der umsdtigen Tabdle finden dch  die rdaiven  Luziferaseektivitdien  der
Promotorkonstrukte 450bp variabler CA-Repeat Lange aus 6 Transfektionsexperimenten mit
h-fob Zdlen ba serumfraer Kultivierung.
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Konstruktein h-fob Zellen,| Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Mittel- | SEM
serumfrel FU/ug FU/ug FU/ug FU/ng | FU/ug FU/ng | wert

Pgl3-Basic 36,5 34,5 54,5 39 27 41 39,5 35
450bp-17CA 973 487,5 3135 10785 | 7315 1314 979,5 160
450bp-19CA 935 275 262,5 1126,5 |876,5 1182,5 | 701 142,5
450bp-20CA 501 292 185,5 1125 445 1008 542 142,5
450bp-21CA 714 3135 3425 14075 [688,5 22215 8435 275
450bp-22CA 955,5 362 204,5 1023 503 11085 |619 1525

Tabelle 10: Ubersicht Uber die relativen Luziferaseaktivititen der hCYR61/CCN1

Promotorkonstrukte 450bp mit variablen CA-Repeat Lange aus 5 Transfektionsexperimenten

in h-fob Zelen unter serumfreien Kultivierungsbedingungen. Jeweils angegeben sind die

Mittelwerte und Standar dabweichungen der Mittelwerte (SEM) der Experimente.

Grgphisch zusammengefasst finden sich hier die auf das Promotorkonstrukt 450bp21 CA-
Repats normierten Luziferasaktivitéten der Promotorkonstrukte 450bp variabler CA-Repeat

Lange

Luziferasativtat der CCN1 Promotorkonstrukte 450bp variabler CA-
Repeat Lange in h-fob Zellen serumfrei kultiviert
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Abbildung 21: h-fob Zellen unter serumfreier Kultivierung der hCYR61/CCN1 Promotor-
konstrukte 1: Pgl3-Basic; 2: 450bp-17 CA-Repeats; 3: 450bp-19 CA-Repeats;4: 450bp-20
CA-Repeats; 5: 450bp-21 CA-Repeats; 6. 450bp-22 CA Repeats;

Die Sdulen zeigen die Mittelwerte der normierten relativen Luzferaseaktivitat der
Promotorkonstrukte Uber n=7 Experimente Die Normierung der Werte der Relativen
Luziferaseaktivitat erfolgte auf das Konstrukt 450bp-21CA Repeats.

Die Fehlerbalken geben den Standardfehler ( SEM) der Experimente wieder

3.9.2 Transfektionen des hCYR61/CCN1-Promotorkonstruktes 450bp
variabler CA-Repeat Lange in h-fob Zellen unter serumhaltigen
Kultivierungsbedingungen

Im Folgenden wurde die gleche Fragetelung wie oben beschrieben fir serumhdtige
Bedingungen untersucht. Die Hypothese war hierbal dass die serumhdtige Kultivierung auf
die unterschiedlichen CA-Repestldngen einen Aktivitétsunterschied zeigen konnte, aso auch
hier ein Seruminduktionseffekt nachwe shar sai.

Konstrukte in h-fob  Zellen, [ Exp2 Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Mittel- | SEM
serumhaltig FU/ug FU/ug FU/ug FU/ug FU/ug wert
PGL3-Basic 24 215 28,5 275 19,5 24 15
450bp-17CA 1170 462,5 1822 1567 750,5 1155 250,5
450bp-19CA 803 363,5 3214 3002,5 683,5 1613,5 615,5
450bp-20CA 835 313 710 2157 662 935,5 317
450bp-21CA 797 415 3045 4157,5 9435 1877,5 7375
450bp-22CA 845,5 340 3886 2005 858,5 1585 636

Tabelle 11: Ubersicht Uber die relativen Luziferaseaktivititen der hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 450bp mit variablen CA-Repeat Lange aus 5 Transfektionsexperimenten
in h-fob Zellen unter serumhaltigen Kultivierungsbedingungen. Jeweils angegeben sind die
Mittelwerte und Standar dabweichungen der Mittelwerte (SEM) der Experimente.

Die Ergebnisse sind graphisch wie folgt zusammengefasst:
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Luziferseaktivitat der CCN1 Promotorkonstrukte 450bp mit variabler
CA-Repeat Lange in h-fob Zellen serumhaltig kultiviert
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Abbildung 22: h-fob Zellen unter serumhaltiger Kultivierung der hCYR61L/CCNL1
Promotorkonstrukten 1: Pgl3-Basic; 2: 450bp-17 CA-Repeats; 3: 450bp-19 CA-Repeats;4-
450bp-20 CA-Repeats; 5. 450bp-21 CA-Repeats, 6. 450bp-22 CA Repeats; Die Saulen
zeigen die Mittelwerte der normierten relativen Luziferaseaktivitat der Promotorkonstrukte
Uber n=7 Experimente. Die Normierung der Werte der Relativen Luzferaseaktivitat erfolgte
auf das Konstrukt 450bp-21CA Repeats.

Die Fehlerbalken geben den Standardfehler ( SEM) der Experimente wieder

3.9.3 Transfektionen des hCYR61/CCN1-Promotorkonstruktes 450bp
variabler CA-Repeat Lange in T/C28a, Zellen unter serumfreien
Kultivierungsbedingungen

Die 5 verschiedenen hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte 450bp variabler CA-Repeat Langen
wurden zusdizlich zu den h-fob Zdlen wiederum in den T/C28a, Zdlen untersucht. Auch hier
wurde ein serumfreler und eine serumhdtiger Versuchsarm gepriift.

In der folgenden Tabdle dnd die reaiven Luziferasesktivitédien der Promotorkonstrukte
450bp variabler CA-Repeet Lange aufgefhrt.
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Konstruktein T/C28a, | Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Mittel- [ SEM
Zellen, serumfrei FU/ug FU/ug FU/ug FU/ug FU/ug wert

Pgl3-Basic 45 34,5 48 455 38 42 25
450bp-17CA 487 539,5 613,5 1567,5 | 509 7435 207
450bp-19CA 3415 294 584 12495 |735 641 172
450bp-20CA 382,5 2255 534 1820 835 759,5 283,5
450bp-21CA 395 590,5 709 15575 |6235 775 202
450bp-22CA 360,5 490 399 13435 |443 607 185,5

Tabelle 12: Ubersicht Uber die relativen Luziferaseaktivititen der hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 450bp mit variablen CA-Repeat Lange aus 5 Transfektionsexperimenten
in T/C28a, Zellen unter serumfreien Kultivierungsbedingungen. Jeweils angegeben sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM) der Experimente.

Im folgenden it die graphische Zusammenfassung der Experimente wiedergegeben.

Ergebnisse der Promotorkonstrukte 450bp variabler CA-Repeat Lange
in T/C28a2 Zellen serumfrei kultiviert
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Abbildung 23: T/C28a, Zellen unter serumfreier Kultivierung der hCYR61L/CCNL1
Promotorkonstrukte 1: Pgl3-Basic; 2: 450bp-17 CA-Repeats, 3. 450bp-19 CA-Repeats;4:
450bp-20 CA-Repeats; 5: 450bp-21 CA-Repeats; 6: 450bp-22 CA Repeats Die Sdulen zeigen
die Mittelwerte der normierten relativen Luzferaseaktivitdt der Konstrukte Uber n=7
Experimente. Die Normierung der Werte der Relativen Luzferaseaktivitét erfolgte auf das
Konstrukt 450bp-21CA

Die Fehlerbalken geben den Standardfehler ( SEM) der Experimente wieder

3.9.4 Transfektionen des hCYR61/CCN1-Promotorkonstruktes 450bp
variabler CA-Repeat Lange in T/C28a, Zellen unter serumhaltigen
Kultivierungsbedingungen

Die folgenden Experimente mit den Promotorkonstrukten 450bp variabler CA-Repeat Lange
in T/C282, Zelen unter serumhatigen Bedingungen erfolgte wiederum zur Uberpriifung eines
maoglichen Seruminduktionseffektes auf den Promotor von hCY R61/CCNL1.

Die Ergebnisse and hierzu im folgenden aufgefhrt.

Konstrukte in  T/C28a2 | Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Mittel- | SEM
Zellen, serumhaltig FU/ug FU/ug FU/ug FU/ug FU/ug wert
Pgl3-Basic 33,5 32,5 32 61,5 25 39 6,5
450bp-17CA 7310 1695 7245 10220 3270 5948 1538
450bp-19CA 3600 743 8087,5 1399,5 3107 5906,5 2345
450bp-20CA 29215 1058,5 7890 21315 1710 7039 3756
450bp-21CA 3803 2391,5 5965 26050 3694,5 8381 4455
450bp-22CA 3167,5 1060 4688,5 17545 3045 5899,5 2968

Tabelle 13: Ubersicht Uber die relativen Luzferaseaktivititen der hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 450bp mit variablen CA-Repeat Lange aus 5 Transfektionsexperimenten
in T/C28a, Zelen unter serumhaltigen Kultivierungsbedingungen. Jeweils angegeben sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM) der Experimente.
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Die normieten Luziferasesktivitdten der Experimente snd in der nachfolgenden Graphik
zusammengeseit.

Luzifeaseaktivitat der CCN1 Promotorkonstrukte 450bp variabler
CA-Repeat Lange in T/C28a2 Zellen serumhaltig kultiviert
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Abbildung 24: T/C28a, Zellen unter serumhaltiger Kultivierung der hCYR61L/CCNL1
Promotorkonstrukte 1. Pgl3-Basic; 2: 450bp-17 CA-Repeats; 3: 450bp-19 CA-Repeats; 4.
450bp-20 CA-Repeats; 5. 450bp-21 CA-Repeats; 6. 450bp-22 CA-Repeats, Die Sdulen
zeigen die Mittelwerte der normierten relativen Luziferaseaktivitdt der Promotorkonstrukte
Uber n=7 Experimente Die Normierung der Werte der Relativen Luzferaseaktivitat erfolgte
auf das Konstrukt 450bp-21CA

Die Fehlerbalken geben den Standardfehler ( SEM) der Experimente wieder

3.10 Vergleich der Zelllinien und Kulturbedingungen

Um die Ergebnise der einzenen Versuchsbedingungen besser vergleichen zu kénnen wurden
im folgenden die Ergebnisse graphisch vergleichend zusammengefass.

Die Schaubilder emdglichen mit  enem Blick die prégnanten Auffdligkeiten  der
verschiedenen Versuchsarme zu erfassen

In  samtlichen  folgenden  Diagrammen  wurden die  Mittdwete der  rdaiven
Luziferaseektivitdten aus den Einzdexperimenten verwendet. Erd dieser Verglech ermoglicht
den absoluten Luziferaseektivitétsunterschied der einzelnen Zdllinien und
Zdlkultivierungsbedingungen zu erkennen.
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3.10.1 Vergleich der hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte 200bp-1000bp in
h-fob Zellen und T/C28a, Zellen

Die erge Graphik zeigt die hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte 200bp-1000bp bei serumfreier
Kultivieeung. Direkt darunter it der Vegleich der baden Zdllinien unter serumhdtigen
Bedingungen zu sehen.

Vergleich der CCN1 Promotorkonstrukte 200-1000bp in h-fob Zellen
versus T/C28a2 Zellen serumfrei kultiviert
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Abbildung 25 und 26: Vergleich der unnormierten Luziferaseaktivitaten der hCYR6/CCN11
Promotorkonstrukte 1: PGL3-Basic; 2: 200bp; 3: 450bp-21CA; 4: 800bp-21CA; 5: 1000bp-
21CA in h-fob Zellen versus T/C28a, Zellen.

Die Reihe 1 zeigt die h-fob Zellen. Die Reihe 2 zeigt die T/C28a2 Zellen. Die Fehlerbalken
geben den Standardfehler der Mittelwerte der Experimente wieder.

Die erste Graphik gibt die serumfreie, de zweite Graphik gibt die serumhaltige Kultivierung
wieder.

Die beden Grgphiken dienen der Dagelung des zdlspezifischen Effektes auf die Aktivitét
der hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte 200bp-1000bp. Bel serumfreier Kultivierung sind die
Aktivitdten der Promotorkonstrukte quas identisch. Betrachtet man jedoch die serumhatige
Kultivierung , so zeigt dch en deutlicher zdlspezifischer Unterschied in der  Promotor-
aktivité.

3.10.2 Vergleich der Kultivierungsbedingungen der hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 200bp-1000bp in T/C28a, Zellen

Diese Grgphik soll den Seruminduktionseffekt der hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte
200bp-1000bp in den T/C28a Zdlen verdeutlichen. Es wurden die serumfrelen Bedingungen
mit den serumhaltigen der hCY R61/CCN1 Promotorkonstrukte 200bp- 1000bp verglichen.

Vergleich zwischen serumfreier versus serumhaltiger Kultivierung der
CCN1 Promotorkonstrukte 200-1000bp in T/C28a2 Zellen
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Abbildung 27: Vergleich der unnormierten Luzferaseaktivititen der hCYR6/CCNL1
Promotorkonstrukte 1: PGL3-Basic; 2: 200bp; 3: 450bp-21CA; 4: 800bp-21CA; 5: 1000bp-
21CA InT/C28a; Zellen, bei serumfreier versus serumhaltiger Kultivierung.

Die Reihe 1 zeigt die serumfrel Kultivierung. Die Reihe 2 zeigt dieserumhaltige Kultivierung.
Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte der Experimente wieder

3.10.3 Vergleich der Kultivierungsbedingungen der hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 450bp variabler CA-Repeat Langen in T/C28a, Zellen

Um den Seruminduktionseffekt auch auf die hCYRG6L/CCN1 Promotorkonstrukte 450bp
variabler CA-Repeat Lange nachzuweisen dient die folgende Graphik.

Vergleich der CCN1 Promotorkonstrukte 450bp mit variabler CA-Repeat
Lange bei serumfreier versus serumhaltiger Kultivierung in T/C28a2
Zellen
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Abbildung 28: Vergleich der unnormierten Luzferaseaktivititen der hCYRG6/CCNL1
Promotor konstrukte 450bp varaibler CA-Repeat Lange, 1. PGL3-Basic; 2: 450bp-17CA; 3:
450bp-19CA; 4: 450bp-20CA; 5: 450bp-21CA; 6: 450bp-22CA in T/C28a, Zellen, bei
serumfreier versus serumhaltiger Kultivierung.

Die Reihe 1 zeigt die serumfrei Kultivierung. Die Reihe 2 zeigt die serumhaltige
Kultivierung. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler der Mittelwerte der Experimente

wieder
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Der Seruminduktionseffekt auf hCYR61L/CCN1 Promotorkonstrukte 450bp war ebenso in den
h-fob Zdlen nachzuweisen (sehe Abbildung 17 und 18, bzw. 21 und 22). Auf die Gragphische
Dargtdllung wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet. Doch ergab sich auch hier en
gleichanniger Effekt, der demin denin T/C28a, Zdlen entsprach.
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierung des hCYR61/CCN1 Promotors

4.1.1 Ergebnisse der hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte der Lange
200bp-1000bp

Als grundlegendes Ergebnis ist festzuhdten, dass der hCYR6L/CCN1 Promotor und
Fragmente des Promotors ein hohes basal es L uziferaseaktivitéatsniveau aufweisen.

So erechen die Luziferaseaktivitdten bel serumfraer Kultivierung in beiden Zdlinien en
Niveau welches um den Faktor 15-40 fur die hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte 200bp,
450bp und 800bp und dem Faktor 2 fur das 1000bp hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukt Gber
der Aktivitét des ohne Promotorkonstrukt, leer trandfizierten pGL3-Basic Vektors lag, der en
Mass der Hintergrundaktivitét darstellt (sehe Abbildung 25).

Die Aktivitdt des hCYR6L/CCN1 Promotors ist nicht direkt proportiond an die Lange der
Promotorfragmente gekniipft. So erreicht schon das hCYRG6L/CCN1 Promotorkonstrukt mit
der 200bp Lange eine dhnlich hohe Aktivitd wie die Kongtrukte mit den Langen 450bp und
800Dbp. Diese 3 Kongtrukte unterscheiden sich nicht signifikant in ihren Luziferasesktivitéten.
Augenscheinlich ig der dgnifikante Abfal der Luziferasesktivitét (p=0,024 fir h-fob Zdlen
und p=0,037 fur T/C28a Zdlen) fur das 1000bp hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukt im
Vergleich zu den anderen 3 Promotorkongtrukten. Dieser Effekt ist fir beide verwendeten
Zdllinien, dso sowohl fur die h-fob Zdlen, ds auch fur die T/C28% Zdlen, wie auch fur
bede vewendeten Versuchsbedingungen, serumhdtige und  serumfree  Kultivierung
fetzuddlen (dehe Abbildungen 17-20). Die Aktivitdét des 1000bp Promotorkonstruktes lag
nur leicht, etwa um den Feaktor 2 Uber der Hintergrundsaktivitét des ohne Promotorkonstrukt
trandfizierten pgl3-Basic Vektors, der als Kontrolle der Hintergrundaktivitét verwendet wurde.

Der interessanteste Agpekt der Ergebnisse diessr Arbet ist Scherlich der ggnifikante Abfal
der Aktivitdt des 1000bp hCYRG6L/CCN1 Promotorkonstruktes verglichen mit der Aktivitét
der anderen hCY R61/CCN1 Promotorkonstrukte 200bp, 450bp und 800bp.

Als Erklaungsmdglichkeit fir diesen experimentdlen Befund lésst dch ene Bindungsstdle
fur Repressoren der Transkription auf dem hCYR61/CCN1 Promotor zwischen 800bp und
1000bp postulieren. Dies konnte beispidsweise die FREAK-1 Bindungsstdle sain, die bel
860bp Lange auf dem hCYRG6L/CCN1 Promotor aufzufinden ist. Diese Bindunggtdle kann
bekanntermassen die Hemmung der Transkription vermittlen, adso as Transkriptionsrepressor

wirken. In weteren Studien der Arbetsgruppe wurden hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte
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der Langen 1,5kb und 2kb in h-fob Zdlen trandfiziert. Diese wiesen ebenso wie das 1000bp
hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukt eine niedrige Luziferasesktivitdée auf. Durch Mutagenese
der FREAK-1 Bindungsstelle konnte aber in keinem der untersuchten hCYR61/CCN1
Promotorkonstrukte 1,5kb und 2kb eine Aktivitétssteigerung festgetellt werden. Somit konnte
die Mdoglichkeit der  Transkriptionsrepresson  durch  die  FREAK-1  Bindungssele
ausgeschlossen werden.

Was aber weiterhin vorstellbar B, dass andere Repressoren auf dem hCYR6L/CCN1 Promotor
diesen Aktivitéatsabfal bewirken.

Moglich wére aber auch, dass sch & der Promotorlange von 1000bp eine Tertiarstruktur der
DNA aushildet, durch die die Anlagerung von DNA-bindenden Strukturen, wie etwa von
Transkriptionsfaktoren oder der RNA-Polymerase sdbgt, unterbunden wird. Dadurch kénnte
die Transkriptiondeitung des hCYR61/CCN1 Promotors so  deutlich  herunterreguliert
werden.

Da die Aktivitdten der anderen hCYR6L/CCN1 Promotorfragmente 200bp-800bp sich nicht
ggnifikant voneinander unterscheidet (p=0,57 in h-fob Zdlen und p=0,66 fir T/C28s Zdlen
be serumfreier Kultivierung), scheint fir den hCYR6L/CCN1 Promotor und seine basde
Aktivitét keiner der Transkriptionsfaktoren, zu denen Sequenzhomologien bekannt snd (Sehe
Abbildung 8), hinreichend zu sein, um die Aktivitdt des hCYR61/CCN1 Promotors signifikant
Zu deigern oder zu reduzieren. Interessant ware es die hCYR6L/CCN1 Promotoraktivitét und
die der Promotorfragmente noch unter gpezifisccher Stimulaion mit Hormonen  und
Wachdumsfaktoren zu untersuchen. So liellen dch detalliete Aussagen Uber die Steuerung
des Promotors von hCY R61/CCNL treffen.

Dazu wurden in ener aktudlen Untersuchung Daten verdffentlicht, in der die CYR61/CCN1
Transkription mittds Sphingosn-1-Phosphat  (S-1P) deutlich  aktiviet wird. Der dazu
identifizierte Sgnaweg wird Uber enen G-Protein gekoppelten Rezeptor, der ads Endothdider
Differenzierungs Rezeptor bekannt i und dessen Agonig S-1P i, mediiet. Durch die
Rezeptorbindung wird die RhoA-GTPase, die wiederum c-jun und c-fos aktiviert und deren
Effektorkinase unter anderem auch auch die p38-MAP-Kinae dagdlt, ds Sgndpfad
benutzt. Die Regulation auf dem CYRG6L/CCN1 Promotor wird nach dieser Publikation Uber
die beiden Transkriptionsfaktoren, CREB, und AP-1 gesteuert (Han et a., 2003).
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4.1.2 Ergebnisse der hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte 450bp mit
variabler CA-Repeat Lange

Innerhalb des hCYR61/CCN1 Promotors gibt es, wie in der Einleitung beschrieben, wurde
zwel  unterschiedliche CA-Repest Motive. Wir wéhiten zur funktiondllen Andyse das CA-
Repeat Motiv in 5 -Richtung zum Gen hin aus.

Dieses CA-Repeat Motiv umfasste in einer Gesundenpopulation von 36 untersuchten Personen
die CA-Repesiléngen von 17-21 CA-Repests (Sehe Tabelle 1). Diese CA-Repestlangen
nahmen wir as Lé&ngenorientierung fir unsere hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte mit der
variablen CA-Repeat Lange. Darliberhinaus setzten wir das zweite CA-Repest-Moativ mit einer
kongtanten Lange von 19 CA-Repeats fest.

Die Hypothese die der Untersuchung der hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte zugrunde lag
war dass es enen Aktivitdsunterschied der einzelnen Promotorkonstrukte in  Abhdngigkeit
von ihrer CA-Repat Lange gibt.

Zuars bleibt auch hier zu kondatieren, dass die hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte 450bp
mit variabler CA-Repestlange eine basd hohe Luziferasesktivitét bestzen,

In ener univariaten Varianzandyse der verschiedenen CA-Repeat Kongrukte ergab sich kein
donifikanter Unterschied zwischen den Promotorkonstrukten in Abhangigkeit von der CA-
Repeat Lange (p=0,495 fur h-fob Zellen und p=0,514 fir T/C28a, Zdlen).

Zusammenfassend kann somit fir diesen CA-Repeat  Polymorphismus im  Promotor von
hCYRG6L/CCN1 keine dgnifikante funktiondle Reevanz auf die Aktivitst des Promotors
festgestd It werden.

Eine mdgliche Erkl&rung hierfir konnte sein, dass der zweite CA-Repeat Polymorphismus
rdlevante regulatorische Funktionen bedtzt. Zwischen den beiden CA-Repeat Motiven
innerhab des Promotors liegen nur wenige Basenpaaren. Damit ist die Moglichkeit eine PCR
Zu etablieren, die sdektiv nur den einen CA-Repeat Bereich oder den anderen darstellt, sehr
engexchrankt. Es gdang nur die sdektive Amplifikation des 5gelegenen CA-Repeats. Die
Amplifikation des Gesamtbereiches i zwar unproblematisch, jedoch ist die gleichzeitige
Untersuchung beider CA-Repeats aus einem Kongtrukt in der Fragmentandyse durch die
Stotterbanden problematisch, da in beiden Bereichen die CA’'s nicht eindeutig zuzuordnen
snd. Die Andyse enfach zuganglicher Variationen der DNA, wie zB. Basenaugtausch waren
daher fir Polymorphismusuntersuchungen besser geeignet. Jedoch snd bidang weder aus
Datenbanken, noch aus Experimenten der Arbeitsgruppe solche Polymorphismen bekannt.

Selbst wenn es gdungen wére die beiden CA-Repest Motive sdektiv zu erzeugen, so héite
man methodisch groRe Schwierigkeiten gehabt, die Untersuchung vdide durchzuftiren.
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Kombinatorisch erhdt man hierbei sehr schndl eine unliberschaubare Anzahl von Kongtrukten
(5° verschiedene Kombinationen), die gegeneinander zu testen fast unmdglich geworden wére.

Die durchgefihrten Experimente kann man as Vorversuch auffassen, die grob dartiber
Auskunft geben sollten, ob die CA-Repeat Polymorphismen eine Relevanz besitzen.

Nach meinen Daten haben se jedoch keine signifikante Bedeutung.

Es ig¢ ds nachrangiges Ergebnis dlerdings nicht Uberraschend, dass auch hier ein deutlicher
Seruminduktionseffekt nachweishar war. Am stérksten ist diessr in den T/C28a Zdlen
ausgeprégt, in denen die Aktivitdtssteigerung der Promotorkonstrukte 450bp mit varigbler CA-
Repat Lange im Mittel um den Faktor 10 liegt, wohingegen der Induktionseffekt in den hfob
Zdlen nur um den Faktor 2 liegt.

Auch hier wird die Aktivitdé Uber dle Promotorkonsrukte gleichmadg durch das FCS
gesteigert.

Unter serumfreen Bedingungen sind die Aktivitdten der 450bp Promotorkonstrukte in beiden
Zdllinien fast identisch. Unter serumhdtigen Bedingungen i der Induktionseffekt in den
T/IC282 Zdlen wesentlich stérker ausgeprégt, die Relationen der einzelnen Kongtrukte bleibt
aber Uber die Zdllinien hinweg kongant. So dass auch hier ein proportionaler Induktionseffekt
in den T/C28a Zdlen auf die 450bp hCY R61/CCN1 Promotorkonstrukte nachzuwei sen ist.

4.1.3 Vergleich der serumfreien und serumhaltigen Kultivierungs-
bedingungen

Der Veglech zwischen den serumfreden und den serumhdtigen  Kultivierungsbedingungen
zeigt deutlich den Induktionseffekt des fetden Kalberserums (FCS) auf die hCYR61/CCN1
Promotoraktivitét.

Dieser Effekt ig in beiden Zdllinien zu kondatieren, wobe die hCYR61/CCN1
Promotorinduktion in den T/C28a Zdlen hoher austallt.

Unter serumfreien Bedingungen snd die Aktivitdten aler hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte
in beden verglichenen Zdllinien nahezu identisch (Sehe Abbildung 25). Hier ergibt sch dso
kein Zdlspezifischer Effekt auf die Promotorkongrukte. Unter serumhatigen Bedingungen ist
jedoch der Induktionseffekt des Serums in den T/C28a, Zdlen wesentlich stérker ausgepragt
(sehe Abhildung 26).

In den h-fob Zdlen liegt die Aktivitdét der hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte 200bp, 450bp,
800bp und 1000bp um den Faktor 1,5-3 Uber der Luziferasesktivitdt bel serumfreer
Kultivierung.
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In den T/C28a Zdlen liegt dieser Effekt fir die hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte 200bp,
450bp, 800bp und 1000bp um den Faktor 811 Uber der serumfreien Kultivierung (p=0,001 in
h-fob Zelen und p=0,002 fir T/C28a, Zdlen) (Sehe Abbildung 25, 26, und 27).

Die Steigerung der Aktivitdét der hCYR61L/CCN1 Promotorkonstrukte in den h-fob Zdlen fid
mit einer Steigerung um nur 1,5-3 signifikant niedriger aus (p=0,024).

Der Induktionseffekt wirkt somit auf ale hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte in den beiden
verglichenen Zdllinien glechmddg und somit liegt eine kondante Induktion des Serums auf
dle hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte unterschiedlicher Lange vor. Dies ig daran zu
erkennen, dass die Steigerungen der Promotoraktivitéten der einzelnen Promotorfragmente im
Vergleich zwischen saumfréder und  serumhdtiger  Kultivierung  proportiond  fir — jedes
Fragment gesteigert waren. Diese Ergebnisse snd eine Bestdtigung der Literaturangaben, die
eine Seruminduktion des hCYR6L/CCN1 Promotors beschreiben (Leng et a., 2002; Arsenian
et a., 1998; Latinkic et al, 2001).

Es ig jedoch ein bemerkenswerter Effekt, da ein wesentlicher Unterschied zwischen dem
Maus Promotor CYR61/CCN1 und dem humanen hCYR61/CCN1 Promotor, das Fehlen eines
Serum Response Elements ist (Leng, et a, 2002), so dass es noch enen anderen aternativen
Mechanismus der Seruminduktion auf den hCyr61/CCN1 Promotor geben mul3.

4.2 Einordnung der Ergebnisse in den Kontext aktueller Literatur

Eine der Hauptzidsstzungen dieser Arbeit war es Hinwelse Uber die Regulationsmechanismen
des hCYRGEL/CCN1 Promotors zu erhdten. Hierzu wurden Promotorfragmente unter-
schiedlicher Lénge auf ihre undimuliete Promotoraktivitdt in enem Luziferase Asssy Sysem
untersucht. Hierdurch erhofften wir uns Zusammenhdnge zwischen der Regulierung des
Aktivitétsniveaus des Promotors von hCYR61/CCN1 in Abhdngigkeit von den verschiedenen
bekannten  Sequenzhomologien von  Transkriptionsfaktoren auf dem  hCYR61/CCN1
Promotor, die diesen mdglicherweise regulieren, finden zu kénnen.

Theoretisch gibt es sehr vide Mdoglichkeiten der Regulation eines Promotors. Die erste
Beschreibung einer Promotorregulation verfassten Francois Jacob und Jaques Monod fur die
Synthese von [3-Gaaktosdase in Escherica-coli Bakterien. Se schlugen ein Moddl vor, indem
en sogenanntes Operon die Genexpresson von Strukturgenen im Zusammenspid mit e@nem
Repressorgen reguliert (Mc Knight, Yamamoto, Hrsg.). Dieses Moddl wurde dlerdings fr
Prokaryoten entwickdt. In eukaryotischen Zdlen snd die Regulationsmoglichkeiten der
Genexpresson deutlich komplexer und gehen weit Uber dieses erste, jedoch grundlegende
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Model hinaus. Ein Grund hiefir ist scherlich das groRere Genom von Eukaryoten, welches
deshdb komplexer organigert i und damit wird die Transkriptionskontrolle natirlicherweise
verkompliziert.

Die Genexpresson wird im Allgemenen vor dlem auf der Ebene der Transkription
kontrolliet.  Um  die  Transkription zu daten, i die Formierung enes
Transkriptionskomplexes an  dar TATA-Box des Promotors noétig.  Auf  die
Transkriptionsaktivitdt nehmen eine Vidzahl von Proteine Einflu, die Uber besimmte DNA-
Motive an das zu regulierende Gen hinden konnen. Solche DNA-Mative sind beispidsveise
Zinkfinger, Leucinreissverschiisse, Hormon responsve Elemente (HRE), oder wie im
Beispie des hCYR6L/CCN1 Promotors, Motive fur Transkriptionsfaktoren, wie CREB, AP-1,
FREAK-1, oder NF?B. Wobe CREB zur Familie der Transkriptionsfaktoren der B-Zip
Familie gehort. Uber Hormon responsve Elemente wirken hauptsichlich  hydrophobe
Steroidhormone, die fre durch die Zdlmembran permeieren kdnnen. Im Nukleosol lagern se
sch dann an die entsprechenden DNA-Bindungsstelle, die Hormon response dement binding
dte an. Diese Anlagerung an die DNA bewirkt eine Konformationsdnderung der DNA und in
dieser Folge wird die Anlagerung von weiteren Transkriptionsfaktoren moglich. Das Ergebnis
dieses Prozesses, igt die Synthese von mRNA.

Dieser grobschematisch skizzierte Mechanismus i nur ene bespiehafte Mdglichket unter
vidlen weiteren der Steuerung der Transkriptionsaktivitét eines Gens.

Durch Schlafenbildung bespidsweise, aso Konformationsdnderung in der Tertiarstruktur der
DNA, wird es moglich, dass Transkriptionsfaktoren in groler Entfernung von mehreren
Kilobasen vom Transkriptionsort trotzdem wirksam werden konnen. So wird Uber die
Aushildung von Tertiastrukturen der DNA grol}er Einflul? auf die Transkriptiondeistung eines
deratig gesteuerten Gens ausgelibt. Die bidang bekannten Steuerungsmdglichkeiten von
hCYR61/CCNL1 snd in der folgenden Abbildung dargestelIt.

Die Mechanismen der Steuerung der Gentranskription snd sehr komplex verwoben und
bidang nur tellweise aufgeklat. Deshdb bleibt bei der Erklaung von Steuerungsmechanismen
der Genregulation haufig nur die Spekulation Uber die tatséchliche Regulation.

Dies gilt auch fiur die Diskusson der Ergebnisse der unterschiedlichen hCYR61/CCN1
Promotorlangen, mit dem deutlich Aktivitasabfal zum langgen Promotorfragment hin, die
durch noch unbekannte Repressoren auf dem hCYR6LCCN1 Promotor bewirkt werden
konnte, oder aber durch Konformitdtsanderung der DNA Struktur ab einer gewissen Lange.

Dies jedoch miissen weltere Untersuchungen kléren.

63



Ubersicht tiber Proteinsynthese

Wachstumsfaktoren,
Zdl-Z€llkontakte
(Integrine)
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Abbildung 29: Uberblick iber die Regulationsmechanismen der Transkription bei
hCYR61/CCN1. Nach Han et al 2003 bindet S1P an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor,
der als Endothelialer Differenzierungs Rezeptor bekannt ist. Dieser aktiviert die RhoA-

GTPase, die wiederum c-jun und c-fos aktiviert und deren Effektorkinase auch die p38-MAP-
Kinase darstellt. Die Transkriptionsaktivierung auf dem Cyr61/CCN1 Promotor wird tber die
beiden Transkriptionsfaktoren, CREB und AP-1 gesteuert.

Die zweite Hauptfragestdllung diessr Arbeit war die Untersuchung der funktiondlen Relevanz
des polymorphen CA-Repeat Motivs 1 innerhdb des Promotors, auf die basde ungimulierte
Promotoraktivitéat von hCY R61/CCNL1.

Um die Fragestelung enzuleiten s erwdhnt, dass deratige CA-Repeat Sequenzen wie be
dem hCYR61/CCN1 Promotor per se nicht aussergewohnlich im humanen Genom zu finden
gand. Se dnd die haufiggen vaiablen Gendretches des menschlichen Erbgutes und kommen
vid-zehntausendfach im menschlichen Genom vor (de la Cheapele, 2003). Diese variablen,
dso polymorphen CA-Repeat Sequenzen eignen dSch, wenn dSe kondante differente
Augprégungen  zwischen verschiederen Personen haben, zur genetischen Charakteriserung,
dem sogenannten Fingerprinting. Deratige  polymorphe Genom Arede werden auch
Mikrosatdliten Marker genannt. Diese werden in der forensschen Medizin héufig benutzt, um
zum Begpid die Vaeschaft zu klaen, oder zur Téaerbestimmung be  Sexuaddikten und
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anderen Straftaten. Des welteren eignen sich Mikrosatelliten Marker um Krankheiten und die
Schwere ihrer Ausprdgung zu charakteriseren. Am  besten ig dies fir neurologische
Erkrankungen bekannt. So i das Trinukleotid Motiv CAG fir die Entstehung von Chorea
Huntington Verantwortlich. Uberschreitet der Stretch die Lange von 39 CAG-Repeats, so
erkrankt die betreffende Person an Chorea Huntington. Ist der Stretch grol3er ads 60 CAG-
Repeats s0 setzt die Erkrankung friher en und desto schwerer ig auch deren Velauf. Die
gleichen Mechanismen gdten ebenso fir wetere neurologische Erkrankungen, wie der
Myotonen Dystonie, der Spinocerebdléren Ataxie, der Spinobulbdren Muskdatrophie Typ 1
und dem Fragilen X-Syndrom.

In der Onkologie spidlen Mikrosatdliten Marker ebenso eine immer wichtigere Rolle, so um
beispidswveise die Dignitdt von Tumoren bestimmen zu kénnen. So l&sst sch Uber den Grad
der Déetionen in Bereichen von Mikrosatdliten Markern eine Aussage im Hinblick auf die
Angprechrate der  Tumoren auf Chemothergpeutika und deren  prognostischer  Verlauf
gewinnen. Dies ig ser gut fir das Kolon Kazinom und das Angorechen auf eine
Standardchemotherapie mit Fluoruracil gezeigt (Ribich et d., 2003). In dieser Untersuchung
konnte man zeigen, dass Mikrodeetionen im Bereich von Mikrosatdliten Markern zwar ene
hohere Tumorgraduierung und eine agressivere lokde Infiltration in das umgebende Gewebe
von Kolon Karzionomen zeigten, doch dass ihre Prognose beziiglich ihres Uberlebens deutlich
besser war ds die, die Tumoren mit Chromosomaen Veranderungen, wie Trandokationen und
Inversonen aufwiesen.

Weitere interessante Anwendungen der CA-Repeat Stretches innerhalb der Onkologie it es
diee in normden Zdlen zu untersuchen und diese dann mit deregulierten Tumorzdlen im
Hinblick auf den Velus von Heterozygotie (Loss of Heterozygosty) zu vergleichen. Je
grosser die Abweichung der Tumorzdlen von dem normaden Genom, desto hoher i deren
Grad der Entdifferenzierung. Hiermit [&sst sch ein noch genaueres Sysem der Graduierung
der Dignitt von Tumorzdlverbdnden entwicken, ds das bisher angewandte der
histologischen Graduierung.

Be der Untersuchung der CA-Repeat Polymorphismen im Insulin-like- Growthfactor-Binding-
Protein-1 Gen (IGFBP-I Gen), zu wechem die CCN-Familie ja bekannterweise
Sequenzhomologien aufwed, fand man in enigen Studien enen Zusammenhang zwischen
der CA-Repeat Lange im Promotor und der Wahrscheinlichkeit der Osteoporoseentstenung
(Rosen, 1999). So fand man in diesr Studie enen postiven Zusammenhang zwischen
Osteoporose und der Lange der CA-Repeats im IGFBP-I Gen. Hinschtlich der Konzentration
von IGF-I im Blut fand man enen negdiven Zusammenhang. Es wurde dlerdings en
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postiver Zusammenhang zwischen Serum IGF-1 Konzentrationen und der Entstehung des
Mamma Kazinoms, sowie des Progtata Kazinoms postuliert. Diese Ergebnisse konnten
jedoch in weiteren Studien nicht verifiziert werden (Takacs et d., 1999; Jernstrém et a, 2001).
Man hatte bezlglich der CA-Repeats in nicht kodierenden Regionen die Hypothese, dass mit
der grosseren Lange des CA-Repedts ene reduziete Genexpresion enhergehe, aso en
Funktionsverlus (Loss of function), wie dies auch fir enige neurologische Erkrankungen,
dlen voran der schon erwahnten Chorea Huntington, gilt (Campuzano et d., 1996).

Im Gegensatz dazu dehen dledings die Ergebnisse zweer aktudler Studien. Die ene
untersuchte die Aktivitdt der Matrix Metdloproteinase-9 (MMP-9) in Abhéangigket von CA-
Repeat Polymorphismen innerhab des Promotors. Man fand hier eine verstérkte Expresson
des Gens je langer die CA-Repeats waren (Peters et d., 1999). Die zweite Studie untersuchte
en Teranukleotid Repeet in enem Gen weches fir eine Tyrosn Hydroxylase kodiert und
fand den sdbigen gleichannigen, versékenden Expressonseffekt in Abhdngigkeit von der
Tetranukleotidlénge (Meloni et d., 1998). Hier fand man dso datt eines Funktionsverlustes
(Loss of function) wie dies Rosen zeigte, dtaidessen ene Funktionsvergarkung (Gan of
function). Deshdb wurde in diessm Fal poduliert, dass die CA-Repeat Stretches ds
Bindungsstdle fir Proteine, die die Transkription podtiv regulieren dienen konnten. (Kato et
al,. 2003).

Neueste  Untersuchungen  unterstitzen  interessanterweise  letztere  Hypothese  des
Funktionsgewinns durch verldngerte CA-Repeat Stretches. Se konnten die funktiondle Roalle
von CA-Repeat Stretches in Introns von Genen, fur das differentidle Splicing von RNA und
fur die RNA Sabilits zeigen. Dies wurde fur das Gen der endothdiden NO-Synthetase
(eNOS) gezeigt. Hierbe muss an den in der Lange passenden CA-Stretch ein hnRNP-L
binden, um sene Splicingaktivitdt asf MRNA Ebene aktivieren zu konnen, i dies nicht der
Fdl da die Stretchlange unpassend igt, s0 kann keine Splicingaktivitét entfdtet werden ( Hui et
d., 2003). Dies ist zwar nur fir ein Gen gezeigt, doch konnten dhnliche Mechanismen auch fir
Promotoren anderer Gene gelten.

Vor diessm Hintergrund der divergierenden experimentelen Daten zu der Bedeutung von CA-
Repeat Stretches in Promotoren erscheint der beschriebene Polymorphismus des CA-Repeats
innerhdb des Promotors von hCYRGLCCN1 sehr interessant und fUr eine néhere
Untersuchung sehr [ohnenswert.

Hierzu wurden fir ene hCYRG6L/CCN1 Promotorkonstruktlénge, namlich das 450bp
Promotorkonsirukt, unterschiedliche in der  humanen Population vorkommende CA-
Repeetlangen (Sehe auch Tabelle 1) von 17 bis 22 CA Repests untersucht. Hierdurch wollte
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man eine Aussage Uber die Abhéngigkeit der Promotoraktivitét von den entsprechenden CA-
Repestlénge ableiten.

Die Hypothese igt, dass hCYR61I/CCN1 ds Vitamin D3z induziecbares und responsves
immediate early Gen des Knochenstoffwechsds, die Ogteoblastent und Osteoklastenaktivitét
modulieren kann und somit die Knochenmorphologie beeinflusst. Darlber hinaus kann man
postulieren, dass hochpolymorphe Strukturen innerhadb des Promotors einen Einflul? auf die
Promotoraktivitdt und damit auf die Expresson des hCYR61/CCN1 Proteins haben und somit
einen Einflul3 auf die Knochenmorphologie haben kénnten.

Sollte es Hinwelse fir diese Hypothesen geben, konnte man bel dem Nachwels der
funktiondlen Reevanz der Promotorpolymorphismen in  vitro, Uber Effekte der
Polymorphismen, den Knochenstoffwechse in vivo betreffend, spekulieren.

Fdls dch diee Zusammenhdnge bedtédtigen sollten, so wére dies interessant zur Etablierung
molekularer Marker (Mikrosatdliten Marker) zur Diagnostik und  Prognostik  von

Knochenerkrankungen.

4.3 Kritische Wertung der Experimentergebnisse

4.3.1 Zellkultur

Als Sorfektor bel der Untersuchung der Promotoraktivitt muss man natdrlich die
verwendeten Zelsyseme betrachten. hCYR6L/CCN1 wird in viden anderen Geweben
aulferhab des Knochens exprimiert, so zum Bespid in der Leber, im Gehirn und in
Muskdzdlen. Da wir die Rdevanz von hCYR6L/CCN1 im Knochenstoffwechsd untersuchen
wollten verwendeten wir eine Zdllinie humaner fetder Ogeoblagten, h-fob Zelen, die ene
imortaiserten Zdllinie dargdlen.

Diese wurde aus der Trandektion ener Primédkultur mit einem Gen gewonnen, das fir die
temperatursenditive Mutante (ts A58) des grolien T-Antigens, des SV40-Virus kodiert.

Als Ogeoblasenmoddl is die Zdllinie gedgnet, da nach Erreichen der Konfluenz en
osteoblastérer Phanotyp ausgebildet wird. Die Zdlen bilden minerdiderte  Matrixnoduli,
Osteopontin, Osteonectin, Typ | Kollagen, Osteocalcin und Alkaische Phosphatase.

Gegentber einer  Ogeoblagtenprimérkultur lassen dch die h-fob Zdlen wesentlich smpler
kultivieren. Des wateren i h-fob mit nur einem mutieten Gen, weniger entdifferenziert von

snem Ursprungsgewebe, ds es Tumorzdllinien oder vird immortdigerte Zdllinien san
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konnen. Aus diesen Uberlegungen heraus sind die h-fob Zdlen fast das idede Zdlsystem zur
Untersuchung von Fragestellung des Knochenstoffwechsels,

Die T/C28a, Zdlen wurden as Kontrollzdlsystem verwendet, die die Effekte der hfob Zdlen
veifizieren sollten.

4.3.2 Die Methode der Elektroporation als Transfektionsverfahren

Als Transfektionsverfahren benutzten wir die Methode der Elektroporation. Im Rahmen
meineg Vesuche war die Elektropoation effektiver ads dternative Verfahren der DNA
Einschleusung, wie zum Beispid Transfektionen mittels Lipofektamin.

De Nachtell der Elektroporation ist jedoch der grole Zeldress Uber die hohe angeegte
Spannung von 120 Volt. Diese Spannung Uberleben nur en Tel der dektroporierten Zdlen.
Diese grole Schwankungsoreite, die man experimentel nicht kontrollieren kann it natirlich
hinderlich um sehr feine Effekte nachzuweisen.

Ein grol}es Problem der Trandektionen gdlte die kondante Zdlzahl pro well dar. Wir zahlten
die Zdlzahl in Mihlbauer Z&lkammen aus und dektroporieten immer en  Triplikat.
Inkongtant blieb die Anzahl der Zdlen, die ausgest wurden und die Elektroporation
Uberlebten. Dies zeigte sich in der grolen Streuung der Proteinwerte pro well, trotz konstant
ausgezahlter Zdlzahl vor der Elektroporation.

Dieser Storfektor konnte bei sehr geringen Effekten in der Promotoraktivitét, gerade be den
450bp Kongrukten mit den unterschiedlichen CA-Repeat L&ngen enen gSgnifikanten Effekt
verhindern.

4.3.3 Der Luziferase Assay

Als Messverfahren etablieten wir enen Luziferase Assay, der an dch enen hohe Sengtivitét
aufwest. Die Messwvete des Assays kombinieten wir mit dem Proteingehdt des
entsprechenden Wells. Somit erhidten wir einen Aussage Uber die reative Luziferaseaktivitét
pro Zdle. Diee Aussge trifft jedoch nur dann zu, wenn dle Zdlen tatsachlich Uber die
Elektroporation mit Promotorkongtrukt trandfiziert wurden. Dies ist aber nicht der Fal. So
unterschéizt der Quotient aus Luziferasesktivitét und Proteingehdt pro well den tasichlichen
Effekt. Um dies zu verhindern misste man mit den Promotorkongrukten ein Enzymsystem
kotrandfizieren, zum Beispid R-Galaktosidase. Uber enen R-Ga-Assay der Zdlsuspension
lésst Sch so die Transfektionseffizienz pro Elektroporation Uberpriifen.
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Da der Effekt jedoch unterschdtzt wird und nicht Uberschétzt, kann man die Ergebnisse
dennoch valide verwenden.

4.4 Mogliche weitere Untersuchungen

Zur weteren Untersuchung der Fragestdlung wéren noch feinere  Untersuchungen  des
Promotors denkbar, indem man sdektiv bestimmte Transkriptionsfaktoren aus dem Promotor
per Redtriktion herausschneidet, um dann die basdle Aktivitét zu untersuchen.

Zur untersuchten CA-Repeat Léange lief3e sch noch der zweite CA-Repeat Polymorphismus
zuard isoliert untersuchen und be Aktivitéssgnifikanz noch in Kombination mit dem zweten
Polymorphismus. Doch dies i zum enen en technisches Problem der Klonierung, da nur
wenige Basenpaare zwischen den beiden Polymorphismen liegen, die eine Redtriktion, ebenso
wie ene sdektive PCR sehr erschweren, zum Zwelten ergdbe sch aufgrund der Permutationen
der CA-Repeat Vaianten eine extrem hohe Zahl an Kombinaionen, die anhand des zu
erwartenden schwachen Effekts den Aufwand schwerlich lohnen.

Dalber hinaus konnte man bede Untersuchungen noch mit der Stimulation des
hCYR6L/CCN1  Promotors  durchftihren. Denkbar  wé&en  hier  beispidswveise
Wachgumsfektoren und Hormonen, um <0 in vitro Effekte der Stimulation und der
dimulierende Agentien teden zu konnen und um dadurch moglicheeweise  den

Signdtransduktionsweg néher zu charakteriseren.
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5. Zusammenfassung

Zid dieser Doktorarbeit war es den Promotor des Wachstumsfaktor und 1,25-Dihydroxy
Vitamin D3 regulierten immediate early Genproduktes von Osteoblasten und Signamolekil im
Mikroenvironment des Knochens, hCY R61/CCNL1, funktionell zu charakterisieren.

Hierbe danden zwe Fragestdlungen im Mittdlpunkt. Zum enen sollten 4 unterschiedliche
hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte, mit den Langen von 200bp-1000bp auf ihre
Promotoraktivitét getestet werden, um s0 eine Vorstdlung der Regulationsmechanismen des
hCYR61/CCN1 Promotors zu gewinnen.

Die adere Fragestelung befaste sch mit der Reevanz enes CA-Repeat Polymorphismus
innerhab des hCYR61/CCN1 Promotors, der anhand einer Gesundenpopulation nachgewiesen
worden war. Das Interesse war hierbel, ob unterschiedliche CA-Repeat Langen in enem
hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukt von 450bp Lénge auch unterschiedliche Promotor-
aktivitéten erzeugen. FUr den Fal dass dieser Effekt in vitro nachweisbar ware, so ware dieser
CA-Repeat  Polymorphismus interessant im Hinblick auf die Verwendung as Mikrosatellitten
Marker fur pathologische Verénderungen des Knochenstoffwechsdls.

Die hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte der Lange 200bp-1000bp wurden mittels PCR eines
Templates (123219 aus einer Lambda Phagendatenbank) hergestellt. Die Lange und die
Sequenz der Promotorkonstrukte Uberpriften wir durch Sequenzierung und Fragmentanaysen.
Ausgewdhite hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukte wurden daraufhin in en Luziferase-Vektor-
Sysem kloniert. Die entstandenen hCYR6L/CCN1 Promotor-Vektorkonstrukte wurden in
zwe  Zdlsyteme, hfob Zdlen (humane Oseoblaten) und T/C28a Zdlen (humane
Chondrozyten) durch Elektroporation trandfiziert. Die Zdlen wurden Uber 48h kultiviert,
geantet und die Promotoraktivitdt in e@nem Luminometer in Huoreszenz Units (FU)
gemessen.

Es wurden 2zwe verschiedene Kultivieeungsbedingungen der beden Zdllinien  gepriift,
namlich eine srumfreie und ene serumhdtige, um enen in der Literatur beschriebenen
Seruminduktionseffekt nachweisen und Uberprifen zu konnen.

Insgesamt wurden fir die hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte der Lange 200bp-1000bp
Experimente in h-fob Zdlen und T/C28a Zdlen, jewels unter serumfreien und serumhdtigen
Bedingungen durchgefuhrt. Fir die 450bp langen hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukte mit den
variierenden CA-Repeats von 17-22 CA-Repeats, wurden ebenso Transfektionsexperimente in
beiden Zdllinien und unter beiden Kultivierungsbedingungen durchgefiihrt. Pro Versuchsreihe
wurden zwischen 5 und 7 Transfektionsexperimente ausgefuhrt.
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Als FErgebnisse id zusammengefasst fedtzuhdten, dass en  daidisch  dgnifikanter
Zusammenhang zwischen den hCYR61/CCN1 Promotorkonstrukten unterschiedlicher Lange
von 200bp-1000bp und ihrem Promotoraktivitésniveau besteht. Die hCYR6L/CCN1
Promotorkonstrukte der Lange 200bp-800bp besitzen eine sehr hohe basde Promotoraktivitét,
die um den Faktor 4-5 be serumfreer Kultivierung Uber der Hintergrundsaktivitét liegt. Die
Aktivitdt des 1000bp Promotorfragmentes ist dgnifikant niedriger (p=0,024 in h-fob Zdlen
und p=0,037 fir T/C28a Zdlen ba serumhdtiger wie serumfreier Kultivierung), ds die der
Ubrigen Promotorfragmente, die dch unterénander nicht ggnifikent in ihren  Aktivitéen
unterscheiden (p=0,57 in hfob Zdlen und p=0,66 fir T/C28a Zdlen ba serumfrare
Kultivierung).

Es bedeht waterhin en dgnifikanter Seruminduktionseffekt, der fir dle Konsrukte und beide
Zdllinien nachzuweisen is. Dieser ist be den hCYR6L/CCN1 Promotorkonstrukten der Lénge
200bp-1000bp, ebenso wie bei den hCYRG6L/CCN1 Promotorkonstrukte 450bp mit den
variablen 17-22 CA-Repeats nachweisbar (p=0,001 in h-fob Zellen und p=0,002 fir T/C28a
Zdlen). Der Seruminduktionseffekt igt fur dle Kongrukte proportiond und wirkt sgnifikant
dsérker auf die T/C28% Zdlen, ds auf die hfob Zdlen. So liegt die durchschnittliche
Segerung der hCYR6L/CCN1 Promotoraktivitdt etwa bei dem Faktor 1,5-3 in h-fob Zdlen,
in T/C28s, Zdlen jedoch um den Faktor 8-11. Dieser Effekt wirkt auf den Promotor von
hCYR6L/CCN1, da die basde Hintergrundsaktivitét gemessen anhand der Transfektion des
leeren Expressonsvektors pgl3- Baisc, davon unbeainflusst bleibt.

Es bestent ken datidisch dgnifikenter Zusammenhang zwischen den CA-Repeat
Polymorphismen 17-22 CA-Repesats in dem hCYRG6L/CCN1 Promotorkonstrukt der Lange
450bp und deren Promotoraktivitdten (p=0,495 in h-fob Zdlen und p=0,514 fir T/C28a
Zdlen ba serumfreer Kultivierung und p=0,397 in h-fob Zelen und p=0,488 fiur T/C28&
Zdlen bel serumhdtiger Kultivierung). Die Kongrukte haben dso unabhéngig von der Zahl
der CA-Repedats keine unterschiedliche Promotoraktivitdt gemessen im Luziferase Assay.
Somit lésst Sch in diesam in vitro Sysem kein rdevanter Effekt hingchtlich der funktiondlen
Relevanz diese CA-Repeat Polymorphismus nachweisen.

Abschliefiend &8sst sch sagen, dass der Mechanismus des Sgnifikanten Aktivitdisabfalles des
hCYR6L/CCN1 Promotorkonstruktes 1000bp unverstanden ist. Die Erkdung der
Downregulation des Aktivitdtsniveaus durch die FREAK-1 Bindungsstelle bei 860bp auf dem
hCYR61/CCN1 Promotor, die as Repressor in der Literatur beschrieben wurde, wurde durch
Mutagenese der FREAK-1 Bindungsstelle untersucht, doch dies erwies dch ds nicht
zutreffend.
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Weitere Experimente  werden  Auskunft  Uber kausde Regulationsmechanismen des
hCYR6LU/CCN1 Promotors und die Redevanz von hCYRG6L/CCN1 innerhalb des
Knochengtoffwechsels geben.
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