Untersuchungen zur Pathobiochemie
der extrazellularen Matrix bei

Pseudoxanthoma elasticum (PXE)

Dissertation zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

an der Universitat Bielefeld

vorgelegt von
Ralf Zarbock

aus Lineburg

Bielefeld / Bad Oeynhausen
Dezember 2009



Diese Arbeit entstand unter der Leitung von

Prof. Dr. med. Knut Kleesiek

am

Institut flr Laboratoriums- und Transfusionsmedizin
Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen
Universitatsklinik der Ruhr-Universitit Bochum

in Bad Oeynhausen

in der Zeit von
Januar 2007 bis Dezember 2009



Gedruckt auf alterungsbestandigem Papier nach DIN ISO 9706.



1. Gutachter: Prof. Dr. K. Kleesiek
2. Gutachter: Prof. Dr. T. Dierks

Tag der mindlichen Prifung: 23. April 2010



Wer will etwas Lebendigs erkennen und beschreiben,
Sucht erst den Geist heraus zu treiben,
Dann hat er die Teile in seiner Hand,

Fehlt, leider! nur das geistige Band.

JOHANN WOLFGANG VON GOETHE, FAUST |



Danksagung

Herrn Prof. Dr. med. Knut Kleesiek danke ich fir die interessante Themenstellung, die

Bereitstellung eines Arbeitsplatzes sowie fur sein stetes Interesse am Fortgang der Arbeit.

Herrn Prof. Dr. Thomas Dierks danke ich fiir die freundliche Ubernahme des

Zweitgutachtens.

Besonders mdchte ich Herrn Privatdozent Dr. Christian Gotting fiir viele hilfreiche

Ratschlége und die ausgezeichnete Unterstlitzung meiner Arbeit danken.

Ebenso méchte ich Frau Dr. Doris Hendig fur die gute Zusammenarbeit und ihr
aufllergewohnliches Engagement fur die PXE-Forschung danken.

Mein besonderer Dank gilt auch Frau Prof. Dr. med. Christiane Szliska vom Krankenhaus
Bethesda in Freudenberg sowie Herrn Dr. med. Robert Finger von der Universitatsaugen-

klinik in Bonn fiir die fruchtbare Zusammenarbeit in der PXE-Forschung.

Ebenfalls herzlich bedanken mdochte ich mich bei den Mitgliedern der Selbsthilfegruppe fiir
PXE-Erkrankte Deutschlands 1999 e.V. fir ihren unermudlichen Einsatz und die groRartige

Unterstitzung unserer Arbeit.

Herrn Prof. Dr. Christian Kaltschmidt und Herrn Dr. Darius Widera, Fakultat fir Biologie der
Universitét Bielefeld, danke ich fir die tatkraftige Unterstutzung bei der Transformation

primarer humaner Zellen.

Meinen Kollegen Michael Ambrosius, Javier Carrera Casanova, Marlen Ewald, Dennis Hinse,
Joachim Kuhn, Christoph Lichtenberg, Benjamin Miiller, Claudia Ponighaus, Christian
Prante, Christina Roch, Melanie Stérmer, Anne-Kathrin VVollmer und Tanja Vollmer danke

ich flr die gute Zusammenarbeit und produktive Arbeitsatmosphére im Institut.

Meinen ehemaligen Praktikanten und Diplomanden Ulf Diekmann und Leif Krickemeier

danke ich fir ihre ausgezeichneten Beitrdge zum Gelingen dieser Arbeit.

Ganz besonders mochte ich meinen Eltern fur ihre fortwahrende Unterstlitzung danken, ohne

die weder mein Studium noch diese Arbeit moglich gewesen waren.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
O U 1014 ) = ST OSSPSR 1
L. SUMIMEBIY ot Rt et R et e Rt e R e Rt e Rt e e e R e nme e nnesr e e nnenreer e e renne s 2
FZ =101 1= 1 (0o PSP 3
2.1. Pseudoxanthoma elasticum (PXE) ........ccovoeiieiiiiiiisisie et 3
N I N =T O O 1Y/ |4 TSR 4
2.1.2. Klinische Manifestationen VON PXE ..ot 4
2.0.2. 0 HAUL ...ttt b bt bt e b e b b e e reenrnennne s 5
2.1.2.2. Herz-KreiSlauf-SYSTEIM .......couiiiiiiiicies e 5
2.1.2.3. Okulare ManifeStationNeN ...........cooeieieiiiserese et 6
2.1.2.4, ANAEIE OFQANE.......iciiie ittt ste ettt e st e et e be st e st e s beesbesbeeseesbesbeebesteansesbeateeseesres 7
N B o 1Y 0] 0 =11 o] Fo o =SSOSR 7
2.1.4. PathOPNYSIOIOQIE ...t 8
2.1.5. Vascular endothelial growth factor (VEGF).........cccooviieiiieciiic e 11
O STV (o7 1 1= e =Y 1< 11
2.2. Die extrazellulare MatriX (ECIM) ......ccoooiiiiiiiieiiieeee e 12
2.2.1. Verédnderungen der ECM DI PXE .......cooiiiiiiiceece s 12
2.2.2. ProteOGIVKANE ... .ottt ettt naenne s 13
2.2.3. GlyKOSaMINOGIYKANE ... .ot nne e 14
2.2.4. Biosynthese von GlykosaminoglyKanen ... 15
2.2.4.1. XYIOSYITANSTEIASEN ...ttt bbbt 18
2.2.5. HYAIUIONSAUIE ... .ottt sttt r ettt e st e s beaseesaesaeeneesaeeneenneaneas 18
2.2.6. Umbau der extrazellulAren MARriX...... ..o 19
2.2.6.1. Matrix-MetallOproteINASEN ......c.eieiiieie ittt sttt sre e sre e 20



Inhaltsverzeichnis

2.2.8.2. IMIIMIP=2 ...ttt 21
2.2.8.3. IMIIMIP=9 ...ttt 22
2.2.6.4. MIMP-L4 oottt b e b b e 22
2.2.6.5. Gewebeinhibitoren von Matrix-Metalloproteinasen (TIMPS) .........ccccoovvnniiencienns 22

2.3. Gen-knockdown mittels sSiRNA-vermittelter RNA-INterferenz............cccoevvviiniinciniiicinnns 23
2.4. Immortalisierung Primarer ZEHEN ........c.covovei i 24
2.5. Gegenstand und Ziele der vorliegenden ArDEIt...........coeiiiiiiiiiiiieee e 25
BT = {0 o] TSP 26
3.1. Analysen zur Genexpression dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten ...........c.ccoccevevicveinnnnns 26
3.1.1. Optimierung von spezifischen realtime PCRS..........cccooiiiinincieeecses s 26
3.1.2. Auswahl konstant exprimierter HaushaltSgene ............ccocevveieiiie s 28

3.1.3. Relative Quantifizierung der Genexpression ausgewahlter Proteine der ECM in
PXE-Fibroblasten und Kontrolzellen...........ccoovviiieieesce e 31

3.1.4. Relative Quantifizierung der Genexpression ausgewahlter, an der GAG-Biosynthese
0T T T CcT o €] (=TT -SSP 33

3.1.4.1. Analyse der Expression der an der Synthese des Tetrasaccharid-Linkers beteiligten

3.1.4.2. Analyse der Expression der an der Initiation und Verlangerung der GAG-Kette
0] T T g I =T o ST 35

3.1.4.3. Analyse der Expression der an der Modifizierung der GAG-Kette beteiligten Gene .. 36

3.1.5. Relative Quantifizierung der Genexpression ausgewahlter Metalloproteinasen und

Proteinase-INNIDITOIEN. ..o 37
3.1.6. Zusammenfassung der Ergebnisse der Genexpressionsanalyse ...........ccocoovveninenenicnnenn 38

3.2. Untersuchung der Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Genexpression dermaler
PXE-FIDIODIASTEN. ...ttt 40

3.2.1. siRNA-vermittelter KNoCKAOWN VON ABCCH ........veeiieee ettt e et e e e e e e e e 40



Inhaltsverzeichnis

3.2.2. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Genexpression von ECM-Proteinen .... 43

3.2.3. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Genexpression der an der
GAG-Biosynthese beteiligten Proteine.........ccoccviviieieiieie e 45

3.2.4. Zusammenfassung der Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Genexpression. 49

3.3. Analyse der Glykosaminoglykan-Zusammensetzung in Zellkulturtiberstand und Zell-Layer
dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten und gesunden Kontrollpersonen.............cc.ccooevveneee. 50

3.3.1. Vergleich der A-Disaccharid-Zusammensetzung der GAGs in Zellkulturiiberstdnden von

PXE-Fibroblasten und normalen KOontrolZEHEN .........coovveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50

3.3.2. Vergleich der A-Disaccharid-Zusammensetzung der GAGs im Zell-Layer von

PXE-Fibroblasten und normalen KontrollZEHEN .........ocovveviieeeeeeeee e 52

3.3.3. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die A-Disaccharid-Zusammensetzung der

GAGs im Zellkulturlberstand von normalen Kontrollzellen und PXE-Fibroblasten ........ 54
3.3.3.1. Chondroitinsulfat A-DiSACCNAINTTAE .........vvveeieeee ettt e e e e e e e 54
3.3.3.2. Heparansulfat A-DiSaCCaride ...........cccooeiiieiiiiiiiiisi e 59

3.4. Analyse der Xylosyltransferase-Aktivitat dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten und

Qo1 0] o T=T 60T 1T I PP 60

3.4.1. Vergleich der Xylosyltransferase-Aktivitat in den Zellkulturiiberstanden von dermalen

PXE-Fibroblasten und normalen Kontrollzellen ... 60

3.4.2. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Xylosyltransferase-Aktivitét................ 61
3.5. ldentifizierung von genetischen Kofaktoren fur Pseudoxanthoma elasticum..............cc.ccccve.... 63
3.5.1. Matrix-MetallOproteINASE 2.......ceeiuiii ettt ee e 63
3.5.1.1. Haplotypen-Analyse der SNPS im MMP2-GEN........cccooiriririiiieieeeesese e 65
3.5.1.2. Assoziation von Haplotypen Mit PXE ... 65
3.5.2. Matrix-MetallOproteiNaSe 9........eoiiiieeiiiiieee et nee s 67
3.5.3. Matrix-MetallOproteiNaSe 14 ........cuiiieieiiiieee ettt see e reenaeaneas 67
3.5.3.1. Haplotypen-Analyse der SNPS im MMPL4-GEN.........cccoveveiiiieieseece e 68
3.5.3.2. Assoziation von Haplotypen Mit PXE..........cccoooiiiieic i 68



Inhaltsverzeichnis

3.5.4. Vascular endothelial growth factor............cccooviiiii i 69
3.5.4.1. Assoziation einzelner SNPs im VEGFA-Gen mMit PXE ..o 69
3.5.4.2. Assoziation einzelner SNPs mit dem Schweregrad der Retinopathie ..............ccccccvenee. 70
3.5.4.3. Multivariate SNP-ANGIYSE.........ccoiiiiiiiieieees s 71
3.5.4.4. HapIOtYPEN-ANAIYSE .....oiveeieiiecie ettt sttt a et beete e tesreeneenre e 72
3.5.4.5. Assoziation von Haplotypen Mit PXE.........ccccooe i 72
3.5.4.6. Auswirkungen von VEGFA-Haplotypen auf die okulare Manifestation...................... 74

3.6. Analyse von Biomarkern der ECM-Remodulierung bei PXE-Patienten ...........ccccocvvvneieinennns 75

3.6.1. Matrix-Metalloproteinase 2 iM SEIUM ........ccoeiiiiieie e re e sre s 75

3.6.2. Matrix-Metalloproteinase 9 iM SEIUM ........ccciiiiiiiiin s 76

3.7. Generierung und Charakterisierung einer PXE-Dermalfibroblasten-Zelllinie als

PXE-MOUEIISYSTEM ...ttt 78
3.7.1. Immortalisierung von PXE-FIbrobIasten ...........cccccoviiieiiiiiieic e 78
3.7.2. Charakterisierung der immortalisierten PXE-Dermalfibroblasten..........c..ccocoveiiviiiiinnnns 78
1S S0 11 o PSSP S 81

4.1. Analysen zur Genexpression dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten ............c.cccoceeviverneane. 81

4.1.1. Vergleich der Expression ausgewahlter ECM-Gene zwischen PXE-Fibroblasten und

R0l 1011 = 1 =T o [T 84

4.1.2. Vergleich der Expression der an der GAG-Biosynthese beteiligten Gene zwischen
PXE-Fibroblasten und KontrollZEIIEN ............covoveiieiiee e 87

4.1.3. Vergleich der Expression von Matrix-Metalloproteinasen und Proteinase-Inhibitoren

zwischen PXE-Fibroblasten und Kontrollzellen ............ccoov oo 87
4.1.4. Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressionsanalyse und Schlussfolgerungen......... 88

4.2. Untersuchung der Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Genexpression dermaler
PXE-FIDIODIASTEN. ... 89



Inhaltsverzeichnis

4.3. Analyse der Glykosaminoglykan-Zusammensetzung in Zellkulturtiberstand und Zell-Layer

dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten und gesunden Kontrollpersonen............c.ccccceeevennes 91

4.3.1. Vergleich der A-Disaccharid-Zusammensetzung der GAGs in Zellkulturiiberstdénden von

PXE-Fibroblasten und normalen KontrollZellen ...........cccoovviiivininencneie s 91
4.3.2. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Disaccharid-Zusammensetzung........... 94

4.4. Analyse der Xylosyltransferase-Aktivitat dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten und
KONETOIIPEISONEN. ...t 95

4.4.1. Vergleich der Xylosyltransferase-Aktivitat in den Zellkulturiiberstdanden von dermalen

PXE-Fibroblasten und normalen KontrollZellen ... 95

4.4.2. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Xylosyltransferase-Aktivitat................ 95
4.5. Identifizierung von genetischen Kofaktoren fiir Pseudoxanthoma elasticum.............c.cccveneee. 96
4.5.1. Matrix-MetalloproteiNASE 2.........coeierieieiiiseiise e 96
4.5.2. Matrix-MetalloproteiNase 9........ccciiiiiie ittt es 97
4.5.3. Matrix-Metalloproteinase 14 .........ccoceiie it sttt ens 97
4.5.4. Polymorphismen iM VEGFA-GEN ..o 98
4.6. Analyse von Biomarkern der ECM-Remodulierung bei PXE-Patienten ...........cc.ccocvveiennennne. 102

4.7. Generierung und Charakterisierung einer PXE-Dermalfibroblasten-Zelllinie als

PXE-MOUEIHISYSIEIM ...ttt sttt sbe b be s ae e b e s teesbesbeeraesteare s 105

4.8. FazZit UNd AUSDIICK. ..o 105
5. MBENOUBN. ... 107
5.1. Molekularbiologische MEethOden............cov i 107
5.1.1. Isolierung genomischer DNA aus EDTA-BIUL.........ccooiiiiiiiii e 107
5.1.2. Isolierung von GeSAMI-RINA .........ooiiiiiii i 107
5.1.3. Quantifizierung von GeSamME-RNA .........ccoi ittt 107
5.1.4. Agarosegel-Elektrophorese und GroéfRenbestimmung der DNA-Fragmente...................... 107
5.1.5. DNA-Amplifikation durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR).........cccccevevveiieieineniennnn, 107



Inhaltsverzeichnis

5.1.6. Aufreinigung von DNA-FIagMENTEN ......cccccveiiieiie ettt st s 108
5.1.7. Sequenzierung VON DNA-FIagMENTEN ........c.covieeiiie et re st 109
5.1.8. Nachweis von Mutationen durch RFLP-ANAIYSE ..o 109
5.1.9. Nachweis von Mutationen durch allelspezifische PCR (ARMS).......cccccviiiiininiicnienns 112
5.1.10. cDNA-Synthese (reverse TransKription)..........ccccceviveiieiiiiii e 112
5.1.11. r€AIIME PCR ..ottt 112
5.1.12. DAtENAUSWETITUNG ...e.eeeviteesiesteeteesresieesse s e et sre s e resbe s e aresseesreane e s e sreereenesneennenne e 113
5.2. ZellbiologiSChe MELNOUEN ...........oviiiieisi e 114
5.2.1. Kultivierung von SAUGEIZEHEN .........cvoiiiiiie et 114
5.2.2. Passagieren von adhdrent wachsenden Zellen ..o 114
5.2.3. Transformation kompetenter E. COli Zellen...........ccoooiiiiiiiiiiecee e 114
5.2.4. Transfektion primarer humaner Dermalfibroblasten mittels Elektroporation.................... 114
5.2.5. Selektion Stabiler KIONE ... e 115
5.2.6. Bestimmung von Zellzahl und VItalitht .............ccooeiiiiiiiceee e 115
5.2.7. Cryokonservierung und Revitalisierung von primaren humanen Dermalfibroblasten...... 115
5.2.8. Transfektion primarer humaner Fibroblasten mit SIRNA..........cccooe i, 116
5.2.9. Ernte der revers transfizierten Zellen ... 116
5.2.10. B-Galaktosidase-FarDUNG.........cciiiiiiie s 116
5.3. Klinisch-chemische MEtNOGEN ............ocoviiiiii e 117
5.3.1. Radiochemischer XT-AKLIVItALSIEST .........c.ccooiriiiieciiie e 117
5.3.1.1. Praparation des Seidenfibroins ..........cccooiiiiiiiiiiii e 117
5.3.1.2. Radiochemischer AKEIVITAISIEST ..........ccovviiriieieisiie e 117
5.3.2. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-TEeSt........ccooeiiviiiie e 118
5.3.3. Bestimmung der Konzentration der Matrix-Metalloproteinase 2 im Serum..................... 118

VI



Inhaltsverzeichnis

5.3.4. Bestimmung der Konzentration der Matrix-Metalloproteinase 9 im Serum.................... 118
5.4. GlykosaminoglyKan-ANAIYEIK ...........cccoeiieiiiii i 119
5.4.1. Isolierung von Glykosaminoglykanen aus Zellkulturiiberstanden .............cccoovvvnvienenns 119
5.4.2. Isolierung von Glykosaminoglykanen aus kultivierten humanen Dermalfibroblasten ..... 119
5.4.3. Aufspaltung von Glykosaminoglykanen in A-DiSacCharide ............ccoocvvvviinnnineneneninnnns 119
5.4.4. Derivatisierung von A-Disacchariden mit 2-Aminoacridon...........ccccoovivriinenenenenenienens 120
oI BT o | IO N o T 1 1 S 120
Patienten UNA MALEITAL. ..o e 121
6.1. Patienten- und KontrolIKONOIEN ..........ccoiiiiiieee e 121
6.1.1. Kohorten fur die molekularbiologischen Untersuchungen.............ccceoevviiieneninenennenns 121
6.1.2. Kohorten flr die Serum-UntersSUChUNGEN..........ccceiviiiiiiie et 122
6.2. Chemikalien Und REAGENZIEN .......c.eivi ittt sre b 123
6.3. PUTTEr UNG LOSUNGEN ...ttt 125
6.4. Medien und Reagenzien fur die ZelIKUIUT...........ccoooiiiiiiiie 126
LT T 074 Y - SRS 126
B.6. GBIALE ...ttt E R R R Rt Rt Rt r b e e ne R nrenre e 127
6.7. Kommerzielle Reaktions- und NaChWeISSYSIEIME ..........covviiiriiiiiniereeeee e 128
6.8. LAngen- und GroRenstandards...........ccoeveieeeiieeneee e e 128
(OIS @ 1T Ta] o0 o] [=To ] o [ OSSPSR 129
6.9.1. SIRNAS flir den ABCCB-KNOCKAOWN .......uoiviiiiiieiiieieicsie e 129
6.9.2. Primer fur die Analyse von PolymorphiSmen ..........cccooiiiiiiiiiinieee e 129
6.9.3. Primer fur die realtime RT-PCR ... 131
6.10. Software und DatenDaNKEN...........ccooiiiiiii e 137
B. 11, ZEHEN ... 137



Inhaltsverzeichnis

LT = P Ty 1 T [ TSR 138
6.13. SONSLIGE MALEMIAIIEN........eciiiiice ettt e et s re e nre e 139
T ADKUIZUNGEN ...ttt bbbttt sb bttt b b benn e nen e 140
S 01 (=Y - | PR 142
9.  Publikationen UNd PraSENTAtIONEN ... ...eeeiioreeeetieeeeesieeeeesseseeeesseseeeessaseeeessarseeessesseeessaseeeessaneeessns 160
IO U o 11 1T =] PR 160
9.2, KONQIESSDEITIAGE ...ttt bbb bbbttt b nen e 161
O 2N o1 - T o OSSPSR 162

VIl



Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Pseudoxanthoma elasticum (PXE) ist eine seltene vererbbare Erkrankung, die durch eine
umfangreiche Umstrukturierung der extrazellularen Matrix (ECM) charakterisiert ist. Mutationen im
ABCC6-Gen wurden als PXE-verursachend identifiziert. Ein eindeutiger pathophysiologischer
Zusammenhang zwischen ABCC6 und den klinischen Symptomen der Krankheit konnte bis heute
nicht hergestellt werden. Insbesondere ist unklar, welche molekularen Mechanismen zum
beobachteten Umbau der ECM fiihren. Der Verlauf von PXE sowie die Schwere der Symptomatik
sind sehr heterogen. Neben Umweltfaktoren beeinflussen auch genetische Kofaktoren das individuelle
Krankheitsbild der Patienten.

Zur ldentifizierung genetischer Kofaktoren wurden im Rahmen dieser Arbeit insgesamt 29
Polymorphismen in den vier Kandidatengenen MMP2, MMP9, MMP14 und VEGFA untersucht. Der
Vergleich der Allelfrequenzen ergab eine signifikante Assoziation der Polymorphismen c.-1575G>A,
€.-1306C>T und ¢.-790T>G im Promotor des MMP2-Gens mit PXE. Aullerdem konnte gezeigt
werden, dass Polymorphismen im VEGFA-Gen mit dem Schweregrad der mit PXE regelmé&Rig
einhergehenden Retinopathie assoziiert sind und dass die VEGFA-Allele c.-460T und c.674C
unabhéngige Risikofaktoren flr einen schweren Verlauf der Retinopathie darstellen.

Um die Verénderung der ECM zu charakterisieren, wurde mittels realtime RT-PCR eine umfangreiche
vergleichende Analyse der Genexpression dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten und gesunden
Spendern durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen signifikante Veranderungen der Expression bei
PXE-Fibroblasten im Vergleich zu den Zellen gesunder Spender fir eine Reihe von Genen, die
ECM-Proteine codieren sowie flir Gene, die an der Synthese von Glykosaminoglykanen (GAGS)
beteiligt sind. Weiterhin konnte eine Veranderung des Genexpressionsmusters der PXE-Fibroblasten
im Verlauf der Kultivierung nachgewiesen werden. Anhand einer in normalen Fibroblasten unter
Verwendung von siRNA induzierten ABCC6-Defizienz konnten die gefundenen Expressions-
Verédnderungen im wesentlichen reproduziert und somit in einen direkten Zusammenhang mit einem
ABCC6-Mangel gestellt werden.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit konnte durch eine Analyse der von GAGs abgeleiteten
A-Disaccharide mittels einer HPLC-Methode eine verstarkte Synthese von GAGs durch PXE-
Fibroblasten im Vergleich zu Zellen gesunder Spender demonstriert werden, die auch von einer
erhdhten Aktivitdt der Xylosyltransferase, des initialen Enzyms der GAG-Biosynthese, begleitet
wurde. Sowohl die verdnderte GAG-Synthese als auch die Erhéhung der Xylosyltransferase-Aktivitét
bei PXE-Fibroblasten konnte in normalen dermalen Fibroblasten durch eine siRNA-induzierte
ABCC6-Defizienz reproduziert werden. Damit gelang es, einen direkten Zusammenhang zwischen
einem Mangel an ABCC6 und der bei PXE verénderten Synthese von GAGs herzustellen.

Im Rahmen der Suche nach Biomarkern fir eine nichtinvasive Erfassung der Remodulierung der ECM
bei PXE konnten in dieser Arbeit erstmals signifikant erhthte Konzentrationen von MMP-2 und
MMP-9 im Serum von PXE-Patienten nachgewiesen werden. Damit gelang es, die Hypothese einer
Beteiligung von Matrix-Metalloproteinasen an der Degeneration von ECM-Strukturen bei PXE
entscheidend zu untermauern.

SchlieBlich konnten durch Transfektion mit einem Telomerase-codierenden Plasmid primére dermale
Fibroblasten von PXE-Patienten immortalisiert und so eine PXE-Dermalfibroblasten-Zelllinie etabliert
werden, die nun flr Studien der Auswirkungen einer ABCC6-Defizienz zur Verfligung steht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit gewéhren neue Einsichten in die molekularen Mechanismen der ECM-
Umstrukturierung, die das hervorstechende Merkmal von PXE ist, sowie in die genetischen Faktoren,
die die Ausprégung des klinischen Phanotyps beeinflussen.



Summary

1. Summary

Pseudoxanthoma elasticum (PXE) is a rare inheritable disorder that is characterized by extensive
remodelling of the extracellular matrix (ECM). PXE is caused by mutations in the ABCC6 gene. By
now, no conclusive pathophysiological connection between ABCC6 and the clinical findings of the
disease could be established. Particularly, the molecular mechanisms leading to the ECM alterations
are unknown. The clinical picture of PXE is highly variable, with age at disease onset and the number
and magnitude of its symptoms differing considerably among patients. The individual disease
phenotype is believed to be determined by environmental and genetic factors.

In order to identify genetic cofactors of PXE, 29 polymorphisms in four candidate genes, namely
MMP2, MMP9, MMP14 and VEGFA, have been examined in this study. Comparison of allelic
frequencies showed association of the polymorphisms ¢.-1575G>A, ¢.-1306C>T and ¢.-790T>G in the
promoter of the MMP2 gene with PXE. Additionally, polymorphisms in the VEGFA gene could be
shown to be associated with the retinopathy frequently accompanying PXE. Moreover, logistic
regression analysis identified the ¢.-460T and the ¢.674C alleles of VEGFA as independent risk factors
for the development of severe retinopathy.

An extensive analysis of the expression of ECM genes by dermal fibroblasts from PXE patients was
performed and the data were compared with gene expression data of fibroblasts originating from
healthy donors. The results showed significant alterations of the expression of several ECM genes as
well as of genes connected to glycosaminoglycan (GAG) synthesis in PXE patients. Furthermore, a
variation of the gene expression profile during prolonged in vitro cultivation could be demonstrated.
Using SiRNA mediated gene knockdown, ABCCG6 deficiency was induced in normal dermal
fibroblasts. In this model, gene expression variations that had been found in cells from PXE patients
could be reproduced, thereby establishing a direct connection with lack of ABCCS6 activity.

In another part of this work, A-disaccharides derived from GAGs produced by PXE fibroblasts were
analyzed using a HPLC method and compared with the A-disaccharide composition of GAGs
produced by normal dermal fibroblasts. The results showed an increased GAG synthesis by PXE
fibroblasts which was accompanied by increased activity of xylosyltransferase, the initial enzyme in
GAG biosynthesis. Both findings also occurred in normal dermal fibroblasts treated with siRNA
against ABCC6. These findings point towards a direct interaction between ABCC6 deficiency and
modified GAG synthesis.

Analysis of serum concentrations of matrix metalloproteinases in PXE patients and healthy control
subjects showed significantly increased levels of MMP-2 and MMP-9 in the serum of PXE patients.
For the first time, these results show an increased proteolytic potential in the serum of PXE patients,
thereby corroborating the involvement of matrix metalloproteinases in PXE pathogenesis.

Finally, by transfection with a plasmid coding for the catalytic subunit of human telomerase,
fibroblasts from PXE patients were immortalized and a PXE fibroblast cell line was established, which
is ready to be used as a cell model for studying consequences of ABCC6 deficiency.

In summary, the results of the present work provide new insights into the mechanisms and genes
involved in ECM remodelling, which is the hallmark of PXE.
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2. Einleitung

2.1. Pseudoxanthoma elasticum (PXE)

Pseudoxanthoma elasticum (PXE; Groenblad-Strandberg-Syndrom; OMIM 264800, 177850) ist eine
vererbbare Erkrankung, bei der es zu einer Anreicherung mineralisierter und fragmentierter elastischer
Fasern in der Haut, der Bruch-Membran des Auges und den GefaBwénden kommt [1]. Das klinische
Erscheinungsbild von PXE ist gekennzeichnet durch charakteristische Verdnderungen der Haut
(weiche elfenbeinfarbene Papeln, besonders im Bereich des Halses), des Augenhintergrundes (Peau
d'orange, angioide Streifen und sekundédre Neovaskularisationen) und des kardiovaskuldren Systems
(periphere arterielle Verschlusskrankheit, Erkrankungen der Herzkranzgefalle, gastrointestinale
Blutungen) [2, 3]. Die klinische Auspragung von PXE ist hochgradig heterogen, mit einer hohen
Variabilitdt im Erkrankungsalter, Verlauf und Schwere der Symptomatik, selbst innerhalb von
Familien [4].

Im Jahr 2000 konnten Mutationen im ABCC6-Gen auf Chromosom 16p13.1 als urséchlich fir PXE
identifiziert werden [5-7]. ABCC6 codiert flr einen ATP-abhéngigen Membrantransporter, der zur
Familie der multidrug resistance associated proteins (MRP-Proteine) gehort. Es wird vermutet, dass
eine Einschrankung der Funktion von ABCC6 aufgrund von Mutationen bzw. das véllige Fehlen eines
Genprodukts als Folge von nonsense-mediated decay in einem reduzierten oder fehlenden Transport
von bislang unbekannten Substraten resultiert. Epigenetische Mechanismen kdnnten ebenfalls zu einer

reduzierten Expression von ABCC6 fiihren [8].

PXE scheint in der gesamten Weltbevélkerung verbreitet zu sein, die Pravalenz wird auf mindestens
1:70.000 geschatzt [9, 10]. Neueren Erkenntnissen zufolge wird PXE ausschlieBlich autosomal-
rezessiv vererbt. Es treten jedoch vereinzelt pseudodominante Erbgange auf [11]. Frauen sind offenbar
haufiger von der Erkrankung betroffen, eine Erklarung dafiir gibt es bislang nicht [9]. Eine Anzahl von
heterozygoten Trdgern zeigt milde Symptome der Krankheit [12]. Offenbar geniigt schon das
Vorliegen einer Mutation in einer Kopie des ABCC6-Gens, um eine Verdnderung der elastischen
Fasern zu bewirken [13]. Die in Europa am h&ufigsten vorkommende Mutation p.R1141X flhrt jedoch
nach einer Studie von Wegman et al. bei heterozygoten Trégern gewohnlich nicht zu einem Auftreten
von PXE-Symptomen [14]. Jungste Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass bei heterozygoten
Mutationstragern das Vorhandensein einer weiteren Mutation in einem anderen Gen zur Manifestation

eines PXE-dhnlichen Phanotyps fuhren kann [15].
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2.1.1. ABCC6 / MRP6

ABCC6 gehort zur Subfamilie C der Transporter mit ATP-bindender Kassette (ABC-Transporter).
Diese Proteinfamilie ist beteiligt an einer groBen Vielfalt unterschiedlicher physiologischer
Funktionen, darunter Signaltransduktion, Proteinsekretion, Resistenz gegeniber Medikamenten und
Antigenprésentation [16]. Das humane ABCC6-Gen umfasst 31 Exons und etwa 75 kb genomischer
DNA auf Chromosom 16p13.1. Diese Region enthélt auch zwei eng verwandte, aber nicht funktionelle
Pseudogene mit der Bezeichnung ABCC6-y1 und ABCC6-y2, die den Exons 1 bis 9 bzw. 1 bis 4 des
codierenden Gens entsprechen [17]. Die groRe Ahnlichkeit der Sequenz zwischen codierendem Gen
und den beiden Pseudogenen erschwert die Mutationsdetektion. Die ABCC6-mRNA ist ungefahr 6 kb
lang und enthalt ein offenes Leseraster von 4,5 kb, welches fur das Multidrug resistance associated
protein 6 (MRP6) codiert [18]. ABCC6/MRP6 umfasst 1503 Aminosduren, hat ein
Molekulargewicht von 165 kDa und beinhaltet 17 Transmembranhelices und zwei evolutionar
konservierte intrazelluldre Nukleotidbindungsdoménen (Abbildung 2-1). Diese enthalten Walker A-
und B-Motive sowie ein C-Motiv, das entscheidend ist fur die Bindung von ATP und fiur die
Transportfunktion. ABCC6 wird hauptsachlich in Leber und Niere stark exprimiert [6, 19]. Obwohl
gezeigt werden konnte, dass unter in vitro Bedingungen das anionische Zyklopentapeptid BQ-123, ein
strukturelles Analogon des Neuropeptids Endothelin, sowie Glutathion-Konjugate organischer
Anionen wie Leukotrien C4 von ABCC6 transportiert werden [20], sind die genaue physiologische
Funktion und das von ABCC6 in vivo transportierte Substrat unbekannt. Das Protein ist jedoch
wahrscheinlich beteiligt am aktiven Transport von intrazellularen Stoffen in die extrazellulare
Umgebung. Mutationen, die zu einem Funktionsverlust von ABCC6 fihren, sind urséchlich fur PXE.
Bis heute konnten Uber 300 verschiedene, PXE-verursachende Mutationen im ABCC6-Gen bei
Patienten unterschiedlicher Herkunft identifiziert werden [21, 22]. Darunter sind nonsense- und
missense-Mutationen, Spleilistellenalterationen, Insertionen und Deletionen, teilweise des kompletten
Gens. Die bei PXE-Patienten kaukasischen Ursprungs am hdufigsten auftretenden Mutationen sind
p.R1141X in Exon 24 mit einer Pravalenz von etwa 30 % sowie eine Deletion der Exons 23 bis 29
(p.A999-S1403del), die bei etwa 20 % der US-amerikanischen und 12 % der européischen Patienten
auf mindestens einem Allel vorliegt [23]. Es wurde spekuliert, dass nonsense-Mutationen haufiger mit
einer schwereren Krankheitsauspragung assoziiert sind [24]. Bisher konnte jedoch keine eindeutige
Korrelation zwischen dem ABCCG6-Genotyp und dem beobachteten Phanotyp hergestellt werden
[23, 25-27].

2.1.2. Klinische Manifestationen von PXE
Die klinischen Manifestationen konzentrieren sich auf drei Hauptorgansysteme des Kdrpers: die Haut,
die Augen und das kardiovaskulare System. Daruber hinaus gibt es vereinzelte Berichte uber

Manifestationen in anderen Organen.
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Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des ABCC6-Proteins in der Zellmembran mit Positionen der bei PXE-Patienten
identifizierten Mutationen (modifiziert nach [3]). ABCC6 besteht aus drei Transmembrandoménen, die jeweils 5 bzw. 6
Transmembranhelices (im Schema hellblau dargestellt) umfassen. Die beiden intrazelluldren Nukleotidbindungsdoménen
enthalten mehrere Walker-Motive (dunkelblau)

2.1.2.1. Haut

Die Haut ist in der Regel das erste Organ, bei dem es zur Manifestation von PXE kommt. Die ersten
sichtbaren Hautveranderungen treten gewohnlich wéhrend der zweiten Dekade auf. Bei den bei PXE
auftretenden kutanen Lé&sionen handelt es sich primar um kleine, gelbliche Papeln, die sich, am
Nacken beginnend, in Achselhtéhlen, Ellenbeugen und den Leisten bis zu den Kniekehlen hinunter
ausbreiten [2]. Diese Papeln flieRen mit dem Fortschreiten der Erkrankung zu gréReren Arealen
zusammen, in denen die Haut durch Inelastizitdt und ein lederartiges Erscheinungsbild imponiert
(Abbildung 2-2).

2.1.2.2. Herz-Kreislauf System

Die kardiovaskularen Manifestationen von PXE sind eine Folge der Mineralisierung der Arterien und
umfassen gastrointestinale Blutungen, periphere arterielle Verschlusskrankheit mit Claudicatio
intermittens, Hypertonie und vereinzelt auch Myokardinfarkte im jungen Alter [3]. Die Pravalenz von
kardiovaskuldren Manifestationen bei PXE ist unbekannt, bei den meisten Patienten treten sie nicht
vor der dritten oder vierten Dekade auf [4]. Gewdhnlich stellt die vorzeitig auftretende Atherosklerose

die schwerwiegendste Komplikation dar.
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Abbildung 2-2: Von PXE betroffene Hautpartien am Hals einer weiblichen Patientin (links; [2]) und eines méannlichen
Patienten (rechts; [28]) mit charakteristischen Papeln und exzessiver Faltenbildung.

2.1.2.3. Okulare Manifestationen

So gut wie alle von PXE betroffenen Patienten entwickeln okulare Manifestationen, die in den meisten
Fallen die Symptome sein diirften, die das Leben der Patienten am schwerwiegendsten beeintrachtigen
[29]. Héaufige Befunde sind Peau d’orange, angioide Streifen und choroidale Neovaskularisation
(CNV) [2]. Wéhrend fir die Peau d’orange bisher kein histologisches Korrelat bekannt ist, handelt es
sich bei den angioiden Streifen offenbar um Risse in der Bruch-Membran des Auges. CNV tritt als
Komplikation der angioiden Streifen bei vielen Patienten auf und fihrt im Verlauf der Krankheit
haufig zu erheblichen Visus-Beeintrdchtigungen bis hin zum kompletten Verlust des zentralen

Sehvermdgens.

Abbildung 2-3: Fundusfotographien von PXE-Patienten. Auf dem linken Bild [22] markieren die Pfeile angioide Streifen,
die starke Ahnlichkeit mit BlutgelaBen aufweisen. Das rechte Bild [28] zeigt ein fortgeschrittenes Stadium der Retinopathie
mit Einblutungen als Folge der choroidalen Neovaskularisation.
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Es existieren gewisse Parallelen zwischen der mit PXE assoziierten Retinopathie und anderen, mit
pathologischer Neovaskularisation einhergehenden Augenerkrankungen wie der feuchten Form der
altersabhé&ngigen Makuladegeneration (AMD) und der proliferativen diabetischen Retinopathie (PDR).
Basierend auf diesen Parallelen scheint es naheliegend anzunehmen, dass diese Erkrankungen gewisse
Pathomechanismen mit der PXE-assoziierten Retinopathie gemeinsam haben. Tatsachlich zeigte der
anti-VEGF-Antikorper Bevacizumab, der zur Behandlung der AMD eingesetzt wird, eine gewisse
Wirksamkeit im Einsatz bei PXE-Patienten mit ausgepragter Retinopathie [29, 30]

2.1.2.4. Andere Organe

Offenbar sind samtliche Organe von den fur PXE typischen Verdnderungen der elastischen Fasern
betroffen, auch wenn dies nicht in allen Fallen zu funktionalen Einschrénkungen fuhrt [31].
Kalzifizierungen in abdominalen Organen, den Nieren sowie in Bristen und Hoden sind in der
Literatur beschrieben [32, 33].

2.1.3. Histopathologie

Histologisch kann PXE charakterisiert werden durch eine fortschreitende Degeneration der elastischen
Fasern mit begleitender Kalzifizierung und eine massive Akkumulation von Proteoglykanen in der
extrazellularen Matrix (Abbildung 2-4). Die Degeneration der elastischen Fasern betrifft alle weichen
Bindegewebe, auch in Abwesenheit von klinischen Manifestationen [31, 34]. Die Lokalisation der
Veranderungen legt die Vermutung nahe, dass Fibroblasten in die Pathogenese der Erkrankung
involviert sind. Fur PXE typisch sind das Vorliegen von polymorphen, fragmentierten und
mineralisierten elastischen Fasern, kaum organisierte Kollagenbiindel, Ablagerungen von Faden-
ahnlichem Material in den mineralisierten Bereichen, zahlreiche Fibroblasten mit hypertrophem

endoplasmatischen Retikulum sowie das Vorhandensein von Makrophagen in der Néhe der

kalzifizierten Bereiche [31].

Abbildung 2-4: Histologischer
Befund bei PXE [28]. Die
Abbildung zeigt eine
Hautbiopsie aus einer PXE-
Lasion nach Weigert- und von
Kossa-Farbung. Man  sieht
kurze,  fragmentierte  und
ausgefranste elastische Fasern
und mikroskopische, granulére
Ablagerungen von Calcium als
schwarze Punkte entlang der

Fasern.
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Bei den bei PXE beobachteten Calciumphosphat-Prézipitaten handelt es sich zum einen um feine
Ablagerungen im Kern der elastischen Fasern, zum anderen um grofRe Prazipitate, die die elastischen
Fasern deformieren und zu deren Bruch fiihren. In den GefédBwanden finden sich ebenfalls
mineralische Ablagerungen, die denen in der Haut sehr &hnlich sind, sich von den fir den
atherosklerotischen Prozess typischen aber deutlich unterscheiden [34].

2.1.4. Pathophysiologie

Die Identifizierung von ABCC6 als das PXE-verursachende Gen im Jahre 2000 war (iberraschend, da
zuvor eine Assoziation von PXE mit Genen, die in Verbindung mit der extrazelluldren Matrix stehen,
vermutet worden war. Seitdem wird versucht, eine Verbindung zwischen dem Defekt in ABCC6 und
der Umstrukturierung der extrazellularen Matrix, die bei PXE offenbar als Folge einer ABCC6-
Defizienz auftritt, herzustellen. Zwei mogliche Hypothesen, die sich nicht notwendigerweise
ausschlieBen mussen, wurden zur Deutung der gemachten Beobachtungen aufgestellt.

Die sogenannte ,,metabolische Hypothese® geht davon aus, dass es sich bei PXE um eine
Stoffwechselkrankheit handelt (Abbildung 2-5). ABCC6 wird stark in der Leber und der Niere sowie
in einem geringen Umfang in einer Anzahl weiterer Gewebe exprimiert [6, 18]. Offenbar zeigen aber
weder die Leber noch die Niere in nennenswertem AusmaR die fiir PXE typischen pathologischen
Veranderungen. In den besonders von PXE betroffenen Geweben der Haut, der GefalRwénde und der
Bruch-Membran des Auges hingegen wird ABCC6 nicht oder nur in sehr geringem Ausmali
exprimiert. Mit Hilfe von polyklonalen Antikérpern gegen ABCC6 konnte gezeigt werden, dass
ABCC6 auf der basolateralen Oberflache der Hepatozyten und den basolateralen Membranen der
proximalen Tubuli der Niere lokalisiert ist, was auf eine Funktion beim Ricktransport von
intrazellularen Molekdlen in das Blut hinweist [35]. Von Le Saux et al. durchgefuhrte Versuche, bei
denen Kkultivierte Fibroblasten von PXE-Patienten und Kontrollpersonen mit Serum von PXE-
Patienten und normalem humanen Serum behandelt wurden, unterstiitzen die metabolische Hypothese
[36]. In der Anwesenheit von normalem humanem Serum war die Struktur der von PXE-Fibroblasten
gebildeten elastischen Fasern normal. Bei Behandlung mit PXE-Serum lagerten sowohl PXE-
Fibroblasten als auch normale Kontrollzellen abnorme Aggregate von elastischen Fasern ab. Die
Autoren interpretieren ihre Ergebnisse dahingehend, dass ein im PXE-Serum enthaltener Faktor mit
der Synthese der elastischen Fasern interferiert. Weiterhin konnte in vitro an Glattmuskelzellen
demonstriert werden, dass Serum sowohl von PXE-Patienten als auch von Abcc6”-Mausen die
Fahigkeit fehlt, die Prazipitation von Calciumphosphat zu verhindern [37]. Schlie3lich unterstitzen
kiirzlich durchgefiihrte Experimente mit Hauttransplantaten an Wildtyp- und Abcc6”-Mausen die
Vermutung, dass zirkulierende Faktoren entscheidenden Einfluss auf das AusmaR der Kalzifizierung

in der Haut auslben [38].
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Abbildung 2-5: Illustration der metabolischen Hypothese der PXE-Pathogenese (modifiziert nach [3]). Das in der Leber
stark exprimierte ABCC6 transportiert bestimmte kritische Metabolite aus den Hepatozyten in die Zirkulation (rechte Seite).
Fehlt die Transporteraktivitdt von ABCC®6 in der Leber, verdndert sich die Konzentration seiner Substratmolekiile in der
Zirkulation, was schlieflich zur Mineralisierung einer Reihe von Geweben wie dem Auge, den arteriellen BlutgefaRen, der
Niere und der Haut fithrt (Mitte). Die Mineralisierung dieser Gewebe wurde in der Abcc6” Maus mittels Alizarin-Rot
Farbung nachgewiesen (linke Seite).

In der Leber funktioniert ABCC6 wahrscheinlich, &hnlich wie die anderen Mitglieder der
MRP-Familie, als Effluxpumpe, die den Transport von Substraten aus den Hepatozyten in den
Blutkreislauf durchfiihrt. Ein Funktionsverlust von ABCC6 wirde zu einer Verarmung des Serums an
bisher unbekannten Faktoren fiihren. Solche Faktoren konnten Einfluss auf die Expression von
Proteinen haben, die den Stoffwechsel der extrazelluldaren Matrix regulieren und z.B. deren
Kalzifizierung inhibieren. In diesem Zusammenhang wurden fir im Serum von PXE-Patienten
erniedrigte Werte der Kalzifizierungsinhibitoren Fetuin-A und Matrix Gla-Protein gefunden [39, 40].
Die Identifizierung von Faktoren, die im Serum von PXE-Patienten reduziert sind oder fehlen, wirde
ein Bindeglied liefern zwischen den Mutationen in einem Gen, das hauptsachlich in der Leber
exprimiert wird, und dem beobachteten klinischen Phé&notyp.
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Die alternative Hypothese zur PXE-Pathogenese ist die sogenannte ,,PXE-Zell-Hypothese“. Diese
nimmt an, dass PXE durch einen Defekt hervorgerufen wird, dessen Auswirkungen direkt an den
Stellen auftreten, an denen sich die Symptome der Krankheit manifestieren. Flr diese Annahme
spricht die Tatsache, dass Fibroblasten von PXE-Patienten in der Zellkultur Aufféalligkeiten zeigen,
z.B. verdnderte Adhé&sionseigenschaften und Proliferationsraten, verstirkte Synthese von
Komponenten des Bindegewebes wie Elastin, Kollagen und Proteoglykanen sowie eine verstarkte
proteolytische Aktivitadt [14, 41-43]. AuBerdem zeigen histopathologische und ultrastrukturelle
Befunde, dass die elastischen Strukturen in der Haut von PXE-Patienten schon vor dem Auftreten der
Kalzifizierung Anomalitdaten aufweisen, die moglicherweise die Entstehung der mineralischen
Ablagerungen fordern bzw. Gberhaupt erst ermdglichen [31, 44, 45]. Diese Beobachtungen lassen sich
durch eine ausschlieBlich systemische Ursache nur schwer erklaren. Eine ABCC6-Defizienz im
Bindegewebe wiirde demnach zu metabolischen Konsequenzen fuhren, die — mdéglicherweise anders
als in anderen Geweben — nicht von anderen Transportern ausgeglichen werden kdnnen, was fir eine

wichtige Rolle von ABCC6 in Fibroblasten sprechen wiirde.

Vor einiger Zeit konnte chronischer oxidativer Stress in PXE-Fibroblasten in vitro nachgewiesen
werden, der méglicherweise flr viele der Symptome der Krankheit zumindest zum Teil verantwortlich
sein konnte [41]. Seitdem haben sich die Hinweise darauf verdichtet, dass ein milder, chronischer
oxidativer Stress bei PXE-Patienten vorhanden ist und eine Rolle bei der Krankheitsentwicklung spielt
[46, 47]. Gestlitzt wird die These einer Beteiligung von oxidativem Stress auch durch PXE-ahnliche
okulare und kutane Verdnderungen bei Patienten mit B-Thalassdmie und Sichelzellandmie,
Krankheiten die ebenfalls durch das Vorliegen von oxidativem Stress gekennzeichnet sind [48-50].
SchlieBlich zeigt die Abcc6”-Maus ebenfalls Anzeichen von chronischem oxidativen Stress [51].
Oxidativer Stress ist eine Schliisselkomponente in Entziindungsreaktionen und wurde mit einer
Vielzahl pathologischer Zustdnde in Verbindung gebracht, darunter Krebs, Atherosklerose,
Osteoarthritis und neurodegenerative Erkrankungen wie etwa die amyotrophe Lateralsklerose (ALS)
[52]. Oxidativer Stress ist durch eine unphysiologisch hohe Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) gekennzeichnet. ROS entstehen in aerob lebenden Organismen fortwahrend
im Rahmen des normalen Metabolismus sowie als Reaktion auf interne und externe Stimuli [53].
Waéhrend geringe Konzentrationen von ROS fiir viele physiologische Prozesse von Zellproliferation
bis hin zu Apoptose unverzichtbar sind, sind hohe ROS-Spiegel und ihre ineffiziente Entfernung
potenziell toxisch fiir die Zelle. So kénnen im Uberschuss gebildete ROS eine Kaskade aus der
Bildung freier Radikale und daraus folgender Schiaden an Makromolekilen wie etwa Lipiden der
Plasmamembran auslésen. ROS sind natirlicher Bestandteil vieler Signaltransduktionswege, so dass
eine Veranderung ihrer Konzentration vielfaltige Effekte hervorrufen kann. Beispielsweise aktivieren
ROS zytoplasmatische Signaltransduktionswege, die mit Wachstum, Differenzierung und Alterung

sowie Produktion und Abbau von Bindegewebe zusammenhéangen [54, 55].
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2.1.5. Vascular endothelial growth factor (VEGF)

An der Entwicklung einer pathologischen Neovaskularisation ist eine Reihe von Faktoren beteiligt, die
zu einer Neubildung von Gefél3en fuhren. Der wichtigste unter ihnen ist der vascular endothelial
growth factor (VEGF). Der vom VEGFA-Gen codierte VEGF ist ein hochkonserviertes, homodimeres
Glykoprotein und verflgt lber eine starke angiogene Wirkung [56]. AulRerdem erhoht VEGF die
mikrovaskulare Permeabilitat, dilatiert Arterien und zieht Monozyten chemotaktisch an [57]. Durch
alternatives SpleilRen entstehen verschiedene Isoformen von VEGF, die wichtigsten sind VEGFgg,
VEGF und VEGF,; [56]. Es wurden auch inhibitorische Isoformen von VEGF beschrieben, die als
VEGF,b bezeichnet werden [58,59]. So enthédlt VEGFs, zum Beispiel dieselbe Anzahl von
Aminosduren wie VEGFgs, hat aber einen anderen C-Terminus und anti-angiogene Eigenschaften.
Das VEGFA-Gen ist hochgradig polymorph [60, 61]. Fir einige Sequenzvariationen konnte gezeigt
werden, dass sie die Expression von VEGF beeinflussen [57, 60, 62]. Studien haben gezeigt, dass
Polymorphismen im VEGFA-Gen mit einer Anzahl von Krankheiten in Verbindung stehen, in deren

Verlauf es zu einer pathologischen Gefaneubildung kommt, darunter AMD und PDR [62-66].

2.1.6. ,,Modifier“-Gene

Um die Variabilitat des PXE-Phénotyps, der sich sogar zwischen betroffenen Zwillingen deutlich
unterscheiden kann, zu erklaren wurde spekuliert, dass neben Umweltfaktoren auch andere Gene auler
ABCCS6 einen Einfluss auf die Auspragung der Krankheitssymptome nehmen konnten [24]. Diese
Gene werden als ,,modifier-Gene* bezeichnet. Dabei wird angenommen, dass die Produkte dieser
Gene an den pathologischen Prozessen teilhaben, die schlussendlich zu den beobachteten klinischen
Merkmalen von PXE flhren. Weiterhin wird davon ausgegangen, dass gewisse Allele der modifier-
Gene, die einen Einfluss auf die Aktivitat der betreffenden Proteine haben, vermittels dieses Einflusses
ebenfalls den Ablauf der pathologischen Prozesse, die bei PXE ablaufen, verandern. Somit hinge
schlielich die Auspragung des Phénotyps malgeblich vom gesamten genetischen Hintergrund des
jeweiligen Individuums ab. Tatséchlich wurden etwa im Fall der cystischen Fibrose, einer
Erbkrankheit, die ebenfalls von Mutationen in einem Gen der ABC-Transporter Familie verursacht
wird, solche modifier-Gene gefunden [67]. Im Falle von PXE konnten ebenfalls bereits modifier-Gene
nachgewiesen werden. Dies sind Gene, die eine Rolle spielen bei der Biosynthese wvon
Glykosaminoglykanen, bei der Regulation der biologischen Kalzifizierung sowie bei der Antwort auf
oxidativen Stress, alles Vorgénge, deren Beteiligung an der PXE-Pathogenese bekannt ist bzw.

angenommen wird [46, 68, 69].
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2.2. Die extrazellulare Matrix (ECM)

Als extrazellulare Matrix (ECM) bezeichnet man das komplexe makromolekulare Netzwerk, das die
Zellen im Gewebeverband umgibt (Abbildung 2-6). Die Hauptbestandteile der ECM sind Kollagene,
Laminin, Elastin und Proteoglykane. Die ECM besitzt nicht nur passive strukturelle Funktionen,
sondern ist auch ein entscheidender Modulator einer Vielzahl von biologischen Prozessen, darunter
Zelladhasion und Migration, Differenzierung und Entwicklung. Diese Funktionen werden vermittelt
uber die Interaktion von ECM-Proteinen mit Zelloberflachenrezeptoren wie z.B. den Integrinen. Die
ECM besitzt darliber hinaus eine Funktion als Reservoir von Cytokinen und Wachstumsfaktoren wie
etwa dem transforming growth factor B (TGF-B), dem platelet derived growth factor (PDGF) oder

dem VEGF, welche wiederum eine Wirkung auf die Synthese und den Katabolismus der ECM haben.
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Abbildung 2.6: Modell der extrazelluléren Matrix [70]. Dargestellt sind die wichtigsten Komponenten der ECM — Kollagen,
Laminin, Proteoglykane und Fibronektin —und die Interaktion der ECM-Komponenten mit Rezeptoren auf der

Zelloberflache (Integrine).

2.2.1. Veréanderungen der ECM bei PXE

PXE zeichnet sich durch die vermehrte Ablagerung einer auch strukturell verdnderten ECM durch
Fibroblasten ab [43]. Die gesamte ECM-Homdostase ist bei PXE offenbar empfindlich gestort, neben
den elastischen Fasern ist auch Kollagen von den Verénderungen betroffen [31, 44]. Die mineralischen
Ablagerungen in den elastischen Fasern sind assoziiert mit Matrixproteinen, die eine hohe Affinitat fur
Calcium besitzen, darunter Osteopontin und Vitronektin [44]. Neben den mit elastischen Fasern
assoziierten mineralischen Ablagerungen fanden sich in der Dermis von PXE-Patienten eigenartige
Aggregate von Mikrofilamenten, die in der Haut von gesunden Personen nicht vorkommen und grof3e
Mengen von Osteonektin und Fibronektin zusammen mit Vitronektin enthalten.
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Bei PXE ist auch der Metabolismus der Proteoglykane gestort, abnorme Mengen an Proteoglykanen
wurden in der N&he von und in den mineralisierten elastischen Fasern gefunden [43, 71].
PXE-Fibroblasten produzieren in vitro gréRere Mengen Proteoglykane enthaltender Aggregate als
normale Fibroblasten [72]. Die PXE-Fibroblasten sezernieren einen signifikant erhéhten Anteil an
Proteoglykanen mit hohem Molekulargewicht. Die von PXE-Fibroblasten produzierten Proteoglykane
weisen stdrker anionische Eigenschaften auf als die von Kontrollzellen produzierten, besonders
diejenigen, die ins Kulturmedium abgegeben werden [14]. Diese Proteoglykane zeichneten sich
zusétzlich durch eine erhéhte hydrodynamische GroRe und eine verénderte Aggregationstendenz aus.
Proben aus PXE-Hautlasionen enthalten signifikant mehr Dermatansulfat und Hyaluronsdure als
Kontrollproben von gesunden Spendern [73,74]. Der gesamte Glykosaminoglykan-Gehalt ist
ebenfalls signifikant erhoht [75].

2.2.2. Proteoglykane

Proteoglykane sind ein wesentlicher Bestandteil der ECM und spielen eine Rolle bei zelluldren
Prozessen wie Zelladhasion, -beweglichkeit, -proliferation, -differenzierung und Gewebs-
morphogenese. Dariiber hinaus sind sie essentiell flir die strukturelle Integritat verschiedener Gewebe
und die Assemblierung der ECM sowie die Bildung elastischer Fasern [71]. Proteoglykane sind

glykosylierte Proteine mit Glykosaminoglykanen (GAGS) als Kohlenhydratkomponenten.

Die Proteinkomponente der Proteoglykane wird auch als Core-Protein bezeichnet und kann in ihrer
Grole zwischen 10 kDa und mehr als 500 kDa variieren. An das Core-Protein kdnnen zwischen einer
und mehr als 100 GAG-Ketten gebunden sein [76]. AuBerdem konnen in einer Reihe von
Proteoglykanen GAG-Seitenketten verschiedener Typen innerhalb eines Molekiils vorkommen.
Proteoglykane kommen sowohl in direkter Bindung an die Zellmembran als auch als Bestandteil der
ECM vor, deren Eigenschaften sie mafgeblich beeinflussen. So sind etwa die Syndekane Typ 1-
Transmembranproteine, die sowohl Heparansulfat- als auch Chondroitinsulfat-Glykosamino-
glykanketten tragen und auf der Oberflache aller adhdrent wachsenden Zellen exprimiert werden
[77, 78]. Hingegen sind Proteoglykane wie Agrin, Kollagen Typ XVIII, Perlecan und Aggrecan
Bestandteile der ECM. Aggrecan etwa wird hauptsachlich von Chondrozyten synthetisiert und ist das
vorherrschende Proteoglykan im Gelenkknorpel [79]. Dort interagiert es nicht-kovalent mit
Hyaluronséure, die ebenfalls ein wesentlicher Bestandteil des Knorpels und hauptsachlich fiir seine

mechanischen Eigenschaften verantwortlich ist [80].

Zu der Gruppe der kleinen, Leucin-reichen Proteoglykane gehdren Decorin und Biglycan [81]. Sie
spielen eine Rolle bei der Kollagen-Fibrillogenese und der Mineralisierung der Knochenmatrix.
Decorin ist ein Dermatansulfat-Proteoglykan und verfugt ber die Fahigkeit, Typ I-Kollagen zu
binden [82]. Es ist beteiligt an der Formierung der Kollagenmatrix der Knochen und reguliert deren
Kalzifizierung [81]. Ein Fehlen von Decorin fiihrt im Mausmodell zur Bildung abnormer Kollagen-

Fibrillen in der Haut [83]. Die Funktionen von Decorin und Biglycan scheinen teilweise redundant zu
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sein, ein Doppel-Knockout fihrt bei Méausen jedoch zu schwerwiegender Osteopenie [81]. Im
Zellkultursystem hat die Konzentration von Decorin einen Einfluss auf den zeitlichen Verlauf und das
Ausmal} der Mineralisierung der Matrix, wahrscheinlich vermittels seiner Interaktion mit Kollagen.

Versican ist das am haufigsten vorhandene groRe, extrazelluldare Chondroitinsulfat-Proteoglykan und
wird von Zellen aus einer Reihe von Bindegeweben exprimiert [84]. Es gehort zu einer Familie von
strukturell verwandten Proteoglykanen, die Hyalektine oder Lekticane genannt werden. Versican zeigt
Affinitat fir Hyaluronsdure [85]. Mit Versican eng verwandt ist das ebenfalls Hyaluronan bindende
Hyaluronektin. VVon Versican existieren verschiedene Isoformen, die durch alternatives Spleif3en der
MRNA entstehen und unterschiedlich viele Glykosaminoglykanketten tragen [84]. Eine Versican-
Isoform ohne Anheftungsstellen wurde ebenfalls beschrieben und Versican aufgrund dessen als
,» Teilzeit-Proteoglykan® bezeichnet [86].

2.2.3. Glykosaminoglykane

Glykosaminoglykane (GAGs) sind negativ geladene, lineare Heteropolysaccharide, die als
Bestandteile von Proteoglykanen hauptsdachlich in der extrazelluldren Matrix des Bindegewebes zu
finden sind, sich aber auch auf Zelloberflachen, Basalmembranen und in intrazelluldren Granula
bestimmter Zellen befinden [76]. Der Uberwiegende Teil, wenn nicht alle Zelltypen von Wirbeltieren
produzieren GAGs in unterschiedlichem Ausmal3. GAGs in der Matrix haben tberwiegend strukturelle
Funktionen, wéhrend solche auf Zelloberflachen offenbar hauptséchlich als Rezeptoren agieren. GAGs
bestehen aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten, die Anzahl der Wiederholungen ist sehr
variabel und kann bis Uber 100 betragen [87]. Die stark negative Ladung resultiert aus dem
Vorhandensein von sauren Zuckerresten und Sulfatgruppen. GAGs kdnnen groRe Mengen an Wasser
binden, hydratisierte GAGs erlauben es Geweben, grole Druckveranderungen zu absorbieren. Die
Disaccharide ihrerseits setzen sich zusammen aus einer Uronsdure (D-Glukuronsaure oder
D-lduronsdure) oder Galaktose und einem Aminozucker (D-Galaktosamin oder D-Glukosamin).
Zusétzlich koénnen die Disaccharid-Einheiten noch an verschiedenen Positionen ein- oder mehrfach

sulfatiert sein.

Bei Chondroitinsulfat (CS) und Dermatansulfat (DS) ist der enthaltene Aminozucker
N-Acetylgalaktosamin, bei Heparansulfat (HS) und Heparin ist es N-Acetylglukosamin. Keratansulfat
(KS) enthélt ebenfalls N-Acetylglukosamin, jedoch anstelle von Glukuronséure den Zucker Galaktose.
CS unterscheidet sich von DS und HS unterscheidet sich von Heparin durch das Ausmal} der
Epimerisierung von Glukuronsdure zu lduronsdure sowie das Sulfatierungsmuster der Disaccharide.
Eine Ubersicht tiber die Strukturen der verschiedenen GAG-Ketten gibt die Abbildung 2-7.
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Abbildung 2-7: Darstellung der Disaccharideinheiten wichtiger Glykosaminoglykane.

2.2.4. Biosynthese von Glykosaminoglykanen

Die Biosynthese von GAGs, die aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten aufgebaut sind, geht
von spezifischen Akzeptoroligosacchariden aus, die an das Core-Protein angehéngt werden. Bei allen
GAG-Typen mit Ausnahme von KS ist der Akzeptor ein Tetrasaccharid (GlIcA-Gal-Gal-Xyl), das mit
einem Serinrest des Core-Proteins verbunden ist und als Linker bezeichnet wird. Die Enzyme, die den
Linker aufbauen, sind fir CS/DS und HS/Heparin die gleichen [87]. Die Xylosyltransferase-I
(XyIT-I; XYLT1) katalysiert den einleitenden Schritt bei der Synthese des Tetrasaccharid-Linkers, die
Ubertragung eines Xyloserestes von UDP-Xylose auf ein Serin des Core-Proteins. Die
Xylosyltransferase-1l  (XyIT-1I; XYLT2) Ubertrdgt ebenfalls einen Xyloserest auf Serin, ihre
Substratspezifitat ist jedoch von der der XyIT-I verschieden. Zwei Galaktosyltransferasen (GalT-I und
GalT-Il, codiert von den Genen BAGALT7 und B3GALT6) und eine Glukuronyltransferase (GICAT-I;
B3GAT3) ubertragen dann nacheinander zwei Galaktose- und einen Glukuronsdurerest auf die

wachsende Kette, womit die Synthese des Linkers vollstindig ist.

Mit der Addition des ndchsten Zuckers beginnt die Synthese der eigentlichen GAG-Kette, dabei
entscheidet die Art des Ubertragenen Restes darlber, ob CS /DS oder HS / Heparin gebildet werden.
Die Ubertragung von N-Acetylgalaktosamin auf die Glukuronsaure des Linkers durch die
CS-N-Acetylgalaktosaminyltransferase-1 (CS-GalNAcT-I; CSGALNACT1) leitet die Synthese von
Chondroitinsulfat ein [88]. Das Enzym bevorzugt im Gegensatz zur CS-GalNAcT-II den
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Tetrasaccharid-Linker als Akzeptor und ist somit fur die Initiation der Chondroitin- bzw.
Dermatansulfat-Biosynthese verantwortlich [89]. Hervorzuheben ist, dass sowohl im Falle von
CS /DS als auch von HS / Heparin die Ubertragung des ersten Restes auf den Tetrasaccharid-Linker
und die Addition weiterer N-Acetylgalaktosamin- bzw. N-Acetylglukosamin-Einheiten auf die
wachsende GAG-Kette durch unterschiedliche Enzyme katalysiert werden. Zweiter Bestandteil der
sich wiederholenden Disaccharideinheit im CS ist Glukuronséure, durch deren von der Glukuronséure-
C5-Epimerase (GLCE) katalysierte Epimerisierung zu Iduronsdure Dermatansulfat gebildet wird.
Glukuronsdure-C5-Epimerase ist das Schlusselenzym sowohl beim Wechsel von Chondroitin- zu
Dermatansulfat als auch von Heparansulfat zu Heparin. Fur die Verlangerung der CS-Kette ist eine
Reihe von Enzymen verantwortlich, die als Chondroitin-Synthasen bezeichnet werden [87].
Chondroitinsynthase-1  (CHSY1) verfugt auf einem Polypeptid (ber beide fir die
Kettenpolymerisierung erforderlichen Glykosyltransferase-Aktivitdten [90]. lhre volle Aktivitat
erlangt die Chondroitinsynthase-1 jedoch erst durch die Interaktion mit dem Chondroitin-
Polymerisierungsfaktor (CHPF), der vermutlich als Chaperon wirkt [91]. Es existiert auBerdem noch
eine Chondroitinsynthase-2 (CHSY3), die ebenfalls Uber eine duale Enzymaktivitat verfligt und auch
im Komplex mit dem Chondroitin-Polymerisierungsfaktor vorkommt [92]. Md&glicherweise kdnnen
die beiden Chondroitinsynthasen auch miteinander ein Heterodimer bilden, das ebenfalls
enzymatische Aktivitat aufweist. Die von der Chondroitinsynthase-2 produzierten CS-Ketten sind
offenbar kirzer als die wvon der Chondroitinsynthase-1 gebildeten [93]. Neben den
Chondroitinsynthasen sind noch zwei weitere Enzyme an der Verlangerung von CS-Ketten beteiligt,
die CS-N-Acetylgalaktosaminyltransferase 1l (CSGALNACT2) und die CS-Glukuronyltransferase
(CHPF2) [94, 95].

Die Sulfatierung der GAG-Kette findet schon statt, wéhrend diese noch verlangert wird. Die
N-Acetylgalaktosamin-Reste werden in variierendem Ausmaf an der 4- und / oder der 6-Hydroxyl-
Position sulfatiert [96]. GAG-Ketten konnen auch verschieden grofle Anteile von unsulfatiertem
N-Acetylgalaktosamin beinhalten. Zu einem geringeren Teil werden auch Glukuronsiure-Reste
sulfatiert, hauptséchlich an der 2- und sehr selten auch an der 3-Hydroxyl-Position. Im Gegensatz dazu
ist die 2-Sulfatierung von Iduronsdure im Dermatansulfat relativ hdufig. Die bei HS hdufig
anzutreffende N-Sulfatierung findet weder bei CS noch bei DS statt. Die Sulfatierung ist von grofer
Bedeutung fur die Funktion der GAGs und ihre Interaktionen mit anderen Molekilen wie
Wachstumsfaktoren, Cytokinen und Matrixkomponenten. 3’-Phosphoadenosin-5’-Phosphosulfat
(PAPS) ist der Sulfatdonor fur alle an der GAG-Biosynthese beteiligten Sulfotransferasen.

Die Biosynthese von Heparansulfat beginnt mit der Ubertragung von N-Acetylglukosamin auf den
Linker durch die N-Acetylglukosaminyltransferase-l (GICNACT-I; EXTL2, EXTL3), die damit das

initiale Enzym bei der Synthese von Heparansulfat und Heparin darstellt. Bei der weiteren
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Abbildung 2-6: Biosynthese von sulfatierten Glykosaminoglykanen [97]. HS, Heparin, CS und DS verfiigen (ber einen
gemeinsamen Tetrasaccharid-Linker. Die Synthese des Linkers beginnt mit der Ubertragung von Xylose auf bestimmte Serin-
Reste des Core-Proteins, gefolgt von der Addition zweier Galaktose-Reste und wird komplettiert durch die Anknipfung einer
Glukuronséure. Jede dieser Reaktionen wird von unterschiedlichen Enzymen Kkatalysiert. Die GAG-Ketten entstehen
basierend auf diesem Linker durch die abwechselnde Addition von N-Acetylhexosamin- und Glukuronséure-Resten. Die
Synthese von HS/Heparin startet mit dem Transfer von N-Acetylglukosamin auf den Linker durch die
N-Acetylglukosaminyltransferase-1 (GICNAcT-1). CS/DS wird gebildet beginnend mit der Ubertragung von
N-Acetylgalaktosamin durch die N-Acetylgalaktosaminyltransferase-1 (GaINACT-I).

Verlangerung der HS-Kette sind zwei Proteine beteiligt, die Produkte der Tumorsuppressorgene EXT1
und EXT2 sind [98]. Obwohl beide Proteine sowohl (iber GIcNAc-Transferase- als auch
GlcA-Transferaseaktivitat verfiigen, liegen sie analog zu den Chondroitin-Synthasen in vivo als
Komplex vor [97]. Die L&nge der gebildeten HS-Ketten ist offenbar abhdngig von der Menge an
verfugbaren EXT1/EXT2-Komplexen [99]. Die Modifikation der HS-Kette beginnt mit der
N-Deacetylierung und N-Sulfatierung von Glukosaminresten, die von dem bifunktionalen Enzym
N-Deacetylase / N-Sulfotransferase (NDST1, NDST2) Kkatalysiert werden. Die N-Deacetylierung/
N-Sulfatierung ist der regulatorische Schlisselschritt, weil die nachfolgenden Reaktionen wie die
Epimerisierung von Glukuronsdureresten zu Iduronsdure sowie verschiedene Sulfatierungsreaktionen
offenbar nur in der Nahe von N-Sulfatgruppen stattfinden koénnen. Die Sulfatierungsreaktionen
umfassen die 2-O-Sulfatierung von lduronsdure und die 6-O-Sulfatierung von N-acetylierten und
N-sulfatierten Glukosaminresten. Vereinzelt kommt es auch zu einer 3-O-Sulfatierung von
N-sulfatiertem Glukosamin und einer 2-O-Sulfatierung von Glukuronsdure. Die (bertragenen
Sulfatgruppen sind nicht gleichméRig UGber die HS-Kette verteilt, vielmehr existiert eine
Doméanenstruktur, in der sich sulfatierte Doméanen mit Regionen abwechseln, in denen praktisch keine

Sulfatgruppen vorkommen [96].
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2.2.4.1. Xylosyltransferasen

Die Xylosyltransferase-l (XylT-I; XYLT1) Kkatalysiert den initialen und geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt bei der Synthese des gemeinsamen Tetrasaccharid-Linkers. Sie Ubertragt
Xylosereste vom Donor UDP-Xylose auf Serinreste des Core-Proteins, wobei jedoch nur spezifische
Serinreste xylosyliert werden [100]. Verschiedene, zum Teil pathologische Prozesse, die mit einer
Umstrukturierung der extrazelluldren Matrix verbunden sind, werden von einer veranderten Aktivitat
der Xylosyltransferase begleitet, die aufgrund dessen als biochemischer Marker von Bedeutung ist
[101-103]. So wurden auch bei PXE-Patienten erhdhte XT-Aktivitaten im Serum beschrieben [104].

Das menschliche Genom enthélt ein weiteres homologes Gen, das fur die Xylosyltransferase-1I
(XylIT-2; XYLT2) codiert [100]. Die Ubereinstimmung der Aminosauresequenzen von XyIT-1 und
XyIT-11 betragt 55%. XyIT-I1 Ubertrégt ebenfalls Xylosereste auf Serin [105]. Obwohl also XyIT-I und
Xyl T-1I redundante Funktionen haben, unterscheiden sie sich offenbar in ihren Akzeptoreigenschaften
und ihrem Expressionsmuster. Polymorphismen in den Xylosyltransferase-Genen sind bei PXE-
Patienten mit einer erhdhten XT-Aktivitdt im Serum sowie einem schwereren Krankheitsverlauf

assoziiert [69].

2.2.5. Hyaluronsaure

Obwohl auch die Hyaluronsaure (HA) zu den GAGs gezéhlt wird, unterscheidet sie sich von diesen in
mehreren wichtigen Punkten [80]. Die HA-Ketten sind nicht kovalent an Core-Proteine gebunden und
werden nicht durch Sulfatierung modifiziert. Wie die brigen GAGs ist HA ein lineares Polymer und
besteht aus Disaccharideinheiten, deren monomere Bausteine Glukuronsaure und N-Acetylglukosamin
sind [106]. Die HA-Ketten sind deutlich gréRer als die der anderen GAGs, ihre GroRe kann 10’ Da
erreichen [107]. Wéhrend die Biosynthese der tbrigen GAGs im Golgi-Apparat stattfindet, sind fiir
die Bildung von HA drei eng verwandte Enzyme verantwortlich, die an der Innenseite der
Plasmamembran lokalisiert sind und Hyaluronansynthasen genannt werden [106, 108]. Die
Hyaluronansynthasen HAS1, HAS2 und HAS3 unterscheiden sich in ihren Ky-Werten sowie durch
die Lénge der von ihnen synthetisieren HA-Ketten. Der Transport der HA aus der Zelle erfolgt durch
ein Mitglied der ABC-Transporterfamilie, das ABCC5/MRP5 [109]. HA st in praktisch allen
Geweben vorhanden, die hochsten Konzentrationen werden in der Nabelschnur, der
Synovialflissigkeit, der Haut und dem Glaskorper des Auges gefunden [80, 85]. Lunge, Niere, Gehirn
und Muskeln enthalten ebenfalls groRere HA-Konzentrationen, wahrend die Konzentration im Serum
unter normalen Umstanden sehr gering ist. Die Haut enthalt die grofite Menge HA im Korper, sie
macht ungefahr 75% der in der Haut enthaltenen GAGs aus [110, 111]. HA kann groBRBe Mengen
Wasser binden und dient als biologisches ,,Schmiermittel”, etwa in Gelenken. Wéhrend der Grofiteil
des HA ungebunden vorliegt, ist ein geringer Anteil nicht-kovalent Uiber sogenannte Hyaladherine an
Zelloberflachen gebunden [80]. Zu den HA-bindenden Proteinen gehoren neben dem HA-Rezeptor
CD44 auch Matrixmolekiile wie Aggrecan und Versican [85, 112]. Die Halbwertszeit von HA ist in
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vielen Geweben relativ kurz, der Turnover ist unter inflammatorischen Bedingungen stark erhoht
[80, 114]. HA gelangt Uber die Lymphbahnen in die Zirkulation und wird schlieflich in der Leber
abgebaut. Offenbar wird ein Teil der HA aber auch lokal im Gewebe bzw. in den regionalen
Lymphknoten katabolisiert [115]. HA wird dabei von im Gewebe vorhandenen Hyaluronidasen
zunéchst zu kleineren Fragmenten abgebaut [113]. Es gibt jedoch offenbar keine Enzyme, die in der
Lage wéren, HA extrazelluldr bei neutralem pH-Wert komplett abzubauen. Stattdessen gelangen
HA-Fragmente tber Bindung an CD44 und anschlieRende Internalisierung in Lysosomen, wo sie
weiter degradiert werden [107, 115].

HA akkumuliert nach einer Verletzung im Gewebe, schon eine milde inflammatorische Reaktion fiihrt
zu einem starken Anstieg der HA-Konzentration [112]. Dabei kommt es nach einer Gewebeverletzung
zur vermehrten Bildung von HA-Fragmenten mit geringem Molekulargewicht [107]. Diese Fragmente
wirken angiogen und konnen die Expression inflammatorischer Gene in Makrophagen sowie die
Produktion von Matrix-Metalloproteinasen durch dendritische Zellen, Tumorzellen und Fibroblasten
induzieren [107, 114, 116]. Im Gegensatz dazu wirkt hochmolekulares HA anti-angiogen und anti-
inflammatorisch  [85, 113]. Ein erhohter HA-Gehalt in Geweben fihrt zu verringerter
Kontaktinhibition und verstarkter Zellproliferation und -migration [84, 106]. Die Synthese von HA
wird von einer Reihe von Wachstumsfaktoren und Cytokinen stimuliert, darunter der epidermal
growth factor (EGF) und Interleukin-18 [117]. PDGF und TGF-B fiihren ebenfalls zu einer
Akkumulation von HA, wobei unklar ist, ob diese aus verstarkter Synthese oder verminderter
Degradation beruht [107].

Viele Tumore weisen erhohte HA-Gehalte auf, zudem sind bei Krebspatienten oft die
Serumkonzentrationen von HA erhoht [85]. Plasma-HA-Spiegel kdnnen bei einer Vielzahl von
Krankheiten erhoht sein [80]. Haut von PXE-Patienten mit den typischen Ldsionen weist einen
deutlich gesteigerten HA-Gehalt auf [73, 74]. Gleiches wurde fiir die Haut von Patienten mit
Sklerodermie gefunden [111].

2.2.6. Umbau der extrazellularen Matrix

Der Umbau von Bindegeweben findet zum Beispiel bei Entziindungsprozessen, der Wundheilung oder
der Tumorinvasion statt [118]. Die Umformung der ECM erfordert die Aktivitt verschiedener
Proteasen, die von Zellen des Immunsystems, Fibroblasten und Tumorzellen produziert werden.
Matrix-Metalloproteinasen und ihre endogenen Inhibitoren, die Gewebeinhibitoren von Matrix-
Metalloproteinasen (tissue inhibitors of matrix metalloproteases, TIMPs), sind wichtige Mediatoren
des ECM-Turnovers [119].
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2.2.6.1. Matrix-Metalloproteinasen

Die Matrix-Metalloproteinasen bilden eine Familie von mehr als 20 zinkabhangigen extrazelluléren
Endopeptidasen [120]. Die Mitglieder dieser Familie spielen eine wichtige Rolle bei der Interaktion
von Zellen mit der sie umgebenden Matrix [121]. Sie sind beteiligt an einer Vielzahl von
physiologischen Prozessen im Rahmen von normalem Wachstum und Entwicklung sowie auch an
Neoplasie, Metastasierung, Angiogenese und Gewebsfibrose. In ihrer Gesamtheit kénnen die MMPs
einen Groliteil der ECM abbauen [122]. AulRerdem spalten MMPs auch eine Reihe von Nicht-Matrix-
Substraten wie den Tumornekrosefaktor-o (TNF-a), Plasminogen und Endothelin [123-125].

MMPs lassen sich in drei Hauptgruppen unterteilen, die interstitiellen Kollagenasen, die
Typ IV-Kollagenasen oder Gelatinasen und die Stromelysine [118]. Die Gelatinasen und Stromelysin
zeigen elastolytische Aktivitét. Sie initiieren die Degradation von Elastin, die eine Voraussetzung fur
die Ablagerung von Calciumphosphat bei der Kalzifizierung der Media ist [126]. Es kann somit davon
ausgegangen werden, dass die MMPs eine kausative Rolle bei der ektopen Kalzifizierung in dermalen
Geweben spielen [127]. In einem dermalen Implantationsmodell in Ratten konnte gezeigt werden, dass
der MMP-vermittelte Abbau von Elastin der initiale Schritt bei der Elastin-Kalzifizierung ist und dass

eine Inhibierung der MMP-AKktivitat die Kalzifizierung signifikant reduziert [128].

Die Expression von MMPs ist in normalen Geweben niedrig. Die meisten MMPs werden erst nach
Stimulation durch Cytokine exprimiert [129]. Dasselbe Cytokin kann dabei sowohl einen
induzierenden als auch einen unterdriickenden Effekt haben, abhéngig vom Zelltyp. Sowohl vaskulére
als auch inflammatorische Zellen exprimieren MMPs, das Spektrum der basal bzw. nach Stimulation
sezernierten MMPs unterscheidet sich jedoch zwischen den Zelltypen [120]. Viele Studien haben
auflerdem gezeigt, dass reaktive Sauerstoffspezies sowohl die Expression als auch die Aktivierung von
MMPs vorantreiben [130, 131]. Oxidierte Lipide erhohen die Produktion von MMPs durch
Makrophagen und vaskuldre Zellen [120]. Von Makrophagen abgeleitete Schaumzellen wurden als
Hauptquelle von MMPs in atherosklerotischen Plaques identifiziert. Calciumphosphat-Kristalle

kénnen ebenfalls die Expression von MMPs in Fibroblasten induzieren [132].

Die Aktivitdt von MMPs wird auf verschiedenen Ebenen strikt reguliert. Dieses sind die Regulation
der Genexpression auf der Ebene der Transkription, die Sekretion von inaktivem Proenzym, die
Aktivierung des Proenzyms etwa durch membrangebundene MMPs (MT-MMPs) sowie die
Interaktion der aktiven Enzyme mit ihren Inhibitoren, den TIMPs [120, 133]. Alle MMPs werden als
inaktive Zymogene (pro-MMPs) sezerniert und anschlieBend extrazelluldr durch eine Reihe von
proteolytischen Spaltungen und Konformationsdnderungen aktiviert [134]. Dabei wird das
aminoterminale Propeptid durch Serin-Proteasen wie Plasmin abgespalten, wodurch es zu einer
Verénderung der Tertidrstruktur kommt und das aktive Zentrum des Enzyms zugénglich wird. Die
weitere Prozessierung erfolgt dann entweder durch Autoprotolyse oder mit Hilfe einer verwandten

Metalloprotease wie Stromelysin.
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Die Gelatinasen A und B, MMP-2 und MMP-9, sind von besonderem Interesse, weil sie
Typ IV-Kollagen abbauen, einen wesentlichen Bestandteil von Basalmembranen [135]. Die
Gelatinasen ermdglichen so die Migration von vaskularen Endothelzellen durch die Basalmembran,
ein Prozess, der von entscheidender Bedeutung fir die Bildung neuer BlutgefalRe, die sogenannte
Angiogenese, ist [133]. MMP-2 und MMP-9 fordern die Entwicklung einer choroidalen
Neovaskularisation [136].

Der Abbau von ECM-Proteinen durch MMPs kann zu einer Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie
etwa dem VEGF fuhren, die in der ECM gespeichert sind. Auf diese Weise kénnen MMPs ebenfalls
zur Angiogenese beitragen [133]. Ein Zusammenspiel von MMPs und VEGF findet ebenfalls bei
Metastasierung von Eierstockkrebs statt [137]. Auch Cytokine kdénnen durch MMPs aus
extrazelluldaren Depots freigesetzt werden. So fiihrt etwa die Spaltung von Decorin durch MMP-2, -3
oder -7 zu einer Freisetzung von TGF-p [138].

MMPs wurden mit zahlreichen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Erhéhte mRNA- sowie
Protein-Konzentrationen verschiedener MMPs wurden in den Gefé4Bwanden von Patienten mit
abdominalen Aortenaneurysmen gefunden [139, 140]. Die Hinweise erhérten sich, dass MMPs an der
Initiation und Progression von Atherosklerose beteiligt sind [141]. So ermdglicht die Matrix-
abbauende Aktivitdt der MMPs die Migration und Proliferation von vaskuldren Glattmuskelzellen
(VSMCs), die eine wichtige Rolle bei der Genese atherosklerotischer Verénderungen spielen [142]
Dartiber hinaus gibt es ebenfalls Hinweise darauf, dass die Aktivitdt von MMPs zu einer Instabilitat
atherosklerotischer Plaques flhrt, die schlieBlich in einer Ruptur der Lé&sion resultiert. Die
Bestimmung von MMPs und ihren physiologischen Inhibitoren, den TIMPs, in der Zirkulation erlaubt
ein nicht-invasives Erfassen des ECM-Umbaus [119].

2.2.6.2. MMP-2

MMP-2 ist die am héufigsten in adulten Geweben exprimierte Metalloproteinase und wird von
vaskularen Zellen konstitutiv exprimiert [130]. Das invasive Potential von Tumorzellen korreliert mit
der MMP-2 Expression [118]. Das Substratspektrum von MMP-2 umfasst Chondroitinsulfat-
Proteoglykane, Decorin, Fibronektin, Osteonektin, Laminin und Interleukin-1p [120]. AuBerdem
degradiert MMP-2 dermales Kollagen und Elastinfasern wéhrend der Hautalterung und begtinstigt die
Entwicklung kalzifizierter Aortenstenosen. Quaglino et al. konnten sowohl eine signifikant erhthte
Expression der MMP2-mRNA als auch eine erhthte enzymatische Aktivitdt von MMP-2 in
PXE-Fibroblasten zeigen [42]. Der Promotorbereich des humanen MMP2-Gens enthalt diverse
Polymorphismen [143]. Darunter befindet sich eine Transition von C nach T an Position -1306, die
eine Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor Spl zerstort und die Promotoraktivitat verringert. Ein
weiterer C/T-Polymorphismus an Position -735 unterbricht moglicherweise ebenfalls eine
Transkriptionsfaktorbindungsstelle [144]. Ein Polymorphismus im codierenden Bereich (bt offenbar
einen protektiven Effekt bei der AMD aus [145].
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2.2.6.3. MMP-9

Wiéhrend viele Zelltypen MMP-2 konstitutiv sezernieren, wird MMP-9 nur nach Stimulation
abgegeben [146]. Zu den Cytokinen, die eine Expression von MMP9 induzieren kdnnen, zédhlen
Interleukin-1p und TNF-a [129, 147]. Die zirkulierende Konzentration von MMP-9 ist ein Pradiktor
fur Schweregrad und Prognose bei koronarer Herzkrankheit, peripherer arterieller VVerschlusskrankheit
und Bluthochdruck [119]. Eine starke Expression von MMP9 in atherosklerotischen Plaques tragt
vermutlich zu deren Instabilitat bei [142]. Erhohte Plasmaspiegel von MMP-9 wurden bei Patienten
mit proliferativer diabetischer Retinopathie gefunden [148]. In vielen Studien wurde eine wichtige
Rolle von MMP-9 bei der Tumorinvasion und Metastasierung gezeigt [149]. Neben Kollagen und
Elastin ist MMP-9 auch in der Lage, die Proformen von TGF-p und Interleukin-1p in die aktiven
Formen zu spalten [150, 151]. Der Promotor des MMP9-Gens enthélt einen Polymorphismus, der in
einem Austausch von C gegen T an der Position -1562 relativ zum Transkriptionsstart besteht. Das
T-Allel fuhrt in vitro zu einer erhdhten Promotoraktivitat, eine Auswirkung auf den Plasmaspiegel von
MMP-9 scheint jedoch nicht vorhanden zu sein [142, 148]

2.2.6.4. MMP-14

Eine wichtige Funktion von MMP-14, auch bezeichnet als MT1-MMP, ist die Aktivierung von
proMMP-2 an der Zelloberflaiche. Dazu bindet MMP-14 TIMP-2 und bildet mit diesem einen
Komplex, der wiederum proMMP-2 binden und aktivieren kann [134]. Es wird angenommen, dass
MMP-14 wegen der Fahigkeit, proMMP-2 zu aktivieren, eine wichtige Rolle bei der MMP-
vermittelten Degradation der ECM spielt. Dartiber hinaus kann MMP-14 jedoch auch direkt ECM-
Komponenten wie Fibronektin, Vitronektin, Laminin und Kollagen vom Typ | spalten [130, 146].
MMP14 wird von endothelialen Zellen und Glattmuskelzellen in Reaktion auf Cytokine wie TNF-a
und Interleukin-1p sowie auf oxidierte Lipoproteine verstarkt exprimiert [120, 141]. Wie MMP2 ist
auch MMP14 durch Ostrogen induzierbar [152]. proMMP-9 wird durch MMP-14 offenbar nicht
aktiviert [153]. In einer Studie konnte eine Assoziation von MMP-14 mit der chronischen obstruktiven

Lungenerkrankung (COPD) gezeigt werden [154].

2.2.6.5. Gewebeinhibitoren von Matrix-Metalloproteinasen (TI1MPSs)

Zu der Familie der tissue inhibitor of matrix metalloproteinases gehdren unter anderem TIMP-1 und
TIMP-2. Sie kdnnen die Aktivitaten aller bekannten MMPs inhibieren und spielen eine Schlisselrolle
bei der Aufrechterhaltung der Balance zwischen Auf- und Abbau der ECM im Rahmen verschiedener
physiologischer Prozesse [155]. TIMPs sind wichtige Kontrollfaktoren der Aktivitdt von MMPs [129].
TIMP-2 spielt eine Rolle bei der Aktivierung von proMMP-2 durch MMP-14, in hohen
Konzentrationen blockiert es diese allerdings. Ein Ungleichgewicht zwischen der degradativen
Aktivitat der MMPs und der inhibitorischen Wirkung der TIMPs fihrt zu einer pathologischen
Gewebezerstérung in Krankheiten wie rheumatoider Arthritis oder Osteoarthritis [155]. Auch bei
abdominalen Aortenaneurysmen scheint eine Dysbalance zwischen MMPs und TIMPs vorzuliegen,

das Verhaltnis ist zugunsten der Proteasen verschoben [140, 156].
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2.3. Gen-knockdown mittels siRNA-vermittelter RNA-Interferenz

Das Phanomen der RNA-Interferenz (RNAI) ist ein zuerst in Pflanzen entdeckter, durch die
Aktivierung eines sequenzspezifischen RNA-Degradationsprozesses (posttranscriptional gene
silencing (PTGS)) regulatorisch wirkender, Mechanismus. Wahrscheinlich sollte dieser Mechanismus
das Genom der Pflanzen vor fremdem mobilem genetischem Material, wie z.B. Viren oder
Transposons, schiitzen. Kurz nach der Entdeckung der RNAI in Pflanzen wurden auch in fast allen
anderen Organismen RNAi-abhéngige Prozesse nachgewiesen. Vor allem bei eukaryontischen
Organismen scheint die RNAI bei der Regulation des Entwicklungsprozesses eine entscheidende Rolle
zu spielen [157]. Dabei riicken die von den Zellen produzierten mikro-RNAs (mMiRNAS) immer starker
als Regulatoren in den Vordergrund, weil diese &hnlich den small interfering RNAs (siRNAs) die

Expression von Genen spezifisch hemmen kdnnen.

Im Jahre 1998 konnte erstmals gezeigt werden, dass beim Fadenwurm C. elegans durch die Injektion
von doppelstrdngiger RNA (dsRNA) die Expression des zur dsRNA komplementédren Gens gehemmt
wird [158]. Eine Anwendung der langen dsRNA-Molekile in Wirbeltieren zum knockdown eines
Gens war wegen der unspezifischen Interferonantwort nicht moglich [159]. Ndhere Untersuchungen in
C. elegans und der Fruchtfliege Drosophila zeigten schlieflich, dass schon ca. 21-23 Nucleotide lange
dsRNA-Molekiile fiir die Suppression eines Gens ausreichen. Diese kurzen dsRNA-Molekiile missen
fiir ihre Funktion tiber ein 5 -Phosphat-Ende, ein 3"-Hydroxyl-Ende und einen Uberhang von zwei bis
drei Nucleotiden am 3"-Ende verfligen [160]. Solche kurzen dsRNA-Molekiile, die in der Lage sind,
einen knockdown zu induzieren, werden als small interfering RNA (siRNA) bezeichnet. Da die sSiRNA-
Molekiile keine Interferonantwort in Wirbeltieren hervorrufen und synthetisch hergestellt werden

kdnnen, ist es moglich geworden, fast jedes beliebige Gen sequenzspezifisch auszuschalten.

Aufgrund der siRNA-Struktur ergab sich die Vermutung, dass ein Enzym der RNaselll-Familie an der
Prozessierung von langen dsRNA-Molekilen beteiligt sein konnte. Im Jahre 2001 konnte in
Drosophila melanogaster das evolutionér konservierte Enzym DICER identifiziert werden, welches
aus einer Helicase-Domane, zwei RNaselll-Motiven und einer dsRNA-Bindedoméne aufgebaut ist.
Als Dimer ist es, in Verbindung mit anderen Proteinen, an der Spaltung von langer dsRNA in die
kurzen siRNA-Molekiile beteiligt [157]. Die prozessierten oder direkt transfizierten sSiRNA-Molekile
werden in den Multienzymkomplex RISC (RNA-induced silencing complex) als Einzelstrang
aufgenommen [161]. Dabei wird immer der Strang in den RISC aufgenommen, der am 5"-Ende die
niedrigere Basenpaarungsenergie aufweist [162]. Ist ein einzelstrangiges RNA-Molekul (antisense-
Strang) in dem RISC gebunden, so kann dieser die zur gebundenen RNA komplementdre mRNA in
der Mitte der Erkennungsstelle spalten. Ein weiterer Abbau der degradierten mRNA findet

wahrscheinlich durch Exoribonucleasen statt [163].
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Fir diese Arbeit wurden synthetische siRNA-Molekile mittels reverser Transfektion in die Zellen
eingeschleust. Da die Wirkung einer solchen Transformation mit SiRNA zeitlich begrenzt ist, wurden
auch Vektor-basierte Techniken zur dauerhaften RNA-Interferenz entwickelt. Eine Moglichkeit ist die
Verwendung von small hairpin RNA-codierenden Vektoren. Die transkribierte RNA dieser Vektoren
bildet durch die sense- und antisense-Sequenz eine partielle dsRNA-Struktur, wobei zwischen den
homologen Sequenzen eine Sequenz fiir die Haarnadelstruktur (hairpin) lokalisiert ist. Bindet diese
shRNA an DICER, so wird sie zur ,reifen” siRNA prozessiert, welche wiederum mit dem RISC
interagiert, wodurch es schlieBlich zur Degradation der komplementaren mRNA kommt.

Anwendungen fir die sSiRNA-Technik sind zum Einen die Identifizierung von Funktionen bestimmter
Gene und zum Anderen die mégliche therapeutische Nutzung. Fir einen moglichen therapeutischen
Einsatz der siRNA-Technik miissen allerdings noch einige Probleme, wie z.B. die RNA-Instabilitat,
die spezifische Applikation oder auch die effiziente Aufnahme in verschiedene Zelltypen, geldst

werden.

2.4. Immortalisierung primarer Zellen

Ein wesentliches Hindernis bei der Immortalisierung primérer humaner Zellen und der Etablierung
von humanen Zelllinien stellt die tber Telomere kontrollierte zelluldre Seneszenz dar [164]. Zelluldre
Seneszenz wird durch die Verkiirzung der Telomere an den Enden der Chromosomen verursacht. Die
DNA-Polymerase ist nicht in der Lage, die Enden der linearen DNA-Molekile vollstdndig zu
replizieren, so dass die Telomere mit jeder Teilung somatischer Zellen kiirzer werden. Das Enzym
Telomerase kann den Abbau der Telomere sowie das Einsetzen der Seneszenz verhindern, seine
Expression ist jedoch auf die frilhen Phasen der Embryonalentwicklung beschrankt. Im adulten
Individuum exprimieren nur sehr wenige Zellen in Blut, Haut und Verdauungstrakt eine funktionelle
Telomerase. Die RNA-Komponente der Telomerase wird jedoch in vielen Zellen in geringem Mal}
exprimiert. Durch den Transfer exogener hTERT-cDNA, die fur katalytische Untereinheit der
humanen Telomerase codiert, kann eine funktionelle Telomerase rekonstituiert, die Verkurzung der
Telomere und der Eintritt in die zelluldre Seneszenz verhindert und so primdre humane Zellen
immortalisiert werden [165]. Durch hTERT konnen Zellen immortalisiert werden, ohne dass mit der
Krebsentstehung verbundene Verdnderungen oder ein abweichender zelluldrer Phénotyp entstehen
[166, 167]. Immortalisierte primdre Zellen konnen Tumorzellen fir die Verwendung in
zellbiologischen Studien abldsen und stellen ein Modellsystem zur Verfligung, das den Eigenschaften

der Ursprungszellen eher entspricht als Tumorzellen.
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2.5. Gegenstand und Ziele der vorliegenden Arbeit

PXE ist eine Erkrankung, die durch eine ausgesprochene Variabilitdt des klinischen Phanotyps
charakterisiert ist. Trotz der Identifizierung einiger Gene, die offenbar einen Einfluss auf
Krankheitsausbruch und Schweregrad haben, sind noch langst nicht alle Faktoren bekannt, die die
groRe Bandbreite verschiedener Ausprdgungen von PXE bestimmen. Weiterhin kann die
Identifizierung von Genen, die einen Einfluss auf die Pathogenese von PXE nehmen, auch dazu
beitragen, die pathobiochemischen Vorgénge aufzukléren, die schlielich zur Manifestation der PXE-
Symptome flihren und die noch in weiten Teilen unbekannt sind. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag
daher auf der Identifizierung weiterer genetischer Kofaktoren fir PXE. Besonderes Augenmerk lag
dabei auf solchen Genen, die mdglicherweise einen Einfluss auf die regelméBig mit PXE

einhergehende Retinopathie ausiiben

Obgleich eine Vielzahl von Beobachtungen zu Verénderungen der extrazelluldaren Matrix bei PXE
vorliegt, ist wenig dartber bekannt, welche molekularen Mechanismen etwa zur Verdnderung von
elastischen Fasern oder der Akkumulation von Proteoglykanen filhren. Im Rahmen dieser Arbeit
sollten daher zunachst im Zellkulturmodell an Fibroblasten die Veranderungen im Aufbau der ECM
mdglichst genau charakterisiert werden. Der Schwerpunkt sollte dabei auf die Proteoglykane und
besonders die Biosynthese ihrer GAG-Seitenketten gelegt werden. Anschliefend sollte durch ein
gezieltes Ausschalten des ABCC6-Gens in normalen dermalen Fibroblasten tberpriift werden, ob die

gefundenen Veranderungen auf eine ABCC6-Defizienz zurlickzufiihren sind.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit sollten Marker gefunden werden, die sich fur eine nicht-invasive
Charakterisierung des Matrix-Umbaus in den betroffenen Geweben von PXE-Patienten eignen, um so
die Krankheitsaktivitat erfassen und eventuell den Erfolg therapeutischer Manahmen ermitteln zu

kénnen.

SchlieBlich sollte durch Immortalisierung priméarer dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten ein
Modellsystem geschaffen werden, dass sich fiir zellbiologische Untersuchungen der Konsequenzen
einer ABCC6-Defizienz eignet, ohne den flr priméren Zellen typischen Einschrankungen beziglich

der Kultivierung zu unterliegen.
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3. Ergebnisse

3.1. Analysen zur Genexpression dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die mMRNA-Expression ausgewahlter Gene des Biosynthesewegs der
Glykosaminoglykane, von Genen, die flr Proteine der extrazelluldren Matrix codieren, sowie von
Genen bestimmter Metalloproteinasen und deren Inhibitoren in dermalen Fibroblasten von PXE-
Patienten (N =5) untersucht werden. Dermale Fibroblasten von gesunden Spendern (N = 5) dienten
als Kontrolle. Fur die Genexpressionsanalysen wurden dermale Fibroblasten von PXE-Patienten und
Kontrollen (alle zwischen der 2. und 4.Passage) in jeweils zwei Kulturschalen parallel fur zehn Tage
kultiviert. Nach diesem Zeitraum wurden die Zellkulturiberstande zur Bestimmung der
Xylosyltransferase-Aktivitat abgenommen und bei - 20°C gelagert. Aus den Zellen wurde die Gesamt-
RNA isoliert. Von jeder Probe wurde jeweils 1 pg RNA in cDNA revers transkribiert. Um zu eruieren,
ob die gefundenen Veranderungen bei fortgesetzter Kultivierung persistieren oder ob es sich um
transiente Effekte handelt, wurde die Kultivierung mit Zellen von Patienten und Kontrollen, die sich
zwischen der 5. und 7. Passage befanden, wiederholt.

Die Quantifizierung der relativen Genexpression der Zielgene erfolgte mittels realtime RT-PCR. Dazu
wurden die cDNA-Proben im Verhéltnis von 1:20 mit Wasser verdiinnt und in Dreifachbestimmung
gemessen. Um mdglichst vergleichbare Messwerte fir die zu analysierenden Ziel- und Haushaltsgene
zu erhalten, wurde die mMRNA-Expression in allen Proben, die miteinander verglichen werden sollten,
in einem PCR-Lauf quantifiziert. Die Normalisierung der gewonnenen Rohdaten erfolgte unter
Verwendung von als konstant angenommenen Referenzgenen, sogenannten Haushaltsgenen. Dazu
wurde zundchst die Expression einiger Kandidaten-Haushaltsgene in sdmtlichen cDNA-Proben
bestimmt. Die stabilsten Haushaltsgene wurden ausgewé&hlt und zu einem Index kombiniert. Die
Berechnung der normalisierten Expression erfolgte mit der AA-c-Methode [168]. Die
Expressionsdaten wurden schlieBlich reskaliert, indem der Wert der hochsten Expression gleich eins

gesetzt wurde.

3.1.1. Optimierung von spezifischen realtime PCRs

Im Vorfeld wurden realtime PCR-Anwendungen fir die zu analysierenden Ziel- und Haushaltsgene
auf dem Mastercycler-System der Firma Eppendorf etabliert und optimiert. Fir jedes Zielgen wurden
verschiedene Primer-Paare getestet und das am besten geeignete Primer-Paar flr die Verwendung mit
dem Mastercycler-System optimiert. Das Vorgehen bei der Optimierung der spezifischen realtime
PCRs wird im Folgenden exemplarisch am Beispiel der fir die MMP-2-cDNA spezifischen realtime
PCR erlautert. Fir die Quantifizierung der Matrix-Metalloproteinase 2 wurden zundchst drei
verschiedene Primer-Paare getestet. Dazu wurde eine PCR auf einem herkémmlichen Thermocycler
durchgefiihrt, wobei gepoolte cDNA von PXE-Patienten und Kontrollen als Template zum Einsatz

kam. Die Funktionsfahigkeit der Primer-Paare und die Amplifikation eines spezifischen Produkts
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wurden dann durch Auftrennung der PCR-Produkte auf einem Agarosegel Uberprift. Eines der
Primer-Paare lieferte ein spezifisches Produkt, das sich durch das Auftreten einer einzelnen starken
Bande auf dem Agarosegel auszeichnete.
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Abbildung 3-1: Optimierung der Annealing-Temperatur eines Primer-Paars zur Quantifizierung der mRNA-Expression der
Matrix-Metalloproteinase 2. Die PCR wurde mit einem Temperaturgradienten durchgefiihrt. Die Kurven beschreiben den
Verlauf der PCR bei verschiedenen Temperaturen. Sowohl der c.-Wert als auch die erreichte Endkonzentration und die
Reaktionseffizienz, angezeigt durch die Steigung der Kurven, hdngen empfindlich von der jeweiligen Annealing-Temperatur

ab. Fur das untersuchte Primer-Paar wurde eine Temperatur von 59,6°C als optimal bestimmt.

Dieses Primer-Paar wurde dann mit einer Temperaturgradienten-PCR auf dem Mastercycler-System
getestet und die optimale Annealing-Temperatur fir die realtime PCR wurde ermittelt
(Abbildung 3-1). Um sicherzustellen, dass bei der realtime PCR nur ein spezifisches Produkt
amplifiziert und quantifiziert wurde, umfasste jedes PCR-Programm die Aufnahme einer
Schmelzkurve (Abbildung 3-2). Die Identitdt der Amplifikate wurde zusétzlich durch direktes
Sequenzieren verifiziert. Bei der Messung der cDNA mit dem ausgewahlten Primer-Paar zeigten sich
jedoch erhebliche Abweichungen zwischen den Triplikaten, vermutlich aufgrund einer instabilen PCR.
Dies fallt bei der Optimierung der PCR nicht unbedingt auf, sondern zeigt sich unter Umstéanden erst
bei Messungen an Proben mit sehr unterschiedlichen Template-Konzentrationen. Daraufhin wurden
drei weitere Primer-Paare wie beschrieben getestet und mit dem geeignetsten wiederum die
Expression bestimmt. Bei diesem Paar zeigten sich keine grdReren Abweichungen zwischen den

Triplikaten, so dass die Messwerte verwendet werden konnten.
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Abbildung 3-2: Uberpriifung der Spezifitat einer PCR durch Schmelzkurven-Analyse. Die Graphen beschreiben die

Verénderungsrate der Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der Temperatur. Ein einziger scharfer Peak zeigt das VVorliegen eines

einzigen, definierten Produkts.

3.1.2. Auswahl konstant exprimierter Haushaltsgene

Zur Ermittlung von geeigneten Haushaltsgenen fir die Normalisierung der gewonnenen
Expressionsdaten wurden zunéchst die in Tabelle 3-1 aufgefiihrten Gene, von denen eine annéhernd
konstante Expression in dermalen Fibroblasten erwarten werden konnte, in den cDNA-Proben
quantifiziert. Die Haushaltsgen-Kandidaten wurden dann mit dem Programm geNorm [169] auf ihre
Expressionsstabilitat hin untersucht. Dieses Programm analysiert paarweise Korrelationen zwischen
den einzelnen Haushaltsgenen und berechnet daraus das Stabilititsma M, anhand dessen sich die
getesteten Gene nach der Stabilitat ihrer Expression ordnen lassen. Die stabilsten Haushaltsgene, d.h.
die mit dem niedrigsten Wert von M, werden dann zu einem Index verkniipft, indem der geometrische

Durchschnitt berechnet wird.
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Tabelle 3-1: Auf ihre Eignung als Haushaltsgen hin untersuchte Gene.

Tryptophan-5-monooxygenase
Aktivierungsprotein,

(-Polypeptid

Symbol Referenz- Name Funktion
sequenz

ACTB NM_001101 B-Actin Bestandteil des Cytoskeletts

B2M NM_004048 B2-Mikroglobulin B-Kette von MHC I-Molekilen

HPRT1 NM_000194 Hypoxanthin-Phosphoribosyl- Katalyse der Umwandlung von
transferase 1 Hypoxanthin zu Inosinmonophosphat

RPL13A NM_012423 Ribosomales Protein L13a Struktureller Bestandteil der grof3en

60S ribosomalen Untereinheit

SDHA NM_004168 Succinatdehydrogenasekomplex Katalytische Untereinheit der
Untereinheit A, Flavoprotein Succinat-Ubiquinon-Oxidoreduktase

TUBA1 NM_006000 al-Tubulin Bestandteil des Cytoskeletts

YWHAZ NM_003406 Tyrosin-3-monooxygenase/ Signaltransduktion tber Bindung an

phosphorylierte Serinreste in einer

Reihe von Signalmolekiilen

Wie der Tabelle 3-2 zu entnehmen ist, war die Expressionsstabilitat in allen Proben bei HPRT1 am
grofiten und bei YWHAZ am geringsten (M = 0,92 bzw. M = 1,67). Abbildung 3-3 zeigt die Stabilitat

eines aus den relativen Expressionen der Kandidatengene berechneten Index. Zur Ermittlung der

optimalen Anzahl von Haushaltsgenen wurden anschlieRend die Abweichungen zwischen jeweils zwei

Tabelle 3-2: Deskriptive Statistik der getesteten Haushaltsgene und des daraus errechneten Index.

Faktor ACTB | B2M HPRT1 RPL13A | SDHA TUBA1 YWHAZ | Index
N 96 96 96 96 96 96 96 96
GM [c] 17,16 17,08 22,71 18,05 22,51 26,84 21,19 20,42
AM [c] 17,17 17,08 22,72 18,09 22,53 26,86 21,24 20,43
Min [c] 15,49 15,70 21,38 15,30 20,94 22,26 19,03 19,31
Max [ci] 18,33 18,35 24,30 20,56 25,10 30,25 29,57 22,05
SD [*c(] 0,5615 | 0,5186 0,5477 1,160 1,027 1,033 1,615 0,4897
CV[%c] | 3,27 3,04 2,41 6,41 4,56 3,85 7,60 2,40
M 0,957 0,983 0,920 1,285 1,144 1,123 1,667 0,760

GM: geometrischer Durchschnitt; AM: arithmetischer Durchschnitt; Min: kleinster c-Wert; Max: grofter c-Wert;
SD: Standardabweichung; CV: Varianz; M: StabilitatsmaR.
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Normalisierungsfaktoren mit einer zunehmenden Anzahl von Genen betrachtet (Abbildung 3-4). Eine
grolle Varianz bedeutet, dass das hinzugefligte Gen einen signifikanten Effekt hat und zur Berechnung
des Normalisierungsfaktors mit herangezogen werden sollte. Im Falle der fir diese Arbeit
untersuchten Haushaltsgene ergibt diese Analyse eine optimale Anzahl von sechs Genen.

durchschnittliche Expressionsstabilitat M

0.4 T T

YWHAZ RIBL13 SDHA TUBU HPRT BETAA
BETAM

<== instabilste Gene  stabilste Gene ==>

Abbildung 3-3: Durchschnittliche Stabilitat der verbleibenden Haushaltsgene nach sukzessiver Entfernung der Gene mit der
geringsten Expressionsstabilitét
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Abbildung 3-4: Ermittlung der optimalen Anzahl an Haushaltsgenen zur Normalisierung der Zielgen-Expression. Bei einer
Anzahl von sechs Haushaltsgenen hat das Hinzufiigen weiterer Gene keinen signifikanten Effekt auf den berechneten

Normalisierungsfaktor mehr.
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3.1.3. Relative Quantifizierung der Genexpression ausgewahlter Proteine der ECM in
PXE-Fibroblasten und Kontrollzellen

Zur Expressionsanalyse wurden Gene ausgesucht, die entweder in direktem pathogenetischen

Zusammenhang mit PXE stehen bzw. solche, fir die sich dies vermuten lasst (Tabelle 3-3). Fir einige

dieser Gene wurde bereits zuvor eine veranderte Expression bei PXE berichtet [44, 170].

Tabelle 3-3: Gene der ECM-Proteine, deren Expression quantifiziert wurde.

Symbol Referenzsequenz | Name Funktion

ACAN NM_001135 Aggrecan Wesentlicher Bestandteil der ECM des
Chondroitinsulfat Proteoglykan 1 Knorpels

ACTA2 NM_001613 a2 Actin Bestandteil der glatten Muskulatur der
smooth muscle actin Blutgeféale

BGN NM_001711 Biglycan Kollagen-Fibrillogenese
Dermatansulfat Proteoglykan 1

CD44 NM_000610 CD44 Antigen Hyaluronan-Rezeptor
Hermes-Antigen Lymphozyten-Aktivierung

DCN NM_001920 Decorin Matrix-Assemblierung
Dermatansulfat Proteoglykan 2

ELN NM_000501 Elastin Bestandteil der elastischen Fasern

FN1 NM_002026 Fibronektin 1 Zelladhdsion und -migration

SPARC NM_003118 Osteonektin Matrix-assoziiertes Protein
secreted protein, acidic, cysteine
rich

SPP1 NM_000582 Osteopontin Regulation der biologischen
secreted phosphoprotein 1 Mineralisierung

TNC NM_002160 Tenascin C Regulation der Migration von

Fibroblasten nach Gewebeverletzungen
VCAN NM_004385 Versican Gewebsmorphogenese und
Homoostase
VTN NM_000638 Vitronektin Zelladhasion, Komplement-

Inhibierung
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Beim Vergleich der Expressionen zwischen aus PXE-Patienten stammenden Proben und solchen aus
gesunden Kontrollpersonen zeigten sich fiir einige der untersuchten Gene Unterschiede, zum
Uberwiegenden Teil jedoch nur bei einer Gruppe der nach Passagen aufgeteilten Proben. So wurden
bei den Fibroblasten aus friihen Passagen signifikant erhdhte Expressionen des Fibronektin 1-, des
Biglycan- und des Elastin-Gens sowie eine signifikant erniedrigte Expression des CD44-Gens bei
Proben von PXE-Patienten im Vergleich zu den Kontrollpersonen gefunden. Deutlich, aber nicht
signifikant verringert war aulerdem die Expression des 02-Actin-, des Aggrecan- und des Vitronektin-
Gens. Die Fibroblasten aus spéteren Passagen zeigten eine stark verringerte Expression der Gene von
Aggrecan, Biglycan, Elastin und Osteonektin, eine verringerte Expression des Osteopontin-,
Fibronektin- und des Vitronektin-Gens sowie eine erhdhte Expression des Tenascin C- und des
Decorin-Gens. Alle beschriebenen Verdnderungen waren statistisch signifikant (P < 0,05). Die

Ergebnisse der Expressionsanalyse sind in Tabelle 3-4 zusammengefasst.

Tabelle 3-4: Ergebnisse der Expressionsanalyse der Gene der ECM-Proteine. Signifikante Unterschiede sind hervorgehoben,
eine signifikante Verringerung der Genexpression bei PXE-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen ist zusétzlich rot

markiert.

Relative Expression (Passagen 2 — 4) Relative Expression (Passagen 5 - 7)
Gen PXE? Kontrollen® | P® PXE?® Kontrollen® | P®
ACAN 0,202 +0,194 | 0,405+0,357 | 0,117 0,003 + 0,004 | 0,333+0,352 | 0,0002
ACTA2 0,0764 £0,072 | 0,152 £ 0,043 | 0,115 0,126 +0,194 | 0,290+ 0,331 | 0,085
BGN 0,468 + 0,284 | 0,160 = 0,287 | 0,0230 0,159+ 0,099 | 0,452 0,289 | 0,0002
CD44 0,122 +0,012 | 0,307 £0,084 | 0,0222 0,329 +0,193 | 0,259+ 0,116 | 0,267
DCN 0,169 + 0,029 | 0,272+0,093 | 0,254 0,384 + 0,225 | 0,153+0,051 | 0,0015
ELN 0,465+ 0,330 | 0,102 +0,127 0,0041 0,083 +0,069 | 0,369 +0,284 | 0,0001
FN1 0,472+0,292 | 0,226 £0,232 | 0,0471 0,259 + 0,140 | 0,453 +0,327 | 0,0264
SPARC 0,216 +0,132 | 0,406 £0,295 | 0,0673 0,242 +0,085 | 0,527 £0,237 | <0,0001
SPP1 0,080+0,095 | 0,266 +0,384 | 0,135 0,139 +0,124 | 0,286 £ 0,272 | 0,045
TNC 0,354 + 0,107 | 0,371+0,399 | 0,897 0,371+0,179 | 0,170+ 0,135 | 0,0022
VCAN 0,247 +0,136 | 0,380+0,311 | 0,213 0,155+0,231 | 0,115+ 0,067 | 0,565
VTN 0,078 +0,015 | 0,225+0,129 | 0,163 0,037 +£0,062 | 0,274+ 0,407 | 0,0149

& Mittelwert + Standardabweichung

b t-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte
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3.1.4. Relative Quantifizierung der Genexpression ausgewahlter, an der GAG-

Biosynthese beteiligter Proteine

Tabelle 3-5 zeigt die in dieser Arbeit untersuchten Gene an der GAG-Biosynthese beteiligter Proteine.

Darunter befinden sich Gene mit einer Funktion beim Aufbau des Tetrasaccharid-Linkers, der die

GAG-Ketten mit dem Core-Protein verbindet, Gene, deren Produkte eine Rolle beim Aufbau der

eigentlichen GAG-Kette aus sich wiederholenden Disaccharid-Einheiten spielen, sowie Gene, die fir

Enzyme codieren, die Modifikationen an der GAG-Kette durchfiihren.

Tabelle 3-5: Gene der an der GAG-Biosynthese beteiligten Enzyme, deren Expression quantifiziert wurde.

Referenz- .
Symbol Name Funktion
sequenz
XYLT1 NM_022166 | Xylosyltransferase | (XyIT-I) Ubertragung von Xyloseresten von
UDP-Xylose auf ein Akzeptorprotein
XYLT2 NM_022167 | Xylosyltransferase Il (XyIT-1I) Ubertragung von Xyloseresten von
UDP-Xylose auf ein Akzeptorprotein
B4GALT7 NM_007255 | Xylosylprotein B-1,4- Ubertragung des ersten Galaktose-
Galactosyltransferase Rests wahrend des Aufbaus des
Polypeptid 7 Linkers
B3GALT6 NM_080605 | UDP-Gal:B-Gal B-1,3- Ubertragung des zweiten Galaktose-
Galactosyltransferase Rests wahrend des Aufbaus des
Polypeptid 6 Linkers
B3GAT3 NM_012200 | B-1,3-Glucuronyltransferase 3 Transfer der terminalen Glukuronsdure
auf den Linker
CSGALNACT1 | NM_018371 | Chondroitinsulfat N-Acetyl- Transfer von N-Acetylgalaktosamin
galaktosaminyltransferase | auf Glukuronséure-Reste
CSGALNACT2 | NM_018590 | Chondroitinsulfat N-Acetyl- Transfer von N-Acetylgalaktosamin
galaktosaminyltransferase 11 auf Glukuronsdure-Reste
EXTL1 NM_004455 | Glukuronosyl-N-acetyl- Kettenverldngerung von Heparansulfat
glukosaminyl-proteoglykan 4-a-
N-acetylglucosaminyl-
transferase
EXTL2 NM_001439 | o-1,4-N-Acetylglucosaminyl- Ubertragung von N-Acetylglukosamin

transferase

auf den Tetrasaccharid-Linker bei der

Proteoglykan-Biosynthese
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Referenz- .
Symbol Name Funktion
sequenz
EXTL3 NM_001440 | Glukuronyl-galaktosyl- Ubertragung von N-Acetylglukosamin
proteoglykan 4-a-N- auf den Tetrasaccharid-Linker bei der
acetylglucosaminyltransferase Proteoglykan-Biosynthese
GLCE NM_015554 | Glukuronséure-C5-Epimerase Epimerisierung von D-Glukuronsdure-
Resten zu L-lduronséure
EXT1 NM_000127 | Exostosin 1 Kettenverlangerung von Heparansulfat
EXT2 NM_000401 | Exostosin 2 Kettenverldngerung von Heparansulfat
CHSY1 NM_014918 | Chondroitinsynthase 1 Chondroitin-Polymerisierung
CHPF NM_024536 | Chondroitin-Polymerisierungs- Chondroitin-Polymerisierung
faktor
CHSY3 NM_175856 | Chondroitinsynthase 2 Chondroitin-Polymerisierung
CHPF2 NM_019015 | Chondroitin-Polymerisierungs- Chondroitin-Polymerisierung
faktor 2
CHST11 NM_018413 | Chondroitin-4-sulfotransferase 1 | 4-Sulfatierung von Chondroitinsulfat
CHST12 NM_018641 | Chondroitin-4-sulfotransferase 2 | 4-Sulfatierung von Chondroitinsulfat
CHST3 NM_004273 | Chondroitin-6-sulfotransferase 1 | 6-Sulfatierung von Chondroitinsulfat
UST NM_005715 | Uronyl-2-sulfotransferase 2-Sulfatierung von Chondroitinsulfat
NDST2 NM_003635 | N-Deacetylase / N-Sulfotrans- Deacetylierung / Sulfatierung von
ferase 2 Heparansulfat
HAS1 NM_001523 | Hyaluronansynthase-1 Synthese von Hyaluronan
HAS?2 NM_005328 | Hyaluronansynthase-2 Synthese von Hyaluronan
HAS3 NM_005329 | Hyaluronansynthase-3 Synthese von Hyaluronan
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3.1.4.1. Analyse der Expression der an der Synthese des Tetrasaccharid-Linkers

beteiligten Gene

Die Fibroblasten von PXE-Patienten zeigten in frihen Passagen im Vergleich mit von gesunden
Kontrollpersonen stammenden Fibroblasten eine erhéhte Expression aller an der Linker-Synthese
beteiligten Gene, mit Ausnahme des BAGALT7-Gens. Die Veradnderungen waren allerdings in keinem
Fall statistisch signifikant. Bei den Zellen spaterer Passagen war die beschriebene Erhdhung nicht
mehr zu beobachten, die Genexpressionen unterschieden sich mit Ausnahme von XYLT1 und
B3GALT6 nicht zwischen Zellen von PXE-Patienten und Kontrollen. Die Expression des B3GALT6-
Gens war bei den Zellen von PXE-Patienten in spateren Passagen leicht, die des XYLT1-Gens

signifikant erniedrigt (Tabelle 3-6).

Tabelle 3-6: Ergebnisse der Expressionsanalyse der an der Synthese des Tetrasaccharid-Linkers beteiligten Gene.
Signifikante Unterschiede sind hervorgehoben, eine signifikante Verringerung der Genexpression bei PXE-Patienten im

Vergleich zu den Kontrollen ist zusétzlich rot markiert.

Relative Expression (Passagen 2 - 4) Relative Expression (Passagen 5 - 7)
Gen PXE? Kontrollen® | P® PXE?® Kontrollen® [ PP
XYLT1 0,511+0,281 | 0,368+0,170 | 0,180 0,183 +0,078 | 0,519+0,326 | 0,0049
XYLT2 0,494 + 0,259 | 0,373+0,246 | 0,288 0,154 + 0,134 | 0,219+ 0,252 | 0,348
B4GALT7 0,582 +0,141 | 0,699 +£0,158 | 0,0881 0,344 + 0,243 | 0,410+ 0,187 | 0,422
B3GALT6 0,499 +0,324 | 0,270+0,149 | 0,125 0,391 +0,198 | 0,548 +£0,306 | 0,0865
B3GAT3 0,393+0,415 | 0,125+0,084 | 0,060 0,403 +0,224 | 0,376 +£0,182 | 0,730

& Mittelwert + Standardabweichung
bt-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte

3.1.4.2. Analyse der Expression der an der Initiation und Verlangerung der GAG-Kette

beteiligten Gene

Beim Vergleich der Expressionen zwischen den von PXE-Patienten stammenden Proben und denen
von gesunden Kontrollpersonen zeigte sich bei Fibroblasten von PXE-Patienten in friilhen Passagen
eine signifikant erhdhte Expression des CSGALNACT1- und eine leicht erhohte Expression des
EXTL2- und des EXT2-Gens. Die Expression des HAS2-Gens war signifikant, die des HAS1- und des
CHSY3-Gens leicht erniedrigt. Bei den Zellen aus spéteren Passagen wurde eine signifikant erniedrigte
Genexpression von CHPF, CHSY3, CHPF2 und HAS1 bei den Fibroblasten aus PXE-Patienten
beobachtet. Die Ergebnisse der Expressionsanalyse sind in Tabelle 3-7 zusammengefasst. Die mMRNA
von HAS3 konnte in den dermalen Fibroblasten nicht quantifiziert werden, da die Expression zu gering

war.
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Tabelle 3-7: Ergebnisse der Expressionsanalyse der an der Initiation und Verlangerung der GAG-Kette beteiligten Gene.
Signifikante Unterschiede sind hervorgehoben, eine signifikante Verringerung der Genexpression bei PXE-Patienten im

Vergleich zu den Kontrollen ist zusatzlich rot markiert.

Relative Expression (Passagen 2 - 4) Relative Expression (Passagen 5 —7)
Gen PXE? Kontrollen® | P® PXE? Kontrollen® | P°
CSGALNACT1 | 0,444+ 0,212 | 0,179+0,084 | 0,0039 0,214 +0,228 | 0,198 +0,241 | 0,852
CSGALNACT2 | 0,483 +0,240 | 0,488 +0,276 | 0,963 0,487 £ 0,267 | 0,472+0,229 | 0,870
EXTL2 0,506 + 0,275 | 0,327 £0,088 | 0,0639 0,464 + 0,186 | 0,494 +0,205 | 0,666
EXTL3 0,651 +0,154 | 0,612 +0,261 | 0,678 0,305+ 0,235 | 0,416 0,196 | 0,180
EXT1 0,526 + 0,252 | 0,487 +£0,219 | 0,708 0,379+0,188 | 0,329+0,140 | 0,434
EXT2 0,612+ 0,203 | 0,499+0,154 | 0,170 0,165+ 0,100 | 0,134 +0,044 | 0,328
CHSY1 0,321+ 0,366 | 0,294 +0,139 | 0,830 0,342 £ 0,097 | 0,432+0,248 | 0,156
CHPF 0,324+ 0,319 | 0,337+£0,296 | 0,922 0,233+£0,164 | 0,572 0,255 | <0,0001
CHSY3 0,326 £ 0,172 | 0,465+ 0,276 | 0,176 0,300 £ 0,219 | 0,459 +0,184 | 0,0436
CHPF2 0,560 +0,172 | 0,586 +0,173 | 0,734 0,366 + 0,254 | 0,550 £0,195 | 0,0396
HAS1 0,385+ 0,211 | 0,530+ 0,257 | 0,182 0,239 +0,126 | 0,513 +0,342 | 0,0028
HAS2 0,256 + 0,235 | 0,631 +0,350 | 0,0089 0,244 £ 0,284 | 0,268 £ 0,238 | 0,808

& Mittelwert + Standardabweichung
bt-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte

3.1.4.3. Analyse der Expression der an der Modifizierung der GAG-Kette beteiligten
Gene

Die Analyse der Expression der an der Modifizierung der GAG-Kette beteiligten Gene ergab eine

leichte, nicht statistisch Gene  der
Chondroitin-4-sulfotransferase CHST12 CHST3 bei

Fibroblasten von PXE-Patienten in einer frihen Passage im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die

signifikante  Erhohung  der  Expression  der

und der Chondroitin-6-sulfotransferase
Expression von CHST11 war tendenziell ebenfalls erhoht. Bei den Zellen in spéaten Passagen fand sich
eine leicht erhohte Expression von CHST12 und CHST3. Die Ergebnisse der Expressionsanalyse sind

in Tabelle 3-8 zusammengefasst.
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Tabelle 3-8: Ergebnisse der Expressionsanalyse der an Modifizierung der GAG-Kette beteiligten Gene.

Relative Expression (Passagen 2 — 4) Relative Expression (Passagen 5 - 7)

Gen PXE 2 Kontrollen® [ PP PXEP Kontrollen® [ PP

GLCE 0,457 +0,345 | 0,414+0,185 | 0,728 0,192 + 0,262 | 0,218 +0,291 | 0,796
CHST11 0,479 +0,234 | 0,364 0,149 | 0,200 0,415+0,310 | 0,364 +0,270 | 0,644
CHST12 0,472+0,319 | 0,305+0,165 | 0,159 0,290 + 0,216 | 0,161 +0,095 | 0,060
CHST3 0,496 + 0,262 | 0,349 +0,239 | 0,064 0,266 + 0,235 | 0,157 +£0,133 | 0,152
UST 0,543+0,219 | 0,559+0,241 | 0,873 0,403 +0,228 | 0,458 + 0,264 | 0,538
NDST?2 0,412 +0,280 | 0,444 +0,204 | 0,768 0,381 +0,269 | 0,468 + 0,220 | 0,352

& Mittelwert + Standardabweichung

b t-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte

3.1.5. Relative Quantifizierung der Genexpression ausgewahlter Metalloproteinasen und

Proteinase-Inhibitoren

Untersucht wurde die Genexpression der Matrix-Metalloproteinasen MMP2, MMP9 sowie der

membrangebundenen Metalloproteinase MMP14, die fir

die Aktivierung von proMMP-2

verantwortlich ist. AuRBerdem wurde die Expression der Gene der beiden Matrixmetalloproteinase-
Inhibitoren TIMP1 und TIMP2 quantifiziert.

Tabelle 3-9: Gene der Metalloproteinasen und Protease-Inhibitoren, deren Expression quantifiziert wurde.

Referenz- ]
Symbol Name Funktion
sequenz
MMP2 NM_004530 Matrix-Metalloproteinase 2 Abbau der ECM
Gelatinase A
MMP9 NM_004994 Matrix-Metalloproteinase 9 Abbau der ECM
Gelatinase B
MMP14 NM_004995 Matrix-Metalloproteinase 14 Aktivierung von proMMP-2
Membran-Typ 1 MMP
TIMP1 NM_003254 Metalloproteinase-Inhibitor 1 Inhibition verschiedener MMPs
TIMP2 NM_003255 Metalloproteinase-Inhibitor 2 Inhibition verschiedener MMPs

Unterdriickung der Proliferation

endothelialer Zellen
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Die MMP-9-mRNA konnte in den untersuchten Fibroblasten nicht quantifiziert werden. Bei den
ubrigen untersuchten Genen konnte in keinem Fall eine signifikante Veranderung der Expression
festgestellt werden (Tabelle 3-10). Bei den Zellen in den spaten Passagen zeigte sich jedoch eine leicht
verringerte Expression des TIMP1-Gens und eine leicht erhohte Expression des TIMP2-Gens in
Fibroblasten von PXE-Patienten im Vergleich zu den Kontrollzellen. Tendenziell waren diese
Veranderungen auch in den Zellen aus friihen Passagen zu beobachten.

Tabelle 3-10: Ergebnisse der Expressionsanalyse der Metalloproteinasen und Proteinase-Inhibitoren.

. Relative Expression (Passagen 2 - 4) Relative Expression (Passagen 5 - 7)
en

PXE ® Kontrollen® [ P® PXE ? Kontrollen® [ P®
MMP2 0,268 £ 0,280 | 0,310+0,259 | 0,727 0,432+0,276 | 0,469 +0,226 | 0,697
MMP14 0,356 £ 0,251 | 0,246+ 0,256 | 0,193 0,209 +0,101 | 0,274+0,251 | 0,308
TIMP1 0,534 + 0,220 | 0,628 +0,287 | 0,405 0,480+ 0,185 | 0,589+0,242 | 0,159
TIMP2 0,608 +0,177 | 0,469 0,305 | 0,211 0,504 +0,231 | 0,382+0,143 | 0,111

& Mittelwert + Standardabweichung
b t-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte

3.1.6. Zusammenfassung der Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

Die Analyse der Genexpression der ECM-Proteine zeigte bei einem Grofteil der Gene eine signifikant
reduzierte Expression bei den Fibroblasten der PXE-Patienten aus spaten Passagen im Vergleich mit
den sich ebenfalls in spédten Passagen befindlichen Fibroblasten von gesunden Kontrollpersonen. Dies
betraf die Genexpression von Aggrecan, Elastin, Fibronektin, Osteonektin, Osteopontin und
Vitronektin. Aus dieser Gruppe wiesen Elastin und Fibronektin in Zellen aus friihen Passagen noch
eine relativ zu den Kontrollzellen signifikant erhthte Genexpression auf. Anders als bei den meisten
anderen Genen fand sich bei Decorin und Tenascin-C in den Fibroblasten der spéten Passagen eine im
Vergleich mit den Zellen gesunder Spender signifikant erhohte Expression. Im Gegensatz zum
Decorin zeigte das Biglycan-Gen eine signifikant verminderte Expression in den Zellen der spéten
Passagen, nachdem in den Zellen der friihen Passagen eine erhéhte Expression zu verzeichnen war.
SchlieRlich ergab die Quantifizierung der Genexpression von CD44 nur in den Fibroblasten aus frihen
Passagen eine signifikante Reduktion, verglichen mit den Zellen gesunder Spender. Bemerkenswert ist
noch die deutlich, wenn auch nicht signifikant verringerte Expression des a2-Actin-Gens bei den
Fibroblasten von PXE-Patienten, die sowohl in Zellen aus frihen als auch aus spaten Passagen

beobachtet wurde.
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Bei den an der Biosynthese von GAGs beteiligten Genen fiel bei Fibroblasten aus frilhen Passagen
eine deutlich erhthte Expression von EXTL2 und eine sehr stark erhohte Expression von
CSGALNACT1 bei den Zellen der PXE-Patienten im Vergleich zu den Zellen der gesunden Spender
auf. Beide Gene sind an der Initiation der GAG-Kettensynthese beteiligt. Im Gegensatz dazu fand sich
bei den Genen, die an der Kettenverlangerung beteiligt sind, keine Veranderung der Expression. Nur
die mRNA-Konzentration des an der Polymerisierung von HS-Ketten beteiligten EXT2-Gens war
leicht erh6ht. Wahrend die Expression der an der Initiation beteiligten Gene sich bei Fibroblasten
spater Passagen nicht mehr zwischen Patienten- und Kontrollzellen unterschied, war bei den an der
Kettenverlédngerung beteiligten Genen eine teilweise dramatisch verringerte Expression bei den
PXE-Fibroblasten zu verzeichnen. Auch das Expressionsmuster der Hyaluronansynthasen wies
deutliche Unterschiede zwischen frilhen und spaten Passagen auf. Wahrend zunéchst die Expression
von HAS2 bei PXE-Fibroblasten stark erniedrigt war, war diese spéater bei Patienten- und
Kontrollzellen praktisch gleich, wahrend dann die Expression von HAS1 stark erniedrigt war.
SchlieBlich ergab die Expressionsanalyse der an der Kettenmodifikation beteiligten Gene bei den
Fibroblasten aus frihen Passagen im Fall der beiden Chondroitin-4-sulfotransferasen CHST11 und
CHST12 sowie der Chondroitin-6-sulfotransferase CHST3 eine Erhéhung der mRNA-Konzentration
bei den Zellen der PXE-Patienten im Vergleich mit den Kontrollen. Dabei blieb die Expression von
CHST12 und CHST3 auch in spaten Passagen erhoht.

Die Analyse der Expression der Matrix-Metalloproteinasen und Proteinase-Inhibitoren zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen Zellen von PXE-Patienten und denen der gesunden Spender.
Bemerkenswert war allerdings eine leicht erhohte Expression des MMP14- und des TIMP2-Gens, die

beide an der Aktivierung von proMMP-2 beteiligt sind.
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3.2. Untersuchung der Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Genexpression
dermaler PXE-Fibroblasten

Um zu untersuchen, ob die beim Vergleich zwischen Fibroblasten von PXE-Patienten und
Kontrollpersonen gefundenen Verénderungen der Genexpression im Zusammenhang mit der bei PXE-
Fibroblasten vorhandenen ABCC6-Defizienz stehen, sollten die Auswirkungen einer induzierten
ABCCG6-Defizienz auf die Expression anderer Gene mittels eines siRNA-vermittelten knockdowns des
ABCC6-Gens in normalen humanen Dermalfibroblasten analysiert werden. Dabei sollte die
Expression solcher Gene quantifiziert werden, bei denen sich signifikante Unterschiede zwischen
PXE- und Kontrollfibroblasten beziiglich ihrer Expression gezeigt hatten. Um zu verifizieren, dass es
sich bei den durch den knockdown verursachten Veranderungen tatsachlich um Auswirkungen der
induzierten ABCC6-Defizienz handelt, wurden die knockdown-Experimente parallel mit
Dermalfibroblasten aus zwei verschiedenen gesunden Spendern sowie mit Fibroblasten eines
PXE-Patienten durchgefihrt.

Pro Zellkulturschale (10 cm Durchmesser) wurden 1x10° Zellen zur reversen Transfektion eingesetzt.
Als Zeitpunkte fur eine Analyse der Genexpressionen wurden 48h, 96h und 168h nach Transfektion
ausgewahlt. Zur Minimierung von Schwankungen in der Genexpression wurde je Analysezeitpunkt
eine Doppelbestimmung aus zwei Zellkulturschalen durchgefihrt. Die zu den jeweiligen
Analysezeitpunkten abgenommenen Zellkulturiiberstande wurden fur eine spatere Bestimmung der
XT-Aktivitdt und eine Analyse der GAG-Zusammensetzung bei -20 °C gelagert. Aus den Zellen
wurde die Gesamt-RNA isoliert, je Probe 2 pg RNA in ¢cDNA revers transkribiert und diese als 1:5
Verdinnung (nur fur das ABCC6-Gen) oder als 1:10 Verdinnung zur Analyse der Genexpression

mittels realtime RT-PCR eingesetzt.

3.2.1. siRNA-vermittelter knockdown von ABCC6
Eine Analyse der Effektivitit des knockdowns erfolgte durch die Bestimmung der Genexpression von

ABCCS6, welche bei einem erfolgreichen knockdown verringert sein muss. Abbildung 3-5 zeigt bei den
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Abbildung 3-5: Expression des ABCC6-Gens nach siRNA-vermitteltem knockdown in den Zellen der gesunden Spender
M45D (links) und M56D (rechts). Die ungeflllten Balken zeigen die Expression bei mit SiRNA transfizierten Zellen, die
gefilllten Balken die Expression bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben
Mittelwert und Standardabweichung an.
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Zellen beider Spender und zu allen Zeitpunkten eine deutlich reduzierte Expression von ABCC6 bei
mit SiRNA transfizierten Zellen im Vergleich zu Zellen, die mit einem Kontroll-Oligonucleotid
transfiziert wurden. Die Daten zeigen eine Reduktion der ABCC6-Expression um etwa 70% bei den
Fibroblasten des Spenders M45D und um tiber 90% bei den Fibroblasten des Spenders M56D.

Das Elastin diente als Marker-Gen, weil schon zuvor eine ausgepragte Induktion dieses Gens in
Reaktion auf einen ABCC6-knockdown gezeigt werden konnte [170]. Wie Abbildung 3-6 zeigt, konnte
eine deutliche Steigerung der Elastin-Expression nach ABCC6-knockdown beobachtet werden.
Hervorzuheben ist, dass der Effekt auf die Elastin-Expression bei den Fibroblasten des Spenders
M56D, bei denen der knockdown effektiver war, deutlich starker ausgeprégt war.
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Abbildung 3-6: Expression des Elastin-Gens nach siRNA-vermitteltem knockdown von ABCC6 in den Zellen der gesunden
Spender M45D (links) und M56D (rechts). Die ungefillten Balken zeigen die Expression bei mit siRNA transfizierten
Zellen, die gefillten Balken die Expression bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken
geben Mittelwert und Standardabweichung an.

Wie zu erwarten war, zeigte der sSiRNA-vermittelte knockdown keinen Effekt auf die Expression von
ABCCS6 in Fibroblasten des PXE-Patienten P52M (Abbildung 3-7, linke Seite). Es zeigte sich jedoch
bei den Zellen des Patienten auch eine starke Induktion des Elastin-Gens zum Zeitpunkt t = 96h
(Abbildung 3-7, rechte Seite).
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Abbildung 3-7: Expression des ABCC6-Gens (links) und des Elastin-Gens (rechts) in Zellen des PXE-Patienten P52M. Die
ungefillten Balken zeigen die Expression bei mit siRNA transfizierten Zellen, die gefiillten Balken die Expression bei mit
dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und Standardabweichung an.
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Das verwendete Kontroll-Oligonucleotid ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxy-Fluorescein
(FAM) gekoppelt, welcher eine fluoreszenzmikroskopische Kontrolle der durchgefiihrten Transfektion
erlaubt. Abbildung 3-8 zeigt eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme 24 Stunden nach
Transfektion. Als grinlich leuchtende Punkte sind die FAM-markierten Kontroll-Oligonucleotide zu
erkennen, welche sich sowohl in den Zellen (langlicher leicht griinlich scheinender Umriss) als auch

auf der Oberflache der Zellkulturschale befinden.

Abbildung 3-8:

Fluoreszenzmikroskopische ~Aufnahme
der Fibroblasten des gesunden Spenders
M56D 24 Stunden nach Transfektion
mit FAM-markierter Kontroll-siRNA.
Die kleinen fluoreszierenden Punkte
zeigen an, dass die Zellen die FAM-
markierte  Kontroll-siRNA  effizient

aufgenommen haben.
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3.2.2. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Genexpression von ECM-

Proteinen

Untersucht wurden die Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Expression des Decorin-,
Fibronektin-, CD44-, Tenascin-C- und des Biglycan-Gens. Wie die Abbildung 3-9 zeigt, waren im
Falle des Fibronektin-Gens die beobachteten Expressionsverdnderungen in Zellen der verschiedenen
Spender inkonsistent. In einem Fall zeigt sich eine Induktion des Gens, im anderen Fall eine
Reduktion der Expression. Die Genexpression in den Zellen des PXE-Patienten P52M war nicht

signifikant verandert.
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Abbildung 3-9: Expression des Fibronektin-Gens nach ABCC6-knockdown in Fibroblasten der gesunden Spender M45D
(links) und M56D (rechts). Die ungefillten Balken zeigen die Expression bei mit SiRNA transfizierten Zellen, die gefillten
Balken die Expression bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und
Standardabweichung an.

Fur das Decorin-Gen zeigten sich nach ABCC6-knockdown keine signifikanten Unterschiede in der
Genexpression zwischen den mit siRNA und den mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten
Zellen der beiden gesunden Spender M45D und M56D. Gleiches gilt fur die Zellen des PXE-Patienten
P52M. Beim CD44-Gen war in den Fibroblasten des Spenders M45D eine Induktion zu allen
analysierten Zeitpunkten zu sehen (Abbildung 3-10). Dieses Ergebnis konnte jedoch in Zellen des
Spenders M56D nicht reproduziert werden. Bei den Zellen des PXE-Patienten P52M war die

Genexpression von CD44 nicht signifikant verandert.
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Abbildung 3-10: Expression des CD44-Gens nach ABCC6-knockdown in M45D (links) und M56D (rechts). Die ungefillten
Balken zeigen die Expression bei mit siRNA transfizierten Zellen, die geflillten Balken die Expression bei mit dem Kontroll-
Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und Standardabweichung an.
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Beim Biglycan-Gen zeigte sich bei den Zellen des gesunden Spenders M45D eine signifikant
reduzierte Expression in den mit siRNA transfizierten Zellen zum Zeitpunkt t =96 h, nach 168
Stunden war dann aber eine ebenfalls signifikante Induktion des Gens zu verzeichnen (Abbildung
3-11). Bei Zellen des Spenders M56D dagegen wurde nach 96 Stunden eine erhéhte Biglycan-
Expression gemessen, die dann jedoch nach 168 Stunden nicht mehr vorhanden war. Die Fibroblasten
des PXE-Patienten P52M zeigten ebenfalls zum Zeitpunkt t = 48 h eine erhthte Biglycan-Expression.
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Abbildung 3-11: Expression des Biglycan-Gens nach ABCC6-knockdown in Fibroblasten der gesunden Spender M45D und
M56D (links) und des PXE-Patienten P52M (rechts). Die ungefiillten Balken zeigen die Expression bei mit siRNA
transfizierten Zellen, die gefiillten Balken die Expression bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die
Fehlerbalken geben Mittelwert und Standardabweichung an.

Die Expression des Tenascin-C-Gens war in Fibroblasten des Donors M45D zundchst bis zum
Zeitpunkt t = 96 h gegeniber der Negativkontrolle verringert, zum Endpunkt der Kultivierung nach
168 Stunden jedoch deutlich erhéht (Abbildung 3-12). Bei den Fibroblasten des Donors M56D war die
Expression von Tenascin-C schon nach 96 Stunden signifikant erhoht, ebenfalls noch nach 168
Stunden. Die Induktion des Gens war bei M56D deutlich starker als bei M45D.
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Abbildung 3-12: Expression des Tenascin-C-Gens nach ABCC6-knockdown in den Zellen der gesunden Spender M45D und
M56D (links) sowie des PXE-Patienten P52M (rechts). Die ungefullten Balken zeigen die Expression bei mit SiRNA
transfizierten Zellen, die gefiillten Balken die Expression bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die
Fehlerbalken geben Mittelwert und Standardabweichung an.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die mit den gesunden Kontrollfibroblasten gewonnen wurden,
zeigte sich bei den Fibroblasten des Patienten P52M nach 168h eine signifikante Reduktion der
Tenascin-C Expression bei den mit siRNA transfizierten Zellen im Vergleich mit den Kontrollen,

nachdem zuvor zum Zeitpunkt t = 96 h eine signifikanten Induktion des Tenascin-C Gens beobachtet
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worden war. Der Effekt war allerdings deutlich schwacher ausgeprégt als bei den Zellen des Spenders
M56D.

3.2.3. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Genexpression der an der
GAG-Biosynthese beteiligten Proteine

Die Abbildung 3-13 zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsmessung fiir die beiden Enzyme, die den
ersten Schritt in der Biosynthese des Tetrasaccharid-Linkers katalysieren, die Ubertragung von Xylose
auf Serinreste der Core-Proteine. Die Expression von XYLT1 war in den Zellen des Spenders M56D
nach 48 Stunden sowie nach 96 Stunden leicht um etwa 25 % erhoht. Bei den Zellen des Spenders
M45D zeigte sich nach 168 Stunden eine leichte Erhéhung. Fir XYLT2 zeigte sich bei den
Fibroblasten beider gesunder Spender eine im Maximum um etwa das 1,5-fache erhohte
Genexpression nach 96 bzw. 168 Stunden. Bei den Fibroblasten des PXE-Patienten P52M wurde eine
im wesentlichen unverénderte Expression des XYLT1-Gens nach dem ABCC6-knockdown beobachtet,

die Expression von XYLT2 hingegen war in den mit siRNA transfizierten Zellen deutlich erhoht.
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Abbildung 3-13: Expression von XYLT1 (oben) und XYLT2 (unten) nach ABCC6-knockdown in den Zellen der Spender
M45D und M56D (links) sowie des PXE-Patienten P52M (rechts). Die ungefillten Balken zeigen die Expression bei mit
siRNA transfizierten Zellen, die gefiillten Balken die Expression bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen.
Die Fehlerbalken geben Mittelwert und Standardabweichung an.

Die Abbildung 3-14 zeigt die Expression der drei weiteren, an der Biosynthese des Tetrasaccharid-
Linkers beteiligten Gene. Bei Zellen von beiden gesunden Spendern war eine erhdhte Expression von
B4GALT7 und B3GAT3 zu beobachten. Das Maximum der Induktion lag jedoch bei unterschiedlichen
Zeitpunkten, bei M45D nach 96 Stunden und bei M56D nach 168 Stunden. Bemerkenswert ist der

sehr &hnliche zeitliche Verlauf der Expression dieser beiden Gene. Das B3GALT6-Gen wies eine
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tendenziell leicht verringerte Expression auf, allerdings mit einem AusreiBer nach oben. Die
Fibroblasten des PXE-Patienten P52M zeigten ein &hnliches Expressionsmuster wie die Zellen der
gesunden Spender, es gab eine deutliche Erhdhung der Expression von BAGALT7 und B3GATS3, die
am stérksten nach 96 Stunden ausgepragt war, sowie eine verringerte Expression von B3GALT6.
Wiederum zeigte sich bei BAGALT7 und B3GAT3 ein sehr &hnliches Muster der Veréanderungen.
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Abbildung 3-14: Expression von B4AGALT7 (oben), B3GALT6 (Mitte) und B3GAT3 (unten) nach ABCC6-knockdown in den
Zellen der gesunden Spender M45D und M56D (links) sowie des PXE-Patienten P52M (rechts). Die ungefiillten Balken
zeigen die Expression bei mit siRNA transfizierten Zellen, die gefullten Balken die Expression bei mit dem Kontroll-
Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und Standardabweichung an.

Die Untersuchung der an der Initiation der GAG-Ketten beteiligten Gene CSGALNACT1 und EXTL2
zeigte eine um etwa das 1,5-fache erhdhte Expression der beiden Gene in den mit siRNA transfizierten
Zellen beider gesunder Spender (Abbildung 3-15). Wiederum war zu beobachten, dass sich der
Zeitpunkt der stdrksten Induktion zwischen den verschiedenen Zellen unterscheidet. Bei den
Fibroblasten des PXE-Patienten P52M wurde eine ebenfalls erhéhte Expression des EXTL2-, nicht
jedoch des CSGALNACT1-Gens gefunden.
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Abbildung 3-15: Expression von CSGALNACT1 (oben) und EXTL2 (unten) nach ABCC6-knockdown in Fibroblasten der
gesunden Spender M45D und M56D (links) sowie des PXE-Patienten P52M (rechts). Die ungefillten Balken zeigen die
Expression bei mit siRNA transfizierten Zellen, die gefilllten Balken die Expression bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid
transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und Standardabweichung an.

Die Genexpression der Hyaluronansynthase-2 war bei den mit siRNA transfizierten Fibroblasten des
Donors M45D signifikant reduziert (Abbildung 3-16). Ein &hnliches Ergebnis ergab die
Quantifizierung der Genexpression nach dem ABCCG6-knockdown in Zellen des Donors M56D,
obgleich die Unterschiede nicht signifikant waren. Eine reduzierte Expression der
Hyaluronansynthase-2 wurde auch in Zellen des PXE-Patienten P52M gefunden, die mit siRNA
transfiziert worden waren. Bei den Zellen der gesunden Spender war die maximal erzielte Reduktion

jedoch deutlich gréRer (ca. 85 % gegeniiber ca. 55 % bei den Zellen des Patienten P52M).
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Abbildung 3-16: Expression des Gens der Hyaluronansynthase-2 nach ABCC6-knockdown in den Fibroblasten der gesunden
Spender M45D und M56D (links) sowie des PXE-Patienten P52M (rechts). Die ungefilllten Balken zeigen die Expression bei
mit siRNA transfizierten Zellen, die geflllten Balken die Expression bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten
Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und Standardabweichung an.
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Bei der Untersuchung der Expression der Sulfotransferase-Gene CHST11, CHST12 und CHST3 zeigte
sich eine erhohte Expression von CHST11 und CHST12 in Fibroblasten beider gesunder Spender, bei
CHST11 in den Zellen von M56D allerdings deutlich starker ausgepragt (Abbildung 3-17). Im Fall
von CHST12 wurde wiederrum ein Unterschied beim Zeitpunkt der stérksten Induktion beobachtet,
bei M45D erfolgte diese nach 96 h, bei M56D erst nach 168 h. Die Expression von CHST3 war bei
M56D zum Zeitpunkt t = 96 h deutlich erhoht. Hingegen liel3 sich bei den Zellen des Spenders M45D
keine Induktion des CHST3-Gens beobachten. Bei den Zellen des PXE-Patienten P52M zeigte sich
ebenfalls eine Erhhung der mRNA-Konzentration von CHST11 und CHST12, die allerdings weniger
stark war. Die Expression von CHST3 war nur nach 168 Stunden leicht erhoht.
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Abbildung 3-17: Expression von CHST11 (oben), CHST12 (Mitte) und CHST3 (unten) nach ABCC6-knockdown in den
Fibroblasten der gesunden Spender M45D und M56D (links) sowie des PXE-Patienten P52M (rechts). Die ungefiillten
Balken zeigen die Expression bei mit siRNA transfizierten Zellen, die geflillten Balken die Expression bei mit dem Kontroll-
Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und Standardabweichung an.
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3.2.4. Zusammenfassung der Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die

Genexpression

Zundchst ist festzuhalten, dass die Analyse der Genexpressionsverdnderungen nach einem siRNA-
induzierten knockdown von ABCCG6 in vielen Féllen stark differierende Ergebnisse lieferte, wenn
Zellen verschiedener Spender analysiert wurden. Im Fall von Elastin war schon zuvor beschrieben
worden, dass sich die bei PXE-Fibroblasten beschriebene verstarkte Expression durch einen ABCC6-
knockdown reproduzieren lasst. Dieses Ergebnis konnte im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden.
Die bei der Untersuchung von Fibroblasten von PXE-Patienten in dieser Arbeit gefundenen
Expressionsunterschiede lieBen sich hingegen in vielen Fallen nicht durch den knockdown von ABCC6
induzieren. Entweder wurde kein Effekt beobachtet oder die Veradnderung der Expression ging in die
entgegengesetzte Richtung. Im Fall von Tenascin-C wurde allerdings Ubereinstimmend in beiden
Kontrollzelltypen eine Induktion um etwa das dreifache beobachtet, was mit dem Ergebnis der
Expressionsmessung in den Fibroblasten spater Passagen Ubereinstimmt. Bei den Fibroblasten des
PXE-Patienten P52M zeigte sich auch ein Effekt der siRNA auf die Expression des Tenascin-C-Gens,
dieser war aber deutlich schwécher ausgeprégt. Beim Biglycan-Gen zeigte sich ebenfalls bei den
Zellen beider gesunder Spender eine Steigerung der Expression um das 1,5- bis 2,5-fache in den mit
SiRNA transfizierten Zellen. Im Fall von Fibronektin schlieRlich war bei den Zellen des Spenders
M56D eine etwa zweifache Induktion in den mit siRNA transfizierten Zellen zu beobachten, allerdings

war der Effekt in den Zellen des Spenders M45D nicht so klar ausgepragt.

Bei der Analyse der an der GAG-Biosynthese beteiligten Gene zeigte sich eine gesteigerte Expression
aller in den Aufbau des Linkers involvierten Gene, die bei B3GAT3 am starksten ausgeprégt war.
GleichermalRen erhdht war die Expression der an der Initiation der GAG-Kette beteiligten Gene
EXTL2 und CSGALNACTL. Aulerdem wurde bei den mit siRNA transfizierten Zellen eine Induktion
der Sulfotransferasen CHST11, CHST12 und CHST3 um das 2- bis 4-fache beobachtet, jedoch im Fall
von CHST3 nur bei den Zellen des Spenders M56D. Die Expression der Hyaluronansynthase-2, deren
Expression in den Fibroblasten der PXE-Patienten aus friihen Passagen signifikant erniedrigt war, war

auch in den mit siRNA transfizierten Zellen um etwa 80 % reduziert.
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3.3. Analyse der Glykosaminoglykan-Zusammensetzung in Zellkulturtiberstand und Zell-

Layer dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten und gesunden Kontrollpersonen

Die Zusammensetzung der Glykosaminoglykane in der Zellschicht und dem Zellkulturiiberstand von

dermalen Fibroblasten von PXE-Patienten und gesunden Spendern wurde analysiert. Dazu wurden die

Glykosaminoglykane zunéchst aus den biologischen Proben isoliert und anschliefend durch den

Einsatz von Chondroitinase ABC bzw. den Heparinasen 1-3 in die ungesittigten A-Disaccharide

gespalten. Diese wurden mit dem Fluorophor 2-Aminoacridon derivatisiert und mittels einer reversed

phase HPLC-Methode chromatographisch aufgetrennt und quantifiziert [171].

3.3.1. Vergleich der A-Disaccharid-Zusammensetzung der GAGs

Uberstanden von PXE-Fibroblasten und normalen Kontrollzellen

Die Gesamtmenge der vom Chondroitin-
sulfat abgeleiteten A-Disaccharide war im
Uberstand der PXE-Fibroblasten im
Vergleich zu den Zellen gesunder Spender
deutlich, jedoch nicht signifikant erhoht
(Abbildung 3-18).

Beim Vergleich der Konzentrationen der
einzelnen A-Disaccharide zeigte sich ein
signifikant erhéhter Gehalt an Chondroitin-
2-sulfat und Chondroitin-6-sulfat sowie des
von der Hyaluronsaure  abgeleiteten
A-Disaccharids (Tabelle 3-11).

Tabelle 3-11: Stoffmengen der Chondroitinsulfat-Disaccharide
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Abbildung 3-18: Gehalt an Chondroitinsulfat-A-Disacchariden in

den Zellkulturtberstanden von PXE-Fibroblasten und Kontroll-

zellen.

in den Zellkulturtiberstanden von PXE-Fibroblasten und

Kontrollen.
A-Disaccharid PXE-Fibroblasten ? Kontrollzellen ? pb
[nmol/mq] [nmol/mg]
Adi-mono4Scs 34,7+11,3 37,7+721 0,4289
Adi-mono2Scs 30,3+5,07 24,1 £ 556 0,0070
Adi-mono6Scs 65,0+ 11,0 50,5+ 10,1 0,0019
Adi-0Scs 25,1 +9,38 22,7+6,11 0,4556
Summe CS A-Disaccharide 155 + 33,6 135+ 25,7 0,1057
Adi-0Sya 35,7+ 6,05 29,7 +5,78 0,0172

& Mittelwert + Standardabweichung
b t-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte
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Abbildung 3-19: Gehalt an Heparansulfat-A-Disacchariden in den
Zellkulturliberstanden von PXE-Fibroblasten und Kontrollzellen.

**p<0,01

Die Gesamtmenge der Heparansulfat-A-
Disaccharide war im Uberstand der PXE-
Fibroblasten im Vergleich zu den Zellen
gesunder Spender deutlich erhéht, der
Unterschied war statistisch signifikant
(p=0,0033) (Abbildung 3-19). Das
bisulfatierte Disaccharid Adi-di(6, N)Sns
konnte nicht in allen untersuchten Proben
nachgewiesen werden und wurde deshalb

bei der Auswertung nicht berticksichtig.

Beim Vergleich der Konzentrationen der
einzelnen A-Disaccharide zeigte sich ein
signifikant erhohter Gehalt aller vom
Heparansulfat abgeleiteten Disaccharide
(Tabelle 3-12).

Tabelle 3-12: Stoffmengen der Heparansulfat-A-Disaccharide in den Zellkulturiiberstinden von PXE-Fibroblasten und

Kontrollen.
A-Disaccharid PXE-Fibroblasten ? Kontrollzellen 2 pP
[nmol/mg] [nmol/mg]

Adi-di(2, N)Sys 2,48 + 0,351 1,91 + 0,399 0,0008
Adi-monoNSyg 9,57+1,32 7,88 +1,54 0,0061
Adi-di(2, 6)Sys 4,16 £ 0,597 3,47 £ 0,891 0,0277
Adi-mono6Sys 6,40 £ 1,16 5,21+1,39 0,0265
Adi-mono2Sys 8,95+1,19 6,97 £ 1,71 0,0020
Adi-0Sys 10,7 + 2,55 7,81+282 0,0108
Summe HS A-Disaccharide 43,5+ 6,29 346+7,70 0,0033

& Mittelwert + Standardabweichung
bt-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte
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3.3.2. Vergleich der A-Disaccharid-Zusammensetzung der GAGs im Zell-Layer von

PXE-Fibroblasten und normalen Kontrollzellen

Die Gesamtmenge der Chondroitinsulfat-A-Disaccharide war im Zell-Layer der PXE-Fibroblasten im
Vergleich zu den Zellen gesunder Spender nur leicht erhoht (Abbildung 3-20).
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Abbildung 3-20: Gehalt an Chondroitinsulfat-A-Disacchariden im
Zell-Layer von PXE-Fibroblasten und Kontrollzellen.

Tabelle 3-13: Stoffmengen der Chondroitinsulfat-Disaccharide im Zell-Layer von PXE-Fibroblasten und Kontrollen.

4 Disaccharid PXE-Fibroblasten Kontrollzellen 2 pb
[nmol/mg] [nmol/mg]

Adi-mono4Scg 20,4 +4,41 18,6 £ 6,35 0,3568
Adi-mono2Scs 29,7 £ 6,83 26,5+10,1 0,2888
Adi-mono6Scg 58,0+ 12,7 50,1+ 15,7 0,1377
Adi-0S¢s 29,1+£10,4 275594 0,6501
Summe CS A-Disaccharide 137 +32/4 123 +35/4 0,2591
Adi-0Spa 345+7,22 30,8 + 8,03 0,1961

2 Mittelwert + Standardabweichung
b {-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte
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Die Gesamtmenge der Heparansulfat-Disaccharide war im Zell-Layer der PXE-Fibroblasten im

Vergleich zu den Zellen gesunder Spender nur leicht erhoht (Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-21: Gehalt an Heparansulfat-A-Disacchariden im Zell-

Kontrollen

Layer von PXE-Fibroblasten und Kontrollzellen.

Beim Vergleich der Konzentrationen der
einzelnen A-Disaccharide zeigte sich bei
keinem  Disaccharid ein  signifikant
erhohter Gehalt. Es wurde jedoch eine
leichte Erhéhung der Konzentration des
unsulfatierten HS-A-Disaccharids sowie
des 2-monosulfatierten HS-A-Disaccharids
beobachtet (Tabelle 3-14). Das bisulfatierte
Disaccharid Adi-di(6, N)Sys konnte in den
untersuchten Proben nicht nachgewiesen

werden.

Tabelle 3-14: Stoffmengen der Heparansulfat-A-Disaccharide in den Zellkulturiiberstdnden von PXE-Fibroblasten und

Kontrollen.
4-Disaccharid PXE-Fibroblasten * | Kontrollzellen ® pb
[nmol/mg] [nmol/mg]

Adi-di(2, N)Sys 2,80 £ 0,585 2,46 £ 1,07 0,3847
Adi-monoNS,s 9,40 + 1,68 8,30 +2,42 0,2557
Adi-di(2, 6)Shs 4,90 + 1,06 4,26 +1,82 0,3545
Adi-mono6Sys 6,99+ 1,54 6,61 2,78 0,7221
Adi-mono2Sys 8,79+291 7,00 £ 3,07 0,1974
Adi-0Sys 12,8 +2,53 10,3 +5,03 0,1858
Summe HS A- 42,1+ 8,03 40,1+ 16,2 0,6409

& Mittelwert + Standardabweichung
bt-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte
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3.3.3. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die A-Disaccharid-Zusammensetzung der

GAGs im Zellkulturiiberstand von normalen Kontrollzellen und PXE-Fibroblasten

Dermale Fibroblasten der gesunden Spender F42A, M45D und M56D sowie Zellen der PXE-Patienten
P52M, P59M und P63F wurden mit siRNA gegen ABCC6 bzw. mit dem Kontroll-Oligonucleotid
transfiziert. Nach 48, 96 und 168 Stunden wurde dann jeweils die A-Disaccharid-Zusammensetzung
der im Zellkulturiberstand enthaltenen GAGs analysiert.

3.3.3.1. Chondroitinsulfat A-Disaccharide

Die Ergebnisse zeigen bei Zellen der beiden untersuchten gesunden Spender M45D und M56D eine
tendenziell reduzierte Menge an Chondroitinsulfat-A-Disacchariden im Uberstand der mit siRNA
transfizierten Zellen, verglichen mit den Negativkontrollen (Abbildung 3-22, Tabelle 3-15). Der Effekt
war jedoch nur marginal. Im Uberstand der Zellen der gesunden Spenderin F42A zeigte sich 168
Stunden nach Transfektion jedoch eine signifikant erhéhte Menge an Chondroitinsulfat-A-
Disacchariden in den mit siRNA behandelten Zellen.
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Abbildung 3-22: Gehalt an Chondroitinsulfat-A-Disacchariden im Zellkulturiiberstand der Fibroblasten der Spender F42A,

M45D und M56D. Die ungefiillten Balken zeigen die Stoffmenge der A-Disaccharide bei mit siRNA transfizierten Zellen,
die gefiillten Balken die Stoffmenge bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben

Mittelwert und Standardabweichung an.

Bei den mit siRNA transfizierten Fibroblasten der PXE-Patienten P52M, P59M und P63F fanden sich
keine signifikanten Unterschiede in der Gesamtmenge der A-Disaccharide im Zellkulturiberstand
zwischen den mit siRNA und den mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen (Abbildung
3-23, Tabelle 3-15). Tendenziell zeigten sich allerdings auch bei den PXE-Fibroblasten leicht
verringerte Disaccharid-Gesamtmengen in den mit siRNA transfizierten Zellen. Bemerkenswert war,
dass die hdchsten Disaccharid-Mengen jeweils bei den Fibroblasten gemessen wurden, die aus
weiblichen Individuen stammten.
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Abbildung 3-23: Gehalt an Chondroitinsulfat-A-Disacchariden im Zellkulturiiberstand der Fibroblasten der PXE-Patienten
P52M, P59M und P63F. Die ungefiillten Balken zeigen die Stoffmenge der A-Disaccharide bei mit siRNA transfizierten
Zellen, die gefiillten Balken die Stoffmenge bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken

geben Mittelwert und Standardabweichung an.

Beim Vergleich der Stoffmengen der einzelnen CS-A-Disaccharide fiel eine im Gegensatz zur
tendenziell reduzierten Gesamtmenge aller Disaccharide signifikant erhdhte Menge des
4-monosulfatierten CS-A-Disaccharids im Uberstand der mit siRNA transfizierten Zellen des
gesunden Spenders M45D zum Zeitpunkt t =168 h auf. (Abbildung 3-24, Tabelle 3-15). Bei den
Zellen der Spender F42A und M56D fand sich ebenfalls nach 96 und 168 Stunden eine erhéhte Menge

an 4-monosulfatiertem CS-A-Disaccharid im Uberstand, die Erhéhung war allerdings nicht signifikant.
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Abbildung 3-24: Gehalt an Adi-mono4Scs im Zellkulturiiberstand der Fibroblasten der gesunden Spender F42A, M45D und
MS56D. Die ungefiillten Balken zeigen die Stoffmenge der A-Disaccharide bei mit SiRNA transfizierten Zellen, die gefillten
Balken die Stoffmenge bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und

Standardabweichung an.

55



Ergebnisse

2501

"
5 . il 1
2 | 1 |
N 150 % foree]
‘e
2
© 1004
£
[=%

501

2 2 e

P52M48h  P52M96h  P52M168h P5OM48h  P59M96h P59M168h  PG63F48h  P63F96h  PB3F 168h

Zeitpunkt

Abbildung 3-25: Gehalt an Adi-mono4Scs im Zellkulturiiberstand der Fibroblasten der PXE-Patienten P52M, P59M und
P63F. Die ungefiillten Balken zeigen die Stoffmenge der A-Disaccharide bei mit sSiRNA transfizierten Zellen, die gefiillten
Balken die Stoffmenge bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und

Standardabweichung an.

Die bei den mit siRNA transfizierten Fibroblasten der gesunden Spender beobachtete Steigerung der
Menge an 4-monosulfatiertem CS-A-Disaccharid im Zellkulturiiberstand war bei den Zellen der PXE-
Patienten P52M, P59M und P63F nicht vorhanden (Abbildung 3-25). Bei den Zellen der PXE-
Patientin P63F zeigte sich im Gegenteil sogar eine signifikant verringerte Menge des

4-monosulfatierten CS-A-Disaccharids nach 168 Stunden.

Tabelle 3-15: Gesamt-Stoffmengen von CS-A-Disacchariden im Zellkulturiiberstand von transfizierten Fibroblasten.

A-Disaccharide b A-Disaccharide b A-Disaccharide b
Spender P P P
(48h)? (96 h)? (168 h)?
FA2A SiRNA | 682 +40,3 0,952 683 +53,4 0,526 816 +21,9 0,0123
SiNK 684 + 37,1 704 + 35,0 704 +£59,9
M45D SiRNA | 305 + 23,2 0,0948 361 +12,0 0,289 332+73,7 0,270
SiNK 386 +55,1 352 +5,98 379+22,1
M56D SiRNA | 577 £49,3 0.294 639 +11,0 0,402 584 +14,1 0,419
SiNK 615 + 28,7 676 £475 605 + 47,6
P52M SiRNA | 330+9,94 0425 360 + 37,8 0,499 411 +£32,0 0,575
SiNK 308 +48,7 377+13.3 398 +30,4
P59M siRNA | 580 +28,5 0174 590 + 14,6 0,0521 588 + 74,1 0,162
SiNK 531 +53,4 616 +11,4 662 + 8,35
P63E SiRNA | 711 +£30,0 0229 691 + 33,0 0,310 703 + 40,4 0,130
SiNK 757 + 47,6 726 +37,4 745 + 21,2

& Mittelwert [pmol] + Standardabweichung
bt-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte
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Tabelle 3-16: Stoffmengen von Adi-mono4Scs im Zellkulturiiberstand von transfizierten Fibroblasten.

Adi-mono4Scg

Adi-mono4Scg

Adi-mono4Scg

Spender pP pP pP
(48 h) (96 h) ® (168 h) ®

Fa2A | SRNA | 138163 | g7a37 | 166419 | gag33 | 257£954 | 00760
SiNK 1356+11,1 142 £ 25,2 234 +16,9

MasD | SIRNA | 96,1%150 | 0o0ss | 133971 | 01163 | 162£398 | 00346
SiNK 120 £ 23,0 122 + 7,65 146 + 6,44

Ms6D | SRNA | 186£215 | g1109 | 191£649 | g1a47 | 186331 | 01134
SiNK 161 £ 5,92 141 £43,1 172 £125

P52M SiRNA 109 + 6,05 0,8078 138 £ 12,7 0,8552 169 + 13,5 0,7284
SiINK 107 £ 14,6 140 £9,91 164 £ 18,7

psoM | SRNA | 159£787 | 01746 | 162£112 | o075 | 2022224 | 00920
SiNK 138 + 25,2 179 +£5,33 233 £9,20

pear | SRNA | 181155 | 0os15 | 138117 | 01368 | 156£913 | o016
SiINK 209+10,1 160 £ 18,7 191 £ 5,86

& Mittelwert [pmol] + Standardabweichung
b t-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte

Die Menge des von Hyaluronséure abgeleiteten A-Disaccharids war im Zellkulturiiberstand der mit

siRNA transfizierten Fibroblasten des gesunden Spenders M45D im Vergleich zu den mit dem

Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen zu den Zeitpunkten t=48 h und t =96 h signifikant
reduziert (Tabelle 3-17; Abbildung 3-26). Bei Fibroblasten des Spenders M56D zeigte sich ebenfalls

eine Reduktion von Adi-0Sya im Zellkulturtberstand bei den mit siRNA transfizierten Zellen, jedoch

war diese Abweichung nicht signifikant. Im Gegensatz dazu wurde bei den Zellen der Spenderin F42A
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Abbildung 3-26: Gehalt an Adi-0Sya im Zellkulturiiberstand der Fibroblasten der gesunden Spender M45D, M56D und
F42A. Die ungefillten Balken zeigen den Adi-OSpa -Gehalt bei mit siRNA transfizierten Zellen, die gefllten Balken den

Adi-0Sya -Gehalt bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und

Standardabweichung an.
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eine Erhohung der Menge an Adi-0Sya bei den Messungen 96 und 168 Stunden nach der Transfektion
festgestellt, die aber ebenfalls nicht signifikant war. Im Uberstand der Fibroblasten der PXE-Patienten
P52M und P63F wurde eine reduzierte Menge an Adi-0Sya gemessen, die jeweils zu mindestens
einem der untersuchten Zeitpunkte auch statistisch signifikant war. Im starken Kontrast dazu zeigte
sich beim PXE-Patienten P59M eine sehr ausgepragte, zu den Zeitpunkten t=96h und t=168 h
statistisch hochsignifikante Erhhung des Adi-0Sya -Gehalts.

700+

600+

(4]

S

<
HH

Y

[=]

(=]
1

300+

pmol / 10® Zellen

200+

g

P52M48h  P52M96h  P52M168h P59M48h  P59M96h  P59M168h  PB63F48h  PG3F96h  PB3F 168h
Zeitpunkt

e
b=
e ==

o

Abbildung 3-27: Gehalt an Adi-0Sy, im Zellkulturiberstand der Fibroblasten der PXE-Patienten P52M, P59M und P63F.
Die ungefiillten Balken zeigen den Adi-0Sy -Gehalt bei mit sSiRNA transfizierten Zellen, die gefiillten Balken den Adi-0Sya-
Gehalt bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und

Standardabweichung an.

Tabelle 3-17: Stoffmengen von Adi-0Sy 4 im Zellkulturlberstand von transfizierten Fibroblasten.

Spender Adi-0S,., po Adi-0Sy; pb Adi-0S,., pb
(48 h)? (96 h) ® (168 h)*

Faoa | SRNA | 144+ 868 01926 | 182333 01379 | 183%156 0.2694
SINK | 154106 153 +5,35 168 + 16,2

M45D | SRNA | 142111 00181 | 225%124 00098 | 232%185 0.3608
SINK | 195+8,23 289 + 31,7 281+ 62,8

M56D | SRNA | 101+ 14,9 00516 | 869%0477 |18 |196+15.1 0.5627
SINK | 126 +8,16 92,3+ 3,38 203+9,13

psoM | SIRNA | 121148 06726 | 217+104 00043 | 218249 0.2148
SINK | 111+39,4 275+ 20,8 285 + 93,7

psoM | SRNA [ 294%311 01002 | 497£270 00002 | 645%225 0.0006
SINK | 243+ 42,0 338+ 8,97 468 + 22,4

PG3E | SRNA | 163177 00039 | 161284 00372 | 157+3,90 0.6520
SINK | 175£3,15 170 + 4,18 158 + 2,63

& Mittelwert [pmol] + Standardabweichung
®t-Test fir die Gleichheit der Mittelwerte
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3.3.3.2. Heparansulfat A-Disaccharide

Die Ergebnisse zeigten bei Zellen der untersuchten gesunden Spender F42A, M45D und M56D eine
tendenziell erhéhte Menge an Heparansulfat-A-Disacchariden im Uberstand der mit siRNA
transfizierten Zellen, verglichen mit den Negativkontrollen (Abbildung 3-28, Tabelle 3-18). Der Effekt
war jedoch in den meisten Fallen gering, nur der Zellkulturtiberstand der Fibroblasten des Spenders

i

2504

2254

2004

175

1504

1254

100

pmol { 108 Zellen

754

504

254

0.

M45D 96h M45D 168h M56D 48h  M56D 96h  M56D
Zeitpunkt

F42A96h F42A 168h  M45D 48h

Abbildung 3-28: Gehalt an Heparansulfat-A-Disacchariden im Zellkulturiiberstand der Fibroblasten der Spender F42A,

M45D und M56D. Die ungefillten Balken zeigen die Stoffmenge der A-Disaccharide bei mit SiRNA transfizierten Zellen,
die gefiillten Balken die Stoffmenge bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben
Mittelwert und Standardabweichung an.

M45D enthielt nach 168 Stunden eine signifikant erhéhte Disaccharid Menge (siehe Tabelle 10-2). Bei
den Zellen der PXE-Patienten P52M, P59M und P63F fanden sich zu keinem Zeitpunkt signifikante
Verénderung zwischen den mit siRNA und den mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen,

Tabelle 3-18: Gesamt-Stoffmengen von HS-A-Disacchariden im Zellkulturiiberstand von transfizierten Fibroblasten.

Spender A-Disaccharide | p® A-Disaccharide | p® A-Disaccharide | pb
(48h)? (96 h)? (168 h)®

F42A SiRNA | 188 +14,7 0,757 190 + 4,81 0,295 193 + 8,87 0,665
SINK 186 + 5,74 179 £ 8,20 190 £ 8,03

M45D SIRNA | 195+5,43 0,105 202 +9,00 0,600 219 +£4,94 0,0326
SINK 183 +£11,2 205 + 0,826 205 + 9,60

M56D siRNA | 216 + 6,06 0,165 211+£21,0 0,165 220+ 11,6 0,836
SINK 201+17.2 186 £ 24,9 217 £23,9

P52M siRNA | 202 + 16,8 0,684 186 + 4,25 0,126 206 +£19,9 0,442
SINK 198 + 8,38 198 £12,7 198 + 4,42

P59M SIRNA | 199+9,88 0,124 189 + 13,2 0,886 197+ 14,8 0,212
SINK 186 + 9,63 188 £ 9,34 210+11,0

P63F SiRNA | 180+2,74 0,120 194 +120 0,101 179 + 6,38 0,438
SINK 189 + 9,57 182 £ 2,50 201 £52,5

& Mittelwert [pmol] + Standardabweichung
b t-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte
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die Messwerte lieBen auch keinen deutlichen Trend erkennen. Die Analyse der einzelnen
Heparansulfat-A-Disaccharide ergab in einzelnen Féllen signifikante Unterschiede zwischen mit
siRNA transfizierten Zellen und Kontrollzellen. So zeigte sich etwa im Uberstand der Zellen der
Spenderin F42A nach 168 Stunden eine erhdhte Menge an Adi-monoNSys. Die Unterschiede traten
allerdings nur sporadisch auf und waren jeweils nur bei Zellen eines Spenders zu beobachten. Die
Ergebnisse sind im Einzelnen im Anhang aufgefuhrt.

3.4. Analyse der Xylosyltransferase-Aktivitat dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten
und Kontrollpersonen

Aus einem Aliquot des Zellkulturiiberstandes der fur die Glykosaminoglykan-Analytik kultivierten
Fibroblasten von PXE-Patienten und gesunden Kontrollpersonen wurde eine Bestimmung der
Xylosyltransferase-Aktivitat unter Verwendung eines radiochemischen Aktivitétstests durchgefiihrt.
AuBerdem wurde die Xylosyltransferase-Aktivitat in den Uberstanden der mit siRNA gegen das
ABCC6-Gen transfizierten Fibroblasten bestimmt, um die Auswirkungen des ABCC6-knockdowns auf
die Aktivitat der Xylosyltransferase zu untersuchen. Die gemessenen Aktivitaten wurden jeweils auf
den Proteingehalt des Zell-Layers normalisiert.

3.4.1. Vergleich der Xylosyltransferase-Aktivitat in den Zellkulturiberstanden von

dermalen PXE-Fibroblasten und normalen Kontrollzellen

Abbildung 3-29 zeigt das Ergebnis der Xylosyltransferase-Aktivitatsmessung in den Uberstanden der
kultivierten Fibroblasten von PXE-Patienten und gesunden Spendern. Die Xylosyltransferase-Aktivitat
war in den Uberstanden der PXE-Fibroblasten im Vergleich zu den Zellen der gesunden Spender
geringfugig erhoht, der Unterschied war jedoch nicht signifikant.

60007 . ' PXE- gesunde
_ Patienten ® | Spender *
=2
£
5 |
%5000 4564 + 813 | 4314 + 1209
2
£ 40001 : p=0,4471
: 4 :

g  Angaben in mU / mg Protein

30007 . .
Mittelwert + Standardabweichung

i

Ll PXE-Patienten gesunde.Spender

Abbildung 3-29: Spezifische Xylosyltransferase-Aktivitdt in den Zellkultur-
iberstanden von PXE-Fibroblasten und Kontrollzellen.
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3.4.2. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Xylosyltransferase-Aktivitat

Die Xylosyltransferase-Aktivitdt wurde in den Zellkulturiberstdanden der mit siRNA gegen das
ABCC6-Gen bzw. mit einem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Fibroblasten von drei gesunden
Spendern und drei PXE-Patienten bestimmt. Die XylT-Aktivitat war in den Uberstanden der
Fibroblasten der beiden gesunden Spender M45D und M56D erhoht, der Unterschied war bei M56D
zu allen Zeitpunkten statistisch signifikant, bei M45D zu den Zeitpunkten t=96h und t=168 h
(Abbildung 3-30, Tabelle 3-17).
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Abbildung 3-30: Spezifische Xylosyltransferase-Aktivitét in den Zellkulturiiberstdnden von Fibroblasten der Spender M45D
(links) und M56D (rechts). Die ungefiillten Balken zeigen die XT-Aktivitét bei mit SIRNA transfizierten Zellen, die gefiillten
Balken die XT-Aktivitdt bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben Mittelwert und

Standardabweichung an.

Im Uberstand der von dem PXE-Patienten P52M stammenden Fibroblasten war die XT-Aktivitat bei
den mit siRNA transfizierten Zellen 96 und 168 Stunden nach Transfektion im Vergleich zu den mit
dem Kontrolloligonucleotid transfizierten Zellen signifikant erhdht. Hingegen war bei den
Fibroblasten des PXE-Patienten P59M zu diesen Zeitpunkten keine signifikante Verénderung der
XylIT-Aktivitat zu beobachten (Abbildung 3-31).
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Abbildung 3-31: Spezifische Xylosyltransferase-Aktivitat in den Zellkulturiiberstdanden von Fibroblasten der PXE-Patienten
P52M (links) und P59M (rechts). Die ungefillten Balken zeigen die XT-Aktivitat bei mit siRNA transfizierten Zellen, die
gefiilllten Balken die XT-Aktivitat bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die Fehlerbalken geben
Mittelwert und Standardabweichung an.
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Tabelle 3-19: XT-Aktivitat in den Zellkulturtiberstanden der transfizierten Fibroblasten.

spender XT-Aktivitat P! XT-Aktivitat . XT-Aktivitat .
(48 h)? (96 h)? (168 h)®

FaoA | SRNA [ 299269 | goa55 | 6652296 | ggoos | 1056%254 | ggg01
SiNK | 278140 400 + 11,4 556 + 13,4

MasD | SRNA [ 358%483 | gg7g4 | 611119 | gg1g | 8902255 | gg1p7
SiNK | 293108 442 +58,7 569 + 58,0

MseD | SRNA 3172285 | ggo15 | 498146 | cggoo1 | 698158 | <0gg01
SiNK | 20820, 366 + 8,63 477 +134

psoM | SRNA [ 2658370 | 05190 | 549537 | o101 | 6482267 | o018
SiNK | 233291 372751 412 + 58,4

psoM | SRNA [220£108 | (gogas | 382%224 | (og7a; | 530380 | 060
SiNK | 186 8,27 382205 471+136

peaF | SRNA [ 239£809 |57y | 353148 | game | 4342109 | goa7s
SiNK | 233159 3421215 416 +2,96

& Mittelwert [mU / mg] + Standardabweichung
® t-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte mit Welch-Korrektur fiir ungleiche Varianzen

Beim Vergleich der Xylosyltransferase-Aktivitat in den Uberstanden der Fibroblasten der gesunden
Spenderin F42A und der PXE-Patientin P63F war eine signifikant erhohte XT-Aktivit4t im Uberstand
der mit SiRNA behandelten Zellen nur bei F42A nach 96 und 168 Stunden festzustellen, bei P63F war
die XT-Aktivitat bei den mit siRNA und den mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen
annahernd gleich (Abbildung 3-32).
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Abbildung 3-32: : Spezifische Xylosyltransferase-Aktivitat in den Zellkulturiberstdnden von Fibroblasten der gesunden
Spenderin F42A (links) und der PXE-Patientin P63F (rechts). Die ungefiillten Balken zeigen die XT-Aktivitat bei mit SIRNA
transfizierten Zellen, die gefiillten Balken die XT-Aktivitat bei mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Die

Balken geben Mittelwert und Standardabweichung an.
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3.5. Identifizierung von genetischen Kofaktoren fir Pseudoxanthoma elasticum

Zur Aufklarung einer moglichen Rolle genetischer Kofaktoren bei PXE wurden im Rahmen dieser
Arbeit ausgewéhlte Polymorphismen in Kandidatengenen untersucht, die als mdgliche genetische
Kofaktoren fiir PXE in Frage kommen koénnten. Als Kandidatengene wurden solche ausgewahlt, deren
Produkte eine Rolle spielen bei den bei PXE ablaufenden pathologischen Prozessen, insbesondere dem
Umbau der extrazelluldaren Matrix und der Bildung neuer BlutgeféRe bei der PXE begleitenden
Retinopathie. Wegen der Bedeutung von Haplotypen bei genetischen Assoziationen wurden fur jedes
untersuchte Gen mit Ausnahme von MMP9 mehrere SNPs untersucht und die vorliegenden Allele

unter Verwendung der Software Haploview rekonstruiert [172].

Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten genetischen Analysen stand Material aus einer Sammlung von
Blutproben von derzeit fast 200 an PXE erkrankten Patienten zur Verfiigung. Die zur Genotypisierung
der SNPs genutzte Kohorte wurde wéhrend der Durchfiihrung stdndig erweitert, so dass sich die
Anzahl der Personen zwischen den einzelnen untersuchten Genen unterscheidet. Als gesunde
Kontrollkohorte dienten jeweils Blutspender, die in Alter und Geschlecht mit den PXE-Patienten
mdglichst gut Ubereinstimmten. Insgesamt wurde die Haufigkeit von 30 Sequenzvariationen in vier
Kandidatengenen bestimmt und verglichen. Der Nachweis der Sequenzvariationen erfolgte entweder
mittels Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen (RFLP)-Analyse oder mittels allelspezifischer
PCR nach dem ARMS-System [173]. Fir die RFLP-Analyse wurde ein Fragment der genomischen
DNA, das den zu untersuchenden Polymorphismus enthielt, durch eine PCR amplifiziert und das
gewonnene Produkt im Anschluss einem Restriktionsverdau unterworfen. Der Restriktionsansatz
wurde dann in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und der Genotyp durch Inspektion der
sich ergebenden Bandenmuster festgestellt. Die ldentitdt des PCR-Produkts wurde durch direktes
Sequenzieren sichergestellt. In einigen Féllen konnte kein vollstandiger Restriktionsverdau erreicht
werden, so dass eine eindeutige Feststellung des Genotyps nicht mdéglich war. Fir die Analyse der
entsprechenden Polymorphismen wurde daher eine allelspezifische PCR etabliert, die eine

Identifizierung des Genotyps ermdglicht, ohne einen Restriktionsverdau zu erfordern.

3.5.1. Matrix-Metalloproteinase 2

Fir die Analyse des MMP2-Gens wurde ein tag-SNP-Ansatz verwendet. Dieser beruht auf dem
Vorhandensein von Bldocken mit hohem linkage disequilibrium (LD). Dieses erlaubt es, komplette
Blocke von SNPs uber die Genotypisierung eines einzelnen SNPs zu erfassen. Dazu wurden unter
Verwendung von LD-Daten aus dem internationalen HapMap-Projekt 14 SNPs ausgewahlt, mit denen
alle bekannten SNPs im codierenden Bereich sowie im Promotor des MMP2-Gens erfasst wurden
[174]. Zwischen den genotypisierten SNPs — den sogenannten ,,tag-SNPs*“ - und den Ubrigen SNPs

bestand ein LD von mindestens r* = 0,8.
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Tabelle 3-20 zeigt die Allelverteilung der Polymorphismen im MMP2-Gen. Alle Genotyp-

Verteilungen befanden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Das G-Allel von rs243866, das
C-Allel von rs243865 sowie das T-Allel von rs243864 waren signifikant mit der PXE-Gruppe

assoziiert.

Tabelle 3-20: Allelfrequenzen der Polymorphismen im MMP2-Gen bei PXE-Patienten und Kontrollen.

SNP Allel | PXE-Patienten ® (n =368) | Kontrollen ® (n = 368) OR (95% CI)® pP°
rs243866 | © 297 (80,7) 210 (734) 1,52 (1,07-2,15) | 0,0180
A 71 (19,3) 98 (26,6)
rs243865 | C 297(80,7) 211 (73,6) 1,50 (1,06 —2,12) | 0,0224
T 71 (19,3) 97 (26,4)
rs243864 | T 294 (79,9) 269 (73,1) 1,46 (1,04—2,06) | 0,0298
G 74 (20,1) 99 (26,9)
rs2285053 | C 327(88,9) 319 (86,7) 1,23(0,79-1,91) | 0,3681
T 41 (11,1) 49 (13,3)
rs17859829 | © 343 (93,2) 338 (91.8) 1,22 (0,70-2,11) | 0,4834
T 25 (6,8) 30 (8,2)
rs865094 | © 76(20,7) 63 (17.1) 1,26 (0,87 -1,83) | 0,2208
A 292 (79,3) 305 (82,9)
rs11646643 | A 254 (69,0) 239 (64.9) 1,20 (0,88 —1,64) | 0,2397
G 114 (31,0) 129 (35,1)
rs1053605 | C 331 (89,9) 338 (91,8) 1,26 (0,76 —2,09) | 0,3697
T 37 (10,1) 30 (8,2)
rs2241146 | © 363 (98,6) 359 (97,6) 1,82 (0,60 —5,49) | 0,2804
A 5 (1,4) 9(24)
rs243847 | T 225 (61.,1) 218 (59.2) 1,08 (0,81 —1,46) | 0,5981
c 143 (38,9) 150 (40,8)
152287074 | © 222 (60,3) 210 (57.1) 1,14 (0,85 1,54) | 0,3690
A 146 (39,7) 158 (42,9)
rs11639960 | A 257 (69,8) 246 (66.8) 1,15(0,84 - 1,57) | 0,3834
G 111 (30,2) 122 (33,2)
rs243832 | © 188 (51,1) 170 (46,2) 1,22 (0,91 1,63) | 0,1844
G 180 (48,9) 198 (53,8)
rs243831 | © 29 (7.9) 29 (7,9) 1,00 (0,58 —1,71) | 1,0000
T 339 (92,1) 339 (92,1)

2 Allele (Prozent)

® Odds Ratio und 95% Konfidenzintervall

¢ x*-Test
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3.5.1.1. Haplotypen-Analyse der SNPs im MMP2-Gen

Die LD-Struktur des MMP2-Gens wurde aus insgesamt 736 Allelen von Patienten und Kontrollen mit
der Haploview-Software ermittelt. LD-Muster und Haplotyp-Blocke wurden gemal der Einstellung
»spline of LD in der Haploview-Software ermittelt, die auf einem D’-Wert > 0,8 fiir die duReren
Marker jedes Blocks basiert [172].

Die Analyse ergab drei getrennte LD-Blocke im MMP2-Gen (Abbildung 3-33). Der erste Block
erstreckt sich von rs243866 bis rs17859829 und umfasst den Promotor MMP2-Gens. Der zweite Block
umfasst die SNPs von rs865094 bis rs11639960 und der dritte die SNPs rs243832 und rs243831 am
3’-Ende der codierenden Region. Der héchste paarweise r-Wert wurde zwischen rs243866 und
rs243865 im ersten Block beobachtet.
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Abbildung 3-33: Von Haploview ermittelte LD-Struktur des MMP2-Gens. Schwarze Felder markieren ein vollstandiges LD
(* = 1), weiBe kein LD (r* = 0). Dazwischen liegende LD-Werte sind als Grauschattierungen visualisiert.

3.5.1.2. Assoziation von Haplotypen mit PXE

Tabelle 3-21 zeigt die von Haploview ermittelten Haplotypen und ihre Verteilung bei PXE-Patienten
und Kontrollpersonen. Der Haplotyp GCTCG im ersten Block war signifikant mit der Patientengruppe
assoziiert (p =0,0047), wahrend der Haplotyp ATGCG im ersten Block signifikant mit der
Kontrollgruppe assoziiert war (p = 0,0224).
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Tabelle 3-21: Prognostizierte MMP2-Haplotypen bei PXE-Patienten und Kontrollen.

Haplotyp Frequenz Anzahl Frequenzen OR (95% CI) @ pP
PXE; Kontrollen PXE; Kontrollen

Block 1

GCTCG 0,568 228:140; 190:178 0,620; 0,516 1,53 (1,14 -2,05) | 0,0047
ATGCG 0,228 71:297;97:271 0,193; 0,264 0,67 (0,47 -0,95) | 0,0224
GCTTG 0,122 41:327; 49:319 0,111; 0,133 0,82 (0,52 -1,27) | 0,3681
GCTCT 0,075 25:343; 30:338 0,068; 0,082 0,82 (0,47 —1,43) | 0,4834
Block 2

AACGCGA 0,355 130:238; 131:237 0,353; 0,356 0,99 (0,73-1,34) | 0,9386
AGCGTAG 0,278 97:271; 108:260 0,264; 0,293 0,86 (0,62 -1,19) | 0,3657
GACGTGA 0,166 70:298; 52:316 0,190; 0,142 1,43 (0,96 —2,11) | 0,0744
AATGTAA 0,088 37:331; 28:340 0,100; 0,076 1,36 (0,81 -2,27) | 0,2617
AGCGTAA 0,032 8:360; 15:353 0,023; 0,041 0,52 (0,22 -1,25) | 0,1381
GACACGA 0,019 5:363; 9:359 0,014; 0,024 0,55 (0,18 -1,66) | 0,2804
AACGCGG 0,012 4:364; 5:363 0,011; 0,012 0,80 (0,22 -3,00) | 0,7373
AACGTGA 0,011 3:365; 5:363 0,008; 0,014 0,60 (0,14 —2,52) | 0,4405
AGCGTGG 0,011 5:363; 3:365 0,013; 0,008 1,68 (0,40 -7,07) | 0,4771
AACGCAG 0,010 4:364; 3:365 0,011; 0,009 1,34 (0,30 - 6,02) | 0,7041
Block 3

GT 0,486 188:180; 170:198 0,511; 0,462 1,22 (0,91 -1,63) | 0,1844
CT 0,435 151:217; 169:199 0,410; 0,459 0,82 (0,61-1,10) | 0,1808
CG 0,079 29:339; 29:339 0,079; 0,079 1,00 (0,58 —1,71) | 1,0000

% Odds Ratio und 95% Konfidenzintervall

b2 Test
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3.5.2. Matrix-Metalloproteinase 9

Im MMP9-Gen wurde der im Promotor lokalisierte Polymorphismus c¢.-1562C>T analysiert. Dazu

wurden in DNA-Proben von PXE-Patienten und Kontrollen die Genotypen bestimmt. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 3-22 gezeigt. Die gefundenen Genotyp-Frequenzen lagen im Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht.

unterschieden sich nicht signifikant.

Die Haufigkeiten der Genotypen von PXE-Patienten und Kontrollpersonen

Tabelle 3-22: Genotyp-Frequenzen des Polymorphismus ¢.-1562C>T bei PXE-Patienten und Kontrollen.

Allel PXE-Patienten ? Kontrollen ® OR (95% CI)" [
C 327 (87,9) 293 (86,7)
1,12 (0,72-1,74) | 0,653
T 45 (12,1) 45 (13,3)

& Anzahl (Prozent)

® Odds Ratio und 95% Konfidenzintervall

¢ %-Test

3.5.3. Matrix-Metalloproteinase 14

Im MMP14-Gen wurden insgesamt vier SNPs untersucht. Die beobachteten Allelverteilungen lagen

im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Die H&ufigkeiten der Allele unterschieden sich in keinem Fall

signifikant zwischen der Gruppe der PXE-Patienten und den Kontrollen (Tabelle 3-23).

Tabelle 3-23: Allelfrequenzen der Polymorphismen im MMP14-Gen bei PXE-Patienten und Kontrollen.

SNP rs-Nummer | Allel | PXE-Patienten ® | Kontrollen 2 OR (95% CI)" P
(n = 366) (n = 340)

c-165G>T | rs1003349 | G 254 (69,4) 228 (67,1) 1,11 (0,81 - 1,53) | 0,5044
T 112 (30,6) 112 (32,9)

c.221C>T rs1042703 C 310 (84,7) 281 (82,6) 1,16 (0,78 —1,73) | 0,4606
T 56 (15,3) 59 (17,4)

C.6727C>G | 12236302 | C 326 (89,1) 313 (92,1) 1,44 (0,85 2,37) | 0,1759
G 40 (10,9) 27 (7,9)

€.7096T>C | rs2236307 T 277 (75,7) 271 (79,7) 1,26 (0,88 — 1,80) | 0,2000
C 89 (24,3) 69 (20,3)

 Anzahl (Prozent)
® Odds Ratio und 95% Konfidenzintervall

¢ x*-Test
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3.5.3.1. Haplotypen-Analyse der SNPs im MMP14-Gen

<
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Abbildung 3-34: Von Haploview ermittelte

LD-Struktur  des

MMP14-Gens.

Schwarze

Felder markieren ein vollstdndiges LD (r2 = 1),

weille kein LD (r2 =0). Dazwischenliegende

LD-Werte  sind

visualisiert.

als  Grauschattierungen

Die LD-Struktur des MMP14-Gens wurde aus insgesamt
706 Allelen von Patienten und Kontrollen mit der
Haploview-Software ermittelt. LD-Muster und Haplotyp-
Blocke wurden gemif der Einstellung ,,spline of LD in
der Haploview-Software ermittelt, die auf einem D’-Wert
> 0,8 fir die auBeren Marker jedes Blocks basiert [172].

Die Analyse ergab einen LD-Block im MMP14-Gen
(Abbildung 3-34). Dieser Block umfasst rs1003349 und
rs1042703.

3.5.3.2. Assoziation von Haplotypen mit PXE

Tabelle 3-24 zeigt die von Haploview ermittelten
Haplotypen und ihre Verteilung bei PXE-Patienten und
Kontrollpersonen. Der Haplotyp TTGT im ersten Block
war mit der Patientengruppe assoziiert, die Assoziation war

an der Grenze der statistischen Signifikanz.

Tabelle 3-24: Prognostizierte MMP14-Haplotypen bei PXE-Patienten und Kontrollen.

Haplotyp Frequenz Anzahl Frequenzen OR (95% CI) @ pP
PXE; Kontrollen PXE; Kontrollen

TTCT 0,271 89:277; 102:238 0,243; 0,300 0,75 (0,54 -1,05) | 0,0881
GTCT 0,266 100:266; 88:252 0,272; 0,260 1,08 (0,77 —1,50) | 0,6654
GTCC 0,186 73:293; 58:282 0,199; 0,172 1,21 (0,82 -1,77) | 0,3242
GCCT 0,152 52:314; 56:284 0,141; 0,164 0,84 (0,56 —1,27) | 0,3913
GTGT 0,059 22:344; 20:320 0,061; 0,058 1,02 (0,55-1,91) | 0,9425
TTGT 0,027 14:352; 5:335 0,039; 0,014 2,67 (0,95-7,48) | 0,0534
TTCC 0,019 9:357; 5:335 0,023; 0,015 1,69 (0,56 — 5,09) | 0,3466
GCCC 0,010 4:362; 3:337 0,012; 0,009 1,24 (0,28 -5,59) | 0,7779

2 Odds Ratio und 95% Konfidenzintervall

b2 Test
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3.5.4. Vascular endothelial growth factor

3.5.4.1. Assoziation einzelner SNPs im VEGFA-Gen mit PXE

Zehn SNPs im Promotor und der codierenden Region des VEGFA-Gens wurden untersucht. Die

Allelverteilung ist in Tabelle 3-25 angegeben. Kein einzelner Polymorphismus war signifikant mit der

PXE-Gruppe oder der Kontrollgruppe assoziiert. Alle Genotyp-Verteilungen befanden sich im Hardy-

Weinberg-Gleichgewicht.

Tabelle 3-25: Allelfrequenzen der Polymorphismen im VEGFA-Gen bei PXE-Patienten und Kontrollen.

PXE-Patienten 2 Kontrollen ? b
SNP rs-Nummer | Allel OR (95% CI) p°
(n = 326) (n = 326)

c- rs699947 A 158 (48.5) 164 (50.3) 1.08 (0.79-1.46) | 0.638

1540A>C C 168 (51.5) 162 (49.7)

C.-460C>T | rs833061 C 160 (49.1) 172 (52.8) 1.16 (0.85-1.58) | 0.347
T 166 (50.9) 154 (47.2)

c-152G>A | 1s13207351 | G 164 (50.3) 156 (47.9) 1.10 (0.81-1.50) | 0.531
A 162 (49.7) 170 (52.1)

C.405C>G | rs2010963 | C 91 (27.9) 109 (33.4) 1.30 (0.93-1.81) | 0.126
G 235 (72.1) 217 (66.6)

C.674C>T | rs1413711 | C 168 (51.5) 161 (49.4) 1.09 (0.80-1.48) | 0.584
T 158 (48.5) 165 (50.6)

c.1032C>T | 1525648 c 261 (80.1) 273 (83.7) 1.28(0.86-1.92) | 0.222
T 65 (19.9) 53 (16.3)

c.4618C>T | rs735286 Cc 238 (73.0) 222 (68.1) 1.26 (0.89-1.76) | 0.169
T 88 (27.0) 104 (31.9)

C.5092C>A | rs2146323 | C 223 (68.4) 203 (62.3) 1.31(0.95-1.81) | 0.100
A 103 (31.6) 123 (37.7)

€.9109C>T | rs3025020 | C 233 (71.5) 215 (66.0) 1.27(0.91-1.77) | 0.128
T 93 (28.5) 111 (34.0)

.9162C>T | rs3025021 | C 214 (65.6) 210 (64.4) 1.04 (0.75-1.43) | 0.743
T 112 (34.4) 116 (35.6)

2 Allele (Prozent)
b Odds Ratio und 95% Konfidenzintervall

¢ x*-Test
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3.5.4.2. Assoziation einzelner SNPs mit dem Schweregrad der Retinopathie

Fur 97 der 163 untersuchten PXE-Patienten waren die Ergebnisse einer ophthalmologischen
Untersuchung verflgbar. Diese Patienten wurden in Abhéngigkeit vom Schweregrad ihrer okularen
Manifestationen in zwei Gruppen eingeteilt, deren Eigenschaften in Tabelle 3-26 aufgefihrt sind.

Tabelle 3-26: Eigenschaften der nach okularem Phanotyp eingeteilten Gruppen.

Eigenschaft Gruppe A © Gruppe B ¢ Total P

N 31 66 97 /
Ménner (Frauen) 9 (22) 21 (45) 30 (67) 0.819
Alter in Jahren ? 37.0+£12.7 53.4+129 48.2+14.9 <0.001
Diagnosealter ? 235+£119 346+159 31.1+£156 0.002
Krankheitsdauer ? 13.3+11.9 18.8 +13.3 17.1+13.1 0.038
Bluthochdruck ° 2 (6.5%) 27 (40.9%) 29 (29.9%) 0.0003
Raucher 12 (38.7%) 13 (19.7%) 25 (25.8%) 0.080

2 Durchschnitt + Standardabweichung.

® Gesamtzahl (Prozent).

¢ PXE-Patienten ohne Retinopathie oder mit milder Retinopathie, aber ohne Einschrankungen des Sehvermdgens, definiert
als entweder ohne Fundusbefund oder mit Diagnose von Peau d’orange und / oder angioiden Streifen

4 pXE-Patienten mit schwerer Retinopathie, die von Einschrankungen des Sehvermégens begleitet ist, definiert als

Sehvermdgen von weniger als 100% in mindestens einem Auge.

Die Verteilung der Allele auf die Gruppen ist in Tabelle 3-27 angegeben. Fur acht der zehn SNPs
wurde eine signifikante Assoziation (p <0,05) mit einer schwerwiegenden Augenbeteiligung
festgestellt. Nach der Korrektur fiir multiples Testen blieben die SNPs c.-1540A>C (rs699947),
c.-460C>T (rs833061), c.-152G>A (rs13207351), ¢.674C>T (rs1413711) und ¢.1032C>T (rs25648)

signifikant mit schwerer Retinopathie assoziiert.
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Tabelle 3-27: Allelfrequenzen der Polymorphismen im VEGFA-Gen bei den nach okularem Phénotyp eingeteilten

Patientengruppen.

SNP rs-Nummer | Allel Gruppe A ® Gruppe B 2 OR (95% CI)® Prorrigiert.

C.-1540A>C | rs699947 A 40 (64.5) 51 (38.6) 2.89 (1.54-5.41) | 0.011
C 22 (35.5) 81 (61.4)

c.-460C>T | rs833061 C 43 (69.4) 49 (37.1) 3.83(2.01-7.31) | 0.0003
T 19 (30.6) 83 (62.9)

c-152G>A | rs13207351 | G 19 (30.6) 82 (62.1) 3.71(1.95-7.07) | 0.0004
A 43 (69.4) 50 (37.9)

C.405C>G | rs2010963 | C 11 (17.7) 46 (34.8) 2.48(1.18-5.22) | 0.147
G 51 (82.3) 86 (65.2)

C.674C>T | rsl413711 | C 21(33.9) 82 (62.1) 3.21(1.70-6.02) | 0.004
T 41 (66.1) 50 (37.9)

.1032C>T | rs25648 C 42 (67.7) 114 (86.4) 3.02 (1.46-6.25) | 0.023
T 20 (32.3) 18 (13.6)

C.4618C>T | rs735286 C 51 (82.3) 88 (66.7) 2.32 (1.10-4.89) | 0.246
T 11 (17.7) 44 (33.3)

C.5092C>A | rs2146323 | C 36 (58.1) 99 (75.0) 2.17 (1.14-4.12) | 0.168
A 26 (41.9) 33 (25.0)

c.9109C>T | rs3025020 | C 40 (64.5) 97 (73.5) 1,52 (0.80-2.91) | 1.000
T 22 (35.5) 35 (26.5)

c.9162C>T | rs3025021 | C 45 (72.6) 85 (64.4) 1.42(0.73-2.75) | 1.000
T 17 (27.4) 47 (35.6)

& Allele (Prozent)
® Odds Ratio und 95% Konfidenzintervall
¢ 2-Test, p-Werte nach Bonferroni-Korrektur fir n = 10

3.5.4.3. Multivariate SNP-Analyse

Der Zusammenhang zwischen VEGFA-Polymorphismen und der mit PXE assoziierten Retinopathie
wurde weiter mittels logistischer Regressionsanalyse untersucht. Dabei wurden einige klinische
Parameter sowie die assoziierten VEGFA-Allele als Kovariaten benutzt. Wegen des hohen paarweisen
LDs zwischen ¢.-460C>T und c.-152G>A wurde letzterer von der Analyse ausgeschlossen. Durch
Vorwadrts- und Rickwaértsselektion wurden dann die Kovariaten ermittelt, die einen signifikanten
Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit des Eintretens einer schweren Retinopathie hatten. Die Ergebnisse
der logistischen Regressionsanalyse sind in Tabelle 3-28 angegeben. Sowohl Alter und Blutdruck als
auch das Tragen der Allele c.-460T und c¢.674C wurden so im Vorwarts- und auch im
Ruckwartsmodell als unabhéngige Risikopradiktoren ermittelt. Das Vorhandensein eines der beiden
Allele bedeutet ein signifikant erhohtes Risiko fir die Entwicklung einer schweren

Visusbeeintrachtigung, beide sind unabhangige Risikofaktoren fur eine schwere Retinopathie.
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Tabelle 3-28: Mittels logarithmischer Regressionsanalyse adjustierte Odds Ratios fiir die

Assoziation mit der Gruppe mit schwerer Retinopathie.

Variable Odds Ratio (95% Konfidenzintervall) | P

Alter 1.10 (1.06-1.14) 1.84x10”
Weibliches Geschlecht 1.31(0.52-3.29) 0.564
Bluthochdruck 7.97 (2.13-29.9) 0.0021
Rauchstatus 0.63 (0.26-1.54) 0.310
¢.-460T Genotyp 6.97 (2.81-17.3) 0.00004
¢.674C Genotyp 5.21 (2.18-12.5) 0.00021

3.5.4.4. Haplotypen-Analyse

Die LD-Struktur des VEGFA-Gens wurde aus insgesamt 652 Allelen von Patienten und Kontrollen mit
der Haploview-Software ermittelt. LD-Muster und Haplotyp-Blocke wurden gemal? der Einstellung
,spline of LD* in der Haploview-Software ermittelt, die auf einem D’-Wert > 0,8 fur die &duReren
Marker jedes Blocks basiert [172]. Die Analyse ergab zwei getrennte LD-Blocke im VEGFA-Gen, in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen friiherer Studien [65, 175] (Abbildung 3-37). Der erste Block
erstreckt sich von c¢.-1540A>C bis ¢.5092C>A und umfasst den Promotor und die 5’-kodierende
Region des VEGFA-Gens. Der zweite Block umfasst die SNPs ¢.9109C>T und ¢.9162C>T. Der

héchste paarweise r>-Wert wurde zwischen c¢.-460C>T und c.-152G>A im ersten Block beobachtet.

3.5.4.5. Assoziation von Haplotypen mit PXE

Tabelle 3-29 zeigt die von Haploview ermittelten Haplotypen und ihre Verteilung bei PXE-Patienten
und Kontrollpersonen. Der Block 1-Haplotyp CTGGCCCC war signifikant mit der Patientengruppe
assoziiert (p = 0,013 nach Korrektur). Fir den Haplotyp ACAGTCCA zeigte sich eine Assoziation mit
der Kontrollgruppe, die jedoch nach der Korrektur fir multiples Testen nicht mehr statistisch

signifikant war (p = 0,066).
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Abbildung 3-35: Von
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Tabelle 3-29: Prognostizierte VEGFA-Haplotypen bei PXE-Patienten und Kontrollen

Haplotyp Frequenz Anzahl Frequenzen OR (95% CI)* | Pyorrigiert”
PXE, Kontrollen PXE, Kontrollen

Block 1

CTGCCCTC | 0.289 86:238, 102:224 0.265, 0.312 0.79 (0.57-1.12) | 1.000
ACAGCTCA | 0.165 41:283, 67:259 0.126, 0.205 0.56 (1.17-2.72) | 0.066
CTGGCCCC | 0.165 69:255, 38:288 0.212,0.118 2.05 (1.33-3.15) | 0.013
ACAGTTCA | 0.157 57:268, 46:280 0.174, 0.140 1.30(0.85-1.98) | 1.000
ACAGCTCC | 0.146 50:274, 45:281 0.154, 0.138 1.14 (0.74-1.76) | 1.000
CCAGCCCC | 0.013 4:320, 4:322 0.014, 0.012 1.01 (0.25-4.06) | 1.000
CTGCCCCC | 0.011 4:320, 3:323 0.012, 0.010 1.35(0.30-6.06) | 1.000
Block 2

CT 0.346 112:212,113:213 0.344,0.348 1.00(0.72-1.38) | 1.000
cC 0.343 122:202, 102:224 | 0.375, 0.312 1.33(0.96-1.84) | 0.889
TC 0.306 91:233, 108:218 0.279, 0.3332 0.79 (0.56-1.10) | 1.000

2 Odds Ratio und 95% Konfidenzintervall

b2.Test, p-Werte nach Bonferroni-Korrektur fir n = 10
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3.5.4.6. Auswirkungen von VEGFA-Haplotypen auf die okulare Manifestation

Es wurde ebenfalls eine Haplotypen-Analyse fiir die nach Schweregrad der Augenbeteiligung

eingeteilten Patientengruppen durchgeftihrt, die Ergebnisse sind in Tabelle 3-30 zusammengefasst.

Der Block 1-Haplotyp ACAGTTCA war deutlich haufiger in der Gruppe mit mildem okularem

Phanotyp vertreten, auch wenn die Assoziation nach der Korrektur fir multiples Testen nur

grenzwertig signifikant war (p = 0,051).

Tabelle 3-30: Prognostizierte Haplotypen in den nach okularer Beteiligung eingeteilten Patientengruppen.

Haplotyp Frequenz Anzahl Frequenzen OR (95% CI) ® Prorrigiert”
Gruppe A, B Gruppe A, B

Block 1

CTGCCCTC 0.284 44:88, 11:51 0.333,0.177 2.32 (1.10-4.89) 0.246
CTGGCCCC 0.206 33:99, 7:55 0.250, 0.113 2.62 (1.09-6.31) 0.276
ACAGTTCA 0.180 17:115, 18:44 0.127,0.293 0.36 (0.17-0.76) 0.051
ACAGCTCC 0.160 17:115, 14:48 0.130, 0.223 0.51 (0.23-1.11) 0.997
ACAGCTCA | 0.103 13:119, 7:55 0.098, 0.113 0.86 (0.32-2.27) 1.000
CCAGCCCC 0.016 1:131, 2:60 0.006, 0.039 0.23 (0.02-2.58) 0.997
CTGCCCCC 0.010 2:130, 0:62 0.015, 0.000 2.40 (0.11-50.7) 1.000
Block 2

CcC 0.376 50:82, 23:39 0.379, 0.371 1.03 (0.55-1.93) 1.000
CT 0.330 47:85,17:45 0.356, 0.274 1.46 (0.76-2.84) 1.000
TC 0.294 35:97, 22:40 0.265, 0.355 0.66 (0.34-1.25) 1.000

2 Odds Ratio und 95% Konfidenzintervall

b2 Test, p-Werte nach Bonferroni-Korrektur fiir n = 10
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3.6. Analyse von Biomarkern der ECM-Remodulierung bei PXE-Patienten

3.6.1. Matrix-Metalloproteinase 2 im Serum

Fur die Proben der drei Kohorten mit Patienten, Angehorigen und gesunden Kontrollpersonen wurde

die jeweilige Serumkonzentration an MMP2 unter Verwendung des kommerziellen sandwich-ELISA

Quantikine Human MMP2 (total) der Firma R&D Systems bestimmt. Dazu wurden die Proben, wie in

der Anleitung des Herstellers beschrieben, 1:10 verdinnt und fiir den Test eingesetzt.
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MMP-2-
Konzentrationen in den drei untersuchten Kohorten. *** P < 0,001,

Wie die Abbildung 3-36 zeigt, wurden fur
die Kohorte der PXE-Patienten die hochsten
MMP2-Konzentrationen beobachtet. Die
niedrigsten Konzentrationen wurden im
Serum der gesunden Kontrollpersonen
gefunden, die Gruppe der Angehérigen wies
Konzentrationen auf, die sich zwischen
Patienten- und der

denen der

Kontrollkohorte befanden.

Die gemessenen Konzentrationen waren in
allen untersuchten Kohorten normalverteilt.
Die Mittelwerte der MMP2-Konzentrationen
fir die analysierten Kohorten sind in der
statische

Tabelle 3-31 angegeben. Eine

Analyse unter Verwendung des t-Tests

ergab eine signifikant erhohte MMP2-Konzentration bei PXE-Patienten im Vergleich zu den gesunden

Kontrollpersonen (P =0.0002) sowie beim Vergleich zwischen PXE-Patienten und Angehdrigen

(P =0.0112). Keine statistisch signifikanten Unterschiede wurden zwischen der Angehérigenkohorte

und den Kontrollpersonen gefunden (P = 0.349).

Tabelle 3-31: Mittelwerte der MMP2-Konzentration in den untersuchten Kohorten.

Konzentration MMP-2 [ng/ml] ?
Kohorte N (ménnlich)
Gesamt Manner Frauen
PXE-Patienten 69 (32) 231 +48,9 228 + 54,0 234 + 44,6
Angehdrige 54 (27) 209 + 45,6 212 +52,6 206 + 38,2
Kontrollen 69 (32) 202 + 42,9 207 £49,3 197 + 36,5

& Mittelwert + Standardabweichung
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Eine geschlechtsspezifische Analyse zeigte eine signifikant erhdhte Konzentration von MMP-2 in

weiblichen PXE-Patienten verglichen mit gesunden weiblichen Kontrollpersonen (P = 0,0002) sowie

mit weiblichen Angehorigen (P = 0,0112), nicht jedoch bei mannlichen PXE-Patienten im Vergleich

zu mannlichen gesunden Kontrollpersonen (P =0,115) oder mannlichen Angehorigen (P = 0,249)

(Abbildung 3-37).
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Abbildung 3-37: Die Scatter-Plots zeigen die MMP-2-Konzentrationen in den drei untersuchten Kohorten bei ménnlichen
und weiblichen Probanden. *** P < 0,001, * P < 0,05

3.6.2. Matrix-Metalloproteinase 9 im Serum

Alle Proben wurden zunachst im Verhaltnis 1:100 verdinnt und anschliefend mittels des sandwich-
ELISA Quantikine Human MMP9 (total) die MMP-9-Konzentrationen bestimmt. Auf Grund von

Problemen bei der Konzentrationshestimmung des MMP-9 in hdmolytischen Proben konnten nur nicht

h&molytische Proben zur weiteren Analyse genutzt werden. Die Ergebnisse der Messung sind in
Abbildung 3-38 dargestellt. Die htchste mittlere MMP-9-Konzentration wurde in der Kohorte der

Tabelle 3-32: Mittelwerte der MMP-9-Konzentration in den untersuchten Kohorten.

) Konzentration MMP-9 [ng/ml]?
Kohorte N (ménnlich)
Gesamt Ménner Frauen
PXE-Patienten 58 (27) 946 + 430 999 + 453 900 + 412
Angehdrige 35 (14) 812 + 530 911 +531 825 + 496
Kontrollen 69 (32) 537 + 256 503 + 235 565 + 273

& Mittelwert + Standardabweichung
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PXE-Patienten gefunden, gefolgt von der Kohorte der Angehérigen und der Kohorte der Kontrollen.

Die mittleren MMP9-Konzentrationen sind in der Tabelle 3-32 angegeben.

2500+ Sk ke
22504 JoHk |
20004 L]
.
= .
E 17504 e
E L4 .
5 1500+ ee’e .
.
E 1250 .o::' ': .
£ ., = .® .® .
S 10004 Seel e .
o *eal LA egee?®
o . —_— .
= 7504 ®ees . o
= e ,e*" . ...:c'.
LI *e* ®ege’
s I spev  pIfEANG
. e, 3.._.:':.0
250- L PPN 1 LY ] ..z.I:.
.

PXE-Patienten

Abbildung 3-38: Der
Konzentrationen in  den

*** P < (0,001

Angel;ﬁrige
Scatter-Plot  zeigt die
drei  untersuchten

Kontll'ollen

MMP-9-
Kohorten.
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Zwischen mittleren
Konzentration
sowie
zwischen Angehérigen- und Kontrollkohorte
gab einen  statistisch
Unterschied (P <0.0001 bzw. P =0.0004).

Keinen signifikanten Unterschied gab es

es signifikanten

zwischen der PXE- und der Angehorigen-
(P =0.185).
spezifische Analyse zeigte eine signifikant

kohorte Eine  geschlechts-
erhohte Konzentration von MMP-9 sowohl
bei weiblichen als auch bei mannlichen PXE-
Patienten, verglichen mit Kontrollpersonen
desselben Geschlechts (jeweils P <0,0001),

bei ménnlichen und weiblichen Angehdrigen

im Vergleich mit Kontrollpersonen (P =0.006 bzw. P =0,0127), nicht jedoch bei mannlichen oder
weiblichen PXE-Patienten im Vergleich zu Angehorigen (P =0,579 bzw. P =0,563) (Abbildung

3-39).
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3.7. Generierung und Charakterisierung einer PXE-Dermalfibroblasten-Zelllinie als
PXE-Modellsystem

3.7.1. Immortalisierung von PXE-Fibroblasten

Zur Immortalisierung wurden dermale Fibroblasten der beiden PXE-Patienten P52M und P63F mit
einem Plasmid transfiziert, das die cDNA der katalytischen Untereinheit der humanen Telomerase
(hTERT) enthielt. Die Transfektion wurde mit dem Nucleofector der Firma Amaxa durchgefihrt,
nachdem der Einsatz mehrerer auf Liposomen basierender Transfektions-Reagenzien bei den
schwierig zu transfizierenden primaren Dermalfibroblasten nicht zum Erfolg gefuhrt hatte. Mit dem
auf Elektroporation beruhenden Nucleofector konnte schliefflich eine Transfektionseffizienz von tber
50 Prozent erzielt werden. Das transfizierte Plasmid verlieh den Zellen auRerdem auch eine Resistenz
gegeniuber dem Zytostatikum Geneticin, so dass durch die Kultivierung der transfizierten Zellen mit
Geneticin stabile Klone selektioniert werden konnten. Die entstandenen Klone wiesen eine starke
Expression der nTERT-mRNA auf, wie durch eine RT-PCR mit hTERT-spezifischen Primern gezeigt
werden konnte (Abbildung 3-40). Die hTERT-Expression der generierten Klone entsprach derjenigen
von kommerziell erhéltlichen hTERT-immortalisierten Fibroblasten (W"TERT BJ1, Clonetech).
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Abbildung 3-40: Die Gelfotographie zeigt die Produkte der RT-PCR mit hTERT-spezifischen
Primern. Als Template diente die isolierte Gesamt-RNA aus den mit hTERT-Plasmid transfizierten
Fibroblasten (Spur 8+9), den nicht transfizierten Fibroblasten (Spur 10+11), kommerziellen
hTERT-immortalisierten Fibroblasten (Spur 7) sowie aus einigen humanen Tumorzelllinien (Spur
1+2: P52MK?293, Spur 3+4: THP1, Spur 5+6: HeLa). Spur 12: Negativkontrolle.

3.7.2. Charakterisierung der immortalisierten PXE-Dermalfibroblasten

Die immortalisierten Fibroblasten der beiden PXE-Patienten wurden fiir Gber 100 Passagen kultiviert,
wahrend die parallel weiter kultivierten Ursprungszellen nach ca. 25 Passagen die Teilungsaktivitat
weitgehend eingestellt hatten. Die nicht-immortalisierten Zellen wiesen zu diesem Zeitpunkt eine
deutliche Aktivitit von B-Galaktosidase auf, die als Marker fiir die zellulére Seneszenz gilt [176]. Bei
den immortalisierten Fibroblasten wurde keine durch die B-Galaktosidase-Aktivitat verursachte
Blaufarbung beobachtet (Abbildung 3-41).
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Abbildung 3-41: Die Fotographien zeigen nicht-immortalisierte (links) und immortalisierte (rechts) Fibroblasten des PXE-
Patienten P52M nach Féarbung fiir f-Galaktosidase-Aktivitét. Die Fibroblasten wurden fiir 25 Passagen kultiviert.

Die immortalisierten PXE-Fibroblasten zeigten Uber viele Passagen hohe Proliferationsraten. Diese
waren deutlich hoher als bei nicht-immortalisierten Fibroblasten aus frihen Passagen (Abbildung
3-42). AuBerdem erreichten die immortalisierten Fibroblasten bei fortgesetzter Kultivierung eine

deutlich héhere Zelldichte. Die die Zellen umgebende Matrix war zudem deutlich reduziert.
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Zur Charaktersierung der Genexpression der immortalisierten Fibroblasten wurde die Expression
einiger im Kontext von PXE bedeutender Gene in immortalisierten Fibroblasten beider PXE-Patienten
aus verschiedenen Passagen mittels realtime RT-PCR gemessen und mit der Expression in nicht-
immortalisierten Fibroblasten dieser Patienten verglichen. Die Expression der an der GAG-
Biosynthese beteiligten Gene XYLT1 und XYLT2 war bei den immortalisierten Zellen im Vergleich zu
den nicht immortalisierten Zellen nicht wesentlich veréndert. Abbildung 3-43 zeigt exemplarisch die

Expression von XYLTL.
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Die Expression einer Reihe von Genen, die fiir wichtige Proteine der ECM codieren, und deren
Expression bei den Fibroblasten von PXE-Patienten in spateren Passagen gegeniiber Zellen von
gesunden Spendern stark reduziert war, war bei den immortalisierten PXE-Fibroblasten ebenfalls
deutlich reduziert. Abbildung 3-44 zeigt exemplarisch die Expression von Osteonektin. Besonders
ausgepragt war die reduzierte Expression beim Elastin-Gen, dessen mRNA-Konzentration in den
immortalisierten Zellen weniger als ein Hundertstel der Konzentration in den nicht-immortalisierten

Zellen betrug.
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Abbildung 3-44: Expression von Osteonektin (links) und Elastin (rechts) in immortalisierten und nicht-immortalisierten
Fibroblasten der PXE-Patienten P63F und P52M Die Fehlerbalken geben Mittelwerte und Standardabweichung an.
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4. Diskussion

4.1. Analysen zur Genexpression dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten

Um die komplexen Verdnderungen bei der Homdoostase der extrazellularen Matrix, die im Verlauf von
PXE auftreten, zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit in dermalen Fibroblasten die
MRNA-Expression einer Reihe von Genen analysiert, die am Auf-, Um- oder Abbau der
extrazellularen Matrix beteiligt sind. Fibroblasten bieten sich fir die Expressionsanalyse an, weil sie
hauptsachlich fur die Synthese und Remodellierung der extrazellularen Matrix in Geweben
verantwortlich sind [177]. PXE-Fibroblasten zeigen ein in vielen Aspekten von dem normaler
dermaler Fibroblasten abweichendes Verhalten. Sie weisen unter anderem erhohte Proliferationsraten
und Adhésionseigenschaften sowie eine verdnderte Proteoglykan-Biosynthese und erhdhte
proteolytische und elastolytische Aktivitét auf [42-44, 72].

Fir die Analyse der Genexpression musste zunachst ein geeignetes Verfahren zu Erfassung der
mutmaRBlich relativ geringen zu erwartenden Expressionsveranderungen gefunden werden. Die
Methode der Wahl zur Quantifizierung von mRNA ist derzeit die realtime RT-PCR. Diese stellt eine
hochempfindliche Methode dar, die die Quantifizierung von seltenen Transkripten sowie kleiner
Verdnderungen in der Genexpression erlaubt. Grundsétzlich gibt es zwei Mdglichkeiten der
Quantifizierung, die bei der realtime RT-PCR Anwendung finden, die relative und die absolute
Quantifizierung [178]. Bei der relativen Quantifizierung wird die Expression des eigentlichen Zielgens
relativ zu einem Referenzgen betrachtet, wahrend die absolute Quantifizierung auf der Verwendung
einer internen oder externen Kalibrationskurve basiert. Aufgrund der sehr aufwandigen Herstellung
von Standards fur die Generierung externer Kalibrationskurven und der Vielzahl der zu

guantifizierenden Gene kam in der vorliegenden Arbeit die relative Quantifizierung zum Einsatz.

Fir die genaue Quantifizierung der Genexpression sind geeignete Normalisierungsstrategien
erforderlich, um die experimentellen Fehler zu kontrollieren, die wahrend des mehrstufigen Prozesses
der Extraktion und Verarbeitung von RNA auftreten [179]. Diese Fehler resultieren aus der inharenten
Variabilitdt von RNA, unterschiedlichen Extraktionsverfahren, dem Vorkommen von Inhibitoren in
den Extrakten sowie variierenden Effizienzen von reverser Transkription und PCR. Fir die
Normalisierung steht eine Reihe von Strategien zur Auswahl, z.B. Normalisierung Uber die
ProbengroRe, tber die Gesamt-RNA-Menge oder auf eine interne Referenz bzw. ein Haushaltsgen.
Die Anwendung einer geeigneten Methode ist von groRer Bedeutung flr die Gewinnung biologisch
relevanter Ergebnisse, so dass die Normalisierung eine der anspruchsvollsten Aufgaben bei der
realtime RT-PCR darstellt. Ein wesentlicher Vorteil bei der Nutzung von Haushaltsgenen, also Genen
mit konstanter Expression, zur Normalisierung besteht darin, dass alle Schritte bis zur abschlieRenden
realtime PCR kontrolliert werden kénnen. Auch der Einsatz verschiedener RNA-Mengen zur reversen
Transkription kann kompensiert werden. Die mRNAs von Ziel- und Haushaltsgen sind wéhrend der

gesamten Prozedur in der Probe vorhanden, so dass beide denselben Einfliissen unterworfen sind. Bei
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den als Referenzgene fiir die relative Quantifizierung benutzen, sogenannten Haushaltsgenen geht man
davon aus, dass ihre Expression nicht oder nur in sehr geringem Ausmal reguliert wird. Die Stabilitét
der Expression der Haushaltsgene ist eine elementare Voraussetzung fiur ihre Anwendung zur
Normalisierung von Expressionsdaten. Allerdings zeigte sich bei einer Reihe von Genen, die als
Haushaltsgene benutzt worden waren, dass diese tatsachlich doch einer Regulation unterlagen und ihre
Expression unter experimentellen Bedingungen erheblich variieren konnte [169]. Bevor ein
bestimmtes Gen als Haushaltsgen benutzt werden kann muss also sichergestellt sein, dass unter den
Versuchsbedingungen keine nennenswerte Regulation stattfindet. Dies kann sich als zirkuldres
Problem herausstellen, da die Expressionsdaten eines untersuchten Haushaltsgens wiederum
normalisiert werden mussen. Eine mogliche Ldsung ist die Verwendung mehrerer Haushaltsgene in
Form eines gewichteten Expressionsindex [169, 180]. Die Auswahl der fiir das jeweilige Messproblem
geeigneten Haushaltsgene ist dabei von entscheidender Bedeutung flr die Qualitat der Ergebnisse,

eine unpassende Auswahl kann sich in unzuverldssigen Resultaten niederschlagen [181].

Fur die Normalisierung der im Rahmen der Untersuchungen an Fibroblasten gewonnenen
Expressionsdaten mussten also zundchst geeignete Haushaltsgene gefunden werden, deren Expression
zwischen den Proben mdglichst wenig variieren sollte. Dies stellt bei Messungen an Zellen
verschiedener Spender, die zudem mdglicherweise noch von verschiedenen Kérperregionen stammen,
ein gréReres Problem dar als etwa bei Messungen an Zellen gleicher Herkunft, die lediglich
verschiedenen Behandlungen unterzogen wurden [182, 183]. Bei letzteren kann von einer konstanten
Expression des Haushaltsgens ausgegangen werden, vorausgesetzt die Behandlung hat keinen Einfluss
auf dessen Expression. Bei der Untersuchung der Expression eines Gens in Zellen, die von
verschiedenen Personen stammen, ist die Verwendung eines einzelnen Haushaltsgens in der Regel
nicht ausreichend, weil die Ergebnisse in Abhéangigkeit von dem gewahlten Haushaltsgen stark

variieren [181].

Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten dermalen Fibroblasten von PXE-Patienten und
gesunden Kontrollpersonen zeigten sich bei den analysierten Haushaltsgenen erhebliche Unterschiede
in der Expression zwischen den einzelnen Spendern. Bei der Benutzung nur eines einzelnen
Haushaltsgens waren die Ergebnisse der Quantifizierung der Zielgene stark abhdngig von der Wabhl
des Haushaltsgens. Zwischen verschiedenen Passagen sowie zwischen einzelnen Kulturschalen
zeigten sich zum Teil starke Abweichungen in der Expression. Durch Kombination von mehreren
Haushaltsgenen zu einem Index und Normalisierung der Expressionsdaten unter Verwendung dieses
Index konnte eine deutliche Reduzierung dieser Variationen erreicht werden. Die Auswahl der am
besten geeigneten Haushaltsgene fur die Berechnung des Index erfolgte durch die Analyse multipler
paarweiser Korrelationen unter Verwendung des Programms geNorm [169]. Durch die Kombination
der stabilsten Haushaltsgene war eine deutliche Reduzierung der Variabilitat des kombinierten Index

im Vergleich zu der Variabilitat der einzelnen Haushaltsgene méglich. Obgleich durch das Hinzufligen
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weiterer Haushaltsgene mdoglicherweise eine weitere Verbesserung der Stabilitdt des Index hétte
erreicht werden koénnen, musste bei der Bestimmung der Anzahl der zu testenden Gene auf ein
angemessenes Verhaltnis zwischen der verlangten experimentellen Genauigkeit und dem zu

betreibenden Aufwand geachtet werden.

Ein wichtiger Aspekt bei der Untersuchung pathologischer Verédnderungen der Genexpression ist die
Frage, ob und in welchem AusmaR die in vivo im Gewebeverband vorhandenen Abweichungen auch
unter den artifiziellen Bedingungen der Zellkultur auftreten und ob diese Verdnderungen auch
wéhrend fortgesetzter Kultivierung und nach mehrmaligem Passagieren persistieren. Zu diesen
Fragestellungen wurden Untersuchungen an Fibroblasten von Sklerodermie-Patienten durchgefiihrt
[184, 185]. Die Sklerodermie ist eine Bindegewebserkrankung, die &hnlich wie PXE durch
tberschielRende Produktion von Komponenten der extrazelluldren Matrix sowie eine Degeneration der
elastischen Fasern gekennzeichnet ist [184, 186]. Anders als bei PXE sind bei der Sklerodermie
allerdings multiple Autoantikorper nachweisbar, was eine autoimmunologische Genese nahelegt.
Aufgrund der fibrotischen Verdnderungen wurde schon friih eine Beteiligung von TGF-p an der
Pathogenese der Sklerodermie vermutet [187]. Wahrend in Biopsien von Sklerodermie-Patienten viele
Zielgene von TGF-p herauf reguliert sind, geht die verdnderte Expression bei isolierten Fibroblasten in
den meisten Fallen verloren, was darauf hinweist, dass die profibrotischen Faktoren aus Quellen
stammen, die in der Kultur nicht mehr vorhanden sind [184]. Allerdings bleibt ein kleiner Teil der
Verédnderungen bei den isolierten Fibroblasten erhalten, was darauf schlieRen lasst, dass Fibroblasten
die Quelle dieser Veranderungen darstellen. Diese persistierenden Veranderungen definieren ein fiir
Sklerodermie-Fibroblasten typisches Muster von Expressionsverdnderungen, das zumindest in frisch

isolierten Zellen stabil bleibt.

Zur Frage, ob die veranderte Genexpression in vitro stabil bleibt, gibt es ebenfalls interessante
Erkenntnisse aus Beobachtungen an Sklerodermie-Fibroblasten. Aus der Haut von Sklerodermie-
Patienten isolierte Fibroblasten zeigten zunéchst eine stark erhéhte Produktion von Typ I- und Typ IlI-
Kollagen [185]. Wurden Subkulturen dieser Fibroblasten angelegt, so ging die erhdhte Kollagen-
Produktion bei den meisten der Kulturen schon nach ein bis drei Passagen verloren, wahrend sie in
anderen fur eine groRere Anzahl von Passagen stabil war. Nach der finften Passage jedoch unterschied
sich die Kollagen-Synthese in den meisten Kulturen nicht mehr von der von Kontroll-Fibroblasten.
Dies ist vermutlich die Folge eines Verlustes des Phénotyps wéhrend sukzessiver Subkultivierung oder
einer Verdrdngung der Kollagen (berproduzierenden Fibroblasten durch andere Fibroblasten-
Populationen. Es besteht namlich die Mdglichkeit, dass beim Entnehmen einer Hautbiopsie
verschiedene Fibroblasten-Populationen erfasst werden, die moglichweise unterschiedliche
Phénotypen aufweisen [188]. Subpopulationen von Fibroblasten kdnnen sich in Morphologie, ECM-
Produktion und Oberflachenantigenen unterscheiden, selbst wenn sie aus der gleichen Entnahmestelle

stammen [189]. So zeigen Sklerodermie-Fibroblasten aus verschiedenen Hautschichten eine groRe
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Variation beziglich der Synthese von Kollagen und anderen Proteinen [185]. Durch unterschiedliche
Proliferationsraten kann es im Verlauf der Kultivierung zu Verschiebungen bei der dominanten
Fibroblasten-Population und damit auch zu Verdnderungen der gesamten Genexpression der

Fibroblasten einer Kultur kommen.

Es muss also in Anbetracht der beschriebenen Beobachtungen bei Sklerodermie-Fibroblasten davon
ausgegangen werden, dass die veranderte Genexpression auch im Fall von PXE in vitro nicht bzw. nur
teilweise stabil ist und sich wahrend der Dauer der Kultivierung verandert. Die Veranderung der
Genexpression mit der Kulturdauer ist problematisch, da dieses beim Vergleich der Expression
zwischen Zellen von Patienten und gesunden Kontrollpersonen zu Verzerrungen fihren kann. Um
dieses Problem mdglichst zu umgehen, wurden fir die Expressionsuntersuchungen in der vorliegenden
Arbeit Zellen aus den gleichen Passagen verwendet. Um die Stabilitit des veranderten
Genexpressionsprofils in vitro zu untersuchen, wurden die Analysen mit Zellen aus friihen Passagen
durchgefuhrt und zur Kontrolle anschlielend noch einmal mit Zellen aus spateren Passagen
wiederholt.

Neben der Mdoglichkeit, bei einer Biopsie unterschiedliche Fibroblasten-Populationen zu erfassen,
wird die Variation zwischen Proben verschiedener Spender dadurch weiter erhoht, dass sich das
Genexpressionsprofil von Fibroblasten in Abhéangigkeit von ihrer anatomischen Herkunft
unterscheidet [182]. Der Einfluss dieser topographischen Differenzierung ist sogar so grof3, dass diese
die wichtigste Quelle der Variation der Genexpression darstellt [183]. Die Differenzierung ist
zellautonom und maximal von parakrinen Faktoren abhéngig und persistiert damit auch in der Kultur.
Beim Vergleich von PXE-Fibroblasten mit Zellen von gesunden Spendern muss also gewahrleistet
sein, dass die Fibroblasten aus den gleichen Kdrperregionen stammen. Aufgrund der eingeschrankten
Verfligbarkeit primérer humaner Zellen von gesunden Personen ist jedoch ein exaktes positionelles
Matching nur sehr eingeschrankt moéglich, was die Aussagekraft vergleichender Genexpressions-

studien erheblich einschrankt.

4.1.1. Vergleich der Expression ausgewahlter ECM-Gene zwischen PXE-Fibroblasten
und Kontrollzellen
Die Quantifizierung der Expression der Proteoglykan-Core-Proteine ergab bei den Zellen in frihen
Passagen eine signifikant reduzierte Expression von CD44 und eine signifikant erhéhte Expression
von Biglycan bei den Fibroblasten der PXE-Patienten. Letztere war dann in den Zellen in spdaten
Passagen signifikant reduziert, wahrend die Expression von Decorin stark und signifikant erhoht war.
Die Expressionsdaten stehen teilweise im Widerspruch zu Befunden von Passi et al., die mittels
Immunfluoreszenz im Vergleich zu normalen Fibroblasten deutlich erhéhte Mengen sowohl von
Biglycan als auch von Decorin im Extrazellularraum von PXE-Fibroblasten gefunden hatten [14].

Diese Diskrepanz koénnte allerdings durch die Verdnderung der Expression beider Gene im Verlauf der
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Kultivierung bedingt sein. AuBerdem sind die Veranderungen nicht bei allen Patienten gleich

ausgepragt und Passi et al. verwendeten in ihrer Studie nur Fibroblasten von zwei PXE-Patienten.

Decorin und Biglycan gehtren zur Familie der kleinen, Leucin-reichen Proteoglykane (small leucine-
rich family of proteoglycans, SLRPs) [84]. Sie kommen zusammen mit anderen Proteoglykanen in der
Haut vor [190]. Elastische Fasern enthalten Decorin und Biglycan [34]. Die SLRPs haben
regulatorische Funktionen bei der Assemblierung der ECM. Es wurde spekuliert, dass Verédnderungen
bei SLRPs ultrastrukturelle Veradnderungen der Haut bei PXE, wie etwa die Bildung abnormer
Kollagenfasern, erkldren kénnten [44]. Die bei den Zellen in friihen Passagen beobachtete, leicht
verringerte Expression von Decorin tritt auch bei der Sklerodermie auf, genauso wie die erhohte
Expression von Biglycan [184]. Decorin kann wahrscheinlich als Antagonist von TGF-f wirken [191],
das fur viele der bei der Sklerodermie auftretenden Verénderungen verantwortlich gemacht wird.
Wéhrend Biglycan durch TGF-f stark induziert wird, geht die Expression von Decorin durch die
Einwirkung von TGF-B zuriick [192].

Decorin spielt eine wichtige Rolle bei der Organisation von Kollagenfasern und auch bei ihrer
Mineralisierung. Auch wenn zwischen Decorin und Biglycan eine hohe Sequenz- und
Strukturdhnlichkeit besteht, sind ihre Rollen im Mineralisierungsprozess nicht austauschbar [81].
Insbesondere in Bezug auf die Rolle von Decorin bei der Mineralisierung sind die Ergebnisse aus in
vivo und in vitro Studien widersprichlich. In vitro fiihrt Biglycan zu einer erhéhten Bildung von
Hydroxylapatit und zu einer Beschleunigung der Mineralisierung, wahrend Decorin das
Kristallwachstum inhibiert [81]. Der inhibitorische Effekt von Decorin auf das Wachstum von
Hydroxylapatit-Kristallen in vitro ist in vivo allerdings offenbar ohne Relevanz [191]. Die Decorin-
Expression ist in vitro invers mit der Matrix-Mineralisierung korreliert, zu Beginn des Prozesses der
Mineralisierung der Kollagen-Matrices von Knochen ist die Expression von Decorin sowohl auf
MRNA- als auch auf Proteinebene reduziert [81]. In vivo kommt es wéhrend der Phénotyp-Transition
bei kalzifizierenden Glattmuskelzellen zu einer Erhéhung der Expression von alkalischer Phosphatase
und auch der von Decorin, wahrend gleichzeitig die Expression von Glattmuskel-a-Actin vermindert
ist [191]. Die Decorin-Expression in Glattmuskelzellen wird dabei durch Interleukin-1 induziert.
Erhohte Biglycan-Spiegel fordern die Differenzierung von Osteoblasten, vermutlich durch die
Fahigkeit von Biglycan, die Aktivitat bestimmter Wachstumsfaktoren zu steigern [193]. Die erhohte
Biglycan-Produktion durch PXE-Fibroblasten kdnnte also die ektope Kalzifizierung der elastischen
Fasern fordern. Die Rolle von Decorin ist nicht klar, es ist aber anzunehmen, dass die erhdhte

Expression Teil eines mit der Kalzifizierung assoziierten, spezifischen Expressionsmusters ist.

Die gefundene reduzierte Expression von CD44 schlielllich kdnnte im Zusammenhang stehen mit dem
Anstieg der Konzentration von Hyaluronan sowohl in der Haut von PXE-Patienten als auch im

Zellkulturiiberstand von PXE-Fibroblasten. CD44 ist der wichtigste Hyaluronan-Rezeptor an der
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Zelloberflache und spielt eine Rolle bei Aufhahme und Degradation von Hyaluronan [85, 107]. CD44
bindet Hyaluronan und fiihrt zu dessen Internalisierung, auf die schlieBlich die Degradation in
Lysosomen folgt [107, 115].

Die Expressionsanalyse zeigte eine signifikant erhdhte Expression von Elastin und Fibronektin in den
Fibroblasten von PXE-Patienten in friihen Passagen und eine signifikant reduzierte Expression von
Elastin, Fibronektin, Osteonektin, Osteopontin und Vitronektin sowie eine signifikant gesteigerte
Tenascin C-Expression in den PXE-Fibroblasten in spaten Passagen. Die gesteigerte Expression von
Elastin und Fibronektin korreliert mit entsprechenden Befunden in vivo. Ein hoher Elastin-Gehalt
wurde in der Haut von PXE-Patienten beobachtet [194]. Durch Immunfluoreszenz wurde gezeigt, dass
der Fibronektin-Gehalt von PXE-Lé&sionen deutlich erhoht ist [195]. Fibronektin ist auch mit den
kalzifizierten elastischen Fasern assoziiert [44]. Fibronektin und Vitronektin sind dabei am stérksten
konzentriert in den Gebieten der dichten Mineralisierung in den elastischen Fasern [34].

Die gesteigerte Expression von Tenascin-C ist besonders bemerkenswert, weil dieses ECM-Protein
mit Kalzifizierungsprozessen assoziiert ist. Tenascin-C ist ein groRes hexameres ECM-Glykoprotein,
das in Reaktion auf eine Gewebeverletzung exprimiert wird und die Migration von Fibroblasten in das
verletzte Areal fordert [196]. Die fortgesetzte, unphysiologische Expression von Tenascin-C ist mit
fibrotischen Erkrankungen wie Sklerodermie, Leberzirrhose und Lungenfibrose assoziiert. Es existiert
Uberdies ein Zusammenhang zwischen der Expression von Tenascin-C und der Kalzifizierung
elastischer Fasern [197]. Die Kalzifizierung von Elastin in einem Implantationsmodell an Ratten geht
einher mit erhéhter MMP-Aktivitat und verstarkter Expression von Tenascin-C [198]. Die Proteolyse
der ECM durch MMPs fiihrt zur Aktivierung der Transkription von Tenascin-C, wéhrend die
Inhibierung der MMP-AKtivitat in einer verringerten Expression von Tenascin-C resultiert [197]. Die
Produktion von Tenascin-C ist also abhdngig von der MMP-Aktivierung und reflektiert

mdglicherweise die erhohte proteolytische Aktivitat von PXE-Fibroblasten [42].

Die stark verringerte Expression einer Reihe von ECM-Proteinen in den Zellen der spaten Passagen ist
ein Uberraschender Befund. So wurden zum Beispiel in den mineralisierten Bereichen der Haut von
PXE-Patienten erhdhte Mengen von Osteonektin und Vitronektin gefunden [44]. Es gab daher Grund
fir die Vermutung, dass die Expression dieser Gene auch bei PXE-Fibroblasten in vitro erhoht sein
kénnte. Ahnlich unerwartet ist auch die im Vergleich zu den Kontrollen stark erniedrigte Expression
von Elastin in Fibroblasten spéter Passagen. Die gesteigerte Expression von Elastin wurde fir PXE-
Fibroblasten beschrieben [170] und auch an Zellen friiher Passagen im Rahmen dieser Arbeit

gefunden.
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4.1.2. Vergleich der Expression der an der GAG-Biosynthese beteiligten Gene zwischen
PXE-Fibroblasten und Kontrollzellen
In dieser Arbeit wurde eine umfangreiche Charakterisierung der Expression eines grofien Teils der
bekannten, an der Biosynthese von GAGs beteiligten Gene durchgefiihrt. Obwohl bei keinem der
Gene, die an der Synthese des Tetrasaccharid-Linkers beteiligt sind, ein signifikanter Unterschied
zwischen PXE-Patienten und Kontrollen nachgewiesen werden konnte, wurde doch fir alle diese Gene
eine mehr oder weniger stark ausgepragte Steigerung der Expression gefunden, die auf eine gesteigerte
Produktion von Linker-Tetrasacchariden und damit auch GAG-Ketten hinweist. Dies steht auch im
Einklang mit den gefundenen erhdhten Expressionen der fiir die Initiation von CS/DS- bzw. HS-
Ketten verantwortlichen Gene CSGALNACT1 und EXTL2. Im Fall des CS-Ketten initiierenden
Enzyms CS-GalNAcT-I war die Steigerung der Expression hochsignifikant, was im Zusammenhang
mit den gesteigerten mRNA-Konzentrationen der an der Modifizierung von CS-Ketten beteiligten
Sulfotransferasen als Hinweis auf verstarkte Produktion von Chondroitinsulfat gedeutet werden kann.
Die Expression der fir die Polymerisierung von Chondroitinsulfat verantwortlichen Chondroitin-
synthasen war bei PXE-Fibroblasten nicht erhoht. Dies kann entweder darauf zuriickzufiihren sein,
dass diese keinen limitierenden Faktor bei der CS-Synthese darstellen und in genugender Menge
vorhanden sind, um jedes Linker-Tetrasaccharid zu verldngern oder der Regulation der CS-Synthese
hin zu einer geringeren Kettenlange dienen. Zumindest im Fall von Heparansulfat ist die Lange der

gebildeten Ketten offenbar abh&ngig von der Menge an verfugbaren EXT1 / EXT2-Komplexen [99].

Bemerkenswert ist die stark verringerte Expression von XYLT1 in den Zellen spéter Passagen, die
jedoch im Kontext mit den gefundenen verringerten Expressionen der Core-Proteine sinnvoll
erscheint, da die XylIT-I das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der GAG-Biosynthese darstellt
[199]. Die verringerte XYLT1-Expression ist auch begleitet von einer deutlich reduzierten Expression
der an der Chondroitin-Polymerisation beteiligten Gene, insbesondere des fur die Aktivitat der
Chondroitinsynthasen erforderlichen Chondroitin-Polymerisierungsfaktors. All dies deutet auf eine

ausgepragte Verminderung der CS-Biosynthese bei den PXE-Fibroblasten in spaten Passagen.

4.1.3. Vergleich der Expression von Matrix-Metalloproteinasen und Proteinase-
Inhibitoren zwischen PXE-Fibroblasten und Kontrollzellen
Die von Quaglino et al. beschriebene Erhdhung der Expression von MMP2 [42] konnte in dieser
Arbeit nicht reproduziert werden. Beziiglich einer etwaigen gesteigerten enzymatischen Aktivitat von
MMP-2 lasst sich keine Aussage treffen, da die MMP-Aktivitat auf multiplen Stufen reguliert wird
und keine direkten Aktivitdtsmessungen durchgefuihrt wurden. Ein Hinweis auf eine moglicherweise
erhdhte Aktivitat kénnte allerdings die leicht erhdhte Expression von MMP14 und TIMP2 in den
Zellen aus frihen Passagen liefern, die beide an der Aktivierung von proMMP-2 beteiligt sind [134].
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Quaglino et al. konnte in dieser Arbeit ebenfalls keine

MMP9-mRNA in dermalen Fibroblasten nachgewiesen werden.
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4.1.4. Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressionsanalyse und Schlussfolgerungen
Als Ergebnis der Expressionsanalysen l&sst sich zundchst festhalten, dass PXE-Fibroblasten ein
spezifisches Genexpressionsmuster aufweisen, das allerdings wahrend fortgesetzter Kultivierung nicht
stabil ist. Der PXE-Phanotyp wird diesen Zellen vermutlich im Gewebeverband durch bestimmte
Faktoren aufgepragt und verliert sich in der Zellkultur in Abwesenheit dieser Faktoren. Dies betrifft
die PXE-typischen Veranderungen wie etwa die Expression von Elastin und anderer Matrix-Proteine
sowie die fir die erhdhte GAG-Biosynthese verantwortlichen Gene. Faktoren, die fur die Ausbildung
eines abweichenden Phanotyps bei den PXE-Fibroblasten in Frage kommen, sind Cytokine [177]. So
nehmen etwa Cytokin-stimulierte synoviale Fibroblasten einen Matrix-abbauenden Phanotyp an, der
von erhohter proteolytischer Aktivitat gekennzeichnet ist [147]. Die Effekte einiger Cytokine auf
Fibroblasten sind ungewdéhnlich lang anhaltend [189]. So sind etwa die durch die Stimulation mit
TGF-B erhohten Konzentrationen der Kollagen- und Fibronektin-mRNASs noch vier Tage nach der
Entfernung von TGF-B nachweisbar [200]. Die Fibroblasten konnen also den verdnderten Phénotyp in
vitro Uber viele Passagen beibehalten, auch in Abwesenheit des induzierenden Faktors [189]. Der
Mechanismus hierfiir ist unklar. Mdglichweise kdnnen Cytokin-stimulierte Fibroblasten selbst zur
Cytokin-Produktion angeregt werden und so den induzierten Phanotyp durch auto- bzw. parakrine
Effekte aufrecht erhalten [189, 200]. Die Aktivierung von Fibroblasten fihrt zur Produktion von
Cytokinen, Chemokinen und Prostaglandinen [177]. Zum Beispiel sezernieren synoviale Fibroblasten
von Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) Interleukin-6, Interleukin-10 und TNF-a, die Cytokin-
Sekretion nimmt mit fortgesetzter Kultivierung ab [201]. Bei synovialen RA-Fibroblasten kommt es
durch Cytokin-Einwirkung zu langfristigen Veranderungen, die auch in Abwesenheit von Cytokinen
persistieren [202]. Eine andere Mdglichkeit fur die Aufrechterhaltung eines abweichenden Phanotyps
in vitro sind epigenetische Mechanismen wie zum Beispiel die DNA-Methylierung [177].

Das (berraschendste Ergebnis der Genexpressionsanalysen ist die stark reduzierte Expression vieler
Gene der ECM und der GAG-Biosynthese. GemaR den oben angestellten Uberlegungen hatte man
annehmen konnen, dass sich die Genexpression nach dem Ausschleichen des aufgepragten Phanotyps
wieder normalisiert und derjenigen der normalen Fibroblasten anndhert. Stattdessen weisen die PXE-
Fibroblasten wiederrum ein abweichendes Expressionsmuster auf, das allerdings offensichtlich mit
dem fiir PXE typischen kaum Gemeinsamkeiten hat. Als Hypothese zur Erklarung dieses Musters soll
an dieser Stelle eine vorzeitig eintretende zelluldre Seneszenz der PXE-Fibroblasten diskutiert werden.
Die Ahnlichkeit von PXE-Symptomen mit im Laufe des normalen Alterungsprozess auftretenden
Ph&nomenen wurde schon vor geraumer Zeit erkannt und PXE als Modell fiir beschleunigtes Altern
diskutiert [195, 203].

Eine Reihe von Befunden stitzt die Annahme einer vorzeitig einsetzenden Seneszenz als Erklarung fir
die verénderte Genexpression in den PXE-Fibroblasten nach einer Anzahl von Passagen. So wurde in

seneszenten Fibroblasten eine stark verminderte Expression wvon Elastin beobachtet, in
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Ubereinstimmung mit der Beobachtung bei langer kultivierten PXE-Fibroblasten [204, 205].
Ahnliches gilt fur die beobachtete Steigerung der Decorin-Expression und das Verhaltnis von Decorin
zu Biglycan. Der Anteil von Decorin in der Haut nimmt mit dem Alter zu, wahrend der von Versican
abnimmt [190]. Das Verhéltnis des von dermalen Fibroblasten in vitro synthetisierten Biglycans zu
Decorin ist bei Zellen von jungen Spendern grofRer als bei Zellen &lterer Spender [206]. Auch die
verringerte Proteoglykan-Biosynthese findet sich unter den altersabhdngigen Verdnderungen. Die
Proteoglykane der Haut zeigen altersabhdngige Verdnderungen in vivo [207]. Es gibt eine
altersabhéngige Abnahme der Proteoglykan-Synthese durch Fibroblasten aus Spendern verschiedenen
Alters [208]. In einer Untersuchung der von gingivialen Fibroblasten von Spendern im Alter von 12
bis 68 Jahren in vitro produzierten Proteoglykane wurden deutliche altersabhéngige Verénderungen
beobachtet, darunter eine Abnahme des Anteils an grofRen Proteoglykanen, ein erhdhter Anteil von
Heparansulfat und eine Abnahme der gesamten Proteoglykan-Synthese [209]. AuBerdem gibt es eine
altersabhangige Abnahme bei der Synthese kollagendser Proteine und bei der mRNA von Typ |- und
Typ ll1-Kollagen, wahrend die gesamte Proteinsynthese sich mit dem Alter nur wenig verandert [208].

Auch eine reduzierte Expression von Fibronektin wurde beobachtet [208].

Die in vitro gealterten PXE-Fibroblasten weisen also viele Merkmale auf, die auch seneszente Zellen
zeigen. Mdoglicherweise ist dies die Folge eines beschleunigten Alterungsprozesses und eines

vorzeitigen Eintritts in die zellulare Seneszenz.

4.2. Untersuchung der Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Genexpression
dermaler PXE-Fibroblasten

Der durch siRNA vermittelte knockdown des ABCC6-Gens in normalen dermalen Fibroblasten stellt
ein Modell dar, um die Auswirkungen einer ABCC6-Defizienz in vitro zu analysieren. In diesem
Modell konnten bereits Auswirkungen eines induzierten ABCC6-Mangels auf die Expression anderer
Transporter der ABC-Familie gezeigt werden [170]. Auch die erhdhte Expression von Elastin, die
PXE-Fibroblasten in der Zellkultur zeigen, konnte in diesem Modell reproduziert werden, was durch
die Ergebnisse dieser Arbeit noch einmal bestatigt werden konnte. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollte nun die Auswirkung einer durch siRNA induzierten ABCCG6-Defizienz auf die
Expression einer Reihe von Genen untersucht werden, die am Aufbau der extrazellularen Matrix
beteiligt sind. Dazu wurde die Genexpression primarer dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten und
gesunden Kontrollpersonen zu verschiedenen Zeitpunkten (48 h, 96 h und 168 h) nach der
Transfektion der Zellen mit siRNA bzw. einem Kontroll-Oligonucleotid untersucht. Zur Bestimmung
der Expression der untersuchten Gene wurde die mRNA durch reverse Transkription mit
anschlielender realtime PCR quantifiziert. Die Quantifizierung erfolgte wie bei den vergleichenden
Expressionsmessungen an PXE-Fibroblasten und Zellen gesunder Spender relativ zu Haushaltsgenen.
Wie oben erortert ist fir die relative Quantifizierung der Genexpression prinzipiell ein einzelnes

Haushaltsgen ausreichend, wenn nur unterschiedlich behandelte Zellen, die von einem einzigen

89



Diskussion

Spender stammen, miteinander verglichen werden sollen. Um aber dennoch mdgliche Auswirkungen
der siRNA auf die Expression von Haushaltsgenen zu kompensieren, wurden zur Normalisierung der

Expressionsdaten aus den siRNA-Versuchen drei Haushaltsgene verwendet.

Wie die Expression von ABCC6 zeigt, konnte ein knockdown um etwa 70 % bei den Fibroblasten des
Spenders M45D und von tber 90 % bei den Zellen des Spenders M56D erreicht werden, der im ersten
Fall fur mindestens 96 und im zweiten Fall fur 168 Stunden stabil blieb. Die Induktion der Elastin-
Expression war demgemaR auch in den Zellen des Spenders M56D mit einer Steigerung um etwa das
20-fache deutlich stérker ausgeprégt als bei den Zellen von M45D, bei denen nur eine Steigerung um
etwa das doppelte gefunden wurde. Offenbar ist also fur eine effiziente Induktion der Elastin-
Expression ein mdglichst vollstandiger knockdown von ABCC6 erforderlich. Bemerkenswert ist, dass
die maximale Induktion von Elastin bei den Fibroblasten von M45D schon nach 48 Stunden zu
verzeichnen war, im Fall von M56D jedoch erst nach 168 Stunden. Auch bei den Fibroblasten des
PXE-Patienten P52M war die ABCC6-mRNA nachweisbar, der knockdown hatte allerdings kaum
einen Effekt auf diese Restexpression. Umso erstaunlicher ist die starke Induktion des Elastin-Gens
um einen Faktor von 10 in den Zellen dieses Patienten nach 96 Stunden. Der Patient ist homozygoter
Tréger der Insertion ¢.3769_3770insC, die zu einer Leserasterverschiebung und einem vorzeitigen
Stopp-Signal in Codon 1277 fuhrt, wodurch es zur Bildung eines verkiirzten Proteins kommt, dem der
grofite Teil der zweiten intrazellularen Nucleotid-bindenden Schleife fehlt. Es muss also davon
ausgegangen werden, dass dieses Protein nicht funktionsfahig ist, womit auch ein knockdown keinen
Einfluss auf die Proteinaktivitat haben konnte. Es sollte allerdings erwahnt werden, dass die sSiRNA
auch eine Auswirkung auf die XT-Aktivitat im Zellkulturiiberstand der Zellen dieses Patienten hatte,
wahrend ein solcher Einfluss bei den untersuchten Zellen der beiden anderen Patienten P59M und
P63F nicht vorhanden war. Der PXE-Patient P59M ist heterozygoter Trager der Mutation p.R1141X,
die Patientin P63F ist Trager der Mutation p.Q378X in Verbindung mit p.R1141X. Bei beiden
Patienten kommt es also zu einem Abbruch der Translation von ABCC6 an einer weiter N-terminal

gelegenen Stelle des Proteins.

Die Ergebnisse der Analyse der Genexpression nach dem ABCC6-knockdown spiegeln zu einem
grolRen Teil die unterschiedliche Effizienz des knockdowns in den verwendeten Fibroblasten der
beiden Spender wider. So war etwa eine gesteigerte Expression von Fibronektin nur bei den Zellen des
Spenders M56D sichtbar. Im Gegensatz dazu wurde eine Induktion von CD44 nur bei den
Fibroblasten des Spenders M45D beobachtet. Um auf einen Effekt des ABCC6-knockdowns schlielRen
zu konnen, sollte allerdings der Effekt in den Zellen beider Spender zumindest in dieselbe Richtung
gehen. So war etwa im Fall des Tenascin-C Gens die Expression bei M45D und M56D erhéht, wobei
der Effekt wie zu erwarten war bei letzteren starker ausgepragt war. Beim Biglycan zeigte sich

ebenfalls eine Erhéhung der Expression in den Zellen beider Spender.

90



Diskussion

Die Expression aller an der Biosynthese des Tetrasaccharid-Linkers beteiligten Gene war bei den mit
SiRNA transfizierten Zellen erhéht, mit Ausnahme von B3GALT6 in den Zellen beider gesunder
Spender. Die Induktion war bei den beiden Xylosyltransferasen am schwachsten ausgepragt, wéhrend
sie bei den Genen der Ubrigen, an der Linker-Synthese beteiligten Glykosyltransferasen deutlich
stérker war. In den Zellen beider Spender erhoht war ebenso die Expression beider an der Initiation
von GAG-Ketten beteiligter Gene. Deutlich reduziert nach dem ABCC6-knockdown war hingegen die
Expression von HAS2. Ein deutlich starkerer Effekt in den Zellen von M56D im Sinne einer Induktion
zeigte sich wiederum bei den untersuchten Sulfotransferase-Genen CHST11 und CHST3, wahrend der
Effekt auf CHST12 in Zellen beider Spender gleich stark ausgepragt war.

Die Verdnderung der Expression der an der GAG-Biosynthese beteiligten Gene war in guter
Ubereinstimmung sowohl mit den Ergebnissen aus der Expressionsanalyse der PXE-Fibroblasten als
auch mit der beobachteten erhdhten XT-Aktivitat in PXE-Fibroblasten sowie nach dem ABCC6-
knockdown in normalen dermalen Fibroblasten. Die erhéhte Expression der an der Linker-Synthese
beteiligten Gene zeigten sowohl PXE-Fibroblasten als auch normale Fibroblasten nach dem ABCC6-
knockdown. Gleiches gilt fur die fur die Initiation von GAG-Ketten verantwortlichen Gene EXTL2 und
CSGALNACT1 und auch fir die beteiligten Sulfotransferasen. Aufgrund der sehr d&hnlichen Muster
lasst sich vermuten, dass die durch den knockdown verursachte ABCCG6-Definzienz einen direkten

induzierenden Einfluss auf GAG-Biosynthese austibt.

4.3. Analyse der Glykosaminoglykan-Zusammensetzung in Zellkulturtiberstand und Zell-

Layer dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten und gesunden Kontrollpersonen

4.3.1. Vergleich der A-Disaccharid-Zusammensetzung der GAGs in Zellkultur-

Uberstanden von PXE-Fibroblasten und normalen Kontrollzellen
Die Ergebnisse der Analyse der von Fibroblasten in das Kulturmedium abgegebenen GAGs zeigte
eine deutlich, aber nicht signifikant erhdhte Gesamtmenge von Chondroitinsulfat-A-Disacchariden
sowie eine signifikant erhdhte Menge aller Heparansulfat-A-Disaccharide im Uberstand der
Fibroblasten von PXE-Patienten. Von den Chondroitinsulfat-A-Disacchariden waren die Mengen an
2-O- und 6-O-monosulfatierten A-Disaccharid signifikant erhoht, auBerdem die Menge des vom
Hyaluronan abgeleiteten, unsulfatierten A-Disaccharids. Die gefundenen erhohten GAG-Mengen
korrespondieren mit der bei PXE-Fibroblasten beobachteten erhdhten Expression der an der Initiation
von GAG-Ketten beteiligten Gene sowie mit der erhéhten Xylosyltransferase-Aktivitat im Uberstand
von PXE-Fibroblasten.

Die in dieser Arbeit in vitro gewonnenen Daten befinden sich in guter Ubereinstimmung mit
Beobachtungen an PXE-Patienten. So ist der GAG-Gehalt in der Haut und im Urin von PXE-Patienten
erhéht [74, 75]. Besonders eine Erh6hung von Dermatansulfat und Hyaluronan wurde berichtet

[73, 74]. Damit Ubereinstimmend wurde im Rahmen dieser Arbeit eine signifikante Erhohung des
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2-O-sulfatierten Disaccharids beobachtet. Die 2-O-Sulfatierung kommt hauptséchlich bei den
Iduronséure-Resten des Dermatansulfats vor, wéhrend eine 2-O-Sulfatierung von Glukuronsdure im
Chondroitinsulfat nur selten und auch nur zusammen mit einer 6-O-Sulfatierung des
N-Acetylgalaktosamins vorkommt [96]. Maccari et al. berichteten eine Verringerung der
Konzentration von Chondroitinsulfat und eine Erhéhung der Konzentration von Heparansulfat im Urin
von PXE-Patienten und gesunden Tragern [210]. Die Autoren beschreiben einen erhéhten Gehalt von
Chondroitin-4-sulfat, eine verringerte Konzentration von Chondroitin-6-sulfat und unsulfatiertem
Chondroitin sowie eine erhdhte Ladungsdichte des Chondroitinsulfats aus dem Urin von Patienten und
gesunden Tragern. Die Autoren gehen davon aus, dass die Veranderungen von Chondroitinsulfat im
Urin die Verdnderungen bei den von Fibroblasten produzierten GAGs widerspiegeln. Dieser
Vermutung scheint zu widersprechen, dass sich keine nennenswerten Mengen Dermatansulfat im Urin
fanden [210]. Das Chondroitinsulfat im Plasma von PXE-Patienten ist starker sulfatiert, da es weniger

unsulfatierte Disaccharide enthalt. AuRerdem enthalt es mehr 4-sulfatierte Disaccharide [71].

Die Konzentration von Heparansulfat ist bei PXE-Patienten in Haut und Urin ebenfalls erhdht
[14, 210]. Im Urin von PXE-Patienten und gesunden Tragern finden sich weniger N-sulfatierte und
mehr 6-O-sulfatierte Heparansulfat-Disaccharide [210]. Heparansulfat erschien in der Haut von PXE-
Patienten besonders im Bereich der Mineralisierungsfront von elastischen Fasern konzentriert zu sein
[211]. Heparansulfat enthaltende Proteoglykane sind in der Haut mit Elastinfasern assoziiert, isolierte
Heparansulfat-Ketten interagieren in vitro mit rekombinantem Tropoelastin [211]. Heparansulfat
kénnte eine Rolle spielen bei Elastin-Fibrillogenese und bei der Regulation der Elastin-Stabilitdt im
Verlauf von Krankheiten [211]. Neueren Ergebnissen zufolge spielen GAGs wie Heparansulfat und

Dermatansulfat offenbar eine Schliisselrolle bei der Assemblierung von Tropoelastin [212].

In vitro sind ebenfalls Veranderungen der von PXE-Fibroblasten produzierten GAGs beschrieben.
PXE-Fibroblasten  produzieren eine  Proteoglykan-Population mit stdrker ausgepréagten
anionischen Eigenschaften und erhdhter hydrodynamischer Grofie [72]. Das Vorkommen und die
Verteilung von Heparansulfat-Proteoglykanen im extrazelluldéren Raum unterscheiden sich zwischen
PXE-Fibroblasten und Kontrollen [14]. Durch Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass
elastische Fasern Heparansulfat, Dermatansulfat und unsulfatiertes Chondroitin enthalten [34].

Elastische Fasern von PXE-Patienten enthalten zusatzlich Chondroitin-6-sulfat.

Haut mit PXE-Lé&sionen enthalt signifikant mehr Hyaluronan, erhéhte Hyaluronan-Konzentrationen
finden sich auch im Urin von PXE-Patienten [73, 74]. Eine Erhéhung von Hyaluronan wurde auch bei
der Sklerodermie beobachtet [111]. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine erhohte Hyaluronan-
Konzentration im Uberstand der PXE-Fibroblasten, allerdings keine korrespondierende Erhohung der
Expression der Hyaluronan-Synthasen. Mdglicherweise resultiert die erhdhte Hyaluronan-Menge aus
einem verminderten Abbau. Ein Hinweis darauf ist die beobachtete verringerte Expression von CD44.

CD44 bindet HA und fuhrt zu dessen Internalisierung [107]. Internalisiertes HA wird in den
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Lysosomen abgebaut [115]. Die verringerte CD44-Expression kénnte bei den PXE-Fibroblasten also
zu einer verminderten Aufnahme von Hyaluronan durch die Zellen fuhren. Fir diese Deutung spricht
auch, dass die Konzentration von Hyaluronan vorwiegend auf der Ebene des Katabolismus reguliert zu
werden scheint [213]. Der rapide Anstieg von Hyaluronan als Antwort auf Stress zum Beispiel erfolgt
nicht Gber vermehrte Synthese, sondern Uber die Ausschittung von Hyaluronidase-Inhibitoren [213].
Die Hyaluronan-Erh6hung bei PXE konnte mitverantwortlich sein fur die abweichenden
Eigenschaften von PXE-Fibroblasten, da Hyaluronan maRgeblich die strukturellen Eigenschaften der
ECM bestimmt [80]. Die Akkumulation von Hyaluronan fiihrt zu einer verringerten Kontaktinhibition
und verstéarkter Migration [106]. Die Synthese von Hyaluronan wird von einigen Wachstumsfaktoren
und Cytokinen wie EGF und Interleukin-1p stimuliert [117]. Erhéhtes Plasma-Hyaluronan ist fur eine
Vielzahl von Krankheiten beschrieben [80]. Viele Tumore weisen erhéhte Hyaluronan-Gehalte auf,
die Hyaluronan-Konzentrationen sind im Serum von Krebspatienten erhéht [85]. Die biologischen
Wirkungen von Hyaluronan hangen von der MolekilgroRe ab. Hochmolekulares Hyaluronan wirkt
anti-angiogen und anti-inflammatorisch, wahrend Hyaluronan-Fragmente geringerer GroRe eher
angiogen, pro-inflammatorisch und immunstimulatorisch sind [107, 113]. So stimulieren Hyaluronan-
Fragmente die Proliferation von Endothelzellen und wirken dadurch angiogen [85]. Hyaluronan
mittlerer Molekilgrole kann die Expression inflammatorischer Gene in Makrophagen induzieren
[107]. Hyaluronan-Tetrasaccharide wirken anti-apoptotisch und unterdriicken den Zelltod, wenn
Zellen ohne Serum kultiviert werden [113]. Hyaluronan-Fragmente entstehen durch Einwirkung von
Hyaluronidasen oder durch oxidative Depolymerisation [107, 113, 213]. Unter inflammatorischen
Bedingungen kommt es vermehrt zur Bildung von niedrigmolekularen Hyaluronan-Fragmenten [113],
entzundliche Prozesse gehen mit einem gesteigerten Hyaluronan-Turnover einher [112]. Nach einer
Gewebeverletzung akkumulieren ebenfalls Hyaluronan-Fragmente mit geringem Molekulargewicht
[107]. Verschiedene Cytokine beeinflussen die Synthese von Hyaluronan, durch Cytokine aktivierte
Fibroblasten zeigen eine erhohte Hyaluronan-Synthese [112]. Schon eine milde inflammatorische

Reaktion fiihrt zu einem starken Anstieg der Hyaluronan-Konzentration [112].

Aufgrund des chronischen oxidativen Stresses, der bei PXE vorliegt, konnte die erhdhte Produktion
von Hyaluronan und sulfatierten GAGs einen antioxidativen Mechanismus darstellen. Hyaluronan und
Chondroitin-4-sulfat verfugen (Uber antioxidative Eigenschaften [214, 215]. Chondroitin-4-sulfat
reduziert die Lipidperoxidation in Folge von oxidativem Stress und stellt das Gleichgewicht zwischen
MMPs und TIMPs wieder her [216]. Auf der anderen Seite konnte der chronische oxidative Stress zu
einer oxidativen Depolymerisation von Hyaluronan fuhren. Die entstehenden Fragmente wirken wie
oben beschrieben proinflammatorisch und kénnen auch die Expression von Matrix-Metalloproteinasen
induzieren [213].
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4.3.2. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Disaccharid-Zusammensetzung
Die Analyse der Disaccharid-Zusammensetzung der GAGs im Uberstand der mit siRNA gegen
ABCCS transfizierten Fibroblasten lieferte kein eindeutiges Ergebnis. Wéhrend bei den Fibroblasten
der Spender M45D und M56D im Uberstand leicht verringerte Mengen von Chondroitinsulfat-
Disacchariden beobachtet wurden, zeigte sich im Uberstand der Zellen der Spenderin F42A eine
signifikant erhohte Gesamtkonzentration von Chondroitinsulfat-Disacchariden nach 168 Stunden.
Mdglicherweise war die Kultivierungsdauer nicht ausreichend, um die Auswirkungen der gesteigerten
GAG-Biosynthese sichtbar werden zu lassen. Im Uberstand der mit siRNA transfizierten Fibroblasten
von PXE-Patienten zeigte sich keine veranderte Disaccharid-Konzentration im Vergleich zu den mit
dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen. Bemerkenswert ist die erhthte Konzentration an
Chondroitin-4-sulfat im Uberstand der Zellen der gesunden Spender, die mit siRNA transfiziert
wurden. Diese wurde bei den PXE-Fibroblasten nicht gefunden, bei den Zellen der Patientin P63F war
die Konzentration von Chondroitin-4-sulfat sogar deutlich verringert. Die gesteigerte Produktion von
Chondroitin-4-sulfat durch mit siRNA transfizierte Fibroblasten ist deswegen von Bedeutung, weil
eine Erhéhung des 4-O-sulfatierten Chondroitins im Urin und Plasma von PXE-Patienten gefunden
wurde [71, 210].

Im Uberstand der Fibroblasten der gesunden Spender M45D und M56D wurde eine signifikant
verringerte Konzentration des von Hyaluronan abgeleiteten Disaccharids gefunden, nicht jedoch im
Uberstand der Zellen der Spenderin F42A. Diese Beobachtungen kénnten im Zusammenhang stehen
mit der durch den knockdown deutlich reduzierten Expression von HAS2 und der gesteigerten

Expression von CD44.

Die Ergebnisse zeigten bei Zellen der untersuchten gesunden Spender F42A, M45D und M56D eine
tendenziell erhéhte Menge an Heparansulfat-A-Disacchariden im Uberstand der mit siRNA
transfizierten Zellen, verglichen mit den Negativkontrollen Der Effekt war jedoch in den meisten
Fallen gering, nur der Zellkulturiiberstand der Fibroblasten des Spenders M45D enthielt nach
168 Stunden eine signifikant erhdhte Disaccharid-Menge. Bei den Zellen der PXE-Patienten P52M,
P59M und P63F fanden sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Verdnderungen zwischen den mit

SiRNA und den mit dem Kontroll-Oligonucleotid transfizierten Zellen.
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4.4. Analyse der Xylosyltransferase-Aktivitat dermaler Fibroblasten von PXE-Patienten

und Kontrollpersonen

4.4.1. Vergleich der Xylosyltransferase-Aktivitat in den Zellkulturiberstanden von
dermalen PXE-Fibroblasten und normalen Kontrollzellen
Die Xylosyltransferase-Aktivitat im Zellkulturiberstand der Fibroblasten von PXE-Patienten und
gesunden Spendern wurde mittels eines radiochemischen Tests bestimmt, der auf der Ubertragung
radioaktiv markierter Xylose auf Seidenfibronin beruht. Die so gewonnenen Aktivitatsdaten wurden
unter Verwendung des Proteingehalts der kultivierten Zellen normalisiert. Die Aktivitdtsmessung zeigt
eine leicht erhohte XT-Aktivitat in den Zellkulturiiberstanden der Fibroblasten der PXE-Patienten im
Vergleich zu den gesunden Kontrollen. Dieses Ergebnis passt zu der erhghten GAG-Produktion durch
PXE-Fibroblasten und zu der beobachteten gesteigerten Expression der an der GAG-Biosynthese
beteiligten Gene. Beziglich des geringen Effekts bei der Xylosyltransferase-Aktivitat ist zu
beriicksichtigen, dass sich die fur die Messungen verwendeten PXE-Fibroblasten zwischen der vierten
und siebten Passage befanden. Es muss also davon ausgegangen werden, dass der Phanotyp der Zellen
schon analog zu den bei den Genexpressionsmessungen beobachteten Verédnderungen modifiziert und
eine mutmaBlich urspriinglich starker gesteigerte Xylosyltransferase-Aktivitat schon zum groRten Teil
verschwunden war. Bei einer eventuellen Wiederholung der Experimente sollte also darauf geachtet

werden, moglichst frisch isolierte Fibroblasten zu verwenden.

4.4.2. Auswirkungen eines ABCC6-knockdowns auf die Xylosyltransferase-Aktivitat

Der ABCC6-knockdown zeigte einen deutlichen Einfluss auf die XT-Aktivitat der transfizierten Zellen.
Im Uberstand der Fibroblasten aller gesunden Spender war nach dem knockdown eine signifikant
erhohte XT-Aktivitat zu beobachten, wiederum in Ubereinstimmung mit der gesteigerten Expression
der an der GAG-Synthese beteiligten Gene bei mit siRNA transfizierten Zellen und der im Uberstand
der mit siRNA transfizierten Fibroblasten gefundenen, tendenziell erhéhten GAG-Konzentrationen.
Mit Ausnahme der Zellen des Patienten P52M zeigten sich bei den transfizierten Fibroblasten der
PXE-Patienten keine signifikanten Auswirkungen des knockdowns auf die XT-Aktivitat. Die aus der
Reihe fallende Reaktion der Fibroblasten des Patienten P52M auf den ABCC6-knockdown wurde

schon bei der Messung der Elastin-Expression beobachtet und unter Punkt 4.2. diskutiert
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4.5. ldentifizierung von genetischen Kofaktoren flir Pseudoxanthoma elasticum

Zur ldentifizierung weiterer moglicher genetischer Kofaktoren bei PXE wurden in der vorliegenden
Arbeit Polymorphismen in verschiedenen Genen untersucht, deren Genprodukte mutmaflich an der
Pathogenese von PXE beteiligt sind. PXE ist durch eine hohe Variabilitdt in der Auspragung der
Erkrankung, dem Auftreten der ersten Symptome sowie dem Krankheitsverlauf gekennzeichnet [4].
Selbst Angehorige derselben Familie, die die gleiche PXE-verursachende Mutation tragen, kénnen
unterschiedliche Phanotypen aufweisen. Neben Einflissen von Umweltfaktoren existieren auch
genetische Kofaktoren, die das individuelle Krankheitsbild beeinflussen. So konnte bereits
nachgewiesen werden, dass Polymorphismen im Gen der Xylosyltransferase-1l, im Osteopontin-Gen
sowie in Genen, die an der Detoxifikation reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt sind, mit
Erkrankungsalter bzw. Schweregrad von PXE assoziiert sind [46, 68, 69]. Fir die in dieser Arbeit
durchgefuihrten Genotypisierungen stand eine groRe Sammlung von DNA-Proben von PXE-Patienten
zur Verfugung. Als Kontrollkohorte dienten gesunde Blutspender, die bezliglich Alter und Geschlecht

der Patientenkohorte moéglichst gut entsprachen.

4.5.1. Matrix-Metalloproteinase 2

MMP2 wird von PXE-Fibroblasten in Kultur verstarkt exprimiert [42]. Erhohte MMP-2-
Konzentrationen im Serum von PXE-Patienten konnten im Rahmen dieser Arbeit erstmals
demonstriert werden [217]. Da MMP-2 offenkundig eine Rolle bei der Pathogenese von PXE spielt,
lasst sich vermuten, dass Polymorphismen, die die Transkription von MMP2 beeinflussen, auch eine
Auswirkung auf die Manifestation von PXE haben konnten. Aufgrund dieser Uberlegung wurde in
dieser Arbeit eine umfangreiche Analyse von Polymorphismen im MMP2-Gen bei PXE-Patienten
durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigen eine Assoziation mehrerer SNPs und eines Haplotyps im
Promotorbereich von MMP2 mit PXE, wahrend im Fall der SNPs im codierenden Bereich von MMP2
keine Assoziationen festgestellt werden konnten. Starkes LD war im MMP2-Gen nur im Bereich von
-1575 bis -790 relativ zum Transkriptionsstart vorhanden, wahrend der Rest des Gens nur ein
schwaches LD aufwies. Zwischen den SNPs rs243866 (c.-1575G>A) und rs243865 (c.-1306C>T)
bestand nahezu komplettes LD, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer anderen Studie [148].
Der Promotor-Haplotyp GCTCG war mit 56,8 % der hdufigste in der untersuchten Kohorte und
signifikant mit PXE assoziiert. Der Haplotyp GCTC, der die ersten vier SNPs des bei PXE-Patienten
identifizierten Haplotyps beinhaltet, ist auch mit koronarer DreigefaRerkrankung assoziiert [218]. Es
ist zu vermuten, dass die Assoziation der Promotor-SNPs mit PXE auf einer verédnderten
Promotoraktividt beruht, die moglicherweise zu einer erhéhten Produktion von MMP-2 fiihrt. Zu
dieser Erklarung passt die Beobachtung, dass das mit PXE assoziierte Allel c.-1306C in vitro zu einer
gesteigerten Promotoraktiviat fuhrt [143]. Der Austausch von C nach T an dieser Position fihrt
offenbar zur Unterbrechung eines Bindungsmotivs des Transkriptionsfaktors Spl, so dass dieser nicht
mehr an das T-Allel bindet. Der SNP c.-735C>T (rs2285053) betrifft ebenfalls eine

Spl-Bindungsstelle. Eine erhdhte Promotoraktivitit fuhrt vermutlich auch dazu, dass Trager des
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€.1306C-Allels, besonders in Verbindung mit dem c.-735C-Allel, ein erheblich erh6htes Risiko fur die
Entwicklung von Metastasen bei einer Krebserkrankung haben [144]. Der SNP c.-1575G>A liegt
direkt stromaufwarts neben einer potenziellen Bindungsstelle fiir den Ostrogen-Rezeptor [121]. Das
mit PXE assoziierte Allel c.-1575G flihrte in vitro zu einer gesteigerten Transkriptionsaktivitat bei der
Inkubation mit Ostrogen. Der SNP ¢.-790T>G (rs243864) ist nicht funktional, jedoch durch ein hohes
LD mit den funktionalen SNPs verbunden [143]. Die Assoziation des Haplotyps GCTCG mit PXE ist
offenbar auf die kombinierten Effekte der SNPs ¢.-1306C>T und c.-735C>T auf die Spl-gesteuerte
Transkription des MMP2-Gens zurlickzufiihren. Die Haplotypen, die statt beider C-Allele ein C- und
ein T-Allel enthalten, waren hingegen mit der Kontrollgruppe assoziiert. Bemerkenswert ist auch der
protektive Effekt des Haplotyps ATGCG, der das mit verminderter Reaktion auf Ostrogen verbundene
c.-1575A-Allel enthélt.

4.5.2. Matrix-Metalloproteinase 9

Auch fir MMP-9 wurden in dieser Arbeit signifikant erhohte Serumkonzentrationen bei PXE-
Patienten gefunden [217]. Daher sollte die Mdglichkeit einer Assoziation des MMP9-Gens mit PXE
untersucht werden. Die Analyse des Polymorphismus ¢.-1562C>T im MMP9-Promotor zeigte jedoch
keine Assoziation mit PXE. Der Polymorphismus ¢.-1562C>T ist funktionell und betrifft vermutlich
die Bindungsstelle eines Repressor-Proteins [142]. Die Bindung wird durch den Austausch von C
gegen T aufgehoben, was zu einer erhéhten transkriptionellen Aktivitat des T-Allels flihrt. Zhang et al.
berichteten eine Assoziation von ¢.-1562C>T mit koronarer DreigefaBerkrankung [142]. Eine
Assoziation von ¢.-1562C>T mit abdominalen Aortenaneurysmen wurde berichtet, konnte allerdings

von einer zweiten Studie nicht bestatigt werden [139, 219].

4.5.3. Matrix-Metalloproteinase 14

MMP-14 auf der Zelloberflache aktiviert proMMP-2 in Anwesenheit einer geringen Menge an
TIMP-2 [146]. Das System aus MMP-2, MMP-14 und TIMP-2 spielt eine wesentliche Rolle in der
MMP-vermittelten Degradation der ECM [141]. Polymorphismen im MMP14-Gen konnten zu einer
verstarkten Aktivierung von MMP-2 fuhren [154] und daher im Kontext von PXE relevant sein. ES
wurde spekuliert, dass der SNP ¢.-165G>T die transkriptionelle Aktivitdt von MMP14 beeinflussen
kdnnte [154]. Eine Dysbalance zwischen Proteinasen und Proteinase-Inhibitoren ist wahrscheinlich ein
wichtiger Faktor in der Entstehung der chronischen obstruktiven Lungenerkrankung (chronic
obstructive pulmonary disease, COPD). Der MMP14-Haplotyp -165T, 221T, 6727C, 7096C war mit
COPD in einer &gyptischen Kohorte assoziiert [154]. Dort lag er bei 12% der Allele der COPD-
Patienten und bei 2% der Allele der gesunden Kontrollpersonen vor. In der in dieser Arbeit
untersuchten gesunden Kontrollkohorte aus ostwestféalischen Blutspendern betrug die Héaufigkeit
1,5 %, wahrend sie bei den PXE-Patienten mit 2,3 % leicht erhdht war. Aufgrund der geringen
Haufigkeit der Allele l&sst sich tber die Signifikanz der Ergebnisse allerdings keine Aussage treffen,

ohne die Analyse in wesentlich gréReren Kohorten zu wiederholen.
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4.5.4. Polymorphismen im VEGF-Gen

PXE betrifft verschiedene Organsysteme und so gut wie alle Betroffenen entwickeln im Verlauf der
Krankheit okulare Manifestationen [29]. Bei den schwereren Verl&dufen kommt es stets zur Ausbildung
einer choroidalen Neovaskularisation (CNV), die Schatzungen zufolge in 72 bis 86 Prozent der Félle
auftritt [220]. Die Prognose fiir die Entwicklung des Sehvermdgens hangt entscheidend davon ab, ob
sich eine CNV einstellt. VEGF ist der wichtigste Mediator der Angiogenese und spielt eine Rolle in
verschiedenen Krankheiten, bei denen es zu einer pathologischen Neovaskularisation kommt. So
konnten fur die feuchte Form der AMD und die PDR erhdhte VEGF-Spiegel im Serum von Patienten
nachgewiesen werden [63,221]. Parallelen zwischen diesen Erkrankungen und der mit PXE
assoziierten Retinopathie fiihrten zu der Annahme, dass VEGF auch bei PXE eine Rolle spielen
kénnte. Erfolge bei der Behandlung von PXE-Patienten mit dem anti-VEGF-Antikdérper Bevacizumab
lieferten eine erste Bestitigung dieser Hypothese [29, 30]. Der Untersuchung von VEGF-
Polymorphismen im Rahmen dieser Arbeit liegt die Vermutung zugrunde, dass AMD, PDR und die
PXE-assoziierte Retinopathie zumindest teilweise gemeinsame Pathomechanismen aufweisen und

dass VEGF eine entscheidende Rolle in allen drei Fallen spielt.

Die PDR ist eine hdaufige Komplikation von Diabetes, besonders bei Patienten mit einem schlecht
eingestellten Blutglukosespiegel. PDR ist die Hauptursache fir eine Erblindung bei erwachsenen
Diabetikern und ist durch erhohte vaskulare Permeabilitit, GefaRverschluss und Ischamie sowie
pathologische Angiogenese charakterisiert [65]. Erhohte VEGF-Spiegel sind bei Patienten mit PDR
gefunden worden [62]. Offenbar beeinflussen genetische Faktoren die Wahrscheinlichkeit fur die
Entwicklung einer PDR. Verschiedene Autoren berichten von einer Assoziation des VEGFA-Gens mit
PDR, die Ergebnisse sind allerdings zum Teil widersprichlich [62, 63, 66, 222]. Das ¢.405C-Allel ist
offenbar ein Risikofaktor fur die Entwicklung einer PDR, Haplotypen mit diesem Allel sind mit PDR
assoziiert [63, 66]. Dieses Allel war auch in der PXE-Patientengruppe mit Visuseinschrankungen
uberdurchschnittlich oft vertreten, auch wenn die Differenz nach der Korrektur fir mehrfaches Testen
nicht mehr signifikant war. Andere Gruppen konnten die Assoziation von ¢.405C mit PDR allerdings
nicht reproduzieren, mdglicherweise auf Grund einer abweichenden ethnischen Zusammensetzung
ihrer Patientenkohorten [62, 223]. Suganthalakshmi et al. berichteten eine Assoziation des c.-460C-
und des ¢.1032T-Allels mit PDR [222]. Dies steht in scheinbarem Widerspruch mit den Ergebnissen
von den PXE-Patienten, welche auf eine Assoziation des c.-460T- und des c.1032C-Allels mit
schwerer Retinopathie hindeuten. Dieser Widerspruch lasst sich jedoch teilweise durch die wichtige
Rolle auflésen, die Haplotypen im Vergleich zu einzelnen genetischen Markern spielen. Diese
wichtige Rolle wird von den Ergebnissen von Awata et al. unterstrichen, die zeigen konnten, dass ein
Haplotyp mit dem c.-460T- und dem c.1032C-Allel, in Kombination mit dem c.-152G- und dem
c.405C-Allel, mit PDR assoziiert ist [63]. Das c.-152G-Allel war auch in der in dieser Arbeit
untersuchten Kohorte signifikant mit dem Vorhandensein einer schweren Retinopathie assoziiert,
wéhrend ein Haplotyp, der das c.-460C-, das c.-152A-, das ¢.405G- und das ¢.1032T-Allel beinhaltet,
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in der Gruppe mit milder okularer Beteiligung signifikant haufiger auftrat. Wie wichtig die
Betrachtung von Haplotypen ist wird auch deutlich, wenn man die widerspriichlichen Ergebnisse
bezuglich der Assoziation des c.460C>T Polymorphismus mit PDR aus verschiedenen Studien
betrachtet [63, 223]. Ebenso zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit keine Assoziation eines einzelnen
genetischen Markers mit PXE, wohl aber eines 8 SNPs umfassenden Haplotyps. Die Allele c.4618T
und ¢.5092C, die signifikant haufiger bei PXE-Patienten mit ausgepragter Retinopathie gefunden
wurden, sind einer Untersuchung von Churchill et al. zufolge ebenfalls mit PDR assoziiert [66].

AMD ist die héaufigste Ursache fiir eine Erblindung in der westlichen Welt und verantwortlich fir den
Verlust des zentralen Sehvermdgens bei etwa 28 Prozent der Menschen im Alter von Uber 75 Jahren
[224-226]. AMD hat eine komplexe Atiologie, die verschiedene Gene sowie weitere Risikofaktoren
wie Rauchen und Bluthochdruck umfasst [175, 227]. Uber erhohte VEGF-Spiegel bei Patienten mit
AMD wurde berichtet [221]. Wie im Fall der PDR wurde auch bei der AMD eine Assoziation
mehrerer genetischer Einzelmarker sowie Haplotypen im VEGFA-Gen mit der Krankheit gefunden.
Churchill et al. konnten den CC-Genotyp des Polymorphismus ¢.674C>T als potenziellen Risikofaktor
fur AMD identifizieren [64]. AuBerdem beschrieb diese Gruppe die Assoziation bestimmter
Haplotypen im Promotor und der codierenden Region des VEGFA-Gens mit AMD. Der von ihnen
beschriebene Promotor-Haplotyp enthielt unter anderem die Allele ¢.-460T, ¢.-152G und c.-405C, die
auch in der in dieser Arbeit untersuchten Patientenkohorte mit einer schwereren Retinopathie
einhergingen. AufRerdem enthielt einer der Haplotypen, der als mit PXE assoziiert identifiziert werden
konnte, das c.-460T- sowie das c.-152G-Allel.

Die Expression von VEGF wird von einer Reihe von Effektoren reguliert, darunter Cytokine,
Hormone, Lipopolysaccharide und Hypoxie [60,61]. Es gibt ausgeprdgte interindividuelle
Unterschiede bei der Veranderung der VEGF-Spiegel als Reaktion auf spezifische Stimuli [57]. Die
VEGF-Expression wird offenbar auch von genetischen Polymorphismen beeinflusst. Buraczynska
et al. berichteten von erhéhten VEGF-Serumspiegeln bei PDR-Patienten, die homozygote Trager einer
Deletion im VEGFA-Promotor waren [62]. Diese Deletion befindet sich im perfekten LD mit dem
SNP c.-1540A>G, der im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde [61]. Das mit der Deletion
korrespondierende Allel c¢.-1540C wurde signifikant hdufiger bei PXE-Patienten mit erheblichen
visuellen Einschrénkungen gefunden. Watson et al. fanden eine Korrelation zwischen dem c.-634G>C
Polymorphismus und der Produktion von VEGF durch LPS-stimulierte mononukleare Zellen aus dem
peripheren Blut [60]. Der Genotyp GG war dabei mit der starksten VEGF-Expression assoziiert.
Hingegen berichteten Lambrechts et al. von einer erhéhten VEGF-Produktion in COS-Zellen beim
Vorhandensein des C-Allels [228]. Diese Diskrepanz kann als Hinweis auf eine unterschiedliche
Regulation der VEGF-Expression in verschiedenen Zelltypen gedeutet werden. Lambrechts et al.
zeigten in ihrer Arbeit auch eine Assoziation zweier Haplotypen, die sowohl das ¢.-634G- als auch das

c.-2595A-Allel enthielten, mit verringerten VEGF-Spiegeln bei Patienten mit amyotropher
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Lateralsklerose (ALS). Zwei der im Rahmen der vorliegenden Arbeit bei PXE-Patienten identifizierten
Haplotypen, die ebenfalls diese beiden Allele enthalten, waren mit einer milderen Augenbeteiligung

assoziiert.

Die dargestellten Ergebnisse verschiedener Studien lassen eindeutig auf eine Verbindung von VEGF
mit Augenerkrankungen schlieRen, bei denen pathologische Neovaskularisation eine wichtige Rolle
spielt, wie etwa die feuchte AMD und die PDR. Die Ergebnisse, die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit gewonnen werden konnten, zeigen eine Assoziation derselben Allele des VEGFA-Gens sowohl
mit AMD und PDR als auch mit der Retinopathie, die bei PXE auftritt. Dies ist eine Bestatigung der
Annahme, dass die grundlegenden Pathomechanismen aller drei Augenerkrankungen zumindest
dhnlich sind. Die Grundlage der beobachteten Assoziationen ist wahrscheinlich die Auswirkung der
VEGFA-Allele auf die Expression des Wachstumsfaktors.

Parallelen zwischen AMD und der PXE-Retinopathie lassen sich auch auf histologischer Ebene finden
und weisen ebenfalls auf einen gemeinsamen Pathomechanismus hin. So gehen etwa beide mit
Veranderungen der Bruch-Membran des Auges einher. Die Bruch-Membran besteht aus einer dicken
elastischen Struktur, die auf beiden Seiten von einer kollagendsen Schicht sowie einer Basalmembran
flankiert wird [229]. Die Bruch-Membran unterliegt im Verlauf des Alterungsprozesses substanziellen
Veranderungen wie der Ansammlung von Lipiden und Cholesterol sowie der Entstehung von
Ablagerungen zwischen der Bruch-Membran und dem retinalen Pigmentepithel, den sogenannten
Drusen [230]. Bei PXE kommt es zu einer Mineralisierung und Fragmentierung der elastischen Fasern
der Elastin-reichen Bruch-Membran. Bei den bei quasi allen PXE-Patienten beobachteten angioiden
Streifen handelt es sich vermutlich um aus der Fragmentierung resultierende Risse in der Bruch-
Membran. Es wird angenommen, dass diese Risse die Grundlage fir die Entwicklung einer CNV
bilden [231]. Auch wenn Defekte in der Bruch-Membran das Einwachsen fibrovaskuléaren Gewebes
aus der Choroidea durch den Riss beglnstigen, fiihren sie doch nicht automatisch in allen Fallen zu
einer pathologischen GeféaRneubildung. Zur Bildung von neuen Gefalen ist aullerdem das Wirken von
Wachstumsfaktoren wie VEGF erforderlich. Die Mineralisierung und Fragmentierung der Bruch-
Membran, die vor allem die Makula-Region betreffen, treten nicht nur bei PXE auf. Sie werden auch
bei AMD beobachtet und kdnnten eine Rolle bei ihrer Pathogenese spielen [231]. Dariiber hinaus ist
die Mineralisierung der Bruch-Membran auch ein altersabhéngiger Prozess, der gewdhnlich schon ab
dem 40. Lebensjahr beginnt [232]. Es wurde spekuliert, dass die Exposition gegeniiber infraroter

Strahlung fir den Kalzifizierungsprozess verantwortlich sein kénnte [231].

Wiéhrend auf der einen Seite Risse in der Bruch-Membran alleine nicht ausreichend sind fiir die
Entwicklung einer Neovaskularisation, ist auf der anderen Seite VEGF allein nicht in der Lage, das
Wachstum von Gefdlen durch eine intakte Bruch-Membran zu induzieren [133]. Fir eine
GeféRneubildung muss also neben der Aktivitdt von VEGF auch eine Schédigung der strukturellen

Integritadt der Bruch-Membran erfolgen. Verschiedene Befunde deuten darauf hin, dass Matrix-
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Metalloproteinasen bei der Fragmentierung der Bruch-Membran eine entscheidende Rolle spielen.
Anhand eines Mausmodells konnten Lambert et al. zeigen, dass friihe Stadien der CNV von einer
erhohten Produktion von MMP-2 und MMP-9 begleitet sind [136]. In fir MMP-2 und MMP-9
defizienten Mé&usen war die CNV stark vermindert. Ein groBer Teil des MMP-9 stammte offenbar von
inflammatorischen Zellen, da die Induktion der MMP9-Expression im Maus-CNV-Modell zeitlich mit
dem Auftreten von Makrophagen zusammentraf [133]. Entztindliche Prozesse kdnnten auch eine Rolle
bei der CNV im Rahmen der AMD spielen, da verschiedene inflammatorische Zellen in neovaskularen
Membranen gefunden wurden [227]. MMPs kdnnen die Bioverfugbarkeit von VEGF erhéhen, da ein
Abbau der ECM zu einer Freisetzung von in der Matrix gespeicherten Wachstumsfaktoren fuhrt.
VEGF stimuliert wiederrum die Expression von MMP9, wodurch es zu einer positiven Riickkopplung
kommt [137]. Kirzlich wurden erhéhte MMP-9-Konzentrationen im Plasma von Patienten mit AMD
beschrieben, was zeigt, dass MMP-9 bei der Entstehung einer Neovaskularisation beim Menschen von
Bedeutung ist [233]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen bei PXE-Patienten ebenfalls eine
Erhéhung von MMP-9 [217].

Die beschriebenen Befunde weisen auf einen Mechanismus hin, bei dem die elastischen Fasern der
Bruch-Membran durch die Aktivitdt von MMPs fragmentiert werden, was wiederrum das Wachsen
neuer GefaBe von der Choroidea durch die Bruch-Membran ermdglicht, welches durch VEGF
vorangetrieben wird. Die Wirkungen von MMPs und VEGF verstiarken sich dabei gegenseitig.
Obwonhl der priméare Ausloser fiir diese Vorgange unbekannt ist, gibt es zahlreiche Hinweise darauf,
dass oxidative Schadigungen daran beteiligt sind [224]. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind in der
Lage, die Expression von VEGF zu erhéhen, vermutlich durch eine Stabilisierung der VEGF-mRNA
[234]. Die Retina stellt eine ideale Umgebung fir die Entstehung von ROS dar, weil sie einen
auflerordentlich hohen Sauerstoffverbrauch hat und starker elektromagnetischer Strahlung ausgesetzt
ist. Dabei ist die Makula gréRerem oxidativen Stress ausgesetzt als die periphere Region [224]. Die
Phagozytose von &ulleren Segmenten der Photorezeptoren durch Zellen des retinalen Pigmentepithels
ist ebenfalls eine Quelle von ROS. Die Menge von peroxidierten Lipiden in der Bruch-Membran
nimmt mit dem Alter exponentiell zu, dabei finden sich hohe Konzentrationen von Lipiden in der
Makula-Region und geringere in der Peripherie [227]. Die Belastung durch oxidativen Stress nimmt
also mit dem Alter zu und erreicht schliellich ein Niveau, bei dem sie nicht mehr durch endogene anti-
oxidative Mechanismen kompensiert werden kann und (berschieende ROS-Produktion die CNV-
Entwicklung induziert. Das retinale Pigmentepithel (RPE) ist die Hauptquelle von VEGF im Auge,
trotz seines auBergewohnlich hohen Sauerstoff-Partialdrucks. Die Exposition der RPE-Zellen
gegenuber oxidativem Stress kénnte zu einer Uberhéhten VEGF-Ausschiittung durch diese Zellen
fihren [227]. Weiterhin ist bekannt, dass ROS die Aktivitit von Matrix-Metalloproteinasen
beeinflussen kdnnen [131]. AuRerdem werden die angesammelten oxidierten Lipide durch sogenannte
Scavenger-Rezeptoren auf Makrophagen erkannt. Diese setzen daraufhin Matrix-Metalloproteinasen

frei, wie Lambert et al. es in ihrem Maus-Modell haben zeigen kdnnen. Oxidativer Stress spielt
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wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Atiologie von PXE, erhohte Konzentrationen von ROS
konnten sowohl in vivo als auch in vitro nachgewiesen werden [41, 47]. Der bei PXE offenbar
vorliegende, erhohte oxidative Stress kdnnte den Prozess der oxidativen Schadigung im Auge
beschleunigen. Es kann davon ausgegangen werden, dass diese oxidative Schadigung auch in
Abwesenheit einer PXE-Erkrankung in einigen Fallen zu einem spéteren Zeitpunkt im Leben zu einer
Visus-Beeintrachtigung gefiihrt hatte. Man kann die PXE-Retinopathie also als eine vorzeitig
auftretende und besonders aggressive Form von AMD auffassen.

4.6. Analyse von Biomarkern der ECM-Remodulierung bei PXE-Patienten

Eine massive Umstrukturierung der ECM st eines der Charakteristika von PXE
[1, 31, 34, 43, 44, 194]. Die Bestimmung der zirkulierenden MMPs und ihrer Inhibitoren (TIMPS)
erlaubt eine nicht-invasive Erfassung des ECM-Turnovers [235 - 238]. Dabei konnten flir Krankheiten
wie die rheumatoide Arthritis, bei vaskuldren Krankheiten sowie bei der Tumorentwicklung erhthte
Konzentrationen verschiedener MMPs demonstriert werden [119]. Zum ersten Mal konnten nun in
dieser Arbeit statistisch signifikant erhéhte Konzentrationen von MMP-2 und MMP-9 im Serum von

PXE-Patienten nachgewiesen werden.

MMP-2 und MMP-9 kdnnen die Hauptbestandteile von Basalmembranen spalten und ermdglichen so
die Migration von Zellen durch ECM-Barrieren [146]. Sie spielen auBerdem eine essentielle Rolle bei
der Bildung neuer Blutgefalie [136]. Sowohl MMP-2 als auch MMP-9 sind von besonderem Interesse
im Bezug auf PXE weil sie die Fahigkeit besitzen, Elastin abzubauen. Elastin ist der Hauptbestandteil
der elastischen Fasern, deren Degradation und Kalzifizierung die hervorstechenden
histopathologischen Merkmale dieser Krankheit sind. Fragmentierung und Kalzifizierung der
elastischen Fasern sind dabei offenbar eng miteinander verbunden. Vyavahare et al. konnten zeigen,
dass die Inhibition der MMP-Aktivitat die Kalzifizierung von Elastin vermindert, das subdermal in
Ratten implantiert worden war [197]. Unter Benutzung eines Modells einer Verletzung der Aorta bei
Ratten sowie von MMP-knockout-M&usen konnte dieselbe Forschungsgruppe weiterhin
demonstrieren, dass die MMP-vermittelte Degradierung von Elastin seiner Kalzifizierung vorausgeht
und dass MMP-2 und MMP-9 fiir die Elastin-Kalzifizierung unabdingbar sind [128, 239].

Es ist schon langere Zeit bekannt, dass dermale Fibroblasten von PXE-Patienten eine erhohte
proteolytische und elastolytische Aktivitat aufweisen [240]. Eine Untersuchung von Quaglino et al. an
PXE-Fibroblasten zeigte erhohte Konzentrationen der MMP-2-mRNA und gesteigerte enzymatische
Aktivitdt von MMP-2 im Vergleich zu Zellen von gesunden Spendern [42]. Aufgrund dieser
Beobachtungen l&sst sich vermuten, dass von Fibroblasten produziertes MMP-2 zumindest zum Teil
fur die gefundenen erhéhten MMP-2-Spiegel im Serum verantwortlich ist. Weil MMP-2 von einer
grolRen Vielfalt von Zellen produziert wird, darunter endotheliale Zellen und Glattmuskelzellen

[120, 146], ist es moglich, dass auch vaskulare Zellen zur Erhéhung des zirkulierenden MMP-2
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beitragt. Dies ist deswegen wahrscheinlich, weil das kardiovaskuldare System von der fir PXE

typischen Fragmentierung der elastischen Fasern betroffen ist.

Uber den Zusammenhang zwischen ABCC6-Defizienz und erhéhten MMP-2 Spiegeln kann zurzeit
nur spekuliert werden. Viele Faktoren dben einen Einfluss auf die Expression von MMP-2, seine
Aktivierung und die Regulierung seiner Aktivitat aus, darunter diverse Cytokine, Hormone sowie
reaktive Sauerstoffspezies und oxidierte Lipide [120, 121, 129 - 131, 146, 152, 241]. Bemerkenswert
ist, dass durch Elastolyse entstehende Elastin-Fragmente, die sogenannten elastin derived peptides
(EDPs), in Fibroblasten zu einer gesteigerten Produktion von MMP-2 fiihren, was wiederrum zu
weiterem Elastin-Abbau in einer sich selbst verstarkenden Schleife flihrt [242]. Der Einfluss von ROS
auf die Expression von MMP?2 ist im Kontext von PXE deswegen von Interesse, weil es Anzeichen fir
eine Beteiligung von ROS an der Pathogenese der Krankheit gibt. So wurden Anzeichen fir
chronischen oxidativen Stress bei PXE sowohl in vitro als auch in vivo beschrieben [41, 47]. Die
Aktivitdt beeinflussende Polymorphismen in Genen, deren Produkte Teil der korpereigenen
Abwehrmechanismen gegeniiber oxidativem Stress sind, sind mit dem Alter der Erkrankung an PXE
assoziiert [46]. Es konnte demnach ein Zusammenhang zwischen dem bei PXE vorliegenden,
chronischen oxidativem Stress und den erhohten MMP-2-Konzentrationen in der Zirkulation
existieren. Die Ergebnisse der Analyse des zirkulierenden MMP-2 zeigte auch einen
geschlechtsspezifischen Effekt, eine signifikante Erhéhung im Vergleich mit den Kontrollpersonen
wurde nur bei weiblichen PXE-Patienten beobachtet, die auch im Vergleich mit den méannlichen
Patienten erhohte Konzentrationen von MMP-2 in der Zirkulation aufwiesen. Diese Abweichungen
kénnten durch die Wirkung von Sexualhormonen auf die Produktion von MMP-2 verursacht worden
sein. Ostrogen erhoht die enzymatische Aktivitat von MMP-2, moglicherweise durch die Induktion der
Expression von MMP-14 [152]. AuBerdem konnte eine Steigerung der Freisetzung von MMP-2 durch

vaskulidre Glattmuskelzellen als Reaktion auf eine Ostrogen-Exposition demonstriert werden [243].

Quaglino et al. konnten bei ihren Untersuchungen an PXE-Fibroblasten keine MMP-9-mRNA
nachweisen [42]. Auch bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Expressionsanalysen wurden
keine quantifizierbaren Konzentrationen der MMP-9-mRNA gefunden. Aufgrund dessen l&sst sich
vermuten, dass Fibroblasten keinen signifikanten Beitrag zur erhéhten Konzentration von MMP-9 in
der Zirkulation leisten und dass diese Erhéhung anderen Ursprungs sein muss. Im Gegensatz zu
MMP-2, welches von vielen Zelltypen konstitutiv exprimiert wird, wird MMP-9 gewdhnlich nur nach
Stimulation synthetisiert [150]. So nehmen etwa durch inflammatorische Cytokine aktivierte synoviale
Fibroblasten einen Matrix-abbauenden Phanotyp an, der unter anderem durch eine Produktion von
MMP-9 gekennzeichnet ist [147]. Die Expression der MMP-9-mRNA wird unter anderem durch
TNF-0 und Interleukin-1B induziert [129, 146]. Die Aktivierung von proMMP-9 wird offenbar auch
durch Osteopontin ausgeldst [244]. Dies ist im Kontext von PXE deswegen interessant, weil erhéhte

Osteopontin-Mengen in Hautbiopsien von PXE-Patienten gefunden wurden [44]. Osteopontin ist ein
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Substrat diverser MMPs und ein von Osteopontin abgeleitetes Oligopeptid induziert die Produktion
von proMMP-9 in vaskuldren Glattmuskelzellen in vitro sowie in vivo in der Aorta von Mausen
[245, 246]. Wie schon erwahnt wurde, ist auch das bei PXE verstarkt exprimierte Fibronektin in der
Lage, die Expression von MMP9 zu induzieren [247].

Eine weitere mdgliche Erklarung flr die erhohten Serumspiegel von MMP-9 bei PXE-Patienten kann
mdoglicherweise aus einer Beobachtung bei Mausen abgeleitet werden, bei denen nach einer Laser-
induzierten choroidalen Neovaskularisation im Auge erhohte MMP-9 Konzentrationen gemessen
wurden [133]. Diese erhohten Konzentrationen traten gleichzeitig mit dem Erscheinen von
Makrophagen am Ort der GefélRneubildung auf, was darauf hinweist, dass inflammatorische Zellen die
wichtigste Quelle von MMP-9 in diesem Modell sind. Makrophagen spielen eine entscheidende Rolle
bei der Pathogenese chronisch inflammatorischer Zusténde, darunter auch der Atherosklerose [248].
Von Makrophagen abgeleitete Schaumzellen wurden als eine Hauptquelle von MMPs in
atherosklerotischen Plaques identifiziert [120]. Makrophagen wurden auch in der N&he der von der
progressiven Kalzifizierung und Fragmentierung bei PXE betroffenen elastischen Fasern gefunden
[31]. Ansammlungen von Makrophagen in der Umgebung kalzifizierter Bereiche gibt es auch bei
anderen Krankheiten [248]. Es wurde spekuliert, dass die von Makrophagen ausgeschitteten Proteasen
unabdingbar sein konnten fiir das Fortschreiten der Kalzifizierung elastischer Fasern [126]. Aktivierte
Makrophagen kdnnten also zumindest teilweise fur die erhéhte MMP-9-Konzentration im Serum von
PXE-Patienten verantwortlich sein. Diese konnten durch die in den von PXE betroffenen Geweben
vorhandenen mineralischen Prézipitate aktiviert worden sein [132]. Auferdem konnen durch
chronischen oxidativen Stress verdnderte Zellbestanteile wie etwa oxidierte Lipide Uber die

Stimulierung der Scavenger-Rezeptoren Makrophagen aktivieren.

Eine Reihe der histopathologischen Charakteristika von PXE kénnte auf die Wirkung von MMPs
zuriickgehen. Beispiele sind der Umbau von ECM-Strukturen und die Fragmentierung der Bruch-
Membran des Auges. Neben Elastin ist Typ IV-Kollagen, eine Hauptkomponente von
Basalmembranen und auch der subretinalen Bruch-Membran, eines der Substrate sowohl von MMP-2
als auch von MMP-9. MMPs sind hdchstwahrscheinlich auch beteiligt an der Entstehung der im
Verlauf von PXE oft auftretenden choroidalen Neovaskularisation. Diese wird wie oben erwahnt
maRgeblich durch die Wirkung des Wachstumsfaktors VEGF vorangetrieben. MMPs kénnen die
Bioverfugbarkeit von VEGF erhthen, indem sie diesen aus extrazellularen Depots freisetzen [150].
VEGF ist wiederrum in der Lage, die Expression von MMP-9 zu induzieren, was zu einer positiven

Ruckkopplung fiihren kann [137].
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4.7. Generierung und Charakterisierung einer PXE-Dermalfibroblasten-Zelllinie als
PXE-Modellsystem
Im Rahmen dieser Arbeit konnten primére Fibroblasten zweier PXE-Patienten erfolgreich mit einem
die katalytische Untereinheit der humanen Telomerase exprimierenden Plasmid transfiziert werden. So
gelang es, immortalisierte PXE-Dermalfibroblasten-Zelllinien herzustellen, die fiir eine groRe Anzahl
von Passagen kultiviert wurden. Die immortalisierten Fibroblasten weisen hohe Proliferationsraten auf
und zeigten bis zum Ende dieser Arbeit keine Anzeichen einer zelluldren Seneszenz. Vorherigen
Beobachtungen an Telomerase-immortalisierten Fibroblasten entsprechend behielten die Zellen den

Fibroblasten-Phanotyp bei und zeigten keine Anzeichen einer Entartung [166, 167]

Die Analyse der Genexpression, insbesondere die sehr geringe Elastin-Expression, zeigte allerdings,
dass die immortalisierten Fibroblasten kein PXE-typisches Expressionsmuster aufweisen wie dies die
priméren Fibroblasten aus PXE-Patienten in friihen Passagen tun. Die ausbleibende Umkehrung der
verminderten Elastin-Expression seneszenter Zellen durch eine Immortalisierung ist auch schon in
friheren Studien beobachtet worden [249]. Die gegentber frisch isolierten primaren Fibroblasten
verringerte Expression der ECM-Gene, die eher der Expression seneszenter Zellen entsprach, zeigt
auch, dass die sich mit langerer Kulturdauer einstellenden Verénderungen des Phanotyps durch eine

exogene Telomerase nicht vollstandig riickgangig gemacht werden kénnen.

4.8. Fazit und Ausblick

Bezliglich der beiden konkurrierenden Hypothesen zur PXE-Pathogenese, der metabolischen, nach der
zirkulierende Faktoren fir die Entstehung der PXE-Manifestationen in der Peripherie verantwortlich
sind, und der lokalen, nach der ein Funktionsverlust von ABCC6 in den betroffenen Geweben die
Symptomatik verursacht, sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht eindeutig. Wahrend die
nach dem ABCC6-knockdown beobachteten Verdnderungen, die viele Aspekte des PXE-Phanotyps
rekapitulieren, Klar fiir einen lokalen Effekt sprechen, deutet der Verlust des PXE-Phdnotyps mit
fortgesetzter Kultivierung eher auf eine Verursachung durch nicht-lokale Faktoren, die in der Kultur
nicht mehr vorhanden sind. In einem solchen Szenario ware allerdings zu erwarten, dass sich die
Genexpression wéhrend der fortgesetzten Kultivierung derjenigen von normalen Dermalfibroblasten
annéhert. Stattdessen zeigt die Expression verschiedener Gene bei den PXE-Fibroblasten, anders als
bei den Fibroblasten gesunder Spender, nach funf bis sieben Passagen deutliche Anzeichen einer
zellularen Seneszenz. Viele Aspekte von PXE zeigen Zeichen einer beschleunigten Alterung. So
nimmt etwa der mit Faltenbildung einhergehende Funktionsverlust der elastischen Fasern Merkmale
der normalen biologischen Alterung vorweg. Die Degeneration der elastischen Fasern der Blutgefalie
kann zu kardiovaskularen Komplikationen fiihren, die normalerweise erst im héheren Alter auftreten.
SchlieBlich zeigt die mit PXE einhergehende Retinopathie groRe Ahnlichkeit mit der altersabhangigen
Makuladegeneration, die jedoch fiir gewdhnlich Menschen ab dem 60. Lebensjahr betrifft. Es gibt

einige Anzeichen dafr, dass sowohl der normale Alterungsprozess als auch Krankheiten, bei denen es
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zu einer vorzeitigen Alterung kommt, mit oxidativen Schédigungen von Biomolekilen in
Zusammenhang stehen. Chronischer oxidativer Stress kann die Telomere schadigen und zu einem
vorzeitigen Eintritt in die zellulare Seneszenz fuhren [250]. Anzeichen von mildem chronischem
oxidativen Stress finden sich bei PXE sowohl in vivo als auch in vitro. Dieser Stress, der mdglichweise
durch die eingeschréankte Funktion von ABCC6 bedingt ist, konnte sowohl zu den Zeichen vorzeitiger
Alterung bei PXE-Patienten als auch zur vorzeitigen zelluldren Seneszenz von PXE-Fibroblasten

fuhren.

Zur weiteren Aufklarung der molekularen Mechanismen, die zur Entstehung von PXE-Symptomen
fuhren, sollte das Genexpressionsmuster von PXE-Fibroblasten noch genauer charakterisiert und wenn
moglich auch eine Analyse der Genexpression im Gewebe durchgefiihrt werden. So konnte geklart
werden, welche der Veranderungen der ECM von den Fibroblasten verursacht werden und welche
eventuell auf andere Zelltypen zurlickgehen. Durch genaue Kenntnis des Expressionsmusters konnte
der bzw. die fir die Veranderungen urséchlichen Faktoren wie etwa Cytokine identifiziert werden.
AulRerdem sollten die Verénderungen des Musters im Lauf der Kultivierung genauer definiert und die
Rolle von oxidativem Stress abgeklart werden. Die Auswirkungen des ABCC6-knockdowns sollten
weiter untersucht werden. Insbesondere ist es notwendig, die Ursache fiir die Wirkung der siRNA auf
PXE-Fibroblasten mit vermeintlich abwesender ABCC6-Transportaktivitit zu analysieren. Der
Zusammenhang von ABCCG6-Defizienz und oxidativem Stress kdnnte ebenfalls am knockdown-

Modell untersucht werden.
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5. Methoden

5.1. Molekularbiologische Methoden

5.1.1. Isolierung genomischer DNA aus EDTA-Blut

Genomische DNA wird aus 200 ul EDTA-Blut unter Verwendung des QlAamp Blood Kit nach den
Anweisungen des Herstellers isoliert. Die DNA wird in 10 mM Tris-HCI, pH 8.0 eluiert und bei
- 20°C gelagert.

5.1.2. Isolierung von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA wird aus kultivierten Zellen unter Verwendung des RNeasy Mini Kit nach Anweisungen
des Herstellers isoliert. Die RNA wird in 50 pul RNAse freiem Wasser eluiert. Es werden 2 pl
RNAseOUT zugegeben und die RNA wird bei - 80°C gelagert.

5.1.3. Quantifizierung von Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA Konzentration in einer Probe wird photometrisch bestimmt. Hierzu wird die
Absorption der RNA-Losung bei den Wellenldngen A = 260, 280 und 320 nm in einer Quarzkivette
gegen destilliertes Wasser gemessen. Die RNA-Konzentration wird nach Abzug der gemessenen
Absorption bei A = 320 nm aus der Absorption bei A = 260 nm berechnet. Die Reinheit der Probe I&sst
sich aus dem Quotienten der um die Absorption bei A = 320 nm korrigierten Absorptionen bei A = 260

nm und A = 280 nm bestimmen. Je reiner die Probe ist, desto naher liegt der Quotient bei 2.

5.1.4. Agarosegel-Elektrophorese und GrofRenbestimmung der DNA-Fragmente

Fir die Auftrennung der DNA-Fragmente wird ein Gel mit einer Agarosekonzentration von 1,5%
verwendet. Zur Herstellung des Gels wird Agarose in TBE-Puffer aufgekocht. Die Losung wird mit
Ethidiumbromidlésung versetzt und in einen Geltréger gegossen. Die Proben werden mit Probenpuffer
vermischt und in die Taschen des Gels gebracht. Zusétzlich wird ein DNA-GroRenstandard
aufgetragen. Die elektrophoretische Trennung erfolgt bei einer Spannung von 140 V (110 V) fur die

Dauer von 35 Minuten (30 Minuten) bei einem groRen (kleinen) Gel.

5.1.5. DNA-Amplifikation durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) bewirkt die selektive Vervielfaltigung (Amplifikation) eines
beliebigen Abschnitts eines DNA-Molekils. Man kann dazu jeden DNA-Bereich auswahlen,
vorausgesetzt, die Sequenzen an seinen Enden sind bekannt. Dies ist notwendig, weil zu Beginn der
PCR zwei kurze, zur DNA-Matrize komplementére Oligonucleotide mit der DNA hybridisieren
mussen, an jedem Strang der Doppelhelix eines. Diese Oligonucleotide mit einer L&nge von etwa 20
bis 30 Nucleotiden dienen dann als Primer fir die DNA-Polymerase und begrenzen den
vervielfaltigten Abschnitt. Gewodhnlich benutzt man fir die PCR die DNA-Polymerase | aus Thermus

aquaticus (Tag-Polymerase). Die Tag-Polymerase ist hitzestabil und wird durch die zur
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Tabelle 5-1: Typischer PCR-Reaktionsansatz zur Amplifikation von Fragmenten genomischer DNA

PCR-Ansatz
Template (1:5) 5,0 ul
5'-Primer (25 uM) 0,5 ul
3'-Primer (25 uM) 0,5 ul
10 x Puffer B 2,5ul
MgCI2 (25 mM) 2,5 ul
dNTPs (je 25 mM) 0,25 ul
Tag-Polymerase 0,3 ul
steriles Wasser 13,45 pl

Hitzedenaturierung der DNA erforderlichen hohen Temperaturen nicht inaktiviert. Die PCR l&auft
folgendermafen ab: Die DNA-Matrize wird durch Hitzedenaturierung in Einzelstrange aufgetrennt
und bei einer Temperatur von etwa 50°C mit den Primern hybridisiert. Nach Zugabe der Polymerase
lauft die Synthese der Komplementarstrange ab, dies geschieht im Bereich des Temperaturoptimums
der Tag-Polymerase bei ca. 72°C. Die Polymerase verldngert dabei die spezifisch mit der DNA
hybridisierten Primer in 5'-3'-Richtung unter Verwendung des komplementaren Stranges als Matrize.
AnschlieBend werden die neu gebildeten Strange durch Erhitzen auf 94°C von der Matrize getrennt.
Nach erneutem Abkuhlen kénnen wiederum Primer an die Einzelstrange hybridisieren und der néchste
Synthesezyklus beginnt. Der Zyklus aus Denaturierung, Annealing und Elongation wird in der Regel
25- bis 30mal wiederholt, bis das gewiinschte DNA-Fragment schlieBlich exponentiell vervielfaltig
wurde. Tabelle 5-1 zeigt einen typischen PCR-Reaktionsansatz, Tabelle 5-2 das Standard-PCR-

Programm.

Tabelle 5-2: Standardprogramm fur eine PCR zur Amplifikation von Fragmenten genomischer DNA

Programmschritt Zeit Temperatur Zyklenzahl
Start 15 min 95°C 1
Denaturierung 1 min 94 °C

Annealing 1 min 50-70 °C 35
Elongation 1 min 72°C

terminale Elongation 10 min 72°C 1
Kihlen 0 4°C

5.1.6. Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Zur enzymatischen Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus PCR-Reaktionsansdtzen wird das
ExoSAP-Verfahren verwendet. Hierzu werden 5 pul Amplifikat mit 1 pul Exonuclease (1U/ul) und 1 pl
alkalischer Phosphatase versetzt. Es wird fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert und der Ansatz
anschlielend zur Inaktivierung der Enzyme fir 15 Minuten auf 80°C erhitzt und danach auf 4°C
abgekdnhit.
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5.1.7. Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgt mittels der Kettenabbruchmethode nach Sanger. Bei
dieser Methode verwendet man Didesoxynukleotide, um an einer zufélligen Stelle in dem von der
DNA-Polymerase synthetisierten Strang einen Abbruch der Verlangerung herbeizufiihren. Die
verwendeten Didesoxynukleotide sind mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert,
wodurch bei der anschlieenden Auftrennung durch Kapillarelektrophorese eine differenzierte
Detektion der entstandenen Fragmente moglich ist. Die zu sequenzierenden DNA-Fragmente werden
zunachst amplifiziert und danach mittels des ExoSAP-Verfahrens aufgereinigt. Die Amplifikation
erfolgt in dem in Tabelle 5-3 angegebenem Ansatz. Die Aufreinigung der Produkte der
Sequenzierungsreaktion erfolgt durch eine Gelfiltration mittels mit Sephadex-Agarose beladenen
Saulen. Die Verdichtung des Saulenmaterials erfolgt durch Zentrifugation bei 3500 rpm fir 2
Minuten. Nach Auftragen der Sequenzierungsprodukte auf die Gelmatrix wird bei 3500 rpm fir 4
Minuten eluiert. Zum Eluat werden 10 pul HPLC-Wasser gegeben, in ein 0,5 ml Eppendorfgefal
Uberfuhrt und fur 2 Minuten bei 94°C denaturiert. Die Auftrennung und Fluoreszenzdetektion erfolgt

im ABI Prism 7200 Sequence Detector.

Tabelle 5-3: Ansatz flr eine Sequenzierungsreaktion

Reaktionsansatz 20 pl
DNA (aufgereinigtes PCR-Produkt) 3,0 ul
Primer (25 uM) 1,5 ul
BigDye Premix 2,0 ul
BigDye 5x Buffer 4,0 ul
HPLC-Wasser 9,5 ul

5.1.8. Nachweis von Mutationen durch RFLP-Analyse

Beim Nachweis von Mutanten mittels der Restriktionsfragment-L&ngenpolymorphismen (RFLP)-
Analyse werden Restriktionsendonukleasen eingesetzt, deren Erkennungsstellen durch die Mutationen
der genomischen DNA, im Vergleich zu einer als Wildtyp bestimmten DNA-Probe, entweder
entstehen oder verschwinden. Der Nachweis der Mutation erfolgt durch Spaltung des PCR-Produkts,
das die vermutete Stelle der Mutation beinhaltet, mit der entsprechenden Restriktionsendonuklease
und anschlieRender Auftrennung der Fragmente auf einem Agarosegel. Die in dieser Arbeit
verwendeten Restriktionsendonukleasen sind in den Tabellen 5-4 bis 5-7 gezeigt. Die Inkubation
erfolgt jeweils tber Nacht bei der angegebenen Temperatur und in dem in Tabelle 5-8 angegebenen

Ansatz.
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Tabelle 5-4: Fir die RFLP-Analyse der SNPs im VEGFA-Gen verwendete Restriktionsendonukleasen.

SNP Restriktionsenzym Puffer Temperatur | Erkennungssequenz
L ;
rs699947 Bgl” NEBUffer 3 37°C -5 LCAGATCT. .. 3
3...TCTAG1A ..5
2 . .
rs13207351 | Ddel NEBuffer 3 37°C 5...CTNAG...3
3...GANTC...5
= X, .
rs2010963 | Avall NEBuffer 4 37°C 5...6GwcCC...¥
3...CCWGG...5
B L .
rs1413711 | Bmel1580l NEBuffer 2 37°C 5...GKGCMC...¥
3...CMCGKG...5
. L .
r525648 Ddel NEBuf—fer 3 37°C -5 LCTHAG. .. 3
3...GANTC...5
. 5 .. GAGTC(N)Y . 3
5735286 | Myl NEBuffer4 | 37°C 3..CTGAGN),...5
" o -
rs3025020 | Mspl NEBuffer4 | 370 5...CCGG...3
3...GGCC...5
" ) .
rs3025021 | Mspl NEBuffer4 | 370 5...CCGG...3
3...GGCLC...5

Tabelle 5-5: Fiir die RFLP-Analyse der SNPs im MMP2-Gen verwendete Restriktionsendonukleasen.

SNP Restriktionsenzym Puffer Temperatur | Erkennungssequenz
- ¥ .
rs243866 Nlalll NEBuffer 4 37°C 5...CATG... ¥
3...GTAC...5
' | ¥
rs243865 | CspCl NEBuffer4 | 37°C 5.5y NICAAN),GTGGN),,...3
3., NGTTN,CACCIN),, .5
i &
. ¥ .
rs243864 Ddel NEBuffer 3 37°C 5...CTNAG...¥
3. GANTC...5
- ¥, -
rs2285053 | Avall NEBuffer 4 37°C 5...GGwWCC...¥
3...CCWGG...5
- ¥ .
rs17859829 | BsaJl NEBuffer 4 60°C 5...CCNNGG... ¥
3...GGNNCC...5
. w a
rs865094 Haelll NEBuffer 4 37°C 5...GGCC...¥
3...CCGG...5
. ¥ a
rs11646643 | BseYI NEBuffer3 | 37°C 5...CCCAGC.. .3

3..GGGTCG. .5
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SNP Restriktionsenzym Puffer Temperatur | Erkennungssequenz
. \ .
rs1053605 | Mspl NEBuffer4 | 37°C 5...CCGG... 3
3...GGCLC...5
o 5. ..GGTGA(N)Y...3
rs2241146 | Hphl NEBuffer 4 37°C 8
P 3...CCACT(N),,...5
0 5 ..CCCGGG...3
rs243847 Smal NEBuffer 4 25°C §...GGGCCC...5
= ¥
rs2287074 | TspRI NEBuffer4 | 65°C 5...NNCASTGNN...3
3. NNGTSACNN...5
" w :
rs11639960 | Btsl NEBuffer1 | 55°C 5...GCAGTGNN.. . ¥
3..CGTCACNN...5
; L :
15243832 | Hindlll NEBuffer2 | 37°C 5...AAGCTT...3
3...TTCGAA .. 5
0 5. ..GAAGA (N)T.. . &
rs243831 Mboll NEBuffer 2 37°C 8
: 3...CTTCT(N),...5
Tabelle 5-6: Fir die RFLP-Analyse der SNPs im MMP9-Gen verwendete Restriktionsendonukleasen.
SNP Restriktionsenzym Puffer Temperatur | Erkennungssequenz
¥
Nlalll NEBuffer 4 | 37°C 5..CATG...¥
rs3918242 3. GTAC...5
Tabelle 5-7: Fiir die RFLP-Analyse der SNPs im MMP14-Gen verwendete Restriktionsendonukleasen.
SNP Restriktionsenzym Puffer Temperatur Erkennungssequenz
5 . ACTGGN" .. 3%
Bsrl NEBuffer 3 65°C
rs1003349 3...TGACCN . .5
o 5 .. CCTC(N,"..%
rs1042703 Mnll NEBuffer 2 37°C 7 GGAG (N:l,_‘- 5
. ¥ :
HpyCH4I1 NEBuffer 1 | 37°C 5...ACNGT...3
rs2236302 Py 3. . TGNCA ...5
0 5...GGTGA(N)T... 3
rs2236307 Hphl NEBuffer 4 37°C 8
P 3...CCACT (N),...5
5 v :
rs3751489 | Styl NEBuffer3 | 37°C 5...CCWWGG...¥
3..GGWWCLC...5
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Tabelle 5-8: Ansatz fiir eine Restriktionsspaltung

Reaktionsansatz 20 pl
PCR-Produkt 5,0 ul
Puffer gemaR Tabelle 4 2,0 ul
Restriktionsenzym (5 Units) X ul
BSA (soweit erforderlich) 0,2 ul
S-Adenosylmethionin (nur CspCl) 0,02 pul
Steriles Wasser ad 20 pl

5.1.9. Nachweis von Mutationen durch allelspezifische PCR (ARMS)

Das amplification refractory mutation system (ARMS) eignet sich fir den Nachweis bekannter
Mutationen [173]. Das System erfordert zwei Primer, deren Sequenz den beiden Varianten entspricht,
die nachgewiesen werden sollen. Um das Vorhandensein einer der beiden mdglichen Varianten
nachzuweisen, werden zwei PCRs durchgefiihrt, jeweils mit einem der sequenzspezifischen Primer
und einem Gegenprimer. Dabei wird die Annealing-Temperatur so gewahlt, dass nur dann eine
Amplifikation stattfindet, wenn die Sequenzen von Primer und Template genau Ubereinstimmen. Bei
einigen Sequenzen lasst sich durch das Einfiigen einer Mutation nahe des 3"-Endes des Primers eine

bessere Unterscheidung zwischen den Varianten erreichen.

5.1.10. cDNA-Synthese (reverse Transkription)

Durch reverse Transkription kann RNA mit Hilfe des retroviralen Enzyms Reverse Transkriptase in
die komplementare DNA (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben werden. Als Primer werden
random- oder Oligo-dT-Primer verwendet, wobei bei der Verwendung der letzteren nur
polyadenylierte RNA umgeschrieben wird. Fir die cDNA-Synthese wird 1 pg RNA mit 1 ul Oligo-
dT-Primer (7 pmol), 1 pl dNTPs (je 25 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) gemischt und mit RNase-
freiem Wasser auf 12 pl aufgefillt. Dieser Ansatz wird fir 5 Minuten bei 65°C inkubiert.
AnschlieBend wird ziigig auf Eis abgekihlt und 4 pl 5x First-Strand-Buffer, 2 ul 0,1 M DTT sowie
RNaseOUT hinzugefiigt. Der Ansatz wird gut gemischt und bei 42°C flr 2 Minuten inkubiert. Dann
wird 1 pl SuperScript 1l RT hinzu gegeben und der Reaktionsansatz fur 50 Minuten bei 42°C
inkubiert. Das Enzym wird schlieBlich durch Erhitzen auf 70°C fir 15 Minuten inaktiviert und der

Reaktionsansatz auf Eis abgekihlt. Die cDNA wird bei -20°C gelagert.

5.1.11. realtime PCR

Reverse Transkription (RT), gefolgt von einer realtime PCR ist derzeit die Methode der Wahl flr die
Analyse der mRNA-Expression in Proben aus verschiedenen Quellen. Die realtime PCR ist ein
hochempfindliches Verfahren und erlaubt die Quantifizierung von seltenen Transkripten und Kleinen
Verénderungen in der Genexpression. ,,Realtime“ bezieht sich dabei auf die Detektion des PCR-

Produktes bereits wéhrend des Amplifikationsvorgangs. Die einfachste Methode zur Detektion von
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neu synthetisierten PCR-Produkten bei der realtime PCR ist die Verwendung des
Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green, der spezifisch an die kleine Furche doppelstrangiger DNA bindet.
Die realtime PCRs wurden mit dem Mastercycler ep realplex der Firma Eppendorf in dem in Tabelle
5-9 angegebenen Ansatz durchgefihrt. Abbildung 5-1 zeigt ein typisches Temperatur-Zeit-Profil einer
realtime PCR.

Tabelle 5-9: Ansatz fiir eine realtime PCR

Reaktionsansatz 20 pl
Template 5,0 ul
SYBR-Green-Mix 10 i
5 -Primer 0,5 ul
3"-Primer 0,5 ul
Steriles Wasser ad 20 pl
1 2 Ia 4 5 Ia 7 8
95.0°C | 95.0°C | es00c 15:00
02:00 : 00:10 |
|
50.0°C | 00:15 | 00:15
02:00 | |
| |
| |
| |
) R
I 40x

Abbildung 5-1: Typisches Temperatur-Zeit-Profil einer realtime PCR. Es werden 40 Amplifikationszyklen durchlaufen.

Anschlielend wird eine Schmelzkurve aufgenommen.

5.1.12. Datenauswertung

Aus den mit dem Mastercycler-System gewonnenen Rohdaten werden zunéchst mit der Mastercycler
ep realplex Software die C-Werte der einzelnen Proben ermittelt. Aus diesen werden dann die
relativen Expressionsdaten mittels der AAC-Methode berechnet [168, 251]. Zur Normalisierung der
Expressionsdaten kommen sogenannte Haushaltsgene zum Einsatz. Um Schwankungen in der
Expression dieser Haushaltsgene zu kompensieren, wird ein Index von mehreren Haushaltsgenen zur

Normalisierung benutzt. Dieser Normalisierungsfaktor wird nach folgender Gleichung berechnet:
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NE, = */TI%, HKG;

HKG;: relative Expression des Haushaltsgens i

n: Anzahl der Haushaltsgene

5.2. Zellbiologische Methoden

5.2.1. Kultivierung von Saugerzellen

Die Kultivierung von S&ugerzellen erfolgt in sterilen Zellkulturschalen bei 37°C in einer Atmosphére
mit 5 % CO, und 99 % Luftfeuchtigkeit. Die Zellen werden in DMEM-Medium kultiviert. Den
Zellkulturmedien werden 1 % L-Glutamin, 1 % Antibiotikum / Antimykotikum und 10 % f6tales
Kélberserum (FCS) hinzugefiigt.

5.2.2. Passagieren von adharent wachsenden Zellen

Die vollstandig konfluenten, adhérent wachsenden Zellen werden zur Vermeidung der
Kontaktinhibition und zur weiteren Vermehrung passagiert. Hierzu werden die Zellen mit 5 ml DPBS
gewaschen und anschlieBend zur Ablésung von der Oberflache mit 5 ml Trypsin/EDTA fiir 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 5 ml Komplettmedium zur Inhibierung der Protease-
Aktivitat werden die Zellen in ein 15 ml Falcon-Réhrchen tberfiihrt und fiir 5 Minuten bei 1100 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Zellpellet in 5 ml Medium aufgenommen. Von

der Zellsuspension wird 1 ml in eine neue Zellkulturschale mit 10 ml Medium Uberfiihrt.

5.2.3. Transformation kompetenter E. coli Zellen

Kompetente Zellen werden auf Eis aufgetaut und Aliquote von 45 ul in vorgekihlte, autoklavierte
EppendorfgefiBe gegeben. Nach Zugabe von 2 pul B-Mercaptoethanol-Mix werden die Zellen 10
Minuten auf Eis inkubiert und alle zwei Minuten geschittelt. 2 pl Dpn I-verdaute DNA werden
hinzugegeben und 30 Minuten auf Eis, dann fiir 30 Sekunden bei 42°C und dann wieder flr 2 Minuten
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml vorgewarmten SOC-Medium wird der Ansatz eine Stunde

lang bei 37°C geschuttelt und anschlieBend ausplattiert.

5.2.4. Transfektion primarer humaner Dermalfibroblasten mittels Elektroporation

Die Transfektion primérer dermaler Dermalfibroblasten erfolgt mittels Elektroporation unter
Verwendung des Nucleofectors der Firma Amaxa. Dazu wurden Fibroblasten mit Trypsin abgeldst,
zentrifugiert und das Pellet in einem speziellen Elektroporationspuffer, der zuvor mit dem zu
transfizierenden Plasmid vermischt wurde, resuspendiert. AnschlieBend wurden die Fibroblasten in
eine Elektroporationskivette berflhrt und unter Verwendung eines speziell fur dermale Fibroblasten
optimierten Programms elektroporiert. Nach Abschluss des Vorgangs werden die Zellen aus der

Kuvette in eine Zellkulturschale tberfihrt.
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5.2.5. Selektion stabiler Klone

Die Zellen, die das transfizierte Plasmid aufgenommen haben, werden durch die Zugabe von Geneticin
zum Zellkulturmedium selektioniert. AnschlieRend wird in 24-well Platten durch sukzessive
Verdiinnung einer Zellsuspension eine Verdinnungsreihe erstellt, bei der sich die Zellzahl von well zu
well halbiert. Die Zellen aus dem well mit der geringsten eingebrachten Zellzahl, in dem noch ein
Proliferation stattgefunden hat, werden anschlieRend weiter expandiert und der gesamte Vorgang

mehrmals wiederholt.

5.2.6. Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat

Die Bestimmung der Zellzahl wird mit einer Z&hlkammer nach Neubauer durchgefihrt. Das Raster der
Zahlkammer ist in neun Quadrate unterteilt, wobei sich an den vier Ecken und im Zentrum Flachen
zum Auszéhlen befinden. Die vier Eckquadrate haben jeweils eine Flache von 0,1 mm?2 und sind
wiederum in 16 kleinere Quadrate unterteilt. Vor dem Zahlen werden die Zellen, wie unter Abschnitt
5.2.2 beschrieben, von den Zellkulturgefalbdden abgeldst, zentrifugiert und nochmals mit DPBS
gewaschen. Die Zellen werden in frisches Medium aufgenommen und resuspendiert. Ein
Volumenanteil dieser Zellsuspension wird mit einem Volumenanteil einer 0,4 %igen (v/V)
Trypanblau-Ldsung gemischt und in die Zahlkammer pipettiert. Das Trypanblau dringt durch defekte
Zellmembranen abgestorbener Zellen in das Cytosol und féarbt diese Zellen tiefblau. Vitale Zellen
erscheinen unter dem Lichtmikroskop leuchtend hell. Nur nichtgefarbte Zellen innerhalb der vier
Eckquadrate werden ausgezéhlt. Die Berechnung der Zellzahl erfolgt nach folgender Gleichung unter

Beriicksichtigung der jeweiligen Verdinnung.

n-F
N-V
c: Zellkonzentration [Zellen/ml]
n: Anzahl der gezahlten Zellen
N: Anzahl der gezéhlten Eckquadrate
V: Volumen Uber einem Eckquadrat
[10*ml]
F: Verdunnungsfaktor

Cc

5.2.7. Cryokonservierung und Revitalisierung von primaren humanen Dermal-
fibroblasten

Zur Cryokonservierung werden fast konfluente Zellen verwendet. Diese werden durch Inkubation mit

Trypsin fir 10 min bei 37°C von der Zellkulturschale abgel6st, das Trypsin durch Zugabe von

Medium inhibiert, , bei 300x g fiir 5 min zentrifugiert und das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert. In

jedes Cryorohrchen werden 500 pl Einfriermedium (DMEM mit 20% (v/v) FCS und 10% (v/v)

DMSO) vorgelegt und diese in vorgekuhlte Aluminiumblécken gestellt. Es folgt die Zugabe von 500

ul  Zellsuspension, ein vorsichtiges Durchmischen und das schnelle Einfrieren. Um den
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Einfriervorgang schonender zu gestallten, werden die Cryokulturen in den Aluminiumblécken zuerst
fur 24-72 h bei -80 °C in einer Styroporbox gelagert und anschlieBend in einen Tank mit flissigem
Stickstoff tiberfuhrt. Die Revitalisierung einer Cryokultur erfolgt durch schnelles Auftauen mit 37 °C
warmem Medium. Am nédchsten Tag sollte das Medium gewechselt werden, um das im

Einfriermedium enthaltene DMSO zu entfernen.

5.2.8. Transfektion primarer humaner Fibroblasten mit sSiRNA

Zur Vorbereitung der Zellen auf die reverse Transfektion wird das alte Medium entfernt, zweimal mit
DPBS gewaschen und die Zellen mit 5 ml einer 1 %igen Trypsin-Losung fir 10 min bei 37 °C
inkubiert. Zur Inhibierung des Trypsin werden 5 ml Medium zugegeben, die Zellsuspension
vollstandig in ein Falcon-Rohrchen tberfihrt, bei 300x g fur 5 min zentrifugiert und das Pellet in 5 ml
Medium ohne Antibiotikum/Antimykotikum resuspendiert. Fir diese Zellsuspension wird, wie unter
5.2.6 beschrieben, die Zellanzahl bestimmt. Pro Ansatz werden 40 nmol der benétigten siRNA in 500
ul DMEM verdiinnt. Es folgt die Verdiinnung von 30 pul Lipofectamin 2000 in 500 ul DMEM und eine
Inkubationszeit von 5 min. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die beiden Ldsungen vollstandig
gemischt und im Dunkeln fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit werden
1x10° Zellen in 6,5 ml Medium ohne Antibiotikum/Antimykotikum ausgesat. Nach beendeter
Inkubationszeit wird das Transfektionsgemisch unter stdndiger Bewegung der Zellkulturschale
zugegeben. Ein Mediumwechsel zu Antibiotika- und Antimykotika-haltigem Medium mit vorherigem
Waschen der Zellen sollte nach 12-24 h erfolgen. Eine Kontrolle hinsichtlich der Effizienz ist durch

eine Fluoreszenzmarkierung der verwendeten siRNA unter einem Fluoreszenzmikroskop mdglich.

5.2.9. Ernte der revers transfizierten Zellen

Der Zellkulturiiberstand wird in ein Falcon-Réhrchen tberfiihrt und zur spateren Analyse bei -20°C
eingefroren. Die Zellkulturschale wird zweimal mit 5 ml DPBS gewaschen, anschlieBend werden 5 ml
Trypsin zugegeben, fiir 10 min bei 37 °C inkubiert, die Ablésung der Zellen unter dem Mikroskop
kontrolliert und die Zellsuspension vollstandig in ein Falcon-Roéhrchen Uberfihrt. Es folgt eine
Zentrifugation mit 300x g fir 5 min. Das Pellet wird in 1 ml Medium resuspendiert und in ein
Eppendorfgefal Gberfiihrt. Nun wird bei 1000x g fir 4 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das
Pellet mit 1 ml DPBS gewaschen, nochmals mit 1000x g fir 4 min zentrifugiert und der Uberstand
erneut verworfen. Das Pellet wird in 350 pul RNA Lysis-Puffer mit 1% (v/v) B-Mercaptoethanol

aufgenommen, kurz gevortext und bis zur RNA-Isolierung bei -80 °C gelagert.

5.2.10. p-Galaktosidase-Farbung

Die B-Galaktosidase-Farbung wurde durchgeflhrt wie in der Literatur angegeben [176]. Die Zellen
werden mit DPBS gewaschen, mit 3%iger Formaldehydldsung fir 5 Minuten fixiert, gewaschen und
bei 37°C mit frisch angesetzter Farbelésung fur seneszenz-assoziierte f-Galaktosidase inkubiert. Die

Farbung wird sichtbar nach 2 bis 4 Stunden und erreicht ein Maximum nach 12 bis 16 Stunden.
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5.3. Klinisch-chemische Methoden

5.3.1. Radiochemischer XT-Aktivitatstest
Das Prinzip der Quantifizierung der Xylosyltransferase-Aktivitat beruht auf der Bestimmung
eingebauter radioaktiver Xylose in das Substrat der Xylosyltransferase. Als Substrat dient das

Seidenfibroin des Seidenspinners Bombyx mori [252].

5.3.1.1. Praparation des Seidenfibroins

Die Aminosduresequenz des Seidenfibroins beinhaltet repetitive Bereiche (Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala-
Gly-Ala), [253], welche eine Konsensus-Sequenz fur die Xylosylierung darstellen. Vor der
Verwendung des Seidenfibroins als Akzeptor fiir Xylosylierungen bedarf es zunéchst einer
Vorbehandlung mit Lithiumthiocyanat. Hierfir wird das Seidenprdparat entsprechend einer
beschriebenen Methode [103] in Lithiumthiocyanat solvatisiert, anschlieBend erfolgt die Abtrennung
der Salze uber Dialyse. Das so erhaltene 1 %ige Seidenfibroin-Dialysat wird mit 0,1 M Tris/HCI, pH

7,0 &quilibriert und kann im Anschluss bei -80 °C ca. 12 Monate stabil gelagert werden.

5.3.1.2. Radiochemischer Aktivitatstest

Der radiochemische XT-Aktivitatstest wird in dem in Tabelle 5-10 angegebenen Ansatz durchgefihrt.
Die Testansatze werden fur 60 - 90 min bei 37 °C inkubiert. Nachfolgend werden die Ansétze (je
90 ul) auf eine Nitrocellulose- Membran pipettiert und 2 h bei Raumtemperatur getrocknet. Die
Membranen werden in SzintillationsgefaRe Uberfiihrt und nach dem in Tabelle 5-11 aufgefiihrten
Schema gewaschen. Im Anschluss werden zu jeder Nitrocellulose-Membran 3,5 ml
Szintillationsfliissigkeit pipettiert und 12 h inkubiert, bevor die Radioaktivitdt im Szintillationsdetektor

bestimmt wird.

Tabelle 5-10: Ansatz fiir den radiochemischen XT-Aktivitatstest.

Reaktionsansatz 100 pl
MES-Puffer 5,0 ul
Mg / Mn-Lésung 5,0 ul
UDP-[*C]-Xylose 10 pl
Seide 20 pl
Probe 50 pl

Tabelle 5-11: Standardprotokoll zur Prézipitation von Protein mit TCA und Abwaschen ungebundener UDP-[**C]-Xylose

Inkubationszeit Volumen pro Szintillationsgefaf Trichloressigsaure (TCA)
10 min 3mil 10%ige

15 min 3ml 1%ige

10 min 4 ml 1%ige

15 min 3ml 1%ige
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5.3.2. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Test

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Probe wird das Bicinchoninsdure (BCA) Protein
Assay Kit der Firma Sigma eingesetzt. Zuerst wird eine Reaktionslésung aus einem Teil Kupfer-11-
Sulfat-L6sung und 50 Teilen BCA-L6sung hergestellt. Es folgt die Vorbereitung einer Standardreihe
mit den Konzentrationen 1000 pg/ml, 800 pg/ml, 600 ug/ml, 400 pg/ml, 200 ug/ml aus einer 1000
pg/ml BSA (Rinderserumalbumim)- Stammlésung und einer Nullprobe. Nun werden je zu
analysierender Probe 25 ul in ein Well einer 96-Well-Platte pipettiert und anschliefend zu jeder Probe
200 ul Reaktionslosung gegeben. Es folgt eine Inkubation von 30 min bei 37 °C mit anschlieBender

Bestimmung der Absorption bei 550 nm am Plattenreader Tecan GENios.

5.3.3. Bestimmung der Konzentration der Matrix-Metalloproteinase 2 im Serum

Zur Konzentrationshestimmung von MMP2 im Serum wird das Quantikine Human MMP2 (total) Kit
von R&D Systems verwendet. Dabei handelt es sich um einen sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (sandwich-ELISA), welcher sowohl proMMP2 als auch die aktive Form
detektiert. Da Serumproben analysiert werden, mussen diese zuerst 10-fach mit Calibrator Diluent
RD5-32 verdiinnt werden. Je Well werden 100 pl Assay Diluent RD1-74 vorgelegt, anschlieBend je
Probe oder Standard 50 ul zugegeben, mit einer Folie verschlossen und 2 h auf einem Schittler bei
500 rpm inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird mit Hilfe eines Autowashers die Flussigkeit
in jedem Well entfernt, 400 pl Wash-Buffer zugegeben, dieser Vorgang 4x wiederholt und
abschlieRend die Flussigkeit vollstandig entfernt. Es folgt die Zugabe von 200 ul MMP2-Conjugate
Ldsung, das VerschlieRen der Platte mit einer Folie und die Inkubation fur 2 h auf einem Schidittler mit
500 rpm. Der obige Waschzyklus wird wiederholt, 200 pl Substrat-Ldsung in jedes Well pipettiert und
bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir 30 min inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion werden 50 ul Stop-
Solution in jedes Well pipettiert und die Absorption der Proben auf der Platte innerhalb von 30 min bei
450 nm und 550 nm (Korrektur) am Plattenreader Tecan GENios gemessen.

5.3.4. Bestimmung der Konzentration der Matrix-Metalloproteinase 9 im Serum

Fir die Bestimmung der Konzentration von MMP9 im Serum wurde das Quantikine Human MMP9
(total) Kit der Firma R&D Systems eingesetzt. Auch mit diesem Kit lassen sich die aktive- und die
Vorlauferform des MMP9 detektieren. Das Prinzip gleicht dem des fir die Bestimmung der Matrix-
Metalloproteinase 2 verwendeten Kits. Die Durchfiihrung einer Analyse entspricht dem Vorgehen bei
der Messung der MMP2-Konzentrationen mit wenigen Anderungen. Die Proben werden fir die
Konzentrationsbestimmung von MMP9 100-fach verdiinnt. AufBerdem werden 100 pl an
Probe/Standard eingesetzt und die Inkubationszeit fir die MMP9-Conjugate LOsung betragt

abweichend nur 1 h.
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5.4. Glykosaminoglykan-Analytik

5.4.1. Isolierung von Glykosaminoglykanen aus Zellkulturtberstanden

Bei Zellkulturiiberstdnden erfolgt zunéchst die Fallung der Proteoglykane und Glykosaminoglykane
mit 4 Volumina 99% vergélltem Ethanol bei 20 °C uber Nacht. Nach Zentrifugation bei 15.000 x g fir
15 Minuten wird der Uberstand verworfen und der feste Riickstand im Vakuumkonzentrator
getrocknet. Die trockene Probe wird mit einer ausreichenden Menge einer Ldsung von 1M
Natriumborhydrid in 0,5 M Natronlauge versetzt und fur 72 bei 37 °C inkubiert. Dabei l0st sich das
Pellet auf und die Glykosaminoglykan-Ketten werden von den Proteoglykanen abgespalten. Im
néachsten Schritt wird die Natriumborhydridlésung im Ansatz durch Zugabe von 6 M Salzsdure unter
Eiskihlung neutralisiert. Danach wird durch Zugabe einer konzentrierten Trichloressigsaureldsung
(TCA) eine TCA-Konzentration von 10% eingestellt. Zur Fallung der Proteine wird die Probe 1 auf
Eis belassen. Danach werden die Proteine fur 15 min bei 4 °C mit 20.000 x g abzentrifugiert. Der
Uberstand wird vollstandig in ein anderes GefaR tberfihrt und mit 4 Volumina einer Losung von 5%
Kaliumacetat in abs. Ethanol versetzt. Die Proben werden tber Nacht bei 20 °C inkubiert, wobei die
Glykosaminoglykane und Salze ausfallen. Nach Zentrifugation fir 15 min bei 4 °C mit 15.000 x g
wird der Uberstand verworfen und der Riickstand im Vakuumkonzentrator vollstandig getrocknet.
Zum Entsalzen wird die Probe in 40 ml HPLC-Wasser gelost und 400 pl der Ldsung in eine
Vivascience 500 PES 3 kDa Ultrafiltrationseinheit pipettiert. Anschlieend wird die Probe viermal fir
je 25 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Nach jedem Zentrifugationsschritt wird der Durchfluss
verworfen und das Retentat mit 400 pl HPLC-Wasser aufgefiillt. Das letzte Retentat wird in ein 0,2 ml
Reaktionsgefél Gberfiihrt und getrocknet.

5.4.2. lIsolierung von Glykosaminoglykanen aus kultivierten humanen Dermal-
fibroblasten

Zur lIsolierung der Glykosaminoglykane aus dem Zelllayer wird nach Entfernen des Kulturmediums

zunachst zweimal mit DPBS gewaschen. AnschlieBend werden 5 ml einer L6sung von 2 % Triton-X

in 4 M Guadiniumhydrochlorid zugegeben und der Zelllayer durch Inkubation auf einem Schittler fir

2h bei 37 °C inkubiert. Die weitere Aufarbeitung erfolgt wie fur die Zellkulturiiberstdnde beschrieben.

5.4.3. Aufspaltung von Glykosaminoglykanen in A-Disaccharide

Zum Verdau von Chondroitinsulfat, Dermatansulfat und Hyaluronsdure werden die isolierten
Glykosaminoglykane in 45 pul Ammoniumacetatpuffer (pH 8, 50 mM) geldst und nach Zugabe von
5 ul einer Losung von Chondroitinase ABC (1 U/ml in 0,01% BSA) bei 37 °C Uber Nacht verdaut.
Zum Verdau von Heparansulfat und Heparin werden die Glykosaminoglykane in 35 ul
Ammoniumacetatpuffer geldst (20 mM Ammoniumacetat, 4 mM Calciumacetat, pH 7,1) und mit je
5 ul der Losungen der Heparinasen 1, 2 und 3 (jeweils 0,1 U/ml in 0,01% BSA) versetzt. Der Verdau
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erfolgt Uber Nacht bei 37 °C. Die verdauten Proben werden im Vakuumkonzentrator getrocknet und

bis zur Derivatisierung bei Raumtemperatur gelagert.

5.4.4. Derivatisierung von A-Disacchariden mit 2-Aminoacridon

2,1 mg 2-Aminoacridon (AMAC) werden in 100 pl einer Mischung aus 15 pl Essigsdure und 85 pl
Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost. 5 ul dieser Losung werden zu der verdauten Glykosaminoglykan-
Probe gegeben und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 6,284 mg Natriumcyanoborhydrid
werden in 100 pul Wasser gelost (1 M Losung) und je 5 pul zu jedem Reaktionsansatz gegeben. Die
Derivatisierung erfolgt tiber Nacht bei 37 °C im Dunkeln. Nach der Derivatisierung wird die Probe mit
einem Gemisch aus 50% DMSO und 50% HPLC-Wasser auf ein Volumen von 200 ul eingestellt und
maoglichst zeitnah der Messung zugefiihrt.

5.4.5. HPLC-Analytik

Die Analyten werden mit einer Gradientenelution aufgetrennt [171]. Dabei wird ein Gradient aus
einem Ammoniumacetatpuffer (60 mM, pH 5,6) und Acetonitril gefahren. Die Trennung erfolgt mit
der HPLC-Sdule Waters X-Bridge Shield (3,5 um, 100 mm x 4,6 mm) bei einer Flussrate von
1,66 ml/min. Zun&chst wird die Sdule mit einem Gemisch aus 98% Puffer und 2% Acetonitril flr
8 Minuten dquilibriert. Danach erfolgt die Injektion eines bestimmten Volumens Probe mit einem
Direktinjektions-Autosampler. Zur Auftrennung der derivatisierten A-Disaccharide kommt der in
Tabelle 5-12 beschriebene Gradient zum Einsatz. Die Trennung der aus Heparansulfat bzw. Heparin
stammenden Disaccharide wird mittels eines zeitlich verkirzten Trenngradientenschritts von
17 Minuten anstatt 23 Minuten durchgefiihrt. Die Detektion der derivatisierten A-Disaccharide erfolgt
mittels Fluoreszenzdetektion mit einer Anregungswellenldnge von 442 nm und einer Detektion bei
einer Emissionswellenldange von 520 nm. Die Peaks werden anhand ihrer Retentionszeit den
jeweiligen A-Disacchariden zugeordnet und durch Integration der Peakflache mit der Shimadzu LC

solution postrun analysis Software quantifiziert.

Tabelle 5-12: HPLC-Programm zur Trennung der Disaccharide von Hyaluronsdure, Chondroitinsulfat und Dermatansulfat

mittels linearer Gradienten.

Dauer des Schritts [min] Ammoniumacetatpuffer [%]  Acetonitril [%6]
1 98 2

2 98 — 96 2 —4

23 (Trenngradient) 96 — 85 4—15

5 (Spulung) 40 60
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6. Patienten und Material

6.1. Patienten- und Kontrollkohorten

6.1.1. Kohorten flir die molekularbiologischen Untersuchungen

Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten molekularbiologischen Untersuchungen standen
EDTA-Blutproben von 163 PXE-Patienten zur Verfiigung. Die Charakteristika der PXE-Patienten und
der Kontrollpersonen sind in Tabelle 6-1 angegeben. Das Durchschnittsalter der PXE-Patienten und
die Standardabweichung betrugen 49 Jahre + 15 Jahre. Das durchschnittliche Alter bei Diagnose-
stellung und die Standardabweichung betrugen 31 Jahre £ 16 Jahre. Unter den PXE-Patienten
befanden sich 29 % Manner und 71 % Frauen.

Tabelle 6-1: Charakteristika der PXE-Patienten und Kontrollpersonen. Die Werte stellen Mittelwerte +

Standardabweichungen dar oder geben die Probanden-Anzahl (Prozent) an.

o PXE-Patienten Kontrollpersonen
Charakteristikum
n =163 n =163
Manner 48 (29,4 %) 48 (29,4 %)
Frauen 115 (70,6 %) 115 (70,6 %)
Alter (Jahre) 48,5+ 15,3 47,6 + 14,4
Diagnosealter (Jahre) 30,9+16,0 /

Die Entnahme von Hautbiopsien, die Blutabnahme, die Erstellung der PXE-Diagnose, weitere
Untersuchungen und die Befragung der Probanden hinsichtlich ihrer Anamnese erfolgten durch die

PXE-Ambulanz der Dermatologischen Klinik am Krankenhaus Bethesda in Freudenberg.

Als gesunde Kontrollpersonen dienten anonymisierte Blutspender im Alter von 18 bis 65 Jahren aus
Ostwestfalen-Lippe. Die Kontrollpersonen wurden den PXE-Patienten so zugeordnet, dass Alter und
Geschlecht moglichst gut Gbereinstimmten, wobei die maximale Abweichung + 3 Jahre betrug. Das
Durchschnittsalter der Blutspender und die Standardabweichung betrugen 48 Jahre + 14 Jahre. Unter
den Blutspendern befanden sich 29 % Manner und 71 % Frauen. Die Bereitstellung der Blutproben

erfolgte durch den Blutspendedienst OWL des Herz- und Diabeteszentrums NRW in Bad Oeynhausen.
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6.1.2. Kohorten flir die Serum-Untersuchungen

Die Serumproben der PXE-Patientenkohorte wurden von der PXE-Ambulanz der Dermatologischen
Klinik am Krankenhaus Bethesda in Freudenberg zur Verfigung gestellt. Fir die Untersuchungen
wurden 72 an PXE erkrankte Personen ausgewahlt. Auch die Serumproben der Angehdérigen wurden
von der PXE-Ambulanz der Dermatologischen Klinik am Krankenhaus Bethesda in Freudenberg
zur Verfugung gestellt. Auf Grund einer geringeren Anzahl zur Verfligung stehender Proben
konnten fir die Untersuchungen nur 54 Proben verwendet werden. Als Kontrollkohorte dienten
Serumproben von gesunden, anonymisierten Blutspendern aus der Region Ostwestfalen-Lippe.
Alle Serumproben wurden vom Blutspendedienst OWL des Herz- und Diabeteszentrums NRW in
Bad Oeynhausen zur Verfugung gestellt. Bei der Zusammenstellung aller Kohorten wurden das
Geschlecht und das Personenalter berucksichtigt, mit einer maximalen Abweichung von
+3Jahren. In den PXE-Patienten- und Kontrollkohorten sind die jeweiligen exakt
ubereinstimmenden Proben, in Bezug zu den Angehdrigen-Proben, enthalten. Die Charakteristika

der PXE-Patienten, Angehdrigen und Kontrollpersonen sind in Tabelle 6-2 angegeben.

Tabelle 6-2: Charakteristika der drei untersuchten Kohorten (PXE-Patienten, Kontrollen und Angehérige). Angegeben sind
die Anzahl an Personen, der prozentuale Anteil und der Mittelwert des Alters mit Standardabweichung.

Charakteristikum PXE-Patienten Kontrollpersonen Angehdrige
n="72 n=72 n=>54
Manner 33 (45,8 %) 33 (45,8 %) 27 (50 %)
Frauen 39 (54,2 %) 39 (54,2 %) 27 (50 %)
Alter (Jahre) 452+ 13,9 455+ 13,6 43,1+18,5
Diagnosealter (Jahre) 30,8 £16,3 / /
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6.2. Chemikalien und Reagenzien
Acetonitril, HPLC-Gradient Grade

Agarose

2-Aminoacridon (AMAC)
Ammoniumacetat

Borsaure

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-Galaktosid (X-Gal)
Calciumacetat

Chondroitinsulfat A, B und C
Citronenséure
Desoxynucleosid-Triphosphate (ANTPS)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehydldsung
Glykosaminoglykan A-Disaccharide

Heparansulfat

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure

(HEPES)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumfluorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumhexacyanidoferrat(Il)

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Fluka, Schnelldorf
Fluka, Schnelldorf
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Fluka, Schnelldorf
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Promega, Heidelberg
Fluka, Schnelldorf
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
MoBiTec, Gottingen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
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Kaliumhexacyanidoferrat(l11)
Magnesiumchlorid
Manganchlorid
B-Mercaptoethanol
MetaPhor-Agarose

Methanol, HPLC-Gradient Grade
Mineraldl
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES)
Natriumazid

Natriumborhydrid
Natriumchlorid
Natriumcyanoborhydrid
Natriumhydroxid

Oligo dT-Primer

Oligonucleotide (Primer)
2-Propanol

Rinderserumalbumin (BSA)
Salzséure

Sephadex G50
Szintillationsflussigkeit
Trichloressigséure (TCA)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Triton X-100

Trypanblau

UDP-[*C]-Xylose

Wasser, HPLC-Grade

Wasser zu Injektionszwecken

Wasser (Aqua B. Braun)

Sigma, Taufkirchen

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
BioWhittaker, Vallensbaek Strand, DK
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Fluka, Schnelldorf

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Fluka, Schnelldorf

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, San Diego, U.S.A.
Biomers.net, Ulm

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

USB Amersham, Ohio, U.S.A.
Beckmann Coulter, U.S.A.
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

NEN / Perkin Elmer, Boston, U.S.A.
Fisher Scientific

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen
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6.3. Puffer und Lésungen

Ampicilin-Stammlésung

Chondroitinase-Puffer
Farbeldsung fir seneszenz-assoziierte

B-Galaktosidase (SA-B-Gal)

5x First Strand Buffer

GAG-Isolierungspuffer

Gelauftragspuffer

Heparinase-Puffer

HPLC-Puffer

K1-Peptid

Magnesiumchloridldsung 25mM
MES + KF

Mg/ Mn / KCI

10x PCR-Puffer

PBS

Q-Solution

10x TBE-Puffer

UDP-[**C]-Xylose 50 pmol

50 mg/ml in 70%igem Ethanol
Endkonzentration Medium: 50 ug/ml

50 mM Ammoniumacetat, pH = 8

40 mM Citronenséure, 40 mM NasPO,, pH 6,0
150 mM NacCl, 2 mM MgCl,, 5 mM K4[Fe(CN)g],
5 mM K;[Fe(CN)g], 1 mg/ml X-Gal

Invitrogen, Groningen, Niederlande

4 M Guadiniumhydrochlorid, 50 mM
Natriumacetat, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, Triton
X-100 2 % (v/v), pH = 6,5

0,05 % Xylencyanol, 0,05% Bromphenolblau,
60% Saccharose in H,O

20 mM Ammoniumacetat, 4 mM Calciumacetat,
pH=71

60 mM Ammoniumacetat, Natriumazid 0,05 %
(w/v), pH =5,6

Biotin-NH-QEEEGSGGGQKK-(5-Fluorescein)-
CONH,, 60 ng/ul in H,O

Qiagen, Hilden

500 mM MES, 100 MM KF, pH =6,5

100 mM MgCl,, 100 mM MnCl,, 250 mM KCI
Qiagen, Hilden

137mM NaCl, 2,7mM KCI, 4,3mM Na2HPOs,
1,4mM KH2PO4

Qiagen, Hilden

108 g TRIS-Base, 55 g Borséure, 40 ml 0,5 M
EDTA, H,0 ad 1000 ml, pH = 8,0

50 ul MES, 950 ul H20, 250 ul UDP-[**C]-Xylose
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6.4. Medien und Reagenzien fur die Zellkultur

Antibiotika-Lésung 100x (10,000 U Penicillin,
10 mg Streptomycin und 25 pl/ml Amphotericin
B in 0,9 %-iger NaCl-L6sung)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
DPBS

Fotales Kélberserum (FCS)

Geneticin (G418)

L-Glutamin (100 x)

LB-Agarmedium

LB-Flissigmedium

SOC-Medium

Trypsin-EDTA-L6sung (10 x)

Zeocin

6.5. Enzyme
Chondroitinase ABC

Exonuclease | (20 U/ pl)

Heparinasen 1,2 und 3

HotStarTag DNA-Polymerase
Restriktionsenzyme und Puffer
RNaseOUT (40 U/ pl)

Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/ pl)

Superscript 11 RNase H™ Reverse Transkriptase

Sigma, Taufkirchen

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Cambrex, Verviers, Belgien
Biowest, Nuaillé, Frankreich
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

1 % (w/v) NaCl, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 %
(w/v) Pepton aus Fleisch, 2 % (w/v) Agar

1 % (w/v) NaCl, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 %

(w/v) Pepton aus Fleisch

2 % (wi/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10
mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM
MgS0O4, 20 mM Glucose in dest. H,O

Cambrex, Verviers, Belgien

InvivoGen, San Diego, U.S.A.

Sigma, Taufkirchen

New England Biolabs, Frankfurt
Grampian Enzymes, Orkney, U.K.
Qiagen, Hilden

New England Biolabs, Frankfurt
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Amersham, Freiburg

Invitrogen, Groningen, Niederlande
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6.6. Gerate
ABI Prism 310 Genetic Analyzer

ABI Prism 7200 Sequence Detector
Autoklav

Elektrophoresekammern

Elektrophorese-Spannungsversorgungseinheit

HPLC (Shimadzu Prominence LC-20A)
HPLC / ESI-MS

Kolbenhubpipetten

Mastercycler ep realplex

Mikroskop Nikon Eclipse TE2000-S
Plattenreader GENios

Sterilbank Variolab W 90
Szintillationsz&hler Tri-Carb 2800 TR
Thermocycler T-Gradient
Thermocycler

Ultrospec 2100 pro Spektrophotometer
UV-Illuminator

Vakuumzentrifuge

Zentrifugen

Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.
Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.
Tecnorama, Fernwald

Pharmacia, Freiburg
AGS, Heidelberg

Gibco BRL, Eggenstein
Renner, Darmstadt

Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan
Waters Corporation, Milford, U.S.A.
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Nikon, Diisseldorf

Tecan, Groding

Waldner, Wangen

Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.
Biometra, Gottingen

Landgraf Laborgeréte, Langenhagen
Amersham Biosciences

Renner, Darmstadt

Bachofer Laborgeréte, Reutlingen

Eppendorf, Hamburg
Hettich
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6.7. Kommerzielle Reaktions- und Nachweissysteme

ABI PRISM BigDye Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit

Bicinchoninséure (BCA) Protein Assay Kit
GenElute HP Plasmid Midiprep Kit
OXI-TEK TBARS Assay Kit

Platinum SYBR Green gPCR SuperMix UDG
QlAamp DNA Blood Mini Kit

QIAquick PCR Purification Kit

QIlAshredder Homogenizers

Quantikine Human MMP?2 (total)

Quantikine Human MMP9 (total)

RNeasy Mini Kit

6.8. Langen- und GroRenstandards
1 kB DNA-Ladder (0,1 pg/ul)

DNA-Marker puC19/Mspl

Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Alexis Biochemicals, Lorrach
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Groningen, Niederlande

MBLL, Bielefeld
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6.9. Oligonucleotide

6.9.1. siRNAs fur den ABCC6-knockdown

Tabelle 6-3: Verwendete ABCC6-spezifische siRNA-Oligonucleotide und deren Bindestellen.

SiRNA | ID! Binde- sense-Oligo antisense-Oligo

stelle?
1 118143 Exon 23 | CCCAUUGGUCACCUGCUAALt | UUAGCAGGUGACCAAUGGGtg
2 106395 Exon21 | GGAAAGGACAGCAUCCAAULt | AUUGGAUGCUGUCCUUUCCtg
NK #1 siRNA | - - -

! hach Ambion
2 nach Genbank

6.9.2. Primer flr die Analyse von Polymorphismen

Tabelle 6-4: Zur Analyse von Polymorphismen im VEGFA-Gen verwendete Primer.

SNP 5’-Primer 3’-Primer Ta
rs699947 GGCCTTAGGACACCATA AGGAAGCAGCTTGGAA 61°C
rs833061 TGCGTGTGGGGTTGAGTG(C/T) GGCTCTGCGGACGCTCAGTGA 59°C/
63°C
rs13207351 | TGTCCGCACGTAACCTCA GATCCTCCCCGCTACCAG 64°C
rs2010963 CGACGGCTTGGGGAGATTGCTC | CAGGTCACTCACTTTGCCCCGGTC 65°C
T
rs1413711 GGTGTGCGCAGACAGTGCTCCA | CACCCAAGACAGCAGAAAGTTCAT | 65°C
G GGTCTC
rs25648 CGCAAGTTCCTCAGACCC ACCCATTCCCATGACACC 60°C
rs735286 ATGCCCACCACCTTCTCA CCTACGTCCTCCCCACAAC 62°C
rs2146323 | ACGTTAGATTTTGGAAGGA(A/C) | GGATGGCTTGAAGATGTAC 59°C/
61°C
rs3025020 GGGCTGTGAATGACTGGA GTGGGCTAAAGTAGGGTGTG 62°C
rs3025021 GGGCTGTGAATGACTGGA GTGGGCTAAAGTAGGGTGTG 62°C

Ta: Annealingtemperatur
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Tabelle 6-5: Zur Analyse von Polymorphismen im MMP2-Gen verwendete Primer.

SNP 5°-Primer 3’-Primer Ta

rs243866 CAGCCAAGGTTTGTCACT GCTGGAGGGGTCAGTAA 56°C
rs243865 AAACTTTCTTCTCCAGTGCC ACCTGAAGAGCAAAAGAGGT 56°C
rs243864 TAGCGTAAAATGAGCAGTGAGG | AGATAGAAATTGGGCAAGACTGGT | 63°C

ATG TTACTA
rs2285053 | AGCGTAAAATGAGCAGTGCC CCTTGGGAAATAGAGCAG 58°C
rs17859829 | TAGTACCGCTGCTCTCTAA CCTGAGGAAGTCTGGAT 57°C
rs865094 CTCGCAAGCCCAAGT GCCGTTTGTATTAGTTCAGC 56°C
rs11646643 | AGAGGGCAGTATTGACAGGAT CGCCATGCTCTGAAACAC 60°C
rs1053605 | AACGCCGATGGGGAGTA GGGGGAACTGAGTGAAGGA 60°C
rs2241146 | TGGACCAGGCAGAATG GAGAGGGAAGGATGTGAA 56°C
rs243847 CAGACACCCACCTACCCA GCCTACCAGCTCCTTGAA 60°C
rs2287074 | AGGCGATTTCTTCTGACT ACCTGAACCCAAACTGTAG 61°C
rs11639960 | GGACAGGTTGGGATTTGA CTCCTGAGGTTTGGGCTA 56°C
rs243832 GGCTAGAGGCACAATCA ACTTCACGCTCTTCAGAC 56°C
rs243831 CAAAAACACCCCCACCAC TCACCAGCCCCATCATAA 59°C
Ta: Annealingtemperatur
Tabelle 6-6: Zur Analyse von Polymorphismen im MMP9-Gen verwendete Primer.
SNP 5’-Primer 3’-Primer Ta
rs3918242 GCCTGGCACATAGTAGGCCC CTTCCTAGCCAGCCGGCATC 66°C

Ta: Annealingtemperatur
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Tabelle 6-7: Zur Analyse von Polymorphismen im MMP14-Gen verwendete Primer.

SNP 5°-Primer 3’-Primer Ta
rs1003349 CACATAGCCCCCAATAAT TCTTCGGTAGGCACTGA 63°C
rs1042703 CGCCGACTAAGCAGAAGA CCTGAGCAGCGGAGAT 58°C
rs2236302 GGCCACTTTGGATTGAA AGAGGGGAAATGCGTAGAC 56°C
rs2236307 GCCCATCCACACCTTTC CCAGCCCACTTCTTCTCA 61°C
rs3751489 TTAGTCTTTGGGAGTGAGG CTAGGCAACAGCAGAGG 60°C
Ta: Annealingtemperatur
6.9.3. Primer fur die realtime RT-PCR
Tabelle 6-8: Primer fur die relative Quantifizierung, Referenzgene.
Zielgen (Symbol) Primer Sequenz (5°-3°) Annealing- Produkt-
temperatur grole
B-Actin (ACTB) betaA_419U22 TGT GCT CGC GCT ACT CTC 59,6°C 414 bp
TCTT
betaA 812121 CGG ATG GAT GAA ACC CAG
ACA
Hypoxanthin- HPRT1 311U18 GCT GAC CTG CTG GAT TAC 59,6°C 275 bp
Phosphoribosyl-
transferase 1 HPRT1_568L18 TGC GAC CTT GACCAT CTT
(HPRT1)
B2-Mikroglobulin B2M_84U22 TGT GCT CGC GCT ACT CTC 61,0°C 137 bp
(B2M) TCTT
B2M_200L21 CGG ATG GAT GAA ACC CAG
ACA
Phosphoglycerat- PGK1_1135U20 ATG GAT GAG GTG GTG AAA 61,0°C 118 bp
kinase 1 (PGK1) GC
PGK1_1233L20 CAG TGC TCA CAT GGC TGA
CT
Ribosomales Protein | RPL13_113U18 CGG AAG GTG GTG GTC GTA 61,0°C 115 bp
L13a (RPL13A)
RPL13_210L18 CTC GGG AAG GGT TGG TGT
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Zielgen (Symbol) Primer Sequenz (5°-3°) Annealing- Produkt-
temperatur grofe
Succinatdehydro- SDHA 1387U18 | AACTCG CTC TTG GACCTG 60,5°C 177 bp
genasekomplex
Untereinheit A SDHA_1563L18 GAG TCG CAG TTC CGATGT
(SDHA)
al Tubulin (TUBAL) | aTUBU1_160U18 | GCA GAT GCC CAG TGA CAA 61,0°C 334 bp
aTUBU1_478L16 | AGT GCC CCC ACC AAAG
Tyrosin-3- YWHAZ_U ACT TTT GGT ACATTG TGG 60,0°C 94 bp
monooxygenase CTT CAA
[Tryptophan-5- YWHAZ L CCG CCA GGA CAA ACC AGT
monooxygenase AT
Aktivierungsprotein,
C-Polypeptid
(YWHAZ)
Tabelle 6-9: Primer fur die relative Quantifizierung, Zielgene GAG-Biosynthese.
Zielgen (Symbol) Primer Sequenz (5°-3°) Annealing- Produkt-
temperatur grolie
Xylosyltransferase 1 | XT-1_2489U18 ACT GCC GAATTC ACA 58,0°C 163 bp
(XYLT1) CAC
XT-1_2633L19 GTG CCT CCT CAG GTT
TGAT
Xylosyltransferase 2 | XT-11_2258U18 CCTTGT GCT GCCCTT 58,0°C 112 bp
(XYLT2) GAC
XT-11_23521.18 GCC CTG GAA ACT CTG
CTC
Galactosyl- B4GALT7_30U18 CTC TCC GCACGATGT 57,0°C 214 bp
transferase | TCC
(B4GALTY) BAGALT7_226L18 GTC TCC TGC CCT TGT
CCC
Galactosyl- B3GALT6_1981U20 CCCCGC TGT GGT CTT 55,4°C 188 bp
transferase 11 TGT TG
(B3GALT6) B3GALT6_2151L18 CGCCCCCGTTTCTTC
CTC
Glucuronosyl- B3GAT3_933U18 ACT CGG GTACTG GTG 64,4°C 247 bp
transferase | TGG
(B3GAT3) B3GAT3_1180L17 GGG TGA AGC AGC AGG
AC
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Zielgen (Symbol) Primer Sequenz (5°-3°) Annealing- Produkt-
temperatur groRe
N-Acetylgalactos- CHGN1774U18 AAT ACA CAG CCA GGG 59,6°C 175 bp
aminyltransferase | AAG
(CSGALNACT1) CHGN1931L18 CTG ACC GAT ACT GAC
ACG
N-Acetylgalactos- CSGALN2_3466U18 GCCACT GTCTCCTTT 55,2°C 189 bp
aminyltransferase 11 TAT
(CSGALNACT2) CSGALN2_3638L17 TGC TTAGCT TCC ATC
TT
N-Acetylglucos- EXTL2_594U18 ATC AGG CTG TAC CAA 59,6°C 195 bp
aminyltransferase ATC
(EXTL2) EXTL2_770L19 CAT CTACCATCAACA
CTGC
N-Acetylglucos- EXTL3_4601U18 AGG CTG TGATTT GCT 59,6°C 319 bp
aminyltransferase GTG
(EXTL3) EXTL3_4903L17 AGG GAA GAC GGA ACT
GG
Glukuronsaure-C5- GLCE_U ACA ATG TGG AAG TCC 57,0°C 320 bp
Epimerase (GLCE) GAG
GLCE_L CAG TTG CAA GGATAC
ACC
Chondroitin- CHSY1_759U17 GAC CGC CCA GAA ATA | 59,6°C 146 bp
Synthase 1 (CHSY1) CC
CHSY1_889L16 CGT CCACACCCCGTAG
Chondroitin- CHPF_1284U18 CAG GAG TTACAG TGG 57,0°C 93 bp
Synthase 2 (CHPF) GAG
CHPF_1361L16 GGA TGG TGC TGG AAT
A
Chondroitin- CHSY3_1045U15 GTT CGCCGT TTT GGT 59,6°C 145 bp
Synthase 3 (CHSY3)
CHSY3_1170L20 TGT TGG GAT GAA GTG
TTATG
Chondroitinsulfat- CSGLCAT_2188U18 GGG CTT TGG CTA CCT 59,6°C 166 bp
Glucuronyl- GTT
transferase (CHPF2) | CSGLCAT_2336L18 ATACTG CTG CCCCTG
GTG
Exostosin 1 (EXT1) EXT1_2411U15 GAG CAG CCG TTT TCT 59,6 °C 213 bp

EXT1_2606L18

GAG TAGTCG TTCGTC
CAC
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Zielgen (Symbol) Primer Sequenz (5°-3°) Annealing- Produkt-
temperatur groRe
Exostosin 2 (EXT2) EXT2_2495U18 ATG GTG GAG AGG TCA 59,6°C 298 bp
GAG
EXT2_2774L19 TGA GAA AGT GGG TTA
GGT G
Uronyl-2- UST_600U20 CTCGACATGTTCATT 58,2°C 150 bp
sulfotransferase TCCTC
(UST) UST_730L20 GGATCATGT GATTTT
GTT CC
Chondroitin-4- C4ST1_783U20 TAC GCA CAAGAT ATC 61,0°C 286 bp
sulfotransferase 1 AA
(CHST11) C4ST1_1049L20 CTTCAGGTAGCTGCCCAC
TC
Chondroitin-4- CHST12_1024U19 CTT CGC CAACTT CAT 61,0°C 150 bp
sulfotransferase 2 CCAG
(CHST12) CHST12_1156L18 GCG TCC TCG TCC AGA
GTC
Chondroitin-6- CHST3_516U26 CTTTTCTTGGTTTTT 63,5°C 127 bp
sulfotransferase 3 GTG GTGATAG
(CHST3) CHST3 626L17 CTG GGT CGG TGC TGT
TG
Hyaluronsynthase 1 HAS1_1053U16 CGG CAC CTC ACC AAC 55,2°C 253 bp
(HAS1) C
HAS1 1286L20 AGA ACA GAC GCA GCA
CAG TG
Hyaluronsynthase 2 HAS2_1122U15 CAG CCT TCA GAG CAC 55,0°C 166 bp
(HAS2)
HAS2_1270L18 CAG GAATCGTACTTG
TTT
Hyaluronsynthase 3 HAS3_674U17 GTG TGC GGG ATG TGG 58,2°C 192 bp
(HAS3) TG
HAS3_866U18 CCCCGACTCCCCCTA
CTT
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Tabelle 6-10: Primer fir die relative Quantifizierung, Zielgene extrazellulare Matrix.

Zielgen Primer Sequenz (5°-3°) Annealing- Produkt-
(Symbol) temperatur groRe
02 Actin ACTA 1412U18 GAC CGA ATG CAG AAG | 59,6°C 185 bp
(ACTA) GAG
ACTA _1580L17 CGG TGG ACA ATG GAA
GG
Aggrecan ACAN_7212U18 CACCCCATGCAATTT 59,6°C 158 bp
(ACAN) GAG
ACAN_7352L18 GCCACTGTGCCCTTT
TTA
Biglycan (BGN) | hBGN/E6/912U18 AGG ACCTGC TTCGCT | 61,0°C 290 bp
ACT
hBGN/E8/1186L.16 GGG CAC GGG GTT GTT
G
CD44 CD44_2336U17 AGC AAA CAC AACCTC | 57,0°C 328 bp
TG
CD44_2647L17 TTACAC CCC AATCTT
CA
Decorin (DCN) | hDCN/E1/572U16 CCT TCC GCT GTC AAT G | 60,5°C 102 bp
hDCN/E2/656L.18 GCA GGT CTA GCA GAG
TTG
Elastin (ELN) hELN/E17+18/929U23 CCG CTA AGG CAG CCA | 58,2°C 251 bp
AGT ATG GA
hELN/E20/1180L24 AGC TCC AACCCCGTA
AGT AGG AAT
Fibronectin hFN/E37/6807U17 CCC AGG GAA GAT GTA | 57,0°C 291 bp
(FN) GA
hFN/E39/7080L18 CTCTTCCCG AACCTT
ATG
Osteonectin SPARC_466U18 TCTTCCTGCCACTTC 59,6°C 193 bp
(SPARC) TTT
SPARC_641L18 TGT CCT CAT CCCTCT
CAT
Osteopontin hSPP1/E5/402U18 TGATGA CCATGT GGA 59,6°C 339 bp
(SPP1) CAG
hSPP1/E6/723L18 ACC ATT CAACTCCTC
GCT
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Zielgen Primer Sequenz (5°-3°) Annealing- Produkt-
(Symbol) temperatur groRe
Tenascin C TNC_6805U19 ACT GTC ACCGTG TCA 56,0°C 151 bp
(TNC) ACCT
TNC_6940L16 CGC CTG CCT TCA AGA

T
Vitronectin VTN_323U17 CAA GCC CCA AGT GAC | 59,6°C 97 bp
(VTN) TC

VTN_402L18 ATG GAC AGT GGC ATT
GTT
Tabelle 6-11: Primer fur die relative Quantifizierung, sonstige Zielgene.

Zielgen Primer Sequenz (5°-3°) Annealing- Produkt-
(Symbol) temperatur groRe
Matrix-Metallo- | MMP2_1538U18 GAG CAC TCC CAAGAC 57,0°C 255 bp
proteinase 2 CCT
(MMP2) MMP2_1776L17 AGT CCG CCA AAT GAA

cC
Matrix-Metallo- | MMP9_1812U16 CGA GGC GTC TGG ACA 59,6°C 269 bp
proteinase 9 A
(MMP9) MMP9_2063L18 CTC ACT CCG GGA ACT

CAC
Matrix-Metallo- | MMP14_3303U17 CCC AGC CCACCCATT 59,6°C 111 bp
proteinase 14 GA
(MMP14) MMP14 3396L18 CCC CGACATCCCTCT

CCT
TIMP Metallo- | TIMP1_637U19 GAATGC ACAGTGTTT 58,2°C 278 bp
proteinase- CCCT
inhibitor 1 TIMP1_896L19 TGCTGG GTG GTAACT
(TIMP1) CTTT
TIMP Metallo- | TIMP2_3323U19 CCGCTCAAATACCTT 56,0°C 165 bp
proteinase- CACA
inhibitor 2 TIMP2_3470L18 TCC CCC AAA AAT CCA
(TIMP2) AAC
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6.10. Software und Datenbanken

BioEdit Sequence Alignment Editor
Chromas Lite 2.01

Clone Manager 4.01
Ensembl Genome Browser
GraphPad Prism 4.0
Haploview 4.1

NEBCutter 2.0

Oligo Primer Analysis 5.0
PHASE 2.1

Pubmed

Sequence Analysis 3.7
Shimadzu LC solution
SPSS 14.0

WatCut

6.11. Zellen

Bakterienstamme

hTERT-BJ1-Zellen

Normale humane Dermalfibroblasten

Dermale PXE-Fibroblasten

Tom Hall

Technelysium Pty Ltd.

Scientific & Educational Software, Cary, U.S.A.
http://www.ensembl.org

GraphPad Software Inc., U.S.A.

Broad Institute, Cambridge, U.S.A.
http://tools.neb.com/NEBCutter2/index.php
National Biosciences, Annapolis, U.S.A.
Matthew Stephens
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi
Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.

Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan

SPSS Inc., US.A.

http://watcut.uwaterloo.ca/

XL1-Blue, XL1-Gold (Stratagene)
Top 10 F’ (Invitrogen)

Telomerase-immortalisierte humane Fibroblasten
(CLONTECH Laboratories, Palo Alto, U.S.A.)

Promocell, siehe Tabelle 6-12

Primarkultur aus dem Hautgewebe von PXE-
Patienten, siehe Tabelle 6-13
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Tabelle 6-12: Charakteristika der verwendeten normalen humanen Dermalfibroblasten.

Kirzel Geschlecht Entnahmealter
F37A w 37
F42A w 42
M45D m 45
F52C w 52
M56D m 56

Tabelle 6-13: Charakteristika der verwendeten priméaren Dermalfibroblasten von PXE-Patienten.

Kirzel Geschlecht Geburtsdatum Genotyp
P4IM m 15.05.1964 c. 1552C>T (p.R518X), ht
P52M m 14.10.1953 ¢.3769_3770insC (p.L1259fsX1277),
hm
P42M m 28.04.1963 €.-90ins14 / p.R1141X
P59M m 15.12.1946 p.R1141X/ ¢.3883-6G>A
P63F w 17.11.1942 p.Q378X /p.R1141X
6.12. Plasmide

pCl neo-hEST2

pCl neo Vektor mit hnTERT-cDNA Insert
Addgene
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6.13. Sonstige Materialien

Einwegpipetten steril
HPLC-Sédule Waters X-Bridge Shield

Kunststoffrohrchen

Neubauer-Zahlkammer
Nitrocellulosemembranen
PCR-Platten

Pipettenspitzen

Reaktionsgeféle

Vivaspin 0,5 ml 3000 MWCO PES

Zellkulturschalen

Greiner
Waters Corporation, Milford, U.S.A.

Falcon

Greiner

Fleischhacker, Meckenheim
Sartorius, Gottingen
Abgene

Biozym
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt

Vivascience, Hannover

Falcon

Greiner
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7. Abkilrzungen

ABC
ALS
AMAC
AMD
Amp
ATP
Bp
BSA

C.

CNV
COPD
Cs

Da
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
dpm
DS
DTT
ECM
EDP
EDTA
EGF
FAM
FCS

g

GAG
Gal
GalNAc
GIcA
GIcNACc
HA

hm
HPLC
HS

ht

IdoA
KS

ATP-bindende Kassette
Amyotrophe Lateralsklerose
Aminoacridon

Altersabhéngige Makuladegeneration
Ampicillin

Adenosintriphosphat

Basenpaar

Bovines Serumalbumin
cDNA-Sequenz

Choroidale Neovaskularisation
Chronische obstruktive Lungenerkrankung
Chondroitinsulfat

Dalton

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxynukleosidtriphosphat
Zerfalle pro Minute

Dermatansulfat

Dithiothreitol

Extrazellulére Matrix

Elastin derived peptides
Ethylendiamintetraacetat

Epidermal growth factor
6-Carboxy-Fluorescein

Fotales Kélberserum
Erdbeschleunigung
Glykosaminoglykan

Galaktose

N-Acetylgalactosamin
Glukuronséure

N-Acetylglucosamin

Hyaluronsaure

homozygot

High performance liquid chromatography
Heparansulfat

heterozygot

Iduronséure

Keratansulfat
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LD
MES
MMP
mMRNA
MRP
muU
NBF
OMIM

PBS
PCR
PDGF
PDR
PES
PG
PXE
RA
RFLP
RNA
RNAI
ROS
RPE
rpm
RT
)
siRNA
SLRP
SNP
TBA
TCA
TGF-B
TIMP
TMD
TNF-o
wt
XT

ZKU

Linkage disequilibrium
2-(N-morpholino)-ethansulfonséure
Matrix-Metalloproteinase

Messenger RNA

Multidrug resistance-associated protein
Milliunits

Nucleotid binding fold

Online Mendelian Inheritance in Man
Proteinsequenz

Phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion

Platelet derived growth factor
Proliferative diabetische Retinopathie
Polyethersulfon

Proteoglykan

Pseudoxanthoma elasticum
Rheumatoide Arthritis

Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus

Ribonukleinsdure
RNA-Interferenz

Reaktive Sauerstoffspezies
Retinales Pigmentepithel
Umdrehungen pro Minute
Reverse Transkription
Standardabweichung

Small interfering RNA

Small Leucine-rich protein
Single nucleotide polymorphism
Tris-Borat-EDTA
Trichloressigsaure
Transforming growth factor f
Tissue inhibitor of metalloproteinases
Transmembrandomane
Tumornekrosefaktor-o

Wildtyp

Xylosyltransferase

Xylose

Zellkulturiiberstand
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Tabelle 10-1: Stoffmengen von CS-A-Disacchariden und Adi-0Sy, im Zellkulturiiberstand von transfizierten Fibroblasten.

A-Disaccharide

A-Disaccharide

A-Disaccharide

b b b

Spender (48 h) ? P (96 h) @ P (168 h) ® P

CS-4-Disaccharide gesamt

F42A SiIRNA 682 + 40,3 0,952 683 £ 53,4 0,526 816 +21,9 0,0123
SiINK 684 + 37,1 704 + 35,0 704 + 59,9

M45D SiIRNA 305 + 23,2 0,0948 361+12,0 0,289 332737 0,270
SINK 386 £ 55,1 352 + 5,98 3791221

M56D SiIRNA 577 +49,3 0,294 639+ 11,0 0,402 584 + 14,1 0,419
SINK 615 + 28,7 676 £ 47,5 605 + 47,6

P52M SiRNA 330+£9,94 0,425 360 + 37,8 0,499 411+ 32,0 0,575
SINK 308 +48,7 377 £13,3 398 +30,4

P59M SiIRNA 580 + 28,5 0,174 590 + 14,6 0,0521 | 588 74,1 0,162
SINK 531 +53,4 616 + 11,4 662 + 8,35

P63F SiIRNA 711+ 30,0 0,229 691 + 33,0 0,310 703+40,4 0,130
SINK 757 + 47,6 726 £ 37,4 745+ 21,2

Adi-mono4Scs

F42A SiIRNA 138 + 16,3 0,7337 166 £41,9 0,3633 | 257 +9,54 0,0760
SINK 135+11,1 142 £ 25,2 234+ 16,9

M45D SIRNA 96,1+ 15,0 0,2088 133+£9,71 0,1163 | 162 + 3,98 0,0346
SINK 120 £23,0 122 + 7,65 146 + 6,44

M56D SIRNA 136 £21,5 0,1129 191 + 6,49 0,1447 | 186+ 3,31 0,1134
SINK 161 +£5,92 141 £ 43,1 172 +125

P52M SIRNA 109 £ 6,05 0,8078 138 £12,7 0,8552 | 169+ 135 0,7284
SINK 107 £ 14,6 140 £ 9,91 164 + 18,7

P59M SiIRNA 159 + 7,87 0,1746 162 +£11,2 0,0675 | 202+224 0,0920
SINK 138 £ 25,2 179 + 5,33 233+9,20

P63F SiIRNA 181 +15,5 0,0615 138 £11,7 0,1368 | 156 +9,13 0,0016
SINK 209 +10,1 160 + 18,7 191 + 5,86

Adi-mono2Scs

FA2A SiRNA 147 £12,5 0,841 149 + 14,7 0,381 131 +6,23 0,779
SiNK 149+ 12,6 156 £ 4,52 132 +£5,41

M45D SiRNA 16,9+ 0,379 0,256 18,2 + 0,655 0,192 23,0+£1,01 0,742
SiNK 19,0+ 2,70 19,0 + 0,834 24,5+ 5,62

M56D SiRNA 19,8 +1,08 0,324 22,2 + 0,507 0,633 24,3 + 4,89 0,336
SiNK 20,6 £ 0,761 21,3+£1,49 21,2+£0,376

P52M SiRNA 16,4 +£ 0,312 0,0493 17,0 + 0,496 0,0144 19,7 £ 0,784 0,384
SiNK 19,0+ 2,10 18,6 + 0,703 20,2 £0,751

P59M SiRNA 20,1+ 3,09 0,854 25,0+ 3,50 0,199 23,8 +1,97 0,559
SiNK 20,4 + 1,60 21,8+1,21 22,5+0,523

P63F SiRNA 137 £3,55 0,533 162 £ 14,8 0,365 157 £ 3,25 0,125
SINK 136 £ 1,57 147 £ 24,3 152 + 3,66
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A-Disaccharide

A-Disaccharide

A-Disaccharide

b b b

Spender (48 h) @ P (96 h) @ P (168 h) @ P

Adi-mono6Scs

F42A siRNA | 274 £3,43 0,504 269 + 28,5 0,471 312+10,5 0,111
siNK 280+15,7 282 +15,7 273 +40,0

M45D | siRNA | 120 +5,38 0,275 128 +1,15 0,0837 | 130+8,35 0,819
siNK 135+19,5 121 + 6,62 132 +10,2

M56D | sSiRNA | 289 +23,5 0,879 283+0,13 0,276 246 +16,5 0,196
siNK 292 +30,2 268 +14,8 270 + 26,7

P52M siRNA | 129 £4,34 0,737 117 14,7 0,195 146 +12,2 0,0656
siNK 126 +11,3 130 + 2,26 131 +5,70

P59M SIRNA | 259 +23,1 0,335 260 +£0,93 0,0463 | 232+ 44,7 0,262
SINK 245+135 274 + 8,22 266 + 4,65

P63F SIRNA | 291+12,0 0,953 298 +16,1 0,363 297 +16,0 0,266
SINK 290 + 38,0 310+1,25 287 +4,85

Adi-0Scs

F42A SIRNA | 123 +16,7 0,845 130 +£6,79 0,603 117 +12,1 0,613
SINK 121 +154 124 +15,2 112 +9,80

M45D | siRNA | 72,0+ 11,7 0,182 81,5+3,13 0,740 75,9+ 0,869 0,970
SINK 88,1+12,9 80,4 £541 76,2+ 10,3

M56D | SiRNA | 132+134 0,392 143 + 5,04 0,302 131+9,35 0,202
SINK 141 +10,2 131+12,1 141 +6,17

P52M SiRNA | 76,1 + 4,56 0,289 88,5+10,5 0,941 76,1 +7,52 0,453
siNK 66,5+ 15,9 88,9+ 1,69 81,8+12,0

P59M SiRNA | 141 +9,23 0,282 141 +£7,70 0,933 130 +12,2 0,226
siNK 131+143 141 +£5,15 141 +3,27

P63F SiRNA | 101 +12,1 0,051 93,6+11,0 0,155 92,7+26,5 0,220
siNK 123 + 6,16 109 + 6,88 115 +16,7

Adi-0Sya

FA2A SiRNA | 144 + 8,68 0,1926 | 182+333 0,1379 | 183+15,6 0,2694
SiNK 154 +10,6 153 +£5,35 168 +16,2

M45D SiRNA | 142 +111 0,0181 | 225+124 0,0098 | 232+185 0,3608
SiNK 195 +8,23 289 +31,7 281 +62,8

M56D siRNA | 101 +14,9 0,0516 | 86,9+0477 0,1218 | 196+£151 0,5627
SiNK 126 + 8,16 92,3 +3,38 203+9,13

P52M SiRNA | 121 + 14,8 0,6726 | 217+104 0,0043 | 218+24,9 0,2148
SiNK 111+39,4 275+20,8 285+93,7

P59M SiRNA | 294 +31,1 0,1002 | 497+27,0 0,0002 | 645+225 0,0006
SiNK 243 +42,0 338 +8,97 468 + 22,4

P63F SiRNA | 163 +1,77 0,0039 | 161+284 0,0372 | 157£3,90 0,6520
SiNK 175+ 3,15 170+ 4,18 158 +2,63

& Mittelwert [pmol] + Standardabweichung
b t-Test fiir die Gleichheit der Mittelwerte
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Tabelle 10-2: Stoffmengen von HS-A-Disacchariden im Zellkulturiiberstand von transfizierten Fibroblasten.

Spender A-Disaccharide | p® A-Disaccharide | p® A-Disaccharide | p®
(48h)? (96 h)? (168 h)?

HS-4-Disaccharide gesamt

F42A SiIRNA 188 £ 14,7 0,757 | 190+4,81 0,295 193 £ 8,87 0,665
SiNK 186 £ 5,74 179 £ 8,20 190 + 8,03

MA45D SiIRNA 195 +5,43 0,105 | 202 +9,00 0,600 219494 0,0326
SiNK 183 +11,2 205 = 0,826 205 £ 9,60

M56D SiIRNA 216 + 6,06 0,165 | 211210 0,165 220+ 11,6 0,836
SiNK 201 £17,2 186 + 24,9 217 £239

P52M SiIRNA 202 + 16,8 0,684 | 186 +4,25 0,126 206 £ 19,9 0,442
SiNK 198 + 8,38 198 +12,7 198 + 4,42

P59M SiRNA 199 £ 9,88 0,124 | 189132 0,886 197 £ 14,8 0,212
SINK 186 + 9,63 188 + 9,34 210+11,0

P63F SiRNA 180+ 2,74 0,120 | 194120 0,101 179 £6,38 0,438
SiNK 189 + 9,57 182 + 2,50 201 £525

Adi-di(2,N)Sys

F42A SiRNA 10,97 £ 0,301 0,404 | 10,950,141 0,964 11,24 + 0,331 0,924
SiNK 10,77 £0,223 10,97 £ 0,590 11,21 £ 0,525

MA45D SiRNA 12,38 £ 0,395 0,812 | 12,29+0,388 0,585 12,22 + 0,292 0,148
SiNK 12,30 £ 0,415 12,14 £ 0,375 12,91 £ 0,784

M56D SiRNA 12,06 £ 0,734 0,700 | 14,17x2,164 0,782 14,07 £ 0,611 0,245
SiNK 12,31 £ 0,509 13,70 £ 2,424 13,29 £ 1,035

P52M SiRNA 12,34 £ 0,410 0,825 | 11,86+0,188 0,597 12,69 + 0,301 0,072
SiNK 12,28 £ 0,405 11,95 £ 0,253 12,29 + 0,202

P59M SiRNA 12,57 + 0,810 0,233 | 11,85+0,451 0,448 11,40 £ 0,573 0,222
SiNK 12,03 £ 0,137 12,06 £ 0,283 11,98 + 0,627

P63F SiRNA 11,12 £ 0,190 0,114 | 11,04+0,331 0,327 11,32 £ 0,617 0,143
SiNK 11,75 £ 0,656 10,80 £ 0,319 10,66 £ 0,224

Adi-monoNSyg

F42A siRNA 34,9 +£0,449 1,000 |375+111 0,353 449 + 1,85 0,0047
SiINK 34,9 £ 0,922 35,1+2,15 39,2 £ 0,868

MA45D SiRNA 34,9 £ 0,930 0,492 | 33,3+1,05 0,807 40,1+ 2,61 0,983
SiNK 33,9+2,29 335+1,41 40,1+ 6,16

M56D SiRNA 56,6 = 4,36 0,138 | 48,9+5,95 0,361 63,2 £4,39 0,208
SiNK 455+115 44,4 + 6,91 55,0 £ 10,9

P52M SiRNA 34,5+1,95 0,842 | 343+0,977 0,159 39,9 + 3,69 0,747
SiNK 34,3+ 0,756 36,0 +1,97 40,7 + 2,89

P59M siRNA 42,6 +7,33 0,0642 | 39,2+2,84 0,544 47,0+ 4,45 0,312
SiNK 34,2+1,35 37,5+4,48 51,0£5,93

P63F SiRNA 34,1 +0,877 0,574 | 37,0+2,40 0,772 38,4+ 3,33 0,175
SiNK 35,2+ 3,70 36,5+2,19 45,6 + 8,77

Adi-di(2,6)Shs

F42A SiRNA 18,5+0,729 0,518 | 18,3+0,563 0,816 18,3 + 0,589 0,894
SiNK 18,2 + 0,355 18,4 +£1,16 18,3 + 0,805

M45D SiRNA 23,4 £ 0,447 0,440 | 23,8+0,694 0,385 23,2 +£0,692 0,150
SiNK 22,7+1,79 23,2+1,04 24,8 +1,83

M56D SiRNA 24,8 +1,30 0,698 |232+119 0,151 25,7 £0,848 0,687
SINK 24,310,754 21,4 +£1,82 25,0 £ 3,07

P52M SiRNA 245+1,34 0,583 | 22,0190 0,438 254 +1,50 0,0287
SINK 24,1+£0,781 22,8 £ 0,932 22,8 £1,09

P59M SiRNA | 22,8 +2,23 0,131 | 21,6+150 0,384 199+1,11 0,194
SINK 20,9+£0,272 20,8 £1,02 21,3+1,60

P63F siRNA | 18,6 £0,321 0,0511 | 18,6 £ 0,579 0,236 18,5 £ 0,356 0,660
SINK 20,6 £1,63 178+£1,10 19,4+ 3,84
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Anhang

A-Disaccharide

A-Disaccharide

A-Disaccharide

b b b

Spender (48 h) P (96 h) @ P (168 h) @ P

Adi-mono6Sys

FA2A | SIRNA | 21,9+ 1,38 0289 | 241+213 0783 |262+0861 |0135
SINK | 20,8 1,00 23,6 + 2,20 233+ 1,19

M45D | SIRNA | 245+ 1,71 00788 | 26,5 + 4,99 0,954 | 34,1%6,09 0,0535
SINK | 27,0 £ 1,54 26,7 + 0,577 22,8721

M56D | SIRNA | 27,3+ 1,97 0127 | 280+6,76 0547 | 27,0276 0,579
SINK | 23,9+240 24,7+ 0,801 24,9 + 4,20

P52M | SIRNA | 29,7+ 1,73 0221 | 240+267 0773 | 26,1+ 4,95 0,039
SINK | 25,8 5,39 25,1+ 2,38 25,7+ 1,11

P5OM | SIRNA | 24,3+ 3,13 0,806 | 20,8+ 6,95 0728 | 21,9%751 0,0440
SINK | 252+6,32 22,6+ 6,79 31,6+1,14

P63F | SIRNA | 2610687 | 0306 | 22,2+5,18 0989 | 241+3,15 0,876
SINK | 27,4+221 22,2216 24,6 +5,10

Adi-mono2Sys

FA2A | SIRNA | 60,7 % 3,20 0179 | 642+7,28 0560 | 61,4%539 0,876
SINK | 65,9 +6,03 60,7 + 8,94 60,8 £ 3,76

M45D | SIRNA | 51,4 + 2,90 0190 | 537 +4,72 0350 |59,3%6,18 0,194
SINK | 48,0 £2,99 56,6 + 3,12 54,3+ 2,85

M56D | SIRNA | 62,5+ 3,55 0817 | 642+881 0266 | 67,4%4,76 0,796
SINK | 63,4 +547 57,5 + 6,28 68,7 + 7,91

P52M | SIRNA | 58,0+ 7,97 0812 |547+0413 | 00718 | 61,2+3,78 0,165
SINK | 56,8 +4,19 58,8 + 3,75 55,4 + 6,44

P5OM | SIRNA | 63,4+ 2,64 0303 | 641+1,95 0550 | 58,5 % 4,99 0,240
SINK | 60,1 5,15 62,3 5,54 64,6 + 7,86

P63F | SIRNA | 54,1+ 2,25 0492 | 71,6145 0215 | 52,5+ 4,41 0,0707
SINK | 57,0 7,59 61,24 5,27 62,0 + 7,45

Adi-0S,.

FA2A | SIRNA | 34,2+ 1,07 0,745 | 343+2,77 0409 | 32,6%1,00 0,293
SINK | 347+225 36,2 + 3,50 36,8 + 7,27

M45D | SIRNA | 48,3 + 4,56 00653 | 51,9+2,19 0699 | 50,5 7,19 0,822
SINK | 38,7+6,35 52,6 +2,21 49,7 +1,73

M56D | SIRNA | 32,4+ 2,17 0593 | 329+2,96 0.846 | 32,3+ 1,47 0,163
SINK | 31,4+1,37 32,4 + 4,30 30,6 + 1,63

P52M | SIRNA | 42,9+ 375 0650 |395+1,71 0,308 | 46,8 + 4,32 0,0773
SINK | 44,7 6,0 435 + 6,91 40,7 + 3,76

P5OM | SIRNA | 33,0+0553 | 0153 | 3L,4+ 1,05 0550 | 29,4 +2,40 0,910
SINK | 33,9+1,03 32,6 + 3,70 29,7 + 5,42

P63F | SIRNA | 35,9+ 1,26 0571 | 332+4,77 0915 | 34,6+2,90 0,417
SINK | 36,9 +3,24 33,5 + 2,90 32,8+ 2,52

& Mittelwert [pmol] + Standardabweichung

b t-Test filr die Gleichheit der Mittelwerte
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