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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Humane Handfehlbildungen

Angeborene Handfehlbildungen treten in ihrer Gebaihtsehr haufig auf. Sie beruhen auf
Missregulation der embryonalen Differenzierungspese in der sich entwickelnden
Extremitat. Die fehlerhafte Regulation dieses Eokiingsprozesses kann dabei sowohl auf
Umwelteinflisse, als auch auf Genmutationen zuréfikyt werden. Dabei fihren die
Mannigfaltigkeit der betroffenen Gene und das weiicherte Spektrum an phanotypischen
Auspragungen zur Klassifizierung verschiedenstérldlelungsarten. So unterscheidet man
grob Polycactylien (zusatzliches Auftreten von [eimgoder Teilen davon), Ectrodactylien
(Fehlen distaler Extremitatenstrukturen), Syndaety(Fusion einzelner Finger mit oder ohne
Knochenbeteiligung), Symphalangismus (Fehlen degéfgelenke) und Brachydaktylien
(Verkurzung oder Fehlen einzelner Fingergliedech{@abe and Mundlos, 2004).

Die einzelnen Formen kdnnen dabei sowohl isolgatauch in Kombination miteinander oder

im Zusammenhang mit Syndromen auftreten und urterdlich stark ausgepragt sein.

1.1.1 Brachydaktylie

Die Brachydaktylie (grischischbrachus= kurz, daktylus= Finger) tritt in ihrer isolierten
Form als autosomal dominant vererbbare Fehlbildauy Anhand der urséchlichen Gene
sowie der phanotypischen Manifestierungen wirdveggter in die funf Untergruppen A-E

unterteilt.
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Abb.1: Brachydaktylie-Klassen und betroffene Gene

Schematische Darstellung der humanen Hand. Bet@fikelettelemente sind schwarz markiert. Die
den Phanotypen zugehorigen Brachydaktylie-Klass&hs@wie die bisher identifizierten
ursachlichen Gene stehen unter der entsprecherutafddng. Modifiziert nach (Schwabe and
Mundlos, 2004) und (Lehmann et al., 2007)
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Gekennzeichnet sind Brachydaktylien durch Hypopld$ierkiirzung) oder Aplasie (Fehlen)
einzelner Phalangen. Die dominante Brachydaktyip B (BDB), auf der der Fokus dieser
Arbeit liegt, weist charakteristischer Weise Hypmder Aplasien der distalen Phalangen,
Nageldysplasien, Hypoplasien der mittleren Phalangef sowie distalen und proximalen
Symphalangismus auf. Der Grad der Auspragung kiezévierkmale ist dabei variabel.

Bisher konnten zwei Gene identifiziert werden, der&utationen neben anderen
Skelettfehlbildungen auch zur Ausbildung einer BdBren: ROR2 und NOGGIN (siehe

Abschn. 1.6.ALehmann et al., 2007; Schwabe et al., 2000)). (ffathend des betroffenen
Gens wird hierbei zwischen BDB1 (ROR2) und BDB2 BIGIN) unterschieden.

1.2 Skelettbildung und -wachstum bei Wirbeltieren

Das Skelett erfullt im Korper vielfaltige Aufgabemeben seiner Hauptfunktion als
Stutzapparat dient es als Ansatzstelle fur Muska Calcium- und Phosphatspeicher sowie
als Hormonquelle. Es wird eingeteilt in Kranialsiel(Schadel), Axialskelett (Wirbelséaule,
Rippen und Brustbein) und appendikuléres Skeletird@re und hintere Extremitaten,

Schulter und Becken).

fa)
Compact bone
Osteccyte (minefalized)

Abb. 2: (a) Desmale und (b) enchondrale Ossifikatio

(a) Bei der desmalen Ossifikation gehen die Osteobiadtiech Differenzierung direkt aus kondensiertem
Mesenchym hervor. Sie produzieren eine nicht-mirgeate Matrix, das Osteoid, das schlief3lich matisiert
und zum Knochen wird. Die Osteoblasten differererien der Knochenmatrix weiter zu Osteocyten

(b) Bei der enchondralen Ossifikation gehen aus deenaégymalen Kondensation Chondrozyten hervor. Initia
entsteht eine vom Perichondrium (Knorpelhaut) uregdle Kondensation. Im deren Zentrum entstehen durch
Differenzierung Chondrozyten, welche im distalerokpelbereich zunéchst stark proliferieren um sl
im Zentrum durch Differenzierung hypertroph zu werden Periosteum, zwischen Perichondrium und
hypertrophen Chondrozyten gelegen, treten ersteoDiststenvorlaufer auf, welche das Osteoid sezemiém
Zuge der Differenzierung (siehe Text) mineralisiers ©steoid zu Knochen, in welchem die Osteoblasien
Osteozyten differenzieren. Eingewanderte Osteokiadtthen mit diesen im Gleichgewicht (Homeostasis)
(Hartmann, 2006)
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Dabei geht das Kranialskelett aus Neuralleisteamdtlervor, das axiale Skelett wird aus den
Somiten und das appendikulare Skelett aus demnpéateenmesoderm gebildet.

Wahrend der Entstehung des Skeletts werden im degMusterbildung zunéchst die Anzahl
und Form der Knochen festgelegt. Im Anschluss asati grundlegenden Vorgang findet die
Organogenese statt, bei der die mesenchymalen Werkellen zu Chondrozyten
differenzieren und schlieBlich durch Osteoblastesetet werden. Neben dieser sog.
enchondralen Ossifikation, bei der knéchernes Gewviider eine knorpelige Vorstufe gebildet
wird, konnen knochenbildende Osteoblasten aber adicbkt aus kondensierendem
Mesenchym hervorgehen. Man spricht hierbei von dksmalen Ossifikation. Sie betrifft
weitaus weniger Knochen, lediglich Teile des Gdsmthadels, des Schadeldachs und das
Schlisselbein werden durch diese Art der Ossifikatiebildet. Der Uberwiegende Teil des
Skeletts, vor allem die langen Rohrenknochen, Uetgr dem enchondralen
Ossifikationsprozess (Hartmann, 2006).

Das Wachstum der Rohrenknochen findet an den Kmeetuen, in den sog. Epiphysen- oder
Wachstumsfugen statt. Hier findet zunachst einéteehProliferation statt, die schlieflich in
eine zunehmende Differenzierung der Chondrozyterergdiht. Entsprechend der
Differenzierungsstufe unterscheidet man vier Bdic ruhende, proliferierende,
prahypertrophe und hypertrophe Chondrozyten (Korawatk Mundlos, 2003) (Abb. 3). Der

@ IR "‘--;"Ruhendc
AT ." Chondrozyten

Ubergang zwischen diese

Zonen ist flieRend und wird

aal

durch eine Vielzahl von

.- 'Préhypcnmphe
o

<% "=2* Chondrozyten

Signalmolekilen gesteuert

* = 3
o o eret 3¢

Zu diesen zahlt nebe : ORI

o Hypertrophe
%} | Chondrozyten

Vertretern der Bmp-hione

) Trabekuldrer
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morphogenetic protejn

und Fgf-Familien Abb 3: Zelldifferenzierung in der Wachstumsfuge eines Réhenknochens

(fibroblast growth factors Links: Réntgenaufnahme Articulatio cubitlitte : Wachstumsfuge im
Schema: Die prahypertrophen Chondrozyten exprimibre, welches Gber
auch lhh [ndian  Pthrp-Expression die Differenzierung proliferieren@&ondrozyten hemmt.
) . Fgfs inhibieren die Proliferation und fordern digf€enzierung der
Hedegeholy Dieses wird chondrozyten, wogegen Bmps antagonistisch wirkenlBtensitét der
Schattierung symbolisiert den zunehmenden Grad/idénixmineralisierung
(Kornak and Mundlos, 2008echts Wachstumsfuge im histologischen
Schnitt; Ihrer Differnezierung nach sind die Charmjten im wachsenden
Knochen in vier Zonen angeordnet: ruhende, pradifende, prahypertrophe
exprimiert und regt in der und hypertrophe Chondrozyten. Die hypertrophen e®apoptotisch und
durch Osteoblasten (Abb. Mitte,blau) und —klastsiob Mitte,griin) ersetzt.
Gelenkregion wiederum die Deutlich zu erkennen ist die Volumenzunahme der ymé hypertrophen
] Chondrozyten und der Ubergang zwischen den versehen Zonen
Expression von PTHrP www.EuroGrow.com).

von Chondrozyten der

prahypertrophen Zone
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(Parathyroid hormon related protéiran. PTHrP diffundiert in den Knorpel, bindet ierd

Epiphysenregion an seinen Rezeptor PTHR und hemunthddessen Aktivierung die

Differenzierung der dort ansassigen Chondrozytetgubt demnach den gegenlaufigen
Prozess der Proliferation. Im prahypertrophen uypeltrophen Bereich dagegen fehlt der
hemmende Einfluss des PTHrPs, die Chondrozytembegizu differenzieren und stellen
somit die Proliferation ein (Abb. 3). Mit zunehmendDifferenzierung lagern sich die an
Volumen zunehmenden Chondrozyten in Stapeln andugieren Faktoren, die die

Extrazellularmatrix zersetzen sowie die Vaskularisng einleiten und werden schlie3lich
apoptotisch. Uber das im Aufbau befindliche Vasksyatem wandern Osteoblasten in die
hypertrophe Knorpelzone ein und beginnen mit dedgeéliigen Knochenaufbau. Zusatzlich
zu den Osteoblasten wandern auch Osteoklastend@ndie Knochenmatrix zersetzen
konnen. Nur das dynamische Gleichgewicht aus Ritsten- und —blastenaktivitat, welches
als Homeostasis bezeichnet wird, ermoglicht die a&spng der Knochen an spezifische
Belastungen wie Zug und Druck (Lanske et al., 198@ndlos, 2000; Vortkamp et al., 1996)

1.3 Entwicklung der Extremitaten

Innerhalb der Tetrapoden sind die grundlegenderhii@smen der Extremitatenentwicklung
konserviert. Wahrend die zunachst sichtbare Extégemknospe auf verdickte, stark
proliferierende und von  Ektoderm  umhillte  mesenchlgm Zellen des
Seitenplattenmesoderms zurlickgeht, aus denen Blattid<norpel und Sehnen hervorgehen,
wandern in der weiteren Entwicklung zusatzlich &ellaus benachbarten Somiten in die
auswachsende Extremitét ein und bilden die Grurdtiey Muskeln, Nerven und Blutgefalie
(Johnson and Tabin, 1997).

Die ektodermale Schicht, die die Extremitatenknospwibt, bildet an deren distalen Ende
eine epitheliale Struktur, die AERical ectodermal ridge Die Zellen, die sich direkt unter
der AER in der Progresszone (PZ) befinden, werdereinem proliferierenden Zustand
gehalten, wahrend am proximalen Ende der Extrena@iehmende Kondensationen und

Differenzierungsprozesse zur Bildung von spezifscBtrukturanlagen fuhren.

Abb. 4: Entwickung der proximo-distalen Achse (PD)
Die Progresszone (PZ) befindet sich unterhalb d&R A

ell . i i i -
° Pz > D unter deren Einfluss die Zellen der PZ in der Pradiien

Pz 1

division gehalten werden. Am proximalen Ende auf3erhalb der P
differenzieren die Zellen zu Strukturanlagen, wotutas
proximo-distale Wachstum stattfindet.

(Johnson and Tabin, 1997)

‘AER
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Die weitere Entwicklung der Gliedmafien ist vor mllearauf abgestimmt, das Wachstum
entlang der drei Hauptachsen zu steuern. Untedehiwird hierbei die proximo-distale
Achse (PD, Schulter-Finger) von der anterior-pagten (AP, Daumen-kleiner Finger) und
von der dorso-ventalen Achse (DV, Handricken-Haiutifé).

Fur jede dieser Achsen gibt es Signalzentren ircd&emitatenknospe, die durch Regel- und
Kopplungsmechanismen eng miteinander verzahnt §iebereits angesprochene AER im
distalen Ektoderm reguliert dabei das Wachstum RIerAchse, ein Zusammenspiel aus
dorsalem und ventralem Ektoderm charakterisiertDifeAchse und Signale der ZPA&dne

of polarizing activity aus dem posterioren Mesoderm legen schlief3liehAd#-Achse fest.
Die Signalzentren agieren jedoch nicht isoliert eioander, sie sind Uber mehrere
Signalkaskaden miteinander gekoppelt und aufeirraalolgestimmt. So sind die Vertreter der
Fgf-Familie die kennzeichnenden Signalmolekile AER und damit mitverantwortlich fur
das Wachstum entlang der PD-Achse. Zusatzlich wikie bereits ausgefihrt, das
Auswachsen entlang der PD-Achse im Zuge der Chgetiese auch von Ihh reguliert (siehe
Abschn. 1.2 und Abb. 3 (Lanske et al., 1996; Vartgeet al., 1996)).

Neben Ihh beeinflusst ein weiters Protein der Heddkamilie, das zeitlich bereits friher in
der ZPA exprimierte Shh (Sonic hedgehog), das proxdistale Wachstum. Diese
Beeinflussung ist zurtckzuflhren au]‘3

einen Ruckkopplungsmechanismus

Anterior Distal

zwischen dem Shh und Fgf4 aus der AER, — b

Doch Shh reguliert die _— \%f
Extremitatengestaltung auch direkt, indem '

es entlang der AP-Achse als typische

Morphogen wirkt. Dabei bilden die Doreal

Zellen, die der héchsten £~ 1 ...k M )

Ventral

Shh-Konzentration ausgesetzt sind die

posterioren, die mit der niedrigsten )
] _ ] _ Abb. 5: Ubersicht tber die Entstehung der Hauptachsen
Konzentration die am weitesten anterior einer Extremitat.
. Die Extremitatenknospe geht aus dem Seitenplatteodezm
liegenden Strukturen aus (Zhu et al.peryor, die AER befinet sich am distalen Ende,Zfé im
. ) .posterioren Bereich und trennt ventrales von dersdtktoderm.
2008). Die dorso-ventrale Achse wird Die violette Schattierung gibt die Thx5-Expressideder,
gepragt durch die ventrale Expression vorsomiten sind als orangene Kugeln dargestellt (hag#n,
2003))

Enl (Engrailed-1). Dieses hemmt die
dortige Wnt7a- und Lmx1-Expression, es
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entsteht ein von dorsal nach ventral abnehmendadi&@rt, so dass nur im dorsalen Bereich
die von diesen Faktoren beeinflussten Strukturesgehildet werden (Loomis et al., 1996;
Parr and McMahon, 1995). Zusatzlich wird durch dentrale Enl-Expression die r-fng
(radical fringe) Aktivitat auf das dorsale Ektoderm begrenzt uadis. die AER positioniert
(Johnson and Tabin, 1997).

Zur finalen Ausbildung und Gestaltung der Gliednra®@den sich mehrere Zonen mit
erhohter apoptotischer Aktivitat aus, so dass dieenitat zum einen vom restlichen Korper
getrennt wird und zum anderen die Finger voneiaargklost werden (Grotewold and
Ruther, 2002).

Da es in dieser Arbeit um die Interaktion eines \RRzeptors mit einem Bmp-Anatagonisten
geht, wird im Folgenden genauer auf den Wnt-und Bigmalweg, sowie deren Rezeptoren
eingegangen.

1.4 Der Bmp-Signalweg ( bone morphogenetic proteins)

Die Mitlglider der Bmp-Familie, eine Untergrupperd€&GH3-Superfamilie {ransforming
growth factor$, zu der auch die GDFgrowth differentiation facto)sgehdren, beeinflussen
wahrend der embryonalen Entwicklung der Extremitatelfaltige Prozesse, wie z.B. die
Etablierung der Fingerzahl- und identitat, Gelemérklung und interdigitale Apoptose.

Die Bmps binden an Komplexe der Bmp-RezeptorenTggs 1 (ALK2, ALK3, ALK6) und
des Typs 2 (BMPRII, ActRIIA, ActRIIB) und induziemedamit eine Trans-Phosphorylierung
des Typl-Rezeptors durch den Typ2-Rezeptor. Diegdtivierung folgt eine
Signaltransduktionskette Uber Smad-Transkriptiddaefan oder den MAPK-Pathway (Wu et
al., 2007). Reguliert wird der Bmp-Signalweg lUberedse Proteine. Hierbei unterscheidet
man extrazellulare Antagonisten (Noggin, Chordina wsiehe Abschnitt 1.4.1.) von
intrazellularen Proteinen (Ski, Smurf u.a.) undudsgezeptoren (Bambi, u.a.).

Auf Grund der Komplexitat des Bmp-Signalwegs rastdn Stérungen oder Mutationen
beteiligter Komponenten (Liganden, Rezeptoren, dmtésten, Transduktionskomponenten)
in diversen Phanotypen. So verursacht zum eines Miutation im Rezeptor BMPRIB die
Fehlbildung BDA2 (Brachydaktylie Typ A2) (Lehmann al., 2006), eine Mutation im
Bmp-Antagonisten Noggin zum anderen im Erscheinbifdysder BDB2 (Brachydaktylie
Typ B2) (Lehmann et al., 2007; Lehmann et al.,3J00
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Abb. 6: Bmp-Signalweg tiber Smads

Die Bindung von Bmps an den heterodimeren
Rezeptorkomplex fuhrt zur Phosphorylierung und
Aktivierung von BMPRI durch BMPRII. Dadurch
wird die Signaltransduktion via Smads induziert,
die in den Nucleus gelangen und dort die
Genexpression steuern, indem sie mit
Transkriptionsaktivatoren und —repressoren
interagieren. Reguliert wird der Signalweg zum
einen Uber extrazellulare Antagonisten wie Noggin,
Chrodin u.a., die die Bindung der Bmps an die
Rezeptor verhindern, zum anderen uber
intrezellulare Mediatoren (z.B. I-Smad), die
hemmend in die Smad-Signalkette eingreifen.
(Liu and Niswander, 2005)

1.4.1 Extrazellulare Bmp-Antagonisten

Die sezernierten Bmp-Antagonisten hemmen die BngpeBiransduktion, indem sie direkt
mit den Bmps interagieren und so deren BindungiarRézeptoren verhindern. Strukturell
zeichnen sie sich durch das Vorkommen einer kores¢em Proteinstruktur, dem sog.
Cysteinknoten, aus, die eine Zuordnung @ystein-knot-superfamilgriaubt. Anhand der
GrolR3e dieser Struktur werden die Antagonisten @ Bamilien eingeteilt (Avsian-Kretchmer
and Hsueh, 2004).

Zunachst die DAN-Familie Kifferential screening-selected gene aberrative in
neuroblastomp zu der neben Dan auch Cerebrus, Coco, PRDC, l@&re8clerostin und
USAG-1 gehoren. Diese Proteine hemmen uber Inferakimit Bmps die durch
Rezeptoraktivierung induzierte ALP-AktivitéAlkaline phosphatageinteragieren aber auch
mit dem Wnt-Signalweg (Piccolo et al., 1999) un@ibBussen in frihen Embryonalstadien
die Gastrulation und die Ausbildung der AER in dextremitatenknospen (Khokha et al.,
2003). Daneben existiert der Antagonist TS@igted gastrulatiop der gemeinsam mit
Chordin Gber eine Metalloprotease einen KomplexBniips aufbaut und diese so von ihrer
Bindung an die Rezeptoren abhélt. In anderem Korikann TSG aber auch aktivierend auf
Bmp-Signale einwirken (Graf et al., 2002; Nosakalet 2003). Die dritte Gruppe wird aus
Noggin und Chordin gebildet. Diese binden mit holdfinitat an Bmp2 und -4 und
verhindern so die Interaktion mit ihren Rezeptoi@ie Chordinaktivitat wird dabei Uber eine

Metalloprotease und TSG (s.0.) gesteuert. DoppeleKout (KO) Mause fiur Noggin und
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Chordin weisen schwere Missbildungen im Kopf- unesiGhtsbereich sowie eine gestorte
DV-Achse auf (Bachiller et al., 2003).

1.4.2 Der Bmp-Antagonist Noggin

Beim sezernierten Antagonisten Noggin handelt esh sim einen 32kDa grofes,
homodimeres Glykoprotein, welches zunéchst durcineseEigenschaft auffiel, den
ventralisierenden Effekt von UV-Licht auf Xenopusikryonen auszugleichgfsmith and
Harland, 1992). Bereits friihe Untersuchungen engatb@ss Noggin im Tierreich mehrfach in
konservierter Form auftritt. So konnte das Noggwierende Gen im murinen Organismus
auf Chromosom 11 und im humanen Organismus an i®osliZ7q22 lokalisiert werden.
Zudem wurde festgestellt, dass Noggin in mehrfa@tieise Einfluss auf die Entwicklung des
embryonalen, aber auch des adulten Organismus nifNaben der angesprochenen
dorsalisierenden Wirkung iKenopusspielt Noggin in Vertebraten eine wichtige Rolteder
Ausbildung und Aufrecherhaltung des Nervensystemobei besonders hohe Nogginaktivitat
in den Purkinje-Zellen des Cerebellums und in degi@ des Bulbus olfactorius festgestellt
werden konnte (Valenzuela et al., 1995). In Bezufjdie Entwicklung von Extremitaten
zeichnet sich Noggin vor allem durch seine inhitisiche Wirkung auf den Bmp-Signalweg
aus. Es bindet mit verschieden starken AffiniteaarBmp4, -5, -7, -2 und -6, sowie an GDF5
und -6 (Devlin et al., 2003; Zimmerman et al., 1996d verhindert somit deren Bindung an
ihre Rezeptoren. Dadurch hemmt Noggin u.a. die didung der Chondrogenese durch

Mitglieder der TGB —Familie (Groppe et al., 2002) und fordert iUb@&sdiHemmung u.a. die
%

Induktion von Gelenken
(Brunet et al., 1998).
Mause mit Noggin-

Uberexpression  in den_::-';'w

Osteoblasten weisen eine

erhohte Rate an _ . . o
Abb. 7: Skelettfehlbildung in Noggin-defizienten Maisen

Osteopenie, d.h. eine Skelettpraparation der Vorderextremitat von 18,6 Bmbryonen;

] links: WT, rechts: Mutante; blau = Knorpel, rot =ddahen;
verminderte Auffallig ist die verstérkte Knorpelbildung im Mutgen und das Fehlen vom
Gelenk zwischen Radius und Humerus (schwarzer)Rfiedl zusatzlichen
Knorpelbildungen (weil3er Pfeil) im Handbereich

Damit einher gehen die (nach (Brunet et al., 1998))

Reduktion der

Knochendichte auf.
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Osteoblastendifferenzierung und ein mit dem Altenehmender Schwund an trabekularer
Knochenorganisation (Devlin et al., 2003).

Der Einfluss von Noggin auf die Ausbildung korrekktandstrukturen wird bei Betrachtung
homozygoter muriner Nog-KO Phanotypen besonderflide{Abb. 7): Die Chondrogenese
ist drastisch erhoht, die Gliedmal3en insgesamtekiiiaber entlang der AP-Achse breiter,
zudem treten Gelenkfusionen im Bereich des Elleahsgauf, es fehlen Gelenke in den
Fingern und teilweise sind zusatzliche Knorpelspoausgebildet (Brunet et al., 1998).
Wahrend die phanotypischen Auspragungen der Noggitanten im Mausorganismus
jedoch erst im homozygoten Zustand in Erscheinuaten, schlagt sich beim Menschen
bereits der heterozygote Zustand in Fehlbildungess dSkeletts nieder. Je nach
NOGGIN-Mutation kann es dabei zum proximalen Syngdiamus, zum multiplen
Synoytosis Syndrom, zum Teunissen-Cremers Syndronch auch zur Brachydaktyly B2
kommen. Charakterisiert werden diese Krankheitenrctdirusionen oder Fehlbildungen der
Gelenke, Finger-, bzw. Zehenglieder und Nagel. ®id®nnen unterschiedlich stark
ausgepragt sein und reichen von Aplasien Uber Hgpmn zu verschiedenen Formen des
Symphalangismus und zu Synostosen. Diese aufféll@gsplasien werden teilweise von
einer auf Verwachsungen der Horknochen zurtckzefiden Schwerhoérigkeit begeleitet
(Hirshoren et al., 2008; Lehmann et al., 2007; Kaheshi, 2001).

1.5 Der Wnt-Signalweg ( wingless related)

1.5.1 Die Wnt-Proteine

Die Mitglieder der Wnt-Familie finden sich in komgerter Form im gesamten Tierreich. Es
handelt sich dabei um sezernierte Faktoren, die essentielle Rolle bei Induktion und
Musterbildung von Extremitaten spielen. Sie indteedie Extremitatenknospenbildung (Ng
et al., 2002) und sind wichtige Komponenten der fdd#nzierung mesenchymaler
Vorlauferzellen in Chondrozyten und Osteoblastemdetn regulieren sie die Bildung und
Aufrechterhaltung von Gelenken (Hartmann and TaB@@1). Die differentielle Expression
von Wnt7a und anderen Faktoren beeinflusst die Wdigiig der DV-Achse und positioniert
indirekt die AER (Loomis et al., 1996; McMahon &f 2003).

Ursprunglich wurden die Wnt-Liganden in kanoniseimd nicht-kanonisch eingeteilt. Dies
geschah nach ihrer tranfsormierenden Eigensch#tustepithelzellen und ihrer Fahigkeit in
Xenopus-Embryonen eine zweite Achse zu induziek&eMahon and Moon, 1989; Wong et

al.,, 1994). Mittlerweile ist jedoch bekannt, dasge dVnts je nach Gewebe und
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interagierendem Partner verschiedene Wirkungenrh&benen. Daher sollten die Wnts als
Liganden nicht mehr in kanonisch, bzw. nicht-kasohiunterschieden werden, sondern die
durch sie in einem bestimmten Kontext induziertegn&wege. Dabei wirden unter
kanonischalle B-Catenin-vermittelten Signalwege, unteicht kanonischalle p-Catenin-
unabhangig verlaufenden Signaltransduktionen fallen

1.5.2 Die Wnt-Signaltransduktion

Um die Diversitat von Wnt-Signaleif B

zu erreichen, existieren mehreje

Frizzled

Wnt-Rezeptoren, die teils alleine, teils

LRP

als Co-Rezeptoren agierel.

Charakteristisch fur die Klasse dgr

transmembranstandigen Frizzleg- @g@

Rezeptoren (Fzd) ist die extrazellulafe @ eaenn

CRD-Domaéne ¢ystein rich domaip 000

die sich aus einer konservierteh 0 e e
I Nuc\eu N Nuc\eus

Abfolge von zehn Cystein-Restep o . )

zusammensetzt. Diese Domane [st CIee

essentiell fur die Bindung der app. g Schematische Darstellung des kanonischen

. . . . Whnt-Signalwegs
Wnt-Liganden und findet sich auch in (A) Zustand ohne Wnt-Stimulug:Catenin wird Giber den

alternativen Wnt-Rezeptoren, z.B. der Abbaukomplex APC/Axin/GSK3 phosphoryliert und
' schliellich proteasomal degradiert
Rezeptortyrosinkinase RorRéceptor (B) Wnt-Stimulus fiihrt zur Rekrutierung von Axin an die
Membran, $-Catenin wird cytosolisch stabilisiert
tyrosin kinas-like orphan receptor) 2 und wirkt nach Translokation in den Nucleus uber die
. . Entfernung des Supressors Groucho als
(Hikasa et al., 2002) wieder. Neben Effektorprotein fiir die Expressionsinduktion von

den Fzd-Rezeptoren fungieren die TCF-Zielgenen (nach(Gordon and Nusse, 2006)

beiden in Vertebraten bekannten Vertreter der Lapiie (ow density lipoproteipLrp5 und
Lrp6 als wichtigste Co-Rezeptoren fir die Signalsduktion Uber den kanonischen Wnt-
Signalweg (Masiakowski and Carroll, 1992; Mikelslatusse, 2006).

Die durch die Wnt-Bindung verursachte Aktivierungr dRezeptoren zieht die Induktion
intrazellularer Signalwege nach sich. Hierbei wtkeidet man zwischen dem kanonischen,
B-Catenin gekoppelten, Weg und den nicht-kanonischieh. p-Catenin unabhéngigen

Signalwegen. Dabei sollte beachtet werden, dassiueshaus zur Uberkreuzung und
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gegenseitigen Einflussnahme der verschiedenen \kKagenen kann und diese nicht statisch
ablaufen (Miller, 2001).

Neben der Verknipfung des kanonischen und der -kexbnischen Signalwege Uber die
Rezeptorinteraktion und das Auftreten gemeinsametraler Komponenten wird eine weitere
Regulierung durch das Einwirken von Antagonistend uAdaptermolekilen auf die
Whnt-Liganden und -Rezeptoren erreicht. Zum einestiexen sezernierte Antagonisten, wie
z.B. Sfrp 6ecreted frizzled-related prote)nslie direkt mit den Wnt-Liganden interagieren
und damit kanonischen und nicht-kanonischen Sigeglgleichermal3en hemmen (Kawano
and Kypta, 2003), zum anderen treten z.B. Mitgliedier Dkk-Familie (Dikkopf) bevorzugt
mit Lrp-Rezeptoren in Interaktion und unterdrickeamit verstarkt den kanonischen
Signalweg, indem sie die Interaktion der Fzd-Rexaegpt mit ihnren Co-Rezeptoren verhindern
(Chen et al., 2008). Erst das Zusammenspiel voretekontext, Liganden, Antagonisten
und Adaptoren entscheidet letztlich Uber die Sigmiabort.

Die am besten beschriebene Wnt-Signalkaskadeeisteti kanonischen WtCatenin Wegs.
Ohne Stimulus wird das im Cytosol lokalisiefteCatenin im Komplex mit Axin durch die
Kinasen CK1 und GSK3 phosphoryliert, damit fur dieiquitin-Ligasep-Trcp markiert und
uber das Proteasom abgebaut. PaSatenin-Level wird dadurch niedrig gehalten. Unter
Wnt-Stimulus dagegen bindet der Wnt-Ligand an Fzohd Lrp-Rezeptoren. Diese
Komplexbildung fluhrt intrazellular Gber Phosphoeyling von Lrp6 und Rekrutierung von
Axin und Dvl an die Membran zur Inhibition dgsCatenin-Abbaukomplexes und damit zur
Stabilisierung und Anreicherung v@aCatenin im Cytoplasma. Dies resultiert schlief3iich
einer Translokalisierung in den Nukleus, vgeCatenin als Effektorprotein agiert und
zusammen mit Tcf/Lef Faktoren die Expression eetspender Zielgene induziert (Cadigan,
2008; Clevers, 2006). Besonders die Polaritat ungration von Zellen wird dagegen uber
die bisher schlechter verstandenen Varianten deht-kanonischen Wnt-Signalwegs
reguliert. Der PCP-Wegplanar cell polarity reguliert in Vertebraten u.a. die gerichtet
Zellebwegung bei der Gastrulationofivergent extensipr(Wallingford et al., 2002). Die
Whnt-Liganden binden hierbei nur an die Fzd-Rezegtarnd aktivieren Uber Dvl und kleine
GTPasen (Rac, Rho) die c-Jun N-terminale KinaseK]JMcEwen and Peifer, 2000;
Semenov et al., 2007). Beim WntAC&ignalweg wird iiber G-Protein-Vermittiung eine
Erhéhung des intrazellularen €&piegels erreicht, wodurch u.a. Proteinkinasenviekt
werden (Kuhl et al., 2000; Yamamoto et al., 2007).
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1.6 Die Rezeptortyrosinkinase Ror2 ( receptor tyrosine kinase-like orphan

receptor?2)

Rezeptoryrosinkinasen (RTK) gehéren zu den trandim@men Rezeptoren an der Oberflache
von Zellen. Typischerweise besteht eine RTK ausgraitigandenbindenden extrazellularen
Teil und einem intrazellularem Abschnitt, dem enayisthe Aufgaben zufallen. In der Regel
fuhrt die Bindung eines Liganden am extrazellula®ereich des Rezeptors zu einer
Dimerisierung desselben und schlieBlich zu einertopliosphorylierung durch die

intrazellulare Tyrosinkinasedomane (Schlessingé®02 Durch die Konformationsanderung
werden Bindungsstellen fur intrazellulare Signalekole frei, die das Signal ins Innere der
Zelle weiterleiten (Pawson and Schlessingert, 1993)r2 wurde 1992 das erste Mal
beschrieben und gemeinsam mit Rorl auf Grund vonndsaurevergleichen mit anderen

RTKs einer eigenen Proteinfamilie zugeordnet (Masigski and Carroll, 1992).

1.6.1 Der Ror2-Aufbau

Ror2 entspricht in seinem modularen IG Abb. 9

Modularer Ror2-Aufbau

Aufbau dem Schema einer RTK. Extrazellular ist Ror2 durch die

; ; : RD Immunglobulinartige- (IG), die
Innerhalb der Vertebraten zeigt sich ei C Cyteinreiche- (CRD) und die
konservierter Aufbau: Extrazellulér findet KR Kringle-Domane (KR) _
_ _ ) gekennzeichnet. Diese Bereiche
sich  am N-terminalen Ende ein ™ dienen vorrangig der

Ligandenbindung. Im Anschluss
an die Transmembrandoméne
TK (TM) findet sich intrazellular
membranproximal die
Tyrosinkinasedomane (TK) ,

Immunglobulin-artige  Domane  (IG),
gefolgt von der bereits angesprochen

cysteinreichen Domane (CRD) und der

S/T gefolgt von zwei Serin/Threonin-
membrannahen Kringle Doméane (KR). P reichen (S/T) Domanen, die eine
_ _ Prolin-reiche (P) Domane
Der Durchtritt durch die Zellmembran SIT flankieren.

erfolgt im Bereich der Transmembrandomane (TM). Dénazellulare Teil besteht aus der
Tyrosinkinase-Domaéane (TK) und zwei Serin/Threorercihen Abschnitten (S/T), welche eine
Prolin-reiche Doméane (P) flankieren. Die IG-Domam®n Ror2 ahnelt der von
Fgf-Rezeptoren, die CRD-Domé&ne zeigt Ubereinstingenn mit der Wnt-bindenden
CRD-Domane der Fzd-Rezeptoren und wurde bereitgleniBindung von Wnt-Liganden in
Zusammenhang gebracht (Hikasa et al., 2002). Beidlamanen vermitteln die
Protein-Protein-Interaktionen bei der Bindung voiganden und der Komplexbildung bei

Rezeptorinteraktionen (Masiakowski and Carroll, 2,99ishi et al., 2003). Kennzeichnend

15



Einleitung

fur die Ror-Proteinfamilie, welche aus Rorl und Rbesteht, sind die intrazellularen S/T-
und P-Domanen und die fir RTKs ungewdhnliche KR-Boer Ror-Orthologe wurden in
mehreren Tierarten identifiziert, wobei Vertreteer dMammalia, sowieXenopus zwei
paraloge Gene (Rorlund Ror2) aufwiesen, wahrend isi€C.elegansund Drosophila nur
eines findet (Sossin, 2006).

1.6.2 Ror2 in der Skelettentwicklung

Dass Ror2 eine wichtige Rolle bei der Entwicklureg &keletts spielt, wird bei Betrachtung
der resultierenden Phanotypen von Ror2-Mutantenokbwm Mausmodell, als auch am
Menschen deutlich. Ror2-defiziente Mause zeigererdiy Fehlbildungen, die von geringerer
KorpergroRe und verkirzte Gliedmal3en tUber Fehlbddn des Gesichtsschadels und des
axialen Skeletts reichen. Der homozygote Ror2-Ausfakt sich neonatal letal aus, da die
Atmung der Tiere, vermutlich auf Grund von Alvesigndden, behindert ist und sie so kurz
nach der Geburt ersticken (Oishi et al., 2003; Tiakeet al., 2000).

Beim Menschen werden zwei verschiedene Phénotypen Zusammenhang mit
ROR2-Mutationen gebracht (Abb. 10). Zum einen deasessiv auftretende Robinow-
Syndrom (RRS) (Afzal et al.,, 2000) und die dominaeaterbbare Brachydactylie Typ Bl
(BDB1) (Oldridge et al., 2000; Schwabe et al., 200ymptomatisch fur das RRS sind
Kleinwichsigkeit, Wirbelkérperfusionen und charaldggsche Fehlbildungen des Gesichts
(fetal face, aber auch Brachydactylien und urogenitale F&hibgen. Zurtickzufihren sind
diese Erscheinungen auf einen Funktionsverlust REdR2-Proteins l¢ss of functioh
Mehrere bisher im Zusammenhang mit RRS beschriebdhgtationen fliihren zu einem
Verbleib des Proteins im ER und seiner anschlie@emkgradation (Chen et al., 2005). Im
Falle der dominanten BDB1 dagegen wird ein Funisiigwinn von ROR2gain of functioi
vermutet. Alle bisher bekannten Mutationen fuhrenemem frihzeitigen Stop-Codon, was
wéhrend der Proteinbiosynthese zu trunkierten RUBZionen fuhrt. Dabei konzentrieren
sich die zu BDB-fuhrenden Trunkationen auf den Bérelirekt vor oder direkt hinter der
TK-Domane Erstaunlicherweise fuhrt die weiter digialegene Mutation dabei zu einem
augepragteren Phéanotyp als die proximal trunkigggante. Die BDB &aul3ert sich in einer
Hypo- oder Aplasie der distalen und mittleren Phgén, Nageldysplasien und Syndactylien
in verschieden starken Auspragungen. Neben Muttiom ROR2 konnte mittlerweile
gezeigt werden, dass auch Mutationen im Bmp-Antasgem NOGGIN ursachlich fur das

Auftreten der BDB sein kdnnen (Lehmann et al., 2007
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Funktions-
verlust

Abb. 10:

ROR2-Mutationen als Ursache fir
dominante Bracydaktylie B1 (BDB) und
rezessives Robinow Syndrom (RRS)

Die Mutationen, die zu RRS fiihren sind
Uber die gesamte Proteinsequenz verteilt
und fiihren zum Funktionsverlusiogs of
function) von ROR2. Fir BDB ursachliche
Mutationen fihren zu trunkierten
ROR2-Versionen, fiir die ein
Funktionsgewinngain of function
angenommen wird.

BDB WT

1.6.3 Die Ror2-Signaltransduktion

Da bei Entdeckung und Klassifizierung von Ror2 westevas tber Interaktionspartner, noch
uber nachgeschaltete Signalwege bekannt war, figée dem Namen den Zusatz
orphan(= verwaist) hinzu. Doch dank stetiger Forschung diesem Gebiet konnten
mittlerweile einige Ror2-abhangige Signalwege basblen werden.

So kann Ror2 Uber die CRD-Doméane mit Wnt-Ligandeteragieren. Im einfachsten Fall
kann es durch dieses Abfangen der Wnt-Liganden attrezelluare Signalweiterleitung zu
einer Inhibierung des Wnt-Signalwegs kommen, daVdigs nicht mehr fur die Interaktion
mit den Fzd-Rezeptoren zur Verfiigung stehen, wasbelegangyezeigt wurde. (Green et
al., 2007). Des Weiteren kann die Bindung von Wats Ror2 aber auch zu einer
Signalwegsaktivierung fuhren. Dies ist z.B. im leisham besten charaktierisierten
Wnt5A/Ror2/ATF2-Signalweg der Fall. Hierbei fuhriedinteraktion on Ror2 mit Wnt5A
Uber eine Aktivierung verschiedener Kinasen (PI3Kidc42, JNK) und die
Expressionsfaktoren c-Jun und ATF2 zur Expression XPAPC Kenopus paraxiales
procadherin), welches Einfluss auf die Ausbildung der Korpéssee nimmt (Schambony and
Wedlich, 2007). Wichtig ist bei der Betrachtung dRor2-vermittelten Signale immer der
Rezeporkontext. So kann die Bindung von Wnt5A neloem Aktivierung des oben
beschriebenen Wnt5A/Ror2/ATF2-Signalwegs auch (gdersphoryliertes Ror2 und unter
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Beteiligung von JNK und Filamin-A zur Induktionrd2ellmigration fuhren (Nishita et al.,

2006; Nomachi et al., 2008). Daneben kann die Bigduon Wnt5A den kanonischen
Whnt/B-Catenin-Signalweg inhibieren (zusammengefasstGre¢n et al., 2008) (Abb. 11).

Kontrar dazu wird dieser bei Bindung von Wntl odért3a an Ror2 aktiviert (Billiard et al.,

2005; Winkel et al., 2008). In Bezug auf die Skeletwicklung ist es besonders
erwahnenswert, dass eine Wnt5A-induzierte Dimeusig des Rezeptors zur
Autophosphorylierung desselben fuhrt und Uber liehimg des Gerustproteins 14-3-3 die
Knochenbildung aktiviert (Liu et al., 2007). Nebden diversen und komplexen Einflissen
auf die Wnt-Signalwege scheint Ror2 aber auch adéee Signalkaskaden einzuwirken. So
inhibiert Ror2 im Komplex mit Bmprlb die Smadl/3/@mittelte Chondrogenese nach
Gdf5-Stimulus (Sammar et al., 2004). Zusatzlich den verschiedenen Liganden und
Rezeptoren interagiert Ror2 zudem mit extrazelaniéhdaptoren. Die Orientierung der zum
Horen essentiellen Cilien des Corti-Organs wirdiber die Interaktion von Ror2, Frizzled-
Rezeptoren und dem Adapter Cthrc-1 reguliert (Yaotaret al., 2008).

Anhand der hier beispielhaft angefiihrten Interaigim und Signalwege in welche Ror2
involviert ist wird deutlich, dass es sich bei dies Rezeptor um eine zentrale
Verknupfungsstelle verschiedener Signalkaskaddmamnaeln scheint. Die Signaltransduktion
ist dabei stets vom Rezeptorkontext in Verbindunigvaorhandenen Liganden und Adaptoren
abhéngig. Mit Ausnahme des Wnt5A/Ror2/ATF2-Signasve sind die beteiligten

Komponenten dabei oft noch nicht bekannt.
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1. Ror function (@) Ror (b) Ror2 (c) Ror2 (d) Ror2 (e) Ror2 (f) Ror2
sequesters mediates Wnt5a mediates Wnt mediates Wnt5a mediates Wnt5a potentiates
Whnts signal by effects on cell signal in cell antagonism of  Wnt1 activity
activating JNK  polarity migration Whnt3a activity  (kinase-

(g) Ror2 (h) Ror2
potentiates functions as a
Whnt3a activity homodimer
(klnase—

3. Molecular Q
interactions -, % &) @
| | 8
:L.' Ror2 Rer Ror2
Fz ° X va"et’gh esm
’ —_ : : °} Dulafa
\-—ST;::,- ﬁ Ccen potamy) (cel migramn)
. Q B HF 1. Ror
Abb. 11: Signalwege mit Ror2-Beteiligung o' "

Oben: Einfluss auf die Wnt-Signalkaskade
Rechts: Wnt-unabhangige Signalwege mit
Ror2-Partizipation

(nach (Green et al., 2008)

3. Molecular
interactions

(a) Ror2 recruits
Dlixin-1 to the
membrane

14-3-38

(b) Ror2 interacts
with CKle and

GRK2

(c) Ror2 modulates
GDF5 and BMPR1b
sign
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2 Ziel der Arbeit

Neben Mutationen in der Rezeptortyrosinkinase Roz8ultieren auch Mutationen im
Bmp-Antagonisten Noggin in der Ausbildung einer @ngdaktylie-Form. Die These der
'Molecular disease family’ geht davon aus, dassddahen in verschiedenen Proteinen, die
In einem gemeinsamen Signalweg agieren, zu ahmliBfénotypen fihren (Brunner and van
Driel, 2004; Goh et al., 2007; Jiang et al., 20@8&ser Ansatz fuhrte neben dem Wissen uber
die Co-Expression beider Gene in der sich entwickesh Extremitat zur Hypothese, dass
Ror2 und Noggin miteinander interagieren kénnten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war zunachst die Bwgtétg und weiterfuhrend die
Charakterisierung dieser Interaktian vitro. Hierfir wurden Co-Immunoprazipitations-
versuche mit unterschiedlich trunkierten Ror2-Kamsgien durchgefuhrt. Als zweiter Aspekt
der Arbeit wurde die Ror2-Noggin Interaktion aufngéscher Ebenén vivo untersucht.
Hierfir wurden Ror2- und Noggin-defiziente Maustini verkreuzt und die Skelette der

daraus hervorgehenden Phanotypen analysiert.
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3.1 Gerate

3 Material

Tab. 1: Alphabetische Auflistung der verwendeten Geite

Gerét Zusatzbezeichnung Hersteller

Axio Cam HRC oder MRC5 Zeiss

Binokular MZ 12 Leica
Blotkammer Transblot Semi-Dry Bio-Rad

CGO;, -Inkubator Steri-Cycle HEPA Class 100 Thermo
Eismaschine AF30 Scotsman
Filmentwickler Curix 60 Agfa-Gevaert AG
Gefrierschrank -80 °C, Forma 906 Thermo
Geldokumentationssystem Easy Win.32 Herolab
Gelelektrophorese-Zubehor Schlitten, Kammern, Kdmme | PeqglLab
Heizblock Ori-Block OV 3 Techne

Kryotom HM 560 Microm
Kuhlgefrierkombination 4°C,-20°C Bosch
Laborwaage FI1500 Fischer
Magnetrihrer Combimag RET IKA

Mikroskop Fluoreszenz Axiovert 200 Zeiss

Mikrotom Cool-Cut oder 2050 Supercut Microm odeidRert-Jung
Mikrowelle 8020 Privileg

Pipetten 10ul, 20ul, 20Qul 1ml Eppendorf
Photometer Biophotometer Eppendorf

pH -Meter MP220 Mettler
Pipettierhilfe Pipettboy acu ISS Intergra Bioscienc

Préaparierbesteck

Pinzette, Embryonenl6ffel, Sche

reST, Bumont

Rocking Plattform Biometra

Rollator Roller Mixer SRT9 Stuart

Schiittler G10 Gyrotory shaker New Brunswick Scianti
Sterilbank HERA safe Kendro
Stickstoffbehélter Cryo Diffusion Nalgene

Stoppuhr Roth
Strom-/Spannungsversorger Peqglab

21



Material

Thermal Cycler 2720 AB Applied Biosystems
Thermomixer Comfort, fir 1,5 ml tubes Eppendorf
Transilluminator Hartenstein
UV-Dunkelkammer Hormuth-Vetter
Vortex Microspin FV-2400 Lab4you
Warmeschrank Memmert
Wasserbad D1 Haake fisions
Zellzéhlkammer Tiefe 0,200 mm; 0,0025 mm Marienfeld
Zentrifugen Biofuge pico Thermo

3417R Eppendorf

RC-5 Superspeed DuPont Instruments Soivall

Megafuge 1.0 Heraeus

3.2 Chemikalien

Alle fur diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurdgofern nicht gesondert im Text darauf
hingewiesen wird, Gber die Firmen Merck, Sigma Rath bezogen.

3.3 Puffer und Losungen

Tab. 2: Zusammensetzung der verwendeten Puffer unddsungen

Puffer/Lésung Zusammensetzung

Genotypisierung

PK/SDS (Taliltip) 0.85% SDS, 17 mM EDTA, 170 mM NaCl,iM Tris/HCI; pH 7.5,
+ 200ug/ml Proteinase K

DNA-Polymerasepuffer (10x) 750 mM Tris HCI pH 8.82mM (NH,) SO, 15 mM MgC} mit H,O

auffillen, steril filtrieren
Ladepuffer (6x) fir Agarosegele 159 Sucrose, 0.1#nm@e G auf 50ml O

TAE (10x) 0.04M Tris, 5 mM Natriumacetat, 1ImM EDTA, pH 8

ColP

Lysepuffer 150 mM 50 mM HEPES, 150 mM NacCl, 10 mM EDTA,% Glycerol,
1 % Triton X-1000, add A. bidest auf 500 ml

Lysepuffer 350 mM 50 mM HEPES, 350 mM NacCl, 10 mM EDTA,% Glycerol,
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1 % Triton X-1000, add A. bidest auf 500 ml

Inhibitoren fur Lysepuffer auf 10 ml Lysepuffer; 100 pul PMSF (stock 50 mM),lGAprotinin
(kurz vor Gebrauch hinzuftigen) (stock 1 mg/ml), 10 ul Pepstatin (stock 1 mg/miil2.eupeptin (stock
5 mg/ml), 50 ul NaF (stock 200 mM), 50 pl Na3VOtb ¢k 200mM,

aktiviert)

BSA/Lysepuffer 5 % BSA in 150 mM Lysepuffer [6senpier frisch ansetzen

Western Blot

SDS-Ladepuffer (red., 4x) 2ml 1 M Tris, 4 ml Glyegeriaml 20 % (w/v) SDS,
400ul 1 % Bromphenolblau, 600l H,O, 1 ml 40x Reduktionsmittel
(z.B.p-Mercaptoethanol), pH 7.5

SDS-Laufpuffer (5x) 25 mM Tris, 250 mM Glycin; 0,1 @84/v) SDS

Transferpuffer (10x) 29 g Glycin; 58 g Tris Base;m010 % (w/v) SDS, add 1 | mit A. bidest

Transferpuffer (1x) 100 ml Transferpuffer 10x, 200M@0OH, 700 ml A. bidest

TBST (10x) 300 ml 5 M NaCl, 100 ml 1 M Tris pH 7,5, #0(v/v) Tween-20, add 1 |
mit A.bidest

Milch/TBST 5 % Milchpulver in 1x TBST l6sen

BSA/TBST 5 % BSA in 1x TBST Iosen

Strippuffer 7.5 ml 1 M Glycin, 2 ml 10 % (w/v) SOS0mI H,O, pH 2.5

Proteinaufreinigung

Waschpuffer Proteinaufreinigung 50 mM N##d@y, 300 mM NacCl, 20 mM Imidazol; auf pH 8 einstellen,
add 1| mit A. bidest

Elutionspuffer Proteinaufreinigung 50 mM Nz*D,, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol; auf pH 8 einstellen
add 1l mit A. bidest

Lysepuffer Proteinaufreinigung 50 mM NgtD,, 300 mM NacCl, 10 mM Imidazol,
10 mM B-Mercaptoethanol; auf pH 8 einstellen , add 1tlAibidest

Histologische Methoden

PBS (10x) 80 g NaCl, 2 g KCl, 14.4 g @&, 2.4 g KHPO, auffillen auf 11 mit
H,O-DEPC, pH 7.4

4 % PFA/PBS 40g PFA in 11 PBS durch Erhitzen l16gh7,4

Alcian-Blau Farbelésung 500 mg Alcian Blau; 800EtOH 100%, 200 ml Eisessig

Alizarin-Rot Farbelésung 50 mg Alizarion Rot in R@H

Tab. 3: Verwendete Medien und deren Zusammensetzu

Medium | Zusammensetzung

Zellkultur Nahrmedium DMEM mit 4,5 g/L Glucose, 1%Glutamin, 1% Pen/Strep, 10 % FCS
Hek293T, 5 % FCS fur Cos-1

Zellkultur Einfriermedium, 1x 3,5 ml Medium, 0,5 ml DMSO 10 %, 1 ml FCS 20 %

LB-Medium 10 g pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g Na®l; f4, autoklavieren
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2XTy-Medium 10 g Hefeextrakt, 16 g Trypton, 5 g Na&zid 1 | mit A. bidest;
autoklavieren
LB-Agar 1,5 % Bacto-Agar in LB-Medium, autoklavieren

3.4 Molekularbiologische Reaktionssysteme/ Kits

Tab. 4: Verwendete Kits

Bezeichnung Hersteller
Plasmid DNA Purification Kit Nucleobond AX 100 Maety-Nagel
E.Z.N.A. DNA-Plasmid Mini PeqgLab
TurboFect Fermentas
RotiLumin Roth

ECL Plus Western Blotting Detection System GE Healthca

3.5 Kulturzellen

Das dem Medium zugefugte FCS wurde zuvor durchtigmdége Inkubation bei 72°C im

Wasserbad hitzeinaktiviert.

Tab. 5: Verwendete Kulturzellen

Zelllinie Medium
) o DMEM mit 4,5 g/L Glucose, 10 % FCS,
HEK 293T humane Nierenzelllinie )
1 % L-Glutamin, 1 % Pen/Strep
Nierenzelllinie griine DMEM mit 4,5 g/L Glucose, 5 % FCS,
Cos-1 :
N Meerkatze 1 % L-Glutamin, 1 % Pen/Strep
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3.6 Bakterienstamme und Kulturmedien

Fur die Gewinnung der Expressionskonstrukte furG¢Ps wurde als Standard der coli
Stamm XL1Blue verwendet, fur die Isolation und Amfigung des rekombinanten Proteins
kam der BL21DE3-Stamm zum Einsatz. Dieser wurd@xhy-Medium gehalten, wahrend
fur den XL1Blue Stamm LB-Medium verwendet wurde.

3.7 Antikorper

Tab. 6: Verwendete Antikodrper

Bezeichnung Hersteller Verwendung Kommentar
Cyto | Histo | Blot

goat anti hRor2 R&D AF2064 1:500Q 1:10p0

rabbit anti HA SIGMA 1:100(

rabbit anti p-Serin Zymed 61-8100 1:10eide AK mischen; Blocken in

rabbit anti p-Threonin| CellSignaling 9381 1:5QBSA/TBST

rabbit anti goat Alexa

flour Invitrogen 1: 500 1:100| Blocken in BSA/TBST
eigene Aufreinigung,

rGBD-GFP Referenz A. Schambony, rek. Protein als AK gebraucht
Erlangen 1:20 1:20

rabbit anti goat HRP SIGMA 1:1000

goat anti rabbit HRP Calbiochem 1:1000

3.8 Tiere

Alle Verpaarungen und die Aufzucht der untersuchuslinien wurden freundlicherweise
vom Personal des institutseigenen Tierhauses uUbenen. Verwendung fanden die
folgenden Linien: 1) Nog-KO durch eine lacZ-Insenti (McMahon et al., 1998)
2) Ror2-KO (Takeuchi et al., 2000)
Bl/6
Verwendet wurden Embryonen des Stadiums E15,5 igiKdyoschnitte und Neugeborene

des Stadiums PO fiir die Skelettpraparationen
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3.9 Primer

Alle hier aufgefihrten Primer wurden von MWG-Bidte@&bersberg) bezogen.

Tab. 7: Fur die Genotvpisierunaen verwendete Prime

Name Sequenz

mRor2-wt CCTACTATAGACTCTGATCCTTCTGCC
mRor2-ko-neo1500 ATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAG
mRor2-ext-4 CTTAACTGTTCTAGGTCAAGTATG
wt210x211 GAGCAGCGAGCGCAGCAGCG
ko210x212 AAGGGCGATCGGTGCGGGCC

reverse GCATGGAGCGCTGCCCCAGC

3.10 Enzyme

Tab. 8: Verwendete Enzym

Enzym Hersteller
Shrimp Alkaline Phosphat B);

rimp Alkaline PhosphataseAB) Fermentas
Puffer: 10x SAP-Puffer
Proteinase K Boehringer
Tag-Polmerase; Hauseigen;
Puffer: 10x PCR-Puffer, MBI Fermentas

15 mM MgCI2

Trypsin EDTA BioWhittaker Cambrex
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3.11 Langenstandards

Zur Ermittlung der DNA-, bzw ProteingroRen wurdei jeder Elektrophorese ein
Langenstandard mitlaufen gelassen. Im Falle derrdsgaGelelektrophorese war dies der
DNA-GeneRuler 100bp plus, im Falle der SDS-Pagedeider PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder SM1811 eingesetzt. Beide Marker emnebn Fermentas bezogen.

bp ng/05pg %

—~180 200 8 56
T o0 8 56
1500 28 56
| 1200 28 56
_ 1000 8 160
e =0 27 sd
5 —800 o7 54
2 Zh0 51 B4
L a5 < Bl — 600 27 54
i & —500 80 16.0
—  -27 _| g g — 400 30 60
< —300 30 60
]
— & —20 30 60
5 —100 30 60
L 0] =
5
= = =
o =} ~
=] = —
8-16% Tris-ghcing S0S-PAGE 0.5pg/lane, 8cm length gel,

1XTBE, 5v/cm, 1h

Abb. 12: Verwendete Langenstandards
links: DNA-GeneRuler 100 bp plus; rechts: PageRRBlas Presatained Protein
Ladder SM 1811

3.12 Software

Tab. 9: Verwendete Computerprogramme und Datenbanke

Programm Verwendung

Adobe Photoshop CS2 Bildbearbeitung
Axio Vision 4.6 Digitale Photographie
CorelDraw 12 Bildbearbeitung
EASY Win 32 Geldokumentation
Microsoft Office Auswertung

NCBI Datenbankrecherchen
Windows XP Betriebssystem
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 DNA-Extraktion

Zum Genotypisieren der Mause wurde bei Neugeborétaen, bei Embryonen das Amnion
zur DNA-Extraktion verwendet. Dieses Gewebe wurdadzhst mit Om ml PK/SDS-Mix
versetzt und bei 55°C 2-3 Std. auf dem Schiittlenbirert, bis das Gewebe vollstandig gelost
war. Daraufhin wurden 0,25 ml einer 5 M NaCl-Losumigzugefiigt und die DNA 10 min bei
RT auf der Wippe geféllt. Es folgte eine 10 mindétignkubation auf Eis und eine
Zentrifugation tiber 12 min bei 7.000 rpm und 4°@nY Uberstand wurden 500 ml in ein
neues Eppendorf-Tube Uberflihrt und mit 1 ml eiskalEthanol versetzt. Daraufhin erfolgte
erneut eine Zentrifugation tber 10 min bei 13.09éh rund 4°C. Das Pellet wurde mit
70 %igem Ethanol gewaschen, erneut 6 min bei 13@0zentrifugiert, anschlielRend fur
einige Minuten luftgetrocknet und schlief3lich irD30l A. bidest Gber Nacht bei 4°C gelost.

4.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion werden speziéisddNA-Abschnitte durch eine
DNA-Polymerase gezielt vervielfaltigt. Um den zu @ifizierenden Bereich einzugrenzen
wird dieser durch spezifische Oligonukleotide, Bremer, flankiert. Diese werden so gewahlt,
dass ihre Basenfolge jeweils komplementar zu deeseDNA-Einzelstrangs ist. So kdnnen
sie sich an die DNA anlagern und bilden die Ansatkpe fiur die Polymerase. Die
Amplifikation der DNA erfolgt, indem die thermosibbh Polymerase einzelne dNTP’s zu
einem fortlaufenden Strang synthetisiert. Dies@zBsss verlauft im Wesentlichen Gber drei
Reaktionsschritte: Denaturierung, Annealing undonBhtion. Dabei wird der
DNA-Doppelstrang zunachst bei 94-98°C denaturiert liegt damit einzelstréngig vor.
Durch das Absenken der Temperatur kurz unter dém8punkt der Primer lagern sich
diese an die Einzelstrange an. Durch anschlieRefdmperaturerhéhung auf das
Aktivitatsoptimum der Polymerase (ca.72°C) wird diéongation initilert und ein neuer
DNA-Strang aufgebaut. Die Dauer der einzelnen &ehhéngt u.a. von der Fragmentlange
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und der Polymeraseaktivitat ab. Durch 25-35fached&tiholung des gesamten Zyklus liegt

am Ende eine groRe Menge des DNA-Abschnitts vardsse vor.

Tab. 10: Pipettierschema eines Standard PC-Ansatze:

Reagenz Menge
Template-DNA 2 ul
10x PCR-Puffer; 12,5 mM Mggl 2,5 pl
12,5 mM dNTP's 0,1 pl
Fwd. Primer (100 pmol/ul) 0,1 pl
Rev. Primer (100 pmol/ul) 0,1 pl
Tag-Polymerase 1l
A. bidest add 25 pl
Tab. 11: Standard PCR-Proaramm
Schritt Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 94°C 4 min 1
Denaturierung 94°C 30 sec
Primer Annealing je nach Primer 30 sec
Elongation 72°C je nach DNA-Lange 25-35
Taqg: 1min/ 1000bp
+ 30sec
Finale Elongation 72°C 10 min 1
Kihlung 4°C 0 1

4.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Gelelektrophorese lassen sich DNAgfreente ihrer Gro6Re nach im
elektrischen Feld auftrennen. Hierfir wurde 1,5%awge (w/v) in 1x TAE-Puffer durch
erhitzen in der Mikrowelle geldst, anschlieRend 3&fC abgekihlt und mit Ethidiumbromid
(0,00005% (v/v))versetzt. Die Gellosung wurde imegi daftr praparierten Schlitten gegossen
und am oberen Ende mit einem Kamm versehen, so lokiss Polymerisieren des Gels
Taschen entstehen. Nach vollstandiger Ausharturgy @els wurde dieses in eine mit
1x TAE-Puffer gefullte Elektrophoresekammer uberfiind die aufzutrennende DNA nach
Versetzung mit Ladepuffer in die ProbentaschenltjeRie Kammer wurde im Anschluss fir
30-60 min an eine Gleichstromqguelle mit einer Spagnvon ca. 100 V angeschlossen, so
dass die DNA-Fragmente entsprechend ihrer negatia®ung im elektrischen Feld zum
positiven Pol. Dabei laufen kleinere Fragmente sttnals grof3e, so dass diese voneinander
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getrennt werden. Je nach erwarteter Fragmentgréfle #ie Agarosekonzentration variiert
werden: Je hoher die Konzentration, desto effektilessen sich kleine Fragmente
voneinander trennen. Durch die erfolgte Zugabe Etrndiumbromid, welches sich in die
grofR3e Furche der DNA-Doppelhelix lagert und dadwmter UV-Licht fluoresziert, ist eine
Detektion der aufgetrennten DNA-Fragmente unter wWéadung einer

UV-Geldokumentationsanlage moglich. Zur Beurteiludgr Fragmentgrof3en wurde ein

Langenstandard mitlaufen gelassen.

4.1.4 Transformation

Unter Transformation versteht man die Aufnahme Ptasmid-DNA in Bakterien. Hierfir
wurden kompetenteE.coli Bakterien des Stamms XL1 BLUE verwendet. Fir die
Transformation der Expressionskonstrukte wurden u0dOBakteriensuspension auf Eis
aufgetaut und mit 10 pl des zu transformierendenAfX¥nstrukts versetzt. Nach
30 mindtiger Inkubation auf Eis wurden die Bakterieinem Hitzeschock (43°C, 45 sec)
ausgesetzt und anschliel3end rasch wieder auf Bisligelm Anschluss erfolgte die Zugabe
von 900 pl LB-Medium ohne Antibiotikum und eine stiindige Inkubation bei 37°C auf
dem Schittler.

Daraufhin wurde der Ansatz fiir 1 Minute bei 5.0pf zentrifugiert und der Uberstand bis
auf 100 pl abgenommen. Das entstandene Zellpelledenin diesen 100 pl resuspendiert, die
Suspension auf einer LB-Platte mit Antibiotikazasatisgestrichen und diese tber Nacht bei
37°C inkubiert. Die Art des Antibiotikazusatzes htiete sich dabei nach der
Antibiotikaresistenz, die den Bakterien durch Adifmee des Plasmids Ubertragen wurde.

4.1.5 Animpfen von Uber-Nacht-Kulturen

Fur die Praparation von groRen Mengen an Expresisomstukten aus den Bakterien sind
grol3e Mengen von Bakterienklonen notwendig. Hiewfiirden 200 ml LB-Medium in einem
Erlenmeyer-Kolben vorgelegt und mit dem entspredearAntiobiotikum (1:1000) versetzt.
Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde die Koloriaes neu transformierten Klons von der
entsprechenden LB-Platte gepickt und diese in dalukyefal? gegeben. Waren bereits
Glycerin-Stocks von Kulturen vorhanden, wurde nmiee sterilen Pipettenspitze eine kleine

Menge der gefrorenen Kultur abgenommen und direkiis Kulturgefaf3 tberfuhrt.
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Um Verunreinigungen der Kultur zu verhindern wurdier Hals des Gefalies nach dem
Offnen stets abgeflammt. Die Inkubation der Kukufolgte Giber Nacht bei 37°C auf dem
Schuttler (ca.200 rpm).

4.1.6 Praparation von Glycerin-Stocks

Glycerin-Stocks von Bakterienkulturen dienen eiagss der langfristigen Lagerung,
andererseits ermdglichen sie die Arbeit mit stets gleichen Expressionskonstrukten.

Zur Herstellung eines Glycerin-Stocks wurde 1 meeifrischen Uber-Nacht-Kultur in einem
Kryo-Tube mit 600 pl 87%igem Glycerin versetzt undliissigem Stickstoff schockgefroren.

Die anschlielende Lagerung erfolgte im Gefriersthizei -80°C.

4.1.7 Isolation von Plasmid-DNA

Fur die Gewinnung der Expressionskonstrukte auskadétaren der transformierten
Bakterien kamen fur analytische Zwecke das ,E.Z.NDAA-Plasmid-Mini“-Kit von PeqLab
zum Einsatz, fur die Weiterverwendung der Plasmiahs$€rukte in der Zellkultur wurde eine
Midi-Praparation nach Anleitung Kits ,Plasmid DNAuffication 100“ von Machery-Nagel
durchgefuhrt.

4.1.8 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsauren

Um die isolierte DNA in folgenden Anwendungen inr deechtigen Menge einsetzen zu
konnen, ist eine Konzentrationsbestimmung von Nofeiese erfolgte unter Verwendung
eines Photometers. Hierbei wurden 99 ul A. bidest Imul der isolierten DNA-LGsung

versetzt und die Lichtabsorption, bzw. die optis@iehte bei 260 nm gemessen und die

Konzentration der DNA-L&sung ermittelt.
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4.2 Zellbiologische Methoden

4.2.1 Auftauen der Zellen

Eingefrorene Zellen werden langfristig als 1ml Alags in flissigem Stickstoff gelagert. Zum
Auftauen wurde eines der Aliquots aus dem Stickistiok entnommen und zunéchst fir
30 min im -80°C Gefrierschrank zum Abdampfen déskStoffs zwischengelagert.
AnschlieRend wurden die Zellen im Wasserbad beiC3#&ufgetaut, zigig in 10 ml
vorgewarmtes Medium (siehe 3.2.2) Uberfihrt und308 rpm fur 5 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 10-12nBthem Medium resuspendiert und die
Suspension in eine 75 érdellkulturflasche tiberfiihrt. Durch vorsichtigesh&enken wurde
die Zellen gleichmé&Rig in der Flasche verteilt imdAnschluss im Brutschrank bei 37°C und
5% CQ inkubiert. Fur eine bessere Akklimatisierung delléh wurde vor ihrer Verwendung

in Versuchen mindestens einmal ein Medienwechsal eith Aufsplitten durchgefuhrt.

4.2.2 Medienwechsel und Inkubation

Durch den Stoffwechsel der Zellen nimmt der GehalNahrstoffen im Medium wahrend der
Inkubation stetig ab, zusatzlich sammeln sich rait deit Stoffwechselendprodukte darin an.
Um den Zellen fortwahrend optimale Wachstumsbedigga bieten zu kénnen wurde das
alte Medium in regelméaRigen Abstanden abgesaugtunzh 37°C warmes frisches Medium
ersetzt. Um ein Ablésen der Zellen vom Flaschenbade verhindern wurde dabei darauf
geachtet, dass die Zellen keinem direkten Flisgggteom ausgesetzt waren. Die weitere
Inkubation erfolgte wie zuvor bei 37°C und 5% C@2Inhkubator. Um den Bedirfnissen der
verschiedenen Zellinien gerecht zu werden, wurden ldiltivierten Zellen der Linie
Hek 293T in 10 % FCS-, 1 % PS- und 1% LG-haltigeMBM (LONZA, BioWhittaker
with 4,5 g/L Glucose) gehalten, wéahrend fur diesGainie 5 % FCS-, 1 % PS- und

1 % LG-haltiges Medium verwendet wurde.

4.2.3 Splitten der Zellen

Um den Zellen ausreichend Platz zum Wachsen zerhieturde die Zelldichte regelméaRig

durch das Aufsplitten der Kultur auf mehrere Zdliutflaschen verringert.
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Hierfir wurde zunéchst das alte Medium abgesaudtdurch 4 ml Trypsin ersetzt. Nach
3 min. Inkubation im Inkubator konnten die Zellearch Klopfen gegen die Flasche vom
Boden gelost werden. Durch anschlieBende Hinzugahel2 ml frischem Medium wurde
die Aktivitat des Trypsins gehemmt. Die Suspensinde daraufhin in ein 50ml-Falcon
uberfuhrt und bei 800 rpm 5 min zentrifugiert. DBsgllet wurde nach Absaugen des
Uberstands in 10 ml frischem vorgewarmten Mediususpendiert und 1ml der Suspension
in eine neue 75 chflasche gegeben, in die zuvor 10 ml warmes Mediargelegt wurden.
Durch diesen Vorgang erfolgt ein Aufsplitten der Itk im Verhaltnis 1:10. Durch
abschlieRendes Schwenken der Flasche erfolgte ldiehgaRige Verteilung der Zellen,
bevor die Inkubation unter den bereits beschrieb&wezlingungen fortgesetzt wurde.

Je nach Zelllinie treten beim Splitvorgang gerilgj@wveichungen von der beschriebenen
Vorgehensweise auf: Wéahrend die verwendeten Colé&rZrypsiniert wurden, konnte bei
der Linie Hek 293T darauf verzichtet werden. Hiesoerden die Zellen direkt durch Klopfen
von Boden gelést und durch auf- und abpipettieree &/ereinzelung von Zellclustern
erreicht. Der eigentliche Vorgang des Splittensersthied sich dabei nicht von der oben

beschriebenen Vorgehensweise.

4.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Zum gleichmafigen Aussdhen der Zellen fur Versushees von Noten die Zellzahl zu

bestimmen. Hierfir kam eine Neubauer-Zellzahlkampoen Einsatz. Diese ist in 4 Quadrate
gegliedert, die sich wiederum in 16 kleine Quadrateerteilen. Auf diesen definierten
Bereich wurde ein Deckglaschen gelegt und 20 pl delisuspension mit Hilfe einer

Mikroliterpipette darunter gegeben. Die Zellen kmm daraufhin bei Betrachtung der
Zahlkammer durch das Mikroskop gezahlt werden. B@e ermittelte Zahl wurde als

Grundlage zur Berechnung der Zellzahl pro ml vedetndie sich nach folgender Formel
bestimmen lieB:Anzahl gezahlter Zellen x Kammerfaktor 0,25 %=18ellzahl/ml

4.2.5 Aussaat von Zellen

Um in den Versuchen unter stetig vergleichbareniipthgen arbeiten zu kdnnen, wurden
die Zellen in stets der Gleichen Dichte von 6xZ6llen/Schale ausgesét.
Dafur wurden die Zellen wie in 3.2.3 beschriebendgfe vereinzelt, zentrifugiert und

resuspendiert. Im Anschluss wurde die Zellzahlibest (4.2.4) und durch Verdinnen mit
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Zellkulturmedium auf 3x10Zellen/mleingestellt. Von dieser Suspension wurden jeweils 2
ml in eine Zellkulturschale mit einem Durchmessen ¥ cm gegeben und die Zellen durch
Schwenken der Schalen gleichmalig verteilt. Darauflerfolgte eine Inkubation
(837°C,5% CQ) von mind. 24 Stunden, damit sich die Zellen #tese und festheften

konnten.

4.2.6 Transfektion von Zellen

Unter dem Begriff der Transfektion versteht man diefnahme von Fremd-DNA in

eukaryotische Zellen. Durch die Aufnahme der DNAdwiliese daraufhin von den Zellen
vermehrt und die eingeschleusten Gene exprimiezheN der stabilen Transfektion, bei der
die eingebrachte DNA dauerhaft ins Genom eingetdrat gibt es auch die voribergehende
Einbringung von Fremd-DNA in die Wirtszelle. Manrispt hierbei von einer transienten
Transfektion. Alle Versuche dieser Arbeit wurderttais transienter Transfektion realisiert.
Als Transfektionsragenz wurde dabei ,TurboFeet vitro Transfection Reagent® von

Fermentasiach Herstellerangaben verwendet. Die Transfeldidoigte bei einer Konfluenz

von ca. 70 %, wobei unmittelbar vor und 12 Std.hnder Transfektion ein Medienwechsel
durchgefuhrt wurde um den Stress fur die Zellen lobgt gering zu halten. Bei der
Co-Transfektion zweier Konstrukte, deren potergidhteraktion hier via ColP untersucht
wurde (siehe Abschnitt 4.3.3), wurde die Gesamtreeag zu transfizierender DNA 1:1

zwischen beiden aufgeteilt, also 2,5 pg eines jédarstrukts eingesetzt.

Tab. 12a und b: Transfektionsschemata am Beispieled Rezeptorkartierungs- und Phosphorylierungsversuchi

Mapping
Nr. Co-Transfektion
1 | Nog-HA + PcDNAS3
2 | Nog-HA + Ror2wt-FLAG
3 | Nog-HA + RorACRD-FLAG
4 | Nog-HA + RorACRD/KR-FLAG

Phosphorylierung

Nr. Transfektion Stimulation Kommentar
1 | mRor2-FLAG --
2 | mRor2-FLAG -- SAP nach IP, Lyse ohne NaF, NaOV
3 | mRor2-FLAG + CK1 --
4 | mRor2-FLAG Wnt5A
5 | mRor2-FLAG Noggin
6 | MRorACRD/KR-FLAG | Noggin
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4.2.7 Stimulation der Zellen

Vor der Stimulation der Cosl-Zellen wurden dies@anhst 16-20 Std. in FCS-freiem
Medium gehungert um die Expression zu drosselnailhin erfolgte die Stimulation mit
rekombinantem Protein Uber einen Zeitraum von 2. Stdbei wurde Noggin mit der
Konzentration 1pg/ml und Wnt5A mit der von 300 ngéimgesetzt. Um eine Beeinflussung
der Zellen durch Medienzusatze zu verhindern, wudde Stimulation ebenfalls in FCS-

freiem Medium durchgefihrt.

4.2.8 Einfrieren der Zellen

Die einzufrierenden Zellen wurden noch in der Kidlasche in 10 ml DPBS gewaschen, mit
4 ml Trypsin fur 3 min im Brutschrank inkubiert,slielend durch Klopfen und Pipettieren
vom Flaschenboden geldst und in ein 50 ml-Falconliml vorgewarmten Nahrmedium
uberfuhrt. In diesem erfolgte eine Zentrifugatia 800 rpm fir 5 min. Das erhaltene Pellet
einer 75cnf-Kulturflasche wurde in 1,5 ml Medium aufgenomment jeweils 0,5 ml davon
in ein beschriftetes Kryoréhrchen gegeben. Es éoldie Hinzugabe von jeweils 0,5 ml
2x-Einfriermedium und die anschlieRende Uberfiihraleg Kryoréhrchen in eine auf 4°C
vorgekuhlte Einfrierkammer. Sofort im Anschlussofgfe das Wegfrieren der Zellen in
dieser Einfrierbox im Gefrierschrank bei -80°C ubdacht. Zur langfristigen Lagerung

wurden die Zellen anschliel3end in flissigem Stafkgtelagert.

4.2.9 Immuncytochemie

Bei der Immuncytochemie nutzt man die spezifisciredBng von Fluoreszenz-gekoppelten
Antikdrpern an Proteinstrukturen aus um diese zektieren. Hierfir wurden ca. 20.000
Zellen pro Well in einer 12-well-Platte gesat, ireleher zuvor Deckglaschen ausgelegt
wurden. Diese wurden zur Vermeidung von Kontamaren vorab in 70% Ethanol getaucht
und anschlie3end abgeflammt. Nach dem Aussahetgteriolnkubation, Transfektion und
Stimulation wiebeschrieben.

Anschliel3end erfolgten bei RT das zweimalige Wascinait PBS, die Fixierung in
4 % PFA/PBS fur 15 min und die Permeabilisierungchdu0,2 % TritonX-100/PBS fur
15 min. Nach Fixierung und Permeabilisierung wurden Zellen jeweils dreifach mit PBS
gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Antikérperbation mit DAPI (1:1000) und
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Phalloidin 568 (1:200) in PBS fiur weitere 30 miefagt von erneutem dreifachen Waschen
in PBS. Im Falle des rGBD-GFP Einsatzes wurdenZaiden durch 10 minutige Inkubation
in -20°C kaltem Methanol fixiert und anschlieRemdABS gewaschen. Die Inkubation mit
dem rGBD-GFP Konstrukts erfolgte bei in einer demkFeuchtkammer bei RT fur 1 Stunde,
indem ein Tropfen des Proteineluats (1:20) auf fiteragegeben und das Deckglas mit den
Zellen nach unten zeigend darauf platziert wuraieAhschluss erfolgte dreimaliges Waschen
mit PBS und schliellich die Gegenfarbung mit DARd tPhalloidin wie oben beschrieben.
AbschlieRend wurde auf einen Objekttrager ein TeopfFluoromount G Einbettmedium®
von Southern Biotech aufgebracht und das Deckgsischit den Zellen zum Objekttrager
zeigend darauf platziert. Das fertige Praparat eumaghachst tber Nacht im Dunkeln bei RT

getrocknet und im Folgenden bei 4°C im Dunkeln geta

4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 Zelllyse

Die Zellen wurden vor der Lyse auf Eis stehend békilas Medium abgesaugt, die Zellen
einmal mit Wasser gewaschen und anschliel3end 50@sebuffer (150 mM mit Inhibitoren,
siehe Tab.2) hinzugegeben. Der Lysevorgang erfdigited°C auf der Wippe. Dabei wurde
die Dauer der Lyse den Zellen und dem Versuch asgtpDie Hek 293T —Zellen lysierten
fur die Mapping-Experimente 1 Stunde, wahrend disedauer bei den Cos-1-Zellen fir den
Phosphorylierungsnachweis auf 20 min verkirzt wuhaseAnschluss an die Lyse wurde das
Zellysat in vorgekuhlte 1,5 ml Eppendorf-Tubes @@t und fir 10 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert um Zelltrimmer zu entfernen. Der Ultand wurde in ein neues Tube uberfiihrt,
in flissigem Stickstoff schockgefroren und ansddied bei -20°C gelagert oder direkt

weiterverwendet.

4.3.2 Western-Blot-System

Das Prinzip des Western Blots ermdglicht die Aultneng und anschlie3ende Analyse von

Proteingemischen. Hierfir werden die Proteine zhsiédiber ein Polyacrylamid-Gel der
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GroRe nach aufgetrennt, anschliel3end durch dewdf@sng auf eine Membran Ubertragen,

auf der dann z.B. eine Proteindetektion mit Antdd@im erfolgen kann.

4.3.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PA  GE)

Ein typisches SDS-Gel besteht aus Sammel- und §ednde nach Proteingrof3en wird die
Konzentration variiert. Je Kkleiner die zu trennendéroteine, desto hoher die
Acrylamid-Konzentration. Fur die Analyse der Renekartierung und der Dimerisierung

wurden 12 %ige, fur die Analyse der Phosphoryligr@r®oige Gele verwendet.

Tab. 13: Zusammensetzung SDS-Polyacrylamidgele

Gelkomponenten Trenngel, 50 ml Sammelgel, 10 ml
12% 8% 5%
A. bidest 16,5 ml 23,5ml 6,8 mi
Acrylamid 20,0 ml 13,3 ml 1,7 ml
Tris-HCI pH 8,8 12,5 mi 12,5 ml 1,25 mi
SDS 10 % 0,5ml 0,5ml 0,1 ml
APS 10 % 0,5ml 0,5ml 0,1 ml
Temed 0,02 ml 0,03 ml 0,01 ml

Vor dem Laden der Lysate in die Probentaschen wudie Proben mit 4x reduzierendem
SDS-Ladepuffer (Tab. 2) versetzt und fur 10 min @&iC aufgekocht. Das SDS-Gel wurde
in der mit 1x SDS-Laufpuffer (Tab. 2) geflllten lfkammer an eine Gleichstromquelle mit
der Spannung von 80-100 V angeschlossen. Das Anftreder Proteine dauert dabei je nach
Laufweite 1,5-2 Stunden. Um die Proteingréf3en adizeim zu kdnnen wurde immer der

SL1811 Proteinmarker von Fermentas mitlaufen gelass

4.3.2.2 Western-Blot

Beim Blotten wurde das Prinzip der Halbtrockenkamrexwendet. Hierfur wurde zunéchst
eine PVDF-Membran fur 2-3 min in Methanol aktivieuhd anschlieRend in A. bidest
gewaschen. Es folgte die Inkubation von Membran @RBS-Gel in 1x Transferpuffer
(Tab. 2). fur 210 min. Parallel dazu wurde extradikk Whatman-Filterpapier in
1x Transferpuffer getrankt. Der eigentliche Ubegtdeer Proteine vom Gel auf die Membran

erfolgt durch das Anlegen eines elektrischen Felsleslass die Proteine vom negativen
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(hier oben) zum positiven Pol (hier unten) wandédemnach wurden Gel, Membran und
Filterpapier wie folgt von unten nach oben angeetdrFilterpapier, Membran, Gel,
Filterpapier. Beim Zusammensetzen der Komponentanevdabei darauf geachtet, dass sich
keine Luftblasen zwischen den einzelnen Lagen lefanDer Proteintbertrag erfolgte dann
bei einer Spannung von 20 V innerhalb von 20 min.

4.3.2.3 Protein-Detektion mittels Antikorper

Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurde Membran nach dem Blotten
mindestens 1 Std. in 5 % Milch/TBST (Tab. 2) fue dimerisierung und das Mapping, fur
den Phosphorylierungsnachweis in 5% BSA/TBST (T&). zum Absattigen der
unspezifischen Bindungen geblockt. Bei Verwenduog yhospho-Antikérpern wird mit
BSA geblockt, da in Milch bereits Phosphoproteinghalten sind und durch Bindung dieser
an den Antikdrper ein starkes Hintergrundsignalstemen wirde. Im Anschluss an das
Blocken erfolgte die Inkubation der Membran mit d@mmé&ren Antikdrper (Tab. 6)n
einem 50 ml-Falcon. Die Inkubation wurde in der &eig 5 % Milch/TBST bei 4°C Uber
Nacht auf dem Rollbrett, die Inkubation mit Phosgtniikdrpern erfolgte allerdings in
5% BSA/TBST. Bevor weitergehend die Inkubation mdgm Peroxidase-konjugiertem
sekundaren Antikdrper tber 2 Stunden bei RT stadifavurde der Blot dreifach in TBST bei

RT gewaschen.

4.3.2.4 Entwicklung

Nach der Inkubation mit den Antikérpern wurde diembarn zunachst mehrfach in TBST
gewaschen. Fur die Detektion der gebundenen Améowurde das ,RotiLumin“-Kit von
Roth im Falle des Mappings und der Dimerisierung verveéndir den Nachweis der
Phosphorylierung dagegen kam das ,ECL Plus WedBdotting Detection System® von
GE Healthcare nach Herstellerangaben zum EinsaézlL minolldsungen stellen dabei das
Substrat fir die an den sekundaren Antikérper geé&ldp Peroxidase dar. Durch deren
Aktivitat wird Licht abgestrahlt, welches einen geliegten Rontgenfilm an entsprechender
Stelle zu schwérzen vermag. Das Auflegen der Rafitgee auf die mit Entwicklerldsung
benetzten und in Folie eingeschlagenen Membranewjesdie Entwicklung der Filme

erfolgte in der Dunkelkammer.
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4.3.2.5 Strippen

Um auf einem Blot mehrere Antikérperdetektionenctifithren zu kénnen, miissen uwischen
diesen die alten Antikorper entfernt werden. DieS@mgang nennt man Strippen. Hierbei
wurde der Blot zunachst mehrfach in 1x TBST gewasalmd anschlie3end 2x 10min bei RT
auf der Wippe in Stripping-Buffer (Tab. 2) inkulieEs folgte nochmaliges Waschen in
1x TBST, ein erneutes Blocken in 5% Milch/TBST undaraufhin die neue
Antikodrper-Inkubation (siehe Abschnitt 4.3.2.3).

4.3.3 Co-Immunoprazipitation (ColP)

Durch die ColP kdnnen Protein-Protein-Interaktiomachgewiesen werden. Hierflr werden
Antikorper, die einen bestimmten Protein-Tag erlkanan eine Matrix gebunden. Gibt man
auf diese Matrix ein Proteingemisch, in dem Praeirit dem entsprechenden Tag enthalten
sind, so binden die Antikbrper an diese getaggteteihe.

Uber Waschschritte werden die so an die Matrix gdenen Proteine aufgereinigt. Bindet
das Tag-fusionierte Protein an ein nicht markiefestein, so wird dieses mit aus dem
Gemisch herausgezogen und kann anschlielend Ueefisghe Antikdrper nachgewiesen

werden. FiUr die durchgefiihrten ColPs wurde als iMg&kNTI-FLAG M2-Agarose from

mouse“ von SIGMA verwendet.

Fur die ColP wurden zunachst 20 ul FLAG-beads thnil, Eppendorf-Tubes vorgelegt und
dreifach mit 150 mM Lysepuffer (Tab. 2) gewascHeatlr wurden nach jedem Waschschritt
die Agarosebeads kurz bei 4°C und 10.000 rpm Zegtrert, so dass der Uberstand
vorsichtig abgenommen werden konnte. AnschlieRemdi@n sie bei 4°C fur 1 Std. auf dem
Drehrad in 3 % BSA/Lysepuffer 150 mM geblockt undsehlieend erneut dreifach mit
150 mM Lysepuffer gewaschen. Daraufhin wurde ddbemaitete Lysat der transfizierten
Zellen zu den beads gegeben und diese fir weit&wl.2auf der Drehscheibe bei 4°C
inkubiert. Im Anschluss erfolgte fur die Ehéhung @&ringenz dreimaliges Waschen mit
350 mM Lysepuffer (Tab. 2) und dreimaliges Wascheih 150 mM Lysepuffer. Zum

Abschluss wurden die beads mit 40 pl 4x SDS-Ladepufersetzt und 10 min bei 95°C

denaturiert.
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4.3.4 Aufreinigung von rekombinantem rGBD-GFP

Das rGBD-GFP Konstrukt wurde fur den Nachweis aktiRho-GTPase verwendet. Als
Expressionsvektor diente hierbei der Vektor pH1Celcwer  zusatzlich zur aktiven
Bindedomane der Rho-GTPase ein vorgeschaltetes @RE, Amp-Resistenz und einen
His-Tag tragt (Referenz: A.Schambony, Erlangen).

Das Konstrukt wurde via Re-Trafo in E.coli ZelleesdStamms BL21DE3 eingebracht,
welche anschlieBend auf einer Amp-haltigen LB-Blattisgestrichen und tber Nacht bei
37°C inkubiert wurden. Von einem der Klone wurdeAmschluss eine 10 ml U/N- Kultur in
2xTy-Medium angesetzt, welche am folgenden Tagdeinh gleichen Medium auf 500 ml
verdinnt wurde. Diese Kultur wurde bei 37°C auf d8ghittler zundchst bis zu einer
ODgoo= 0,5 wachsen gelassen. Daraufhin erfolgte dieadagvon 0,6 mM IPTG. Die
hierdurch induzierte Expression verlief Gber 4 @em bei 26°C auf dem Schittler. Im
Anschluss daran wurde die Kultur abzentrifugief@G46000 rpm, 15 min) und das Protein
isoliert und aufgereinigt.

Die Isolierung und Aufreinigung erfolgte unter nath Bedingungen nach Protokoll 9 und 12
des Handbuchs ,The QIlAexpressionist 06/2003". Dabarde dem Lysepuffer 10 mM
B-Mercaptoethanol hinzugefigt und die in Protokol, Schritt 4 beschriebene
RNAse-Behandlung Ubergangen. Die Sonifizierunglgigomit einer 5 mm Spitze auf Eis
(Output 3, Duty 40, Timer £ 3 min, 1 s Puls). Gelagert wurde das Uber einBl'NA Saule
aufgereinigte Protein bei -80°C, wobei das Eluabrumit 50 % Glycerin versetzt wurde.

Die Uberprufung des Aufreinigungserfolgs erfolgteetidas Western-Blot-System. Hierbei
wurde von jedem Reinigungsschritt eine 5 pl Prolieeriein SDS-Gel aufgetrennt,
anschlieBend geblottet und mit einem primaren GRBkArper inkubiert. Dieser wurde
schlie3lich Uber einen sekundaren, HRP-gekoppeftetikbrper nachgewiesen und Uber
dessen Peroxidase-Aktivitat detektiert. So konmtieaad der Banden auf dem Rontgenfilm

nachgewiesen werden konnte in welcher Fraktion gashgereinigte Protein befand.
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4.4 Histologische Methoden

4.4.1 Skelettpraparation von Neugeborenen

Die Neugeborenen wurden zunéchst durch BegasungCfitbetaubt und anschlie3end

mittels Genickbruch getttet und bei -20°C tiefgedn. Daraufhin erfolgte in PBS die

Praparation des Skeletts. Hierfir wurden Haut, @ega-ett und lockeres Bindegewebe
vorsichtig entfernt und das Tier anschlieRend zumtwBssern Uber Nacht in 100 %igen
Ethanol Gberfiihrt. Es folgte eine 12-16 stindigaubation in der ,Alcian Blue* Farbeldsung

(Tab. 2) und eine anschlielBende Entfarbung mit iif@fb Ethanol Gber 12 Std., wobei dieser
mehrfach gewechselt wurde. Daraufhin wurden digodtaie Gber Nacht in ,Alizarin Red/

1 % KOH" (Tab. 2) gefarbt und anschlieRend je naetarf das zurtickgebliebene Gewebe in
3 % KOH verdaut. Zur dauerhaften Lagerung wurden Skelette in einer aufsteigenden
Reihe von 30 % uber 60 % in 80 % Glycerin Uberflhrt

4.4.2 Anfertigung von Kryoschnitten

Die Extremitaten der Embryonen wurden direkt naehRraparation in PBS in ,TissueTek"
(Einbettmedium Uberfuhrt und dort zunachst 15-20 ba&i RT inkubiert. Im Anschluss daran
wurde das Gewebe komplett in ,TissueTek" (Jungpebettet, welches in Einbettformchen
vorgelegt in -20°C kaltem COvorgekuhlt wurde. Nach der Einbettung wurden die
Kryo-Bléckchen im Gefrierschrank bei -20°C durchrgeén und anschlieend am Kryostat

12 um dick geschnitten, auf Objekttrager aufgezagehbei -20°C gelagert.

4.4.3 Histologische Farbung mit rekombinantem rGBD-GFP

Zum Nachweis der Rho-GTPase wurde das aufgereini@®D-GFP-Protein &hnlich einem
Antkorper bei der Immunhistologie eingesetzt.

Die Schnitte wurden zunachst in einer Glaskuveltenin in eiskaltem Methanol fixiert und
anschlieend in PBS gewaschen. Daraufhin wurdemgieinem Fettstift umrandet und in
einer lichtundurchldssigen Feuchtkammer mit dem D&H-P (1:20, ca. 350 pl pro
Objekttrager) beschichtet. Die Inkubation erfolgtker Nacht im Dunkeln bei 4°C. Im
Anschluss daran wurde dreifach mit PBS gewaschenmib DAPI (1:1000, ca. 350 ul pro
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Objekttrager) fur 20 min bei RT gegengefarbt. Alie@end wurde erneut dreifach mit PBS
gewaschen, das Praparat unter Verwendung von Fhamnot G eingedeckelt und bei RT im

Dunkeln trocknen gelassen.
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5 Ergebnisse

Neben Mutationen in der Rezeptortyrosinkinase Ridn2en auch Mutationen im sezernierten
Bmp-Antagonisten Noggin zur Ausbildung einer Braddtylie (Lehmann et al., 2007).
Beide hervorgerufenen Phanotypen konnen zwar demchgdaktylie B (BDB) Typ
zugeordnet werden, da sie aber durch Mutationereiachiedenen Proteinen hervorgerufen
werden und zudem leicht unterschiedliche Phanotygafweisen, wird zwischen BDB1
(durch Mutationen in ROR2) und BDB2 (durch Mutagonn NOGGIN) unterschieden. Der
Uberlappende Phanotyp von BDB1 und BDB2 sowie dass&M Uber die Co-Expression
beider Gene in der sich entwickelnden Extremitdtrtén zur Hypothese, dass Ror2 und
Noggin miteinander interagieren kénnten.

Zur Uberprufung dieser These wurden zum einen leimische Interaktionsstudien auf
Proteinebene via Co-Immunopréazipitation durchgefiimm anderen wurde die genetische
Interaktion durch Verkreuzung und Phanotypenanaly@e Ror2- und Noggin-defizienten

Mauslinien untersucht.

5.1 Biochemische Interaktionsanalyse von Ror2 und N oggin durch

Co-Immunoprézipitation

Fur die ColP-Experimente wurden Cos-1 Zellen miagien Ror2- und Noggin-Konstrukten
co-transfiziert und anschlieBend Immunoprazipiteio aus den Zelllysaten durchgefuhrt
(siehe Abschn. 4.3.3). Die Analyse der Versuchelgié Giber das Western-Blot-System und

darauf folgender Immunodetektion.

5.1.1 Interaktion von Ror2 und Noggin — Kartierung der beteiligten

Rezeptordoméanen

Der extrazellulare Teil von Ror2 besitzt zwei bak®n Ligandenbindungsdoménen, die
cysteinreiche Doméne (CRD) und die Kringle-DomaK®)( Um die Beteiligung dieser

Domanen an der Protein-Protein-Interaktion zu aatgn, wurden neben ,volle Lange*

43



Ergebnisse

Ror2 verschieden trunkierte FLAG-getagte Rezeptamten in Cos-1 Zellen Uberexprimiert

und auf Interaktion mit Noggin untersucht.

pcDNA3 + - [
Ror2wt-Flag - + - q(T)
Ror2ACRD-Flag - S : =
Ror2ACRD/KR-Flag - - : + £
Nog-HA + + + =+ =
130 kDa

WB: Ror2 T —— o
_ 35 kDa g)

we:HA| 9 ke

9 wn

= >

we: i -

Abb. 13: Western Blot (WB): Interaktion von Ror2 und Noggin

Cos-1 Zellen wurden mit Noggin-HA und verschiedeREAG-Ror2-Konstrukten co-transfiziert.
Der Leervektor pcDNAS3 diente als Kontrolle. Dargéistnd die Resultate der Proteindetektion
mittels anti-Ror2 (aus Ziege) und anti-HA (aus Hasefjkdrpern jeweils vor (Lysat) und nach der
Immunoprézipitation (IP) mit anti-FLAG-beads. wt#Raind Noggin interagieren, wahrend diese
Interaktion mit der CRD-, bzw. CRD/KR- trunkiert®or2-Version nicht besteht.

Cos-1 Zellen wurden mit Nog-HA und FLAG-getagterrREonstrukten co-transfiziert.

Uber den FLAG-tag der Ror2-Konstrukte lassen sieiseldurch Inkubation mit anti-FLAG
beads aus dem Zellysat ziehen. Interagiert NogdgfirRor2, so wird es mit isoliert und ist im
IP-Blot nachweisbar. Aus dem Lysatblot der Abb.|#3st sich zunachst entnehmen, dass alle
transfizierten Expressionskonstrukte von den Zeletprimiert werden und uber das
Western-Blot-System unter Verwendung von goat-Roti2 und rabbit-anti-HA Antikdrpern
detektierbar sind. Das im Lysat stark exprimiertyfin-HA ist bei Co-Expression mit dem
Leervektor pcDNA3 nach durchgefuhrter Immunoprdaippn (IP) nicht detektierbar,
Noggin-HA bindet demnach nicht unspezifisch an lgads. Im Gegensatz dazu lasst sich
Noggin nach erfolgter IP detektieren, wenn es mhadvt-Ror2 co-exprimiert wird. Demnach
interagieren Noggin und wt-Ror2. Werden aber Noggmd die CRD-, bzw CRD/KR-
trunkierte Ror2-Version co-exprimiert, ist Noggiaam dem Pulldown der FLAG-getagten
Ror2-Kontrukte nicht mehr nachweisbar, d.h. diedaktion geht verloren.
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pcDNA3  + : T
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Abb.14: Western Blot: Interaktion von Ror2 und Noggn

Cos-1 Zellen wurden mit Noggin-FLAG und verschiedeRen2-HA-Konstrukten
co-transfiziert. Der Leervektor pcDNA3 diente alsritolle. Dargestellt sind die
Resultate der Proteindetektion mittels anti-Rotis (@iege) und anti-Noggin (aus
Ziege) Antikdrpern jeweils vor (Lysat) und nach damunopréazipitation (IP) mit
anti-FLAG-beads. Es zeigt sich, dass wt-Ror2 undditomteragieren.

ColP-Versuche mit FLAG-getagtem Noggin und Ror2-Kéastrukten bestéatigen die
beschriebenen Ergebnisse: Beim ImmunoprazipitidesnNoggins Uber den FLAG-tag wird
wt-Ror2 mit aus dem Lysat isoliert und ist auf dé¥vBlot detektierbar (Abb. 14). Demnach
interagieren Noggin und wt-Ror2.

Zusammenfassend lasst sich durch diese ColP-Expetémdie Ror2-Noggin Interaktion

verifizieren und auf der Rezeptorseite auf die CR@nane kartieren.

Lysat IP

* P

Abb. 15: Western Blot: Test des rekombinanten Noggs
Rekombinantes, ungetagtes Noggin wurde in Lysepuffeanti-FLAG
beads inkubiert. Noggin ist nach der IP via antghio Antikdrper (aus
Ziege) detektierbar, d.h. es bindet an die leeradde

WB: Nog
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Um eine mogliche Beeinflussung der Interaktion Hdurden HA-tag des Noggins
auszuschlieBen, wurde angestrebt die IPs mit rek@ntem Noggin durchzufihren. Um
unspezifische Bindungen Noggins an die leeren RIbAG beads ausschliel3en zu kénnen,
wurden die beads mit dem ungetagten Noggin in Lyepinkubiert. Nach Auftrennung via
Western-Blot-System ist Noggin sowohl im Lysat alsch nach der IP detektierbar. Auch
wenn das Noggin-Signal nach der IP deutlich schedalsfallt als das des Lysats, bedeutet
dies, dass das rekombinante Noggin unspezifisci@neeren beads bindet. Daher wurde

dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

5.1.2 Interaktion von Ror2 und Noggin — Noggin-Ein  fluss auf die

Rezeptordimerisierung

Da Noggin in seiner Rolle als Bmp-Antagonist alsmedimeres Protein agiert, wurde
vermutet, dass es in dieser Form auch an Ror2 bimtkder Rezeptor durch die Bindung des
Dimers ebenfalls dimerisiert werden koénnte. Umsd&i erdrtern, wurden jeweils ein
getagtes und ein ungetagtes Ror2-Konstrukt in Ca&ellen tUberexprimiert. Durch das
Herausziehen des getagten Rezeptors aus dem Zelhgs Immunopréazipitation wird die
ungetagte Ror2-Variante im Falle einer Dimerisigrumit aus dem Lysat isoliert. Als
ungetagtes Ror2 wurde dabei hRor2-1396insA-Konstvakwendet. Hierbei handelt es sich
um eine Ror2-Version, die intrazellular proximak dgrrosinkinase trunkiert ist. Durch die
dadurch hervorgerufene GréfRendifferenz lassen gethgtes und ungetagtes Ror2 auf dem
Blot unterscheiden. Um zusatzlich die an der Disierung beteiligten Doménen zu
identifizieren wurden hierbei verschieden trunl@dror2-Konstrukte verwendet. Der Einfluss
Noggins auf die Rezeptodimerisierung wurde durém@ation der Zellen mit rek. Noggin

untersucht.
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pcDNA3 + . . . —
hRor2-1396insA  +  +  +  + o
Ror2wt-Flag - + + - E
Ror2ACRD-Flag - - - + —
: E

Noggin - - # + &

. —| — >~ 130 kDa 2l

WB: Ror2 il —
. S ==« "130kDa >,

Abb. 16: Western-Blot: Dimerisierungsstudie zur Ineraktion von Ror2 und Noggin
Cos-1 Zellen wurden mit verschiedenen Ror2-Konsémikio-transfiziert, davon jeweils
eines un- und eines FLAG-getagt. Nach Stimulatidrrekombinantem Noggin (2 Std
mit 500 ng/ pul Medium) und der Immunoprazipitatiturch FLAG-beads fand die
Detektion Uber einen anti-Ror2 (aus Ziege) Antikdigtatt. Wahrend alle Ror2-
Konstrukte im Lysatblot nachweisbar sind, ist diasinder Immunoprazipitation nur
noch dann der Fall, wenn wt-Ror2 mittransfiziertrde: Ein Unterschied zwischen
stimulierten und unstimulierten Anséatzen ist nietkkennbar.

Ror2ACRD = CRD-trunkiert, hRor2-1396insA = intrazellw@daFrunkation proximal der
Tyrosinkinase; 1 = Ror2wt-FLAG, 2 = R&ZRD-FLAG, 3 = hRor2-1396insA

Die detektierten Proteine im Lysat zeigen, dase #athnsfizierten Konstrukte exprimiert
werden und nachweisbar sind. Da sich hRor2-1396iteA Co-Expression mit dem
Leervektor pcDNA3 nur im Lysat, nicht aber nach der detektieren lasst, bindet das
ungetagte Ror2-Konstrukt nicht unspezifisch antiads. Nach der IP lasst sich im Ansatz
mit co-transfizierten Ro®CRD-FLAG und hRor2-1396insA nur die getagte R@RD-
Version detektieren. Dagegen lassen sich in derdtZaem, in denen wt-Ror2-FLAG und
hRor2-1396insA nebeneinander Uberexprimiert wurtleide Ror2-Versionen feststellen.
Dabei zeigen sich zwischen Noggin-stimuliertem uodstimuliertem Ansatz keine
Unterschiede. Zusammenfassend lasst sich aus di¢eesuch ableiten, dass Ror2 in einer
Uberexpressionssituation bereits im Dimer vorli@rch Noggin-Stimulation scheint diese
Dimerisierung nicht erhéht zu werden. Zudem sdahéi@ Dimerisierung von Ror2 Uber die

CRD-Domaéane vermittelt zu werden.
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5.1.3 Funktionelle Relevanz der Interaktion von Nog  gin und Ror2

— Einfluss Noggins auf die Ror2-Phosphorylierung

Die Bindung eines Liganden an einen Rezeptor aliegteutet noch nicht, dass dies auch die
Induzierung eines intrazellularen Signalwegs zug&dat. Um eine Signalweiterleitung zu
induzieren muss Ror2 in einem initialen Schritt&chst aktiviert werden. Dies geschieht
Uber die Phosphorylierung intrazellularer Rezemiordnen (Yamamoto et al., 2007). Um die
funktionelle Relevanz der Noggin-Ror2 InteraktiorBezug auf die Rezeptoraktivierung zu
zeigen, wurde der Einfluss Noggins auf den Phospileonngsstatus von Ror2 untersucht.
Hierfir wurde zunachst die tyrosinreiche DomaneRhdsphorylierung tberprift, doch auf
Grund von Antikorperproblemen konnte hier bis hewdgeh kein Ergebnis erzielt werden. Da
fur Ror2 jedoch die Tyrosin-Phosphorylierung alslge einer vorherigen Serin/Threonin-
Phosphorylierung auftreten kann, wurde alternagivRhosphorylierungsstatus der

Serin/Threonin-reichen Domé&ne analysiert.

L]
1
+
1
L]
1

CKIi
Ror2wt-Flag + + + + + -
Ror2ACRD/KR-Flag - 4 - - - 4

WntsA - - - o+ - -

Noggin - - - - + ¢
saAPp - *+ - - - -

WB: p-Ser/Thr
WB: Ror2

Stim. | Transf.

IP

Abb. 17: Western Blot: Phosphorylierungsstudie zuinteraktion von Ror2 und Noggin

Cos-1 Zellen wurden mit verschiedenen FLAG-Ror2-Karkden co-transfiziert, zusétzlich wurde in einem
Ansatz Caseinkinase lepsilon (CKI) Uberexprimi€dr der Immunoprazipitation (IP) mit Flag-beadsoégfe

je nach Ansatz die Stimulation mit rekombinantengfjin oder Wnt5A, nach der IP im Kontrollansatz die
Behandlung mit Shrimp alkaline phosphatase (SBR) Auftrennung und Detektion der Proteine erfolgte
Uber das Western-Blot-System unter Verwendung wirRor2 (aus Ziege) und anti-phosho-Serin/Threonin
(aus Ziege) Antikérpern. Wahrend nach der IP vonas2Rsowohl mit als auch ohne SAP-Behandlung keine
Phosphorylierung detektierbar ist, weisen alle améasatze mit wtRor2 Uberexpression eine
Phosphorylierung auf. Diese ist bei Verwendung@RD/KR-trunkierten Ror2-Version nicht erkennbar.
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Der Nachweis von Ror2 lber den anti-Ror2 Antikorpach erfolgter Immunopréazipitation
zeigt, dass die Ror2-FLAG Konstrukte in allen Aasét exprimiert und tber die FLAG-IP
aus dem Lysat gezogen werden konnen. Bei alleiriggression von wt-Ror2 ist keine
Phosphorylierung der Serin/Thronin-reichen Domaetektierbar. Ebenso verhalt es sich fur
die alleinige wt-Ror2 Expression mit anschlieRen@XP-Inkubation $hrimp alkaline
phosphatasg da hier potentiell phosphoryliertes Ror2 durcAPSaktiv dephosphoryliert
wird. Es ist bekannt, dass Ror2 durch Uberexppassion CKI und Wnt5A-Stimulus
Serin/Threonin-phosphoryliert wirdb(Yamamoto et &007). Passend dazu weist wt-Ror2
bei Co-Expression mit der Caseinkinase |, sowiehn&imulation mit rekombinantem
Wnt5A eine Serin/Threonin-Phosphorylierung auf. dlogStimulation fuhrt ebenfalls zu
einer solchen wt-Ror2-Phosphorylierung. Diese Phosylierung ist jedoch bei Noggin-
Stimulation der CRD/KR-trunkierten Ror2-Versiongdioggin ja nicht mehr binden kann,
nicht nachweisbar.

Zusammenfassend zeigt dies, dass nur wt-Ror2 nacdggihStimulation an der

Serin/Threonin-reichen Domane phosphoryliert unaitenéglicherweise aktiviert wird.

5.2 Genetische Interaktion von Ror2 und Noggin -Ph  anotypenanalyse

Interagieren Proteine miteinander, bzw. sind sieimen gemeinsamen Signalweg oder ein
funktionelles Netzwerk eingebunden, kann man algenen Beweis der Funktionalitat der
Interaktion einen genetischen Interaktionstest nmehen. Hierfur wurden Ror2- und
Noggin-defiziente Mauslinien verkreuzt und die daraesultierenden Phanotypen analysiert.
Von genetischer Interaktion spricht man, wenn bapj@eImutanten Phanotypen auftreten, die

starker sind als die Summe der Einzelph&notypen.
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Abb. 18a: Phanotypenanalyse Ror2- und Noggin-defiziker Mause

Humeri neugeborener Mause unterschiedlichen Gesatyppden mit Alcian Blue
und Alzarin Red geféarbt: Rot = ossifiziertes Gewdilau = Knorpel; Verglichen
werden die Gesamtlange der Knochen und die BreitBereich der
Wachstumsfuge (weiRer Balken). Wahrend sich dieckeolange innerhalb der
verschiedenen Geno-, bzw. Phanotypen nicht unteidet) weist der doppelt
heterozygote Phanotyp eine verbreiterte Wachstugasduf.

Abb. 18b: Phénotypenanalyse Ror2- und Noggin-defiziter Mause

Methode und Farbung wie flr Abb.18a beschrieberhiéfid der Phanotyp mit
Ror2-heterozygotem Hintergrund keine Besonderheitéweist (vgl. Abb.18a),
weisen beide Knochen aus Ror2-homozygot defiziemtertergrund eine

geringere Lange auf, wobei die Verkiirzung im FaltZéNog” am extremsten
ist. Zusatzlich ist der Humerus des RatRog™ Phanotyps in der Wachstumsfuge
verbreitert
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Sowohl im Fall von RorZNog™*, als auch im aus R6fNog”" resultierenden Phanotyp sind
keine Besonderheiten an der Knochengestalt festirst Zudem unterscheiden sich die
beiden Phanotypen nicht voneinander und sind nnit @éldtyp vergleichbar. Erst im doppelt
heterozygoten Fall tritt ein Effekt zu Tage, hiest ider Knochen im Bereich der
Wachstumsfuge leicht verbreitert, wahrend die Langesréndert ist (Abb. 18a).

Im Ror2-defizienten Hintergrund dagegen sind st@keAbweichungen in der
Knochenausbildung zu erkennen. Der komplette ALséa Ror2 (RorZNog™*) wirkt sich

+/+

im direkten Vergleich mit dem RoYNog™”* -Phanotyp, der dem Wildtyp entspricht, sowohl
auf Lange als auch auf Breite aus. Der Knorpetish einen insgesamt, besonders aber im
Epiphysenbereich verbreitert, zum anderen leichikiuet. Der verkirzende Effekt wird bei
zusatzlichem Ausfall eines Noggin-Allels (Rd#20og™) noch einmal verstarkt. Eine
zusatzliche Verbreiterung findet sich hier jedoathh(Abb. 18b).

Die Tatsache, dass die Kombination von phéanotypisctauffalligen Genotypen zu
Doppelmutanten in der Ausbildung phanotypischerf@llijkeiten resultiert, legt nahe, dass
Ror2 und Noggin genetisch miteinander interagiekém dieser Interaktion werden sowohl

Knochenlange als auch Knochenbreite beeinflusst.

Ror2 " Nog ™ Ror2 “Nog ™

Abb. 18c : Phéanotypenanalyse Ror2- und Noggin-defizinter Mause

Héande neugeborener Mause unterschiedlichen Genatyen mit Alcian Blue und Alizarin
Red gefarbt: Rot = ossifiziertes Gewebe, blau =ridab

Wahrend der Wildtyp und der Ror2-defiziente Gendtgime Auffalligkeiten zeigen, weist die
Doppelmutante (RofNog™) einen Brachydaktylie-Phanotyp auf. Es fehlt jdsveine
Phalanx im Finger 2 und 5 (rote Pfeile)

pl, 2, 3=Phalanx 1, 2, 3; m = Metacarpale; 1Fnger 1-5
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Auch bei der Analyse der Hande zeigt sich, dass D@mpelmutante (RoFNog™)
phanotypische Besonderheiten aufweist: Wahrend Kieger des Wildtyps und des
Ror2-defizienten Genotyps jeweils aus Metacarpalé drei Phalangen bestehen, fehlt der
Doppelmutante an Finger 2 und 5 jeweils eine Phalabas bedeutet, dass die
Ror2-Noggin-Doppelmutante eine Brachydaktylie ausive

Durch das Auftreten phanotypischer AuffalligkeiiarDoppelmutanten, welche aber nicht in
Mutanten mit nur einem betroffenen Gen vorkommehgest die genetische Interaktion von

Ror2 und Noggin bestatigt.

5.3 Methodenetablierung - Zytologische und histolog ische Farbungen mit
rekombinantem rGBD-GFP

Die Ligandenbindung eines Rezeptors stellt demaleit Schritt einer Signaltransduktion dar
und zieht zunachst die Aktivierung des Rezeptochrach. Die Signaltransduktion selbst
verlauft meist in mehreren Schritten Uber die Alktiung oder Deaktivierung beteiligter
Molekile. Dabei werden Komponenten oft transloziefB. an die Membran rekrutiert oder
durch vesikularen Transport in der Zelle verteilie Immunchemie stellt hierbei eine
Moglichkeit dar Proteine innerhalb einer Zelle odares Gewebes zu lokalisieren und somit
Stimulus-induzierte Veranderungen zu detektieren.

Ror2 ist als alternativer Co-Rezeptor in den nidmonischen Wnt-Signalweg involviert.
Hierfir besteht bisher weder auf zytologischer, moauf histologischer Ebene ein
Auslesesystem. Der einzige im Detail bekannte RerPnittelte Signalweg lauft dabei Gber
die kleine GTPase Cdc42. Im Zusammenhang mit GTPaseveiterhin bekannt, dass RhoA
in der nicht-kanonischen Wnt-Signalkette eine zdatRolle einnimmt und zudem Ror2 und
RhoC in sich entwickelnden Fingerspitzen co-expenniverden (Ref. Florian Witte, MPIMG
Berlin, Daten noch unverdffentlicht und (Monteroagt 2007)). Dabei ist die Co-Expression
in der Fingerspitze besonders interessant, dawfighe durch ROR2-Mutationen induzierte
Brachydaktylie Typ B und das damit vergleichbareustaodell durch den Verlust eben
dieser Fingerstruktur gekennzeichnet sind.

Nun soll anhand dieser neuen Methode herausgefundeerden, ob die
Ror2-Signaltransduktion moglicherweise via RhoAlissaxt wird. Dabei muss zunachst ein
System etabliert werden, dass aktive Rho GTPaséwmast. Durch Anwendung dieser
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Methode auf Ror2-Mutanten mit gestdrter Chondrazgiféerenzierung konnte dann
festgestellt werden, ob und in welcher Weise Rag Aktivitdt von Rho beeinflusst und
welche Rolle dies in der Fingerentwicklung spi@eim hierfir verwendeten rGBD-GFP
handelt es sich um ein Expressionskonstrukt, déssan GFP fusionierte RhoA-bindene
Domane von Rhotekin (rGBD) enthalt. Diese rGBD-Dom®indet spezifisch an die aktive,
GTP gebundene Form der RhoA GTPase. Das durch daP @erbeigefuhrte
Fluoreszenzsignal dieses Konstrukts innerhalb ededle oder eines Gewebes gibt also
Aufschluss Uber die Lokalisierung der aktiven Rh@APase, die Intensitat des Signals
reprasentiert die Starke der GTPase-Aktivitat ({Blenand Bement, 2005), Bezug der

Expressionskonstrukte tiber A. Schambony, UniverEitiéangen).

5.3.1 Aufreinigung des rekombinanten rGBD-GFP

Zur Gewinnung eines rekombinanten Proteins wird fas das entprechende Protein
codierende Gen in einen Expressionsvektor klonrmait,welchem im Anschluss Bakterien,
meist E.coli, transformiert werden. Durch IPTG-Stimulation  d&wultur wird die

Genexpression Uber die Aktivierung deg-Operons induziert. Das Protein kann nach

erfolgter Expression isoliert und aufgereinigt waard

nicht IPTG-
induziert induziert

- 27 kDa

WB: GFP

Abb. 19: Western Blot: Expressionsnachweis Uiber aRtGFP Antikdrpereinsatz

E.colis des Stamms BL21DE3 wurden mit dem rGBD-GFPé&sgionskonstrukt

(Referenz: A. Schambony, Erlangen) tranformiert knldiviert. Es folgte die IPTG-

induzierte (0,6 mM) Expression lber 4 Stunden b&C2&roben der Kultur wurden

vor und nach Expression abzentrifugiert, das PelleSDS-Puffer aufgekocht und

Uber SDS-Page aufgetrennt. Die Detektion des rGBIP-&onstrukts wurde Uber

anti-GFP (aus Maus) Antikérpereinsatz realisiert.

links: GFP-Detektion vor IPTG-Gabe rechts: GFP-R&éd& nach 4 Stunden IPTG-

induzierter Expression. Das Signal nach IPTG-Stinoidast stérker, die Expression 3
des rGBD-GFP Konstrukts hat demnach stattgefunden 5
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Aus Abb. 19 I&sst sich erkennen, dass das GFP-Sigeh der IPTG-induzierten Expression
deutlich starker ist. Das heif3t, dass die InduktienKonstruktexpression erfolgreich war und

das Protein nach Expression in den Bakterien aruiene vorliegt.

Bei Aufreinigungen, die Uber mehrere Schritte lauf@groht bei jedem Schritt die Gefahr das
Protein zu verlieren. Um den Erfolg einer Aufreumg zu Gberprifen oder gegebenenfalls
festzustellen an welcher Stelle das Protein venlgiieg, empfiehlt es sich Proben von jeder

Reinigungsstufe zu nehmen und diese zu analysieren.

Kulturiberstand + * = = = = = =

Saulendurchfluss - + - - - - - -
1.Waschung - - + - - - - -

2.Waschung - - - + - - - -
1. Eluton - - - - + - - -
2. Eluion = = = = = % = =
3.Elution - - - -~ = =~ &% -
4. Eluton - - - - - - - %

WB: GFP | § s00E 27 kD3

Abb. 20: Western Blot: Kontrolle der Aufreinigung tber anti-GFP

Antikorpereinsatz

Von jedem Schritt der nach Protokoll durchgefuherfreinigung wurden 5 pl
abgenommen und lber das Western-Blot-Sytem mi@iR (aus Maus) Antikdrper
analysiert. Es zeigt sich, dass nur im Uberstangbeigtierten Expressionskultur und den
finalen Elutionsfraktionen ein GFP detektierbar ist.

Fraktion

Es zeigt sich, dass GFP im Uberstand der abzegigiien Expressionskultur, sowie den
finalen Elutionsfraktionen detektierbar ist, wahiedie Proben der Waschschritte und des
Saulendurchflusses kein GFP enthalten. Das starBgjeal ist hierbei in der 2. und
3. Elutionsfraktion festzustellen. Somit war die fiinigung des Proteins erfolgreich und
lediglich im Uberstand der initialen Bakterienkultkem es zu einem geringen Verlust des
Proteins.
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5.3.2 Zytologische Farbung mit rekombinantem rGBD-G  FP

Es ist bereits bekannt, dass die Stimulierung vor2 Rnit Wnt5A einen tber kleine GTPasen
laufenden Signalweg induziert. Um den Nachweisattéive Rho GTPase mittels rGBD-GFP

zu etablieren wurden Cosl-Zellen daher mit hRa@dfiziert und mit Wnt5A stimuliert.

hRor2 rGBD Merge Merge + DAPI

--

.

Auf den Aufnahmen A und E lasst sich die spezisbdiembranlokalisierung von wt-hRor2

unstimuliert
hRor2 transfiziert

Wnt5A stimuliert
hRor2 transfiziert

Abb. 21: Zytologische Farbung mit
rekombinantem rGBD-GFP

Cos-1 Zellen wurden mit wt-hRor?2 transfiziert. Die
Detektion erfolgte Uber einen anti-hRor2 (aus
Ziege) Antikorper und einen Fluoreszenz-
gekoppelten sekundéaren anti-Ziege Antikorper.
rGBD-GFP wurde wie ein Antikdrper zur Detektion
der aktiven Rho GTPase eingesetzt. Die
Kernfarbung erfolgte mit DAPI. Ror2 ist an der
Membran lokalisiert, wahrend das rGBD-Signal im
perinukledren Raum am intensivsten ist.
Uberinstimmungen beider Signale sind mit dem
weilen Pfeil markiert. Nach Wnt5A-Stimulation
verstarkt sich das GFP-Signal an der Membran der
Filopodien. Weil3e Rahmen in Bild A und E zeigen
den Ausschnitt der VergrofRerungen (A’-G’) an.
VergroéRerung: 63-fach

erkennen. Der Nachweis der aktiven Rho GTPase d@8bD zeigt das starkste Signal im
perinukledren Raum, wobei die granulare Struktwr Signals auffallt. Die unterschiedliche
Lokalisierung der Signale zeigt, dass Ror2 undvaktiRhoA in der Zelle zunéchst raumlich
voneinander getrennt agieren. Diese Situation &rgleh aber durch Wnt5A-Stimulation.
Hier zeigen sich Ubereinstimmungen im Bereich d@pBdien-Zellmembran (Pfeil im Bild

G; VergroRerung A’-C’). Die Wnt-Stimulation fihris® zu einer Rekrutierung der aktiven
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RhoA-GTPase an die Zellmembran im Bereich der Biiign. Zudem spricht die Spezifitat

des Signals fur ein grundséatzliches Funktionieiiesat neuen Detektionsmethodik.

5.3.3 Histologische Farbung mit rekombinantem rGBD-GFP

Nach dem Nachweis der Rho GTPase in isolierteneéeditellt ihre Detektion in einem
komplexen Gewebe den néchsten Schritt der Methdalelrerung dar. Nach der hier
gezeigten Etablierung auf Wildtyp-Gewebe konntenchf@gend Detektionen auf
Gewebeschnitten von Ror2-Mutanten durchgefuhrt emerdSo kdnnte der Vergleich der
RhoA Aktivitat im Wildtyp und im BDB-Mausmodell Asthluss Uber mogliche
Interaktionen von RhoA und Ror2 geben. Ror2 ist gedich an der Etablierung der
Extremitatenstruktur beteiligt. Wenn die Ror2-veteite Signaltransduktion Uber RhoA
ablauft, sollte demnach von einer erhéhten GTPdde4fét im sich differenzierenden

Gewebe ausgegangen werden.

DAPI rGBD Merge

Radius A

Gelenk

Abb. 22: Histologische Farbung mit rekombinantem r@D-GFP

Kryoléngsschnitte einer Vorderextremitat eines dBcwt-Mausembryos wurde mit
rekombinantem rGBD-GFP (1:20, Uber 1 Std.) inkttbl@ie Kernfarbung erfolgte mit
DAPI.

Beide Signale sind im Bereich der Zellkondensatiérker als im umgebenden
Gewebe, wobei das rGBD-GFP Signal starker aufkderdensationsbereich
beschrankt ist als das DAPI-Signal

VergréRerung: 63-fach
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Zu erkennen sind die Zellkondensationen im BereiehRadiusanlage und im Bereich eines
in Bildung begriffenen Gelenks. Die DAPI-Farbureigt die Lage der Zellkerne an, wahrend
die Farbung mittels rGBD-GFP die aktive Rho GTPaasehweist. Beide Farbsignale weisen
grob zunachst Uberlappungen im Bereich der Kondimmem auf. Hierbei ist aber zu
erkennen, dass sich das rGBD-Signal im Kondenssigmeich deutlich von
Hintergrundsignal absetzt. Es konnte also einemimtle Aktivierung der Rho-GTPase im
Bereich der Radiusanlage und im Bereich des emtstiEn Gelenks gezeigt werden.

Somit war die Etablierung des Nachweises aktiveoRGTPase mittels rekombinantem
rGBD-GFP sowohl auf Ebene der Zellkultur, als auabf histologischen Schnitten
erfolgreich.

57



Diskussion

6 Diskussion

6.1 Ror2 und Noggin interagieren tUber die CRD-Doman e

Grundsatzlich ist zu erwahnen, dass es sich beCdd#?-Methode um ein artifizielles System
handelt, da sowohl mit Uberexpression als auchtaqié gearbeitet wird. Beides kann einen
Einfluss auf Protein-Protein-Interaktionen habenm Wiesen auszuschlieBen und die
Interaktion zu bestatigen ist es sinnvoll die laktionsstudien unter Verwendung von
rekombinanten und unmarkierten Proteinen im ZugesBiaCore-Assays zu wiederholen.
Die hierfur notwendigen Klonierungen und Aufreinngen wurden daher bereits begonnen.
Doch insgesamt bietet die ColP eine fundierte Mibdgeit relativ einfach und schnell einen
ersten Eindruck von Proteininteraktionen zu gewmne

Da sich Noggin bei Co-Expression mit dem LeervekttddNA3 nach der IP nicht detektieren
lasst, bindet Noggin nicht an die leeren AgarosB-FIDAG beads. Eine Detektion von
Noggin nach dem Pulldown kann demnach nur durch kiteraktion mit einem an die beads
bindenden Protein zurtickzufuhren sein. Zwar biralenverwendeten Ror2-Konstrukte tber
ihren FLAG-tag an die beads, doch ein Nachweis Noggin ist nur bei Co-Expression mit
der ,volle Lange“-Variante des Rezeptors mdgliciedlasst darauf schliel3en, dass Noggin
und wt-Ror2 tatsachlich interagieren und so Noggirwt-Ror2 gebunden mit aus dem Lysat
gezogen wird.

Hierbei ist hervorzuheben, dass die hier idenéfta Interaktion eines sezernierten
Bmp-Antagonisten mit einem Rezeptor zuvor noch mschrieben wurde. Damit kdnnte
Noggin neben der Inhibierung des Bmp-Signalwegeg eweitere Funktion im Sinne einer
Signalweg-Aktivierung zukommen. Fir den Wnt-Sigredwist solch ein Fall mit dem
sezernierten Whnt-Antagonisten Dikkopf (Dkk) bereitgkannt. Dieser bindet an den
Wnt-Co-Rezeptor Lrp. Dadurch wird zum einen died®ing der Wnts an Lrp verhindert, was
eine Hemmung des kanonischen Wnt-Signalwegs nabhzeeht. Zum anderen kann DKk in
Interaktion mit Lrp den Wnt-Signalweg aber auchwa&ten (Li et al., 2002).

In Bezug auf die Ror2-Noggin Interaktion kann zunonmentanen Zeitpunkt noch nicht
gesagt werden, ob es sich um eine direkte Binduagdéit oder ob hierbei noch andere
Adaptermolekile oder Co-Rezeptoren eine Rolle spieDa jedoch bei alleinigem Verlust

der CRD-Domaéne die Proteininteraktion verloren gedttbereits klar, dass diesem Teil des
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Rezeptors essentielle Bedeutung bei der Ausbilduey Bindung zukommt. Die
CRD-Domane tritt in konservierter Form auch in aedeRezeptoren, u.a. dem Wnt-Rezeptor
Frizzled auf (Masiakowski and Yancopoulos, 1998gnidach sollte in weiterfiihrenden
Studien die Interaktion von Noggin mit anderen R¢aeen, die die CRD-Doméane besitzen
untersucht werden. Am Fzd-Rezeptor vermittelt di®RDEDoméne die Bindung der
Whnt-Liganden. Durch den Umstand, dass die Binduaeg \Wnt-Liganden auch an ihrem
alternativen Rezeptor Ror2 Uber die CRD-Domaneisied wird, ermdglicht hier eine

weitere Verknipfung des Bmp- und Wnt-Signalwegs i@ 2.

6.2 Beeinflussung der Ror2-Dimerisierung durch Nogg in

Die Aktivierung einer Rezeptortyrosinkinase folgpischerweise einer ligandeninduzierten
Dimerisierung. Dabei kann dem Ligand die Stabitisingy eines schon bestehenden Dimers
oder aber die tatséchliche Induktion der Dimerigigr als Funktion zukommen. Die
Dimerisierung selbst wird Gber die Transmembrandwné&er Rezeptoren vermittelt, die Art
der Dimerisierung (Homo- oder Heterodimer) dagegmgt oft vom Liganden ab. Durch das
Vorliegen im Komplex schlie3lich wird durch eitrans-Autophosphorylierung der Rezeptor
aktiviert und eine Signaltransduktion initiiert (&nd Hristova, 2006).

Da es sich bei Noggin um ein homodimeres Protemuéls, lag die Vermutung nahe, dass es
an einen dimeren Ror2-Rezeptorkomplex bindet, bdig. Bindung an Ror2 zu einer
Dimerisierung desselben fihrt. Um dies zu Uberprifeurden jeweils ein FLAG-getagtes
und ein ungetagtes Ror2-Konstrukt co-transfiziernd u —exprimiert. Uber die
Immunoprazipitation mit anti-FLAG beads kann datagee Ror2-Konstrukt aus dem Lysat
gezogen werden. Sollte die Noggin-Stimulation wiwagtet zu einer Rezeptordimerisierung
fuhren oder diese zumindest verstarken, so musste méglich sein Uber diese
Komplexbildung das ungetagte Ror2 mit aus dem Lysatiehen und nach der IP Uber einen
Ror2-Antikorper zu detektieren. Als ungetagter Reae wurde die intrazellular
membranproximal der Tyrosinkinase trunkierte VaeahRor2-1396insA gewahlt, da sich
anhand des aus der Trunkation resultierenden GudRenschieds die co-exprimierten
Rezeptoren auf dem Blot unterscheiden lassen. Usétzlich die an der Dimerisierung
beteiligten Domanen bestimmen zu kénnen, wurde meleen wt-Ror2 Konstrukt auch der

CRD-trunkierte Rezeptor (RoAZRD) als FLAG-getagte Rezeptorversion verwendet.
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Da sich das ungetagte hRor2-1396insA nach der fPdemn Blot nicht detektieren I&sst,
bindet es nicht an die leeren beads. Ebenso weisgt Isich hRor2-1396insA nach
Immunopréazipitation detektieren, wenn es mit RE@RD co-exprimiert wurde, was eine
essentielle Bedeutung der CRD-Domane fir die Dsmming andeutet. Werden aber
getagtes wt-Ror2 und hRor2-1396insA nebeneinandgprimiert, so lasst die Detektion
beider Proteine nach IP darauf schliel3en, dasshkemsden beiden eine Interaktion stattfindet
und hRor2-1396insA im Komplex mit wt-Ror2 Uber das$LAG-tag aus dem Zelllysat
gezogen wird. Auch hierbei kommt der CRD-Doméne aise essentielle Bedeutung zu.
Waére die Dimerisierung allein der Bindung von Noggn Ror2 zuzuschreiben, so ware zu
erwarten, dass die stimulusfreie Co-ExpressionwtiRor2 und hRor2-1396insA zu keiner
Dimerisierung fuhrt. Die Detektion beider Konstrelktach dem Pulldown widerspricht dieser
Erwartung jedoch. Auch lasst sich nach Noggin-Skation keine Intensivierung der Banden
erkennen, die auf eine erhéhte Dimerisierungstlateh Noggin-Einfluss schlieRen lassen
wuirde. Erste, noch unverdéffentlichte Ergebnisse@eiPatching Studien zur Dimerisierung
von Ror2, die in Kooperation mit Petra Knaus (FUliBe Inst. flir Biochemie) und Yoav
Henis (Tel-Aviv University, Dep. of Neurobiology)rzelt wurden, bestatigen diese
Ergebnisse. Demnach liegen bei der Rezeptoriberesipn rund 45% der Ror2-Rezeptoren
bereits im homodimeren Zustand vor, wobei auch Bimulation mit Noggin zu keiner
Erhéhung dieser Rate fiuhrt. Um den tatséchlichemfli&s Noggins auf die
Ror2-Dimerisierung zu analysieren, miisste man demuam Einfluss der Uberexpression
ausweichen und eine IP auf endogenes Ror2 dur@rfulim die Dimer-Komponenten zu
unterscheiden, mdissten hierfir aber eine getag® eime ungetagte Ror2-Version
unterschiedlicher Ladnge endogen co-exprimiert werddierfir ware es denkbar murine
embryonale Fibroblasten des heterozygoten BrachyliaB1-Mausmodells ( W749X(Flag),
(Raz et al., 2008)) in Kultur zu nehmen. Diesest&ysist momentan jedoch noch nicht

realisiert.

6.3 Ror2 wird nach Noggin-Stimulation phosphorylier t
Um die funktionelle Relevanz der Bindung von Noggm Ror2 zu erfassen und so einen
ersten Einblick in die der Bindung folgenden ingldaren Ereignisse zu erlangen, wurde

der Phosphorylierungsstatus des Rezeptors tberpruft
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Es ist bereits bekannt, dass Ror2 tiber die pratineeDomane mit der Casein Kinase | (CKI)
interagiert und dadurch an der proximalen Serirédhin-reichen Domane phosphoryliert
wird. Dies fuhrt zur Autophosphorylierung der tyirogichen Doméne und letztlich zur
Rezeptoraktivierung, denn der Ubertrag der Phogpliape auf die tyrosinreiche Domane
aktiviert die Tyrosinkinase. Dies initiiert schliedh Gber die Phosphorylierung der G-Protein
gekoppelten Rezeptor Kinase 2 (GRK2) (Kani et 2004). Ebenso konnte bereits gezeigt
werden, dass die Stimulation mit Wnt5A zur Serimémin-Phosphorylierung des Rezeptors
fuhrt und so der Wnt/JNK-Signalweg aktiviert wirdierbei wird die Rezeptoraktivierung
uber die Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3) erz@(egnamoto et al., 2007). Daher diente
die Uberexpression der CKI, sowie die Stimulatioih Wint5A als Positivkontrolle, wahrend
die Inkubation des Lysats mit alkalischer Phos@a(&AP) als Negativkontrolle diente, da
dies zu einer aktiven Dephosphorylierung des Rezgftihrt. Der Vergleich von un- und
Noggin-stimuliertem wt-Ror2 zeigt deutlich, das® dberin/Threonin-reiche Domé&ne des
unstimulierten Rezeptors dephosphoryliert vorlieghhrend am stimulierten Rezeptor eine
Phosphorylierung detektierbar ist. Noggin-Stimwaatder CRD-trunkierten Rezeptorversion
dagegen fuhrt zu keiner Phosphorylierung, was erakéi essentielle Bedeutung dieser
Domane fir die Ror2-Noggin Interaktion zeigt.

Diese Ergebnisse fuhren gemeinsam mit den Ergebmissler Kartierung der
Rezeptorbeteiligung zur Hypothese, dass Noggin dleeCRD-Domane an Ror2 bindet und
der Rezeptor daraufhin an der Serin/Threonin-reichemane phosphoryliert wird. Ob es
sich bei der Phosphorylierung um eine direkte Falge Noggin-Bindung handelt und der
Rezeptor tatsachlich aktiviert wird, kann dabei reatan noch nicht gesagt werden. Hierfur
sollte die Rezeptoraktivierung durch den Nachweis @yrosin-Phosphorylierung, welche
eine Aktivierung der Tyrosinkinase nach sich ziekeairde, verifiziert werden. Die hierflr
notwendigen Assays wurden zwar bereits durchgefiilintten aber bisher auf Grund von
Detektionsproblemen in Bezug auf den anti-phospyn@4in Antikorper zu keinem Ergebnis,
da selbst in der Positivkontrolle (durch CKI-Ubguesssion forcierte Ror2-Aktivierung) kein
Signal detektierbar war.

Da die die Phosphorylierung der Serin/ThreoninkreircDoméane aber typischerweise bereits
den initialen Schritt in der Rezeptor-Aktivierungadu damit den ersten Schritt eines
Signalwegs darstellt, ist es denkbar, dass im\kall Ror2 und Noggin die Noggin-Bindung
zunachst zur Rekrutierung einer Serin/Threonin-B@nihrt. Dies konnte die Aktivierung der
Tyrosinkinas nach sich ziehen und schlief3lich eirggenen Ror2-Signalweg induzieren.
Dabei ist es sowohl denkbar, dass dieser Uber meelehritte zur Expression spezifischer

61



Diskussion

Zielgene fuhrt, als auch, dass es zu einer intdaetn Beeinflussung bereits bekannter
Signalwege kommt. Um die Frage nach der Phospleouyigsart und der daran beteiligten
Komponenten zu beantworten, wéare es denkbar denpell beteiligten Kinasen, z.B. GSK3,

spezifisch zu inhibieren und so deren Beteiligungdar Phosphorylierung zu Uberprifen.
Zudem ist noch ungeklart, ob allein die Bindung Wwggin die Phosphorylierung veranlasst
oder zusatzlich andere Rezeptoren und/ oder serwriniiganden unter Noggin-Stimulus an

der angenommenen Rezeptoraktivierung beteiligt sind

6.4 Madogliche Auswirkungen der Interaktion von Ror2 und Noggin

Wnt- und Bmp-Signalwege agieren teils getrennt uwar@er, doch sind sie teilweise auch an
gemeinsamen Prozessen beteiligt. Dabei wirken sestnantagonistisch aufeinander. So
fordern Wnts die Myo- und hemmen die Chondrogensgaarend Bmps hemmend auf

Myo-, dafur steigernd auf Chondrogenese wirken. nsbe wirken beide Signalwege
antagonistisch in der Melanozyten-Segregation withider Neurogenese (Jin et al., 2001).
Interessant hierbei ist, dass Wntl in der LagelistNoggin-Expression zu induzieren, was
wiederum die Hemmung des Bmp-Signalwegs nach siehem wirde (Hirsinger et al.,
1997).

Stellt man Ror2 an zentrale Stelle zwischen Bmpd Wint-Signalweg, so sind mehrere
Maglichkeiten denkbar, wie sich die Interaktion vBor2 und Noggin auf das balancierte
Gleichgewicht der Signalwege auswirken kénnte:

Die Bindung Noggins an Ror2

konnte auf der einen Seite zu /@

einer  Herabregulierung  der '\
Bmp-Inhibition fUhren, da \ / \
weniger Noggin zur Bmp- & 8 &
Ligandenbindung frei ist. Auf | L

% .
der anderen Seite koénnte das i

'fffﬁfl;fib;?i/féff.'fﬁ

gebundene Noggin am Ror2 die

Bindestelle fur die Wnt-

i i Abb. 23: Ror2 als Schaltstelle zwischen Bmp- und WSignalweg
Liganden blockieren.  Dadurch Schematische Ubersicht (iber die Ligand-Rezeptordktionen im
konnten zum einen die Signalnetzwerk um Ror2. Gdf5 bindet an BMPRI. Nodgindet als

Antagonist an Gdf5 und als Ligand an Ror2. Wnt btrath Fzd und Lrp,
Ror2-vermittelten sowie an Ror2

62



Diskussion

Whnt-Signalwege nicht mehr induziert werden, zumegied standen mehr freie Wnt-Liganden
fur die Bindung an die Rezeptoren Frizzled und zyg Verfigung. Dies wirde z.B.
bedingen, dass der Wnt-induzierte VBr@atenin-Signalweg verstarkt ablaufen kdnnte. In
diesem Zusammenhang ist auch auf die kontraret®ituau verweisen. Durch die Bindung
der Wnts an Ror2 stande der Rezeptor nicht mehrdiérInteraktion mit Noggin zur
Verfigung, was eine erhdhte Bmp-Inhibition nachhsmehen wirde. Ror2 und Noggin
konnten so als verbindende Schaltstelle das Glewluipt zwischen Bmp- und
Wnt-Signalweg durch Verschieben des balanciertesicGewichts regulieren und beide

miteinander verknupfen.

6.5 Phéanotypenanalyse — Ror2 und Noggin interagier  en genetisch

In den vorangegangenen Abschnitten dieser Arbeitlevbereits gezeigt, dass Noggirvitro

an Ror2 bindet, woraufhin der Rezeptor Uber Phagfiboung mdglicherweise aktiviert
wird. Die Analyse der genetischen Interaktion diemt dazu die gezeigte vitro Interaktion

zu stutzen und diein vivo Auswirkungen zu charakterisieren. Es zeigte sialss der Verlust
nur eines Allels Ror2 oder Noggin in den GenotypenZ’*Nog” und Ror?"Nog”* keine
Auswirkung auf die Knochenausbildung hat, der kan@ste Verlust von Allelen beider Gene
dagegen zu einer Verbreiterung der Metaphyse im éfusn und zur Ausbildung einer
Brachydaktylie in der Hand fiuhrt. Zur Entstehunggsdr Situation sind verschiedene
~Szenarien* denkbar:

Sind durch den heterozygoten Zustand nur halb sle VRor2-Rezeptoren vorhanden, reicht
dies immer noch aus, um die fur eine ordnungsgemi&fiechenentwicklung notige
Signaltransduktion aufrecht zu erhalten. Ebensdhateres fir den Zustand mit nur
heterozygot vorhandenem Noggin. Die reduzierte Ahaa vorhandenen Noggin-Molekilen
genugt fur die korrekte Knochenbildung. Erst bemdEehlen je eines Allels beider Gene
kann dieser Prozess nicht mehr aufrechterhaltedememweshalb es zu einer Fehlregulierung
der Chondrozytendifferenzierung kommt. Das Aufineégnes Phanotyps bei einem doppelt
heterozygoten Mutanten deutet immer darauf hinsdaside beteiligten Gene in einem
bestimmten Prozess, hier der Chondrozytendiffeegnng, in einem gemeinsamen
Signalweg agieren. Die im Zuge der Phanotypenaeafjezeigte Brachydaktylie und die
zusatzliche Humerusverkiirzung tritt allerdings émst Ror2" Nog”~ Zustand auf. Sollte es

ausschlief3lich einen direkten Signalweg von Nogdiar Ror2 auf ein Zielgen geben, sollte
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man hier eigentlich keinen zusatzlichen Phanotypewarten. Daher ist eher davon
auszugehen, dass Ror2 und Noggin in einem gemeams&ngnalnetz interagieren. Dies wird
gestitzt durch die Tatsache, dass Ror2-KO- und KogMutanten allein unterschiedliche
Phanotypen aufweisen.

Hierbei muss auch die nachst héhere Stufe der Kexitat betrachtet werden, da Noggin und
Ror2 neben der Interaktion miteinander noch and&wfgaben zukommen. Das im
heterozygoten Zustand vorhandene Noggin muss aaih die Liganden-bindende Funktion
zur Bmp-Inhibition erfullen. Ror2 fungiert auch itreterozygoten Zustand weiterhin als
alternativer Wnt-Rezeptor. Hierdurch kann es zumrsul@ieben des balancierten
Gleichgewichts zwischen diesen Signalwegen kommsiehé¢ Abschn. 6.4).

Wie wichtig die Noggin-Ror2 Interaktion fur die Btaerung der Extremitatenstruktur ist,
zeigt sich bereits bei homozygotem Ror2-Verlust. K@@ Ror2 zur Bindung Noggins zur
Verfugung steht, konnte dieses vermehrt an Bmpddenn d.h die Bmp-induzierte
Chondrogenese wirde gehemmt. Der in dieser Arbeteigte Brachydaktylie-Phanotyp
weist Uberlappungen mit dem Phanotyp der humaneAZBauf. Diese wiederum beruht auf
einer Mutation im BMPR1b, was ebenfalls eine In@ibhng des Bmp-Signalwegs nach sich
zieht. Neben Mutationen im ROR2 und im BMPR1b filhaech Muationen im NOGGIN zur
Ausbildung einer Brachydaktylie (BDB2). Hierbei kiia das veranderte Bindungsverhalten
NOGGINS zur Verschiebung des Signalgleichgewictitsdn. Bande das mutierte NOGGIN
schwacher an ROR2, wirde der BMP-Signalweg duréirkeste Inhibition verringert
ablaufen, was eine verringerte Chondrogenese nelclzége.

Fallt beim RorZNog”" Genotypen zusatzlich ein Allel Noggin aus (Raxbg™), so
verandert sich quantitativ der Einfluss Noggins deh Bmp-Signalweg. Zudem fehlt in
beiden Ror2-defizienten Genotypen vollstandig der2REinfluss auf die Wnt-Signalwege.
Anhand dieser Uberlegungen wird deutlich, wie wigthtie Abstimmung der verschiedenen
auf die Chondrozytendifferenzierung einwirkendegn@iwege ist und wie Missregulationen
des bestehenden Gleichgewichts zur Ausbildung kexdener Fehlbildungen fuhren
konnten. Die Tatsache, dass Mause mit unterschiesili Ror2- und Noggin-Defizienz
verschiedene Phanotypen ausbilden unterstreichBedeutung der beiden Gene und ihrer
Interaktion innerhalb dieses spezifischen Prozeggadem zeigt sich, dass der Einfluss von

Noggin und Ror2 auf diese Maschinerie zwar immabsy erst unzureichend verstanden ist.

64



Diskussion

6.6 Zytologische und histologische Farbungen mit rG BD-GFP

Whnt-induzierte Ror2-Signalwege laufen dber mehr&ehritte ab. Hierbei wird das
extrazellulare Signal je nach Liganden- und Rezé&ptdext unter Beteiligung
verschiedenster Komponenten verarbeitet und unmgegie Signaltransduktion selbst lauft
dabei u.a. Uber die Aktivierung Kkleiner GTPasen.esDiwurde fir Cdc42 im
Wnt5A/Ror2/ATF2 bereits gezeigt (Schambony and \i¢egdl2007). GTPasen binden die
Nukleotide GDP und GTP. Im aktiven, GTP-gebundedestand sind sie in der Lage eine
Phosphatgruppe auf ein anderes Molekill der Sigtialkze: (ibertragen. Durch den Ubertrag
dieser einen Phosphatgruppe gehen sie in denveakiisDP-gebundenen Zustand lber. Eine
erneute Phosphatgruppen-Aufnahme fihrt wiederumRaaktivierung. Fast alle GTPasen
sind membranassoziiert, kdnnen aber auch in ihreaktiven Zustand stabilisiert im
Cytoplasma gehalten werden. GTPasen sind an dard&®ey von Endo- und Exocytose, an
Zelldifferenzierung und -migration sowie intrazéditem Vesikeltransport beteiligt. Ror2 ist
bekanntlich tUber Wnt-Stimulierung in die Steuerudgr Zellpolaritdt und —migration
eingebunden (Green et al., 2008; He et al.,, 20083. ebenfalls an diesen Prozessen
beteiligten GTPasen sind Rho, Rac und Cdc42. Zut¢nRhoA an der Chondrogenese
beteiligt. Wahrend der Chondrogenese flihrt die poddiritat der Chondrozyten zu einer
spezifischen Anordnung im Kondensationsbereich. WUerauszufinden, ob die Ror2-
Signaltransduktion Uber Rho l&uft und ob Ror2 iesdn Prozessen RhoA aktivieren kann,
musste zunachst eine Methode etabliert werden,deitaktive GTPase detektiert werden
kann. Das hierfur verwendete Protein, rGBD-GFPtdigsaus der aktiven Bindedoméane von
Rothekin (rGBD) und einem daran fusionierten GFBas bedeutet, dass das wie ein
Antikorper eingesetzte Protein an aktive RhoA-GEPabindet und damit die
GFP-Signaldetektion das Vorhandensein und die ¢&itégtn der GTPase-Aktivitat
reprasentiert. Die Aktivierung der GTPase geht tmeisher mit einer Rekrutierung an die
Membran. Zu erwarten ware also, dass Wnt-induziBde2- und RhoA-Aktivierung eine
Rekrutierung RhoAs an die Membran nach sich ziettt das detektierte GFP-Signal dort
starker ausfallt. Es zeigt sich zunéchst, dassGd#3-Signal im unstimulierten Fall nicht mit
der Membranfarbung Ubereinstimmt, und sowohl im als- auch im stimulierten Fall im
perinukledren Raum am intensivsten ist. Doch ditsdGhe, dass es sich vom Hintergrund
abhebt spricht fur die Spezifitdt der Bindung.

Es ist bekannt, dass RhoA in die Umstrukturierueg Aktinskeletts involviert ist, welche

u.a. bei Uberexpression von Ror2 in Form von Fithpoausbildung induziert wird.
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Uberlappungen beider Signale an den distalen Fiigmenden nach Wnt-Stimulation
bestétigen diese Verbindung und sprechen fir egeemeinsamen Signalweg. Zwar liegt auch
im stimulierten Fall noch immer ein starkes Sigmal den Nucleus vor, doch ist auch nicht zu
erwarten, dass alles in der Zelle vorhandene Rhmoédie@Membran rekrutiert wird. Neben der
bekannten Hauptfunktion, die Umstrukturierung dg®Zkeletts bringen Studien, welche die
Lokalisierung und Funktionen der GTPasen beschmneilithoA auch mit Vesikeltransport im
Zuge von Endo- und Exocytose in Verbindung (Heasarah Ridley, 2008). Die granulare
Struktur des Signals wirde dies unterstitzen, dsclidie perinukledre Lokalisierung des
Signals dadurch nur unzureichend erklart. Die Ameung des Signals in diesem Bereich
spricht eher flr eine Lokalisierung am ER, spatemddsomen oder dem Golgiapparat.
GTPase-Aktivitaten in Endosomen und dem Golgi sfiild Cdc42 und RhoB bereits
beschrieben (Ridley, 2006), wahrend bisher keineP&E-Aktivitat im ER beschrieben
wurde. Beim Einsatz des rGBD-GFPs auf differenemriGewebe zeigt sich, dass das grin
fluoreszierende Signal im Bereich der Kondensasi@nker ist als im umgebenden Gewebe.
Die Gegenfarbung mit DAPI weist keinen so deutlichénterschied in der Signalintensitét
auf. Demnach scheint auch hier die Signalspezifigigeben zu sein. Die lokal intensivere
Signalstarke spricht daher dafiir, dass die UberD:&BP detektierte Rho-Aktivitat im
Bereich der differenzierenden Chondrozyten hohérals im mesenchymalen Gewebe.
Sowohl Ror2 als auch Rho sind in die Ausbildung Zgtpolaritat und —migration involviert
(Green et al., 2008; Heasman and Ridley, 2008).geaue Ausrichtung der Zellen bei der
Ausbildung von Knorpel, Knochen und Gelenken baiitdhesen Prozessen auf, so dass eine
Beteiligung von Rho wahrscheinlich ist. Studien RinoA-Aktivitat bestatigen dies durch die
Feststellung, dass RhoA im Zuge der Chondrogenesé\lofundung der mesenchymalen
Zellen wahrend der Kondensation kontrolliert (Reeaind Ridley, 2003; Woods and Beier,
2006).

Um die Spezifitdt des Signals abzusichern und diedrst grob detektierte Lokalisierung zu
spezifizieren, sollten zur Methodenetablierung areitVersuche durchgefiihrt werden. Dabei
ware es zunachst sinnvoll, parallel zur RhoA-DetekMarker fur Golgi und ER einzusetzen.
Zusatzlich muss ausgeschlossen werden kbnnengdassh beim detektierten Signal um ein
Artefakt des GFPs handelt. Dafur sollte eine siehdegativkontrolle entwickelt werden,
denkbar wére hier GFP ohne fusionierte BindedomZndem sollte die Optimierung der
Methode Uber Variationen von Konzentration und bionszeit des rekombinanten Proteins
erfolgen. Um letztlich den Ror2-Einfluss auf Rhmteine im Zuge der Chondrogenese und

weitergreifend im Zuge der Extremitatenentwiclunguntersuchen, sollte mit der optimierten
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Methode nach Veranderungen der Rho-Aktivitdt undkalisierung in Ror2-Mutanten
gesucht werden. So wirde z.B. die Detektion vornaneerungen der Rho-Aktivitat in den
Knorpel- und Knochenanlagen der Brachydaktykliefieitgpen zum besseren Verstandnis
der molekularen Grundlagen dieser Fehlbildung agén. Weiterhin ware es interessant tber

diese Methode den mdglichen Einfluss Noggins UlmeRRuf diese Prozesse zu untersuchen.

67



Abschlie3ende Betrachtung und Ausblick

7 AbschlieRBende Betrachtung und Ausblick

Im Zuge dieser Arbeit konnte anhand von ColP-Experniten gezeigt werden, dass Noggin
und Ror2in vitro miteinander interagieren. Die Bindung Noggins lgtfalabei Gber die
extrazellulare Ligandenbindungsdoméane CRD. Ob di&edung direkt oder unter
Beteiligung anderer Rezeptoren oder Adaptoren gitféddlann momentan noch nicht gesagt
werden. Der Noggin-Einfluss auf die Rezeptor-Disierung konnte mit den hier
verwendeten Methoden zwar nicht gezeigt werdernjrdaf3 sich Noggin-Stimulation aber
mit einer Phosphorylierung des Rezeptors an derazelularen Ser/Thr-Domane in
Verbindung bringen. Da die Rezeptorphosphorylierfimgeine Aktivierung Ror2s spricht, ist
es wabhrscheinlich, dass die gezeigte Interaktiomktfanelle Relevanz hat und
maoglicherweise eine eigene Noggin/Ror2-Signalkaiteviert.
Rezeptortyrosinkinase-Signalketten laufen haufigridTPasen. Um festzustellen ob auch im
Ror2-Signalweg kleine GTPasen involviert sind, satiterfihrend mit Hilfe rekombinanten
rGBD-GFPs geklart werden. Hierfur wurde innerhalbesdr Arbeit eine neue
RhoA-Detektionsmethode etabliert, die es zuklnftigoptimieren gilt. Neben den vitro
Untersuchungen wurde als weiterer Aspekt die gectai Interaktiorin vivo anhand von
Phanotypenanalysen untersucht. Durch das Auftreemschiedener Phéanotypen mit auf
gestorter Chondrozytendifferenzierung begrindetehldfldungen wird die Bedeutung der
Ror2-Noggin Interaktion unterstrichen. Dabei begtatbesonders das Auftreten einer
Brachydaktylie durch die genetische Interaktionwbdie gestorte genetische Interaktion von
Ror2 und Noggin den Ausgangspunkt dieser Arbeierldppende, durch Noggin- und Ror2-
Mutationen hervorgerufene Brachydaktylie Phanotyyed die These der ,Molecular disease
family* fihrten zur Annahme, dass beide miteinangigeragiern konnten. Das Auftreten
eines weiteren Uberlappenden Phénotyps auf Grunad kiteraktion beider Gene scheint dies
Zu bestatigen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit fihren zu dem Schldsss Ror2 neben seiner Rolle als
Wnt-Co-Rezeptor auch an zentraler Stelle zwischer-Wnd Bmp-Signalweg interagiert.
Zudem wird ein eigener Ror2-Signalweg vermutet.ribBe kommt Noggin méglicherweise
eine neue Rolle als Aktivator zu, die bisher noahinbeschrieben wurde und die von der
bekannten Funktion als sezernierter Bmp-Antagoaisteicht. Ob und in welcher Weise
tatsachlich ein eigener Noggin-Ror2-Signalweg bdstevelche Komponenten in diesen

eingebunden sind und was letztlich der Effekt diedéeges ist, ist bisher noch nicht Klar.
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Abschlie3ende Betrachtung und Ausblick

Dies herauszufinden wird Thema weiterfiihrender i8tudein. Hierbei ist eine Absicherung
der Interaktion Uber einen BiaCore-Assay geplams& kdonnte zudem nicht nur genaueren
Aufschluss Uber die Art der Interaktion geben, ssndauch die aufgeworfene Frage nach
dem weiteren Bindungsverhalten Noggins beantwortéoch ist die Balance des
Gleichgewichts zwischen den verschiedenen Signawetpch nicht im Detail verstanden.
Die Identifikation und initiale CharakterisierungrdNoggin-Ror2-Interaktion liefert hierbei
die Grundlage auf dem Weg zum besseren VerstardimisSituation. Um zudem die
genetische Interaktion und vor allem die Pathogeragex Brachydaktylie Typ B2 besser
verstehen zu konnen ist geplant ein auf Noggin-Wuten beruhendes
Brachydaktylie-Mausmodell zu kreieren und zu etabln. Solch ein Mausmodell existiert
bereits fur eine auf einer Ror2-Mutation beruheBdachydaktylie (Ror2W749X (Raz et al.,
2008)). Analysen beider Mausmodelle und insbes@ndéie Untersuchung der aus
Verkreuzungen beider Linien hervorgehende Nachkomnmverden helfen die komplexe
Wechselwirkung von Ror2 und Noggin und ihren Eisfluauf die Entwicklung besser zu

verstehen.
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8 Verzeichnisse

8.1 Abklrzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

% Prozent

°C Grad Celsius

pl Mikroliter

A. bidest Aqua bidestillata

Abb. Abbildung

Abschn. Abschnitt

add zuftigen

AER Apical ectodermal ridge
Amp Ampicillin

AP Anterior/Posterior (Kdrperachse)
APS Ammoniumperoxidsulfat
BDB Brachydaktylie Typ B

Bmp Bone morphogenetic protein
BSA Rinder Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CKil Caseinkinasel

CO, Kohlenstoffdioxid

CRD Cystein-reiche Doméne

d.h. das heif3t

DAPI 4' 6-Diamidino-2-phenylindol
DEPC Diethylpyrocarbonat

Dkk Dikkopf

DMEM Dulbecco's Modifies Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dpc days postcoitum

DV Dorsal/Ventral (Kdrperachse)
E Embryonalstadium

E. coli Escherichia coli

Enl Engrailed-1

ER Endoplasmatisches Retikulum
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et al. et alteri

EtOH Ethanol

evtl. eventuell

FCS Fetales Kéalberserum

FGF Fibroblast growth factor
Fwd Forward

Fzd Frizzled

g Gramm

GDF Growth and differentiation factor
GFP Green fluorescence Protein
GSK3 Glycogensynthasekinas 3
h human

h/Std Stunde

H,O Wasser

het. heterozygot

HRP Horsereddish peroxidase
IG Immunglobulin

Ihh Indian hedgehog

IP Immunoprazipitation

JNK c-Jun-N-terminale Kinase
kDa Kilo Dalton

KO Knock-out

KR Kringle

I Liter

LB-Medium Luria Bertani Medium

Lef Lymphoid enhanced factor
LG L-Gluthamin

M Molar

m murin

mg Milligramm

min Minute

mi Milliliter

mM Millimolar

nm Nanometer

Nog Noggin

oD Optische Dichte

PBS Phosphate buffered saline
PCP Planar cell polarity

PD Proximal/Distal (Kérperachse)
PEG Polyethylenglycol
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PFA Paraformaldehyd

pH potential Hydrogenii

PS Penicillin/Streptomycin

PTHrP Parathyroid hormone related protein
PVDF-

Membran Polyvinylidenfluorid-Membran

Pz Progresszone

Rev Reverse

rGBD RhoA-bindene Doméne von Rhotekin
Ror2 Receptor tyrosine-like orphan receptor 2
rpm Rounds per minute

RRS Recessive Robinow Syndrome

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptortyrosinkinase

SAP Shrimp alkaline phosphatase

SDS Sodium lauryl sulfate

sek Sekunde

Ser/Thr Serin/Threonin

sFRP Secreted frizzled related proteins
Shh Sonic hedgehog

Stim. Stimulation

Tab Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

Taq Thermus aquaticus (DNA-Polymerase)
TBST Tris-buffered saline Tween-20
TGFH Transforming growth factdgs

Tm Annealing Temperatur

Transf. Transfektion

Tris Tri-(hydroxymethyl)-aminoethan
u.a. unter anderem

UN Uber Nacht

uv Ultaviolett

V Volt

WwB Western Blot

WIF1 Whnt inhibitory factor 1

Wnt Wingless-related

wit Wildtyp

X Xenopus

z.B. zum Beispiel

ZPA Zone of polarising activity
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8.2 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis
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Tab.
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Brachydaktylie-Klassen und betroffene Gene

Desmale und enchondrale Ossifikaiton

Zelldifferenzierung in der Wachstumsfuge siR&hrenknochens
Entwicklung der proximo-distalen Achse (PD)

Ubersicht iiber die Entstehung der Hauptackseesr Extremitat
Bmp-Signalweg tUber Smads

Skelettfehlbildung in Noggin-defizienten Msumn

Schematische Darstellung des kanonischerSigmalwegs

Modularer Ror2-Aufbau

ROR2-Mutationen als Urache fur dominantadBydaktylie (BDB) und

rezessives Robinow Syndrom (RRs)

Signalwege mit Ror2-Beteiligung

Verwendete Langenstandards

Western Blot: Interaktion von Ror2 und Nivgg

Western Blot: Interaktion von Ror2 und Nivgg

Western Blot: Test des rkombinanten Noggins

Western Blot: Dimerisierungsstudie zur faktion von Ror2 und Noggin
Western Blot: Phosphorylierungsstudie nterdaktion von Ror2 und Noggin
Phanotypenanalyse Ror2- und Noggin-gefier Mause

Western Blot: Expressionsnachweis Uber @R Antikorpereinsatz
Western Blot: Kontrolle der Aufreinigungeitanti-GFP Antikdrperinsatz
Zytologische Farbung mit rekombinantem rGBBP

Histologische Farbung mit rekombinantem BEBFP

Ror2 als Schaltstelle zwischen Bmp- und-\&ighalweg

Alphabetische Auflistung der verwendeten @era
Zusammensetzung der verwendeten Puffer undgésu
Verwendete Medien und deren Zusammensetzung
Verwendete Kits

Verwendete Kulturzellen

Verwendete Antikdrper

Fur die Genotypisierungen verwendeten Primer
Verwendete Enzyme

Verwendete Computerprogramme und Datenbanken

Pipettierschema eines Standard PCR-Ansatzes
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Tab. 11 Standard PCR-Programm
Tab. 12aund b  Transfektionsschemata am BeispidRezreptorkartierungs- und
Phosphorylierungsversuche

Tab. 13 Zusammensetzung SDS-Polyacrylamidgele
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