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Vorsitzende des Prüfungsausschusses: Prof. Dr. Shirley Knauer

Tag der mündlichen Prüfung: 23. Juli 2013
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4.2 Trps1 beeinflusst die subzelluläre Lokalisation von Gli3 . . . . . . . 66
4.3 Etablierung der ChIP von Trps1 und Gli3 in Chondrozyten . . . . . 71

4.3.1 Etablierung eines retroviralen Transduktionssystems in
ATDC5-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71

4.3.2 Etablierung der ChIP in ATDC5-Zellen . . . . . . . . . . . . 73
4.3.3 ChIP-Seq . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76

4.4 Bioinformatische Analyse der ChIP-Seq-Datensätze . . . . . . . . . 77
4.4.1 Definition von Peaks mit MACS . . . . . . . . . . . . . . . . 78
4.4.2 DNA-Bindemotivanalyse mit MEME . . . . . . . . . . . . . 81
4.4.3 GREAT - eine Analyse der Datensätze mit Hilfe von Anno-

tationen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81
4.5 Bestätigung von DNA–Bindestellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84
4.6 Gtf2i, ein putatives Zielgen von Trps1, ist spezifisch in der Kno-

chenanlage exprimiert . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
4.7 Gli3 und Trps1 binden kooperativ an regulatorische Elemente . . . 87

4.7.1 Trps1 bindet an ein putatives Enhancerelement von Col2a1 87
4.7.2 Gli3Amyc und Trps1myc binden gemeinsam ein Fragment

107kb upstream von Pthlh . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89
4.7.3 Gli3A und Trps1 regulieren gemeinsam die Aktivität des

Wnt5a-Promotors . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 90

5 Diskussion 93
5.1 Trps1 bindet an die Transaktivatordomäne von Gli3A und reguliert
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1 Einleitung

1.1 Das Skelett der Wirbeltiere

Das Skelett der Wirbeltiere besteht aus über 200 Knochen und erfüllt im Organis-
mus vielfältige Aufgaben. So dient es als Stütz- und Bewegungsapparat, der den
aufrechten Gang ermöglicht sowie dem Schutz der inneren Organe durch den Brust-
korb. Zudem erfolgt die Blutbildung im roten Knochenmark der Röhrenknochen.
Das Skelett wird in das kraniales, axiales und appendikuläres Skelett unterteilt.
Das Axialskelett setzt sich aus der Wirbelsäule und den Rippen zusammen, auf
welchem das kraniale Skelett, der Schädel, aufsitzt. Das appendikuläre Skelett
bezeichnet das Skelett der oberen und unteren Extremitäten, es ist durch den
Schulter- und Beckengürtel mit dem Axialskelett verbunden (Kaufman 1992). Es
besteht aus zwei unterschiedlichen Geweben (Knorpel und Knochen) und min-
destens drei unterschiedlichen Zelltypen (Chondrozyten, Osteoblasten und Osteo-
klasten) (Karsenty 2003). Das Skelett entsteht während der Embryonalentwick-
lung durch zwei unterschiedliche Mechanismen: der desmalen und enchondralen
Ossifikation. Während bei der desmalen Ossifikation das Knochengewebe dar-
unter Teile des Schädels und der Schlüsselbeine direkt aus dem mesenchymalen
Vorläufergewebe entsteht, entwickeln sich die Teile der Gesichtsknochen, Wirbel,
Rippen und die langen Röhrenknochen während der enchondralen Ossifikation aus
einer temporären Knorpelanlage (Erlebacher u. a. 1995; Jacenko u. a. 1993).

1.2 Die enchondrale Ossifikation

Der erste Schritt der Knochenentwicklung durch die enchondrale Ossifikation ist
die Kondensierung und Differenzierung mesenchymaler Zellen zu Chondrozyten,
die eine Knorpelanlage bilden (Abbildung 1a). Die Knorpelanlage verlängert sich
zu den distalen Enden hin durch eine anhaltende Proliferation der Chondrozyten.
Proliferierende Chondrozyten sind in zwei Klassen unterteilt: Distale Chondrozy-
ten mit einer niedrigen Proliferationsrate und kolumnare Chondrozyten, welche
im Zentrum der Anlage zu Säulen angeordnet sind und eine hohe Proliferations-
rate aufweisen (Long u. a. 2001; Kobayashi u. a. 2002b; MacLean und Kronenberg
2005). Kolumnare Chondrozyten, die den Zellzyklus verlassen, differenzieren in
prähypertrophe und anschließend in hypertrophe Chondrozyten, dies geht mit ei-
ner Zunahme der Zellgröße einher (Abbildung 1b). Diese Zellen produzieren eine
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mineralisierte extrazelluläre Matrix und gehen im Zentrum der Anlage in Apop-
tose. Die Knorpelanlage ist von fibroblastenähnlichen Zellen, dem Perichondrium,
umhüllt. Im Bereich der hypertrophen Zellen differenzieren die Zellen des Peri-
chondriums in Osteoblasten, welche eine Knochenmanschette, das Periost, bilden.
Durch diesen Bereich dringen Blutgefäße in den Bereich der hypertrophen Chon-
drozyten ein, welche Osteoklasten mit sich führen, die die mineralisierte Matrix der
hypertrophen Chondrozyten degradierten. Zudem erreichen durch die Blutgefäße
Osteoblasten die Knochenanlage, sie bilden die Knochenmatrix der primären Spon-
giosa aus ((Hall und Miyake 2000) und Abbildung 1c). Im weiteren Verlauf der
Entwicklung bildet sich die Knochenmarkhöhle aus, in der im Bereich des ro-
ten Knochenmarks die Hämatopoese stattfindet. Nach der Geburt kommt es zur
Ausbildung eines sekundären Ossifikationszentrum in der Zone der distalen Chon-
drozyten. Eine Population sich teilender Chondrozyten bleibt bis zum Auswachsen
des Individuums bestehen und wird als Wachstumsfuge bezeichnet und gewährt
das Größenwachstum bis zum Ende der Pubertät (Abbildung 1d).

Abbildung 1: Schematischer Ablauf der enchondralen Ossifikation. Mesenchymale Zellen
kondensieren, differenzieren in Chondrozyten und bilden eine Knorpelanlage, welche vom
Perichondrium (grün) umhüllt ist (a). Proliferierende Zellen verlassen im Bereich des An-
lagenzentrums den Zellzyklus und differenzieren zu prähypertrophen (rot) und später zu
hypertrophen Chondrozyten (blau) (b). Hypertrophe Chondrozyten untergehen der Apop-
tose und durch das das Anlagenzentrum umhüllende Periost (orange) dringen Blutgefäße
in die Knochenanlage ein (c). Postnatal kommt es distal zur Ausbildung von sekundären
Ossifikationszentren (d). (aus: Wuelling und Vortkamp (2010))
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1.3 Die Proliferation und Differenzierung von Chondrozyten in
der Wachstumsfuge wird durch Indian Hedgehog reguliert

In Vertebraten existieren drei Signalproteine der Hedgehog (Hh)-Familie. Indian
Hedgehog (Ihh), Sonic Hedgehog (Shh) und Desert Hedgehog (Dhh) regulieren
z.B. die Differenzierung der Gliedmaßenanlage, des zentralen Nervensystems und
der Somiten (Hammerschmidt u. a. 1997). In Drosophila melanogaster reguliert ein
einziges Hedgehog-Protein viele Prozesse in der Embryonalentwicklung, wie z.B.
die segmentale Musterbildung. Alle Mitglieder der Hedgehog-Familie sind Mor-
phogene, die von Zellen sezerniert durch den extrazellulären Raum diffundieren
und durch Rezeptorbindung Signale an Zellen weitergeben (Varjosalo und Tai-
pale 2008). Als Morphogen diffundiert Ihh durch die Wachstumsfuge und akti-
viert die Proliferation der distalen und kolumnaren Chondrozyten. Zudem repri-
miert Ihh den Beginn der hypertrophen Differenzierung durch die Aktivierung des
“Parathyroid Hormone-related Peptide“ (PTHrP, neu: Pthlh) in distalen Chondro-
zyten. Dieser Faktor bindet in den proliferierenden und prähypertrophen Chondro-
zyten an den Pthlh-Rezeptor, diese Interaktion zwischen Ihh und Pthlh führt zu
einer Inhibition der hypertrophen Differenzierung und stellt somit einen negativen
Rückkopplungsmechanismus dar. Ihh-defiziente Mäuse haben eine stark reduzierte
Proliferationsrate in Chondrozyten sowie Defekte in der Chondrozytendifferenzie-
rung und in der Differenzierung von Osteoblasten (Vortkamp u. a. 1996; St-Jacques
u. a. 1999).

1.4 Die Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie

Intrazellulär wird das Ihh-Signal durch Transkriptionsfaktoren der Gli-Familie ver-
arbeitet. Zu der Gli-Familie zählen in Vertebraten Gli1, Gli2 und Gli3. Gli1 akti-
viert Genexpression in Antwort auf Hh-Signale, wogegen Gli2 und Gli3 bifunktio-
nale Aufgaben erfüllen. In ihrer vollen Länge agieren sie als Genaktivatoren (GliA),
in Abwesenheit von Ihh-Signalen werden diese Faktoren jedoch proteolytisch ge-
spalten und reprimieren in der C-terminal trunkierten Repressorform (GliR) die
Expression von Genen, wobei Gli2 nur eine schwache Repressoraktivität besitzt
(Wang u. a. 2000; Pan u. a. 2006). Gli3 ist der Hauptregulator des Ihh-Signals
in der Knorpelanlage, da ein Verlust von Gli3 in Ihh-defizienten Mäusen deren
Defekt in Chondrozytenproliferation und in der hypertrophen Differenzierung wie-
derherstellen kann (Hilton u. a. 2005; Koziel u. a. 2005). Im Gegensatz zu Verte-
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von Domänen und Motive der Gli-Proteine. Das
Gli-Homolog von Drosophila melanogaster (Ci) sowie Gli1-3 der Maus sind schematisch dar-
gestellt (Hui und Angers 2011).

braten besitzen Invertebraten wie Drosophila melanogaster nur ein Gli-Homolog,
Cubitus interruptus (Ci). Strukturell zeigen alle Gli-Proteine Gemeinsamkeiten
auf (Abbildung 2). Alle Mitglieder der Gli-Familie besitzen homologe Zinkfinger-
DNA-Bindedomänen und Phosphorylierungsdomänen. Zudem beinhalten sie eine
Bindedomäne des negativen Hedgehog Regulators “Supressor of fused“ (Sufu), der
an GliA bindet und durch Rekrutierung eines Repressorkomplexes die Transkrip-
tion von Gli-Zielgenen reprimiert (Hui und Angers 2011). Interessanterweise kann
Gli1 als einziges Homolog nicht proteolytisch gespalten und somit nicht als tran-
skriptioneller Repressor fungieren. An die “Transkriptions Aktivierungs Domäne“
(TAD) im C-Terminus binden für die Transkriptionsaktivierung wichtige Faktoren
wie z.B. cAMP response element-Bindeprotein (CBP) (Dai u. a. (1999)).

Die Funktion von Gli-Genen während der Embryonalentwicklung wurde durch
die Analyse von mit GLI3-Mutationen einhergehenden humanen Syndromen, wie
z.B. dem Greig Cephalopolysyndaktylie-Syndrom (GCPS) unterstrichen (Vort-
kamp u. a. 1991). GCPS ist eine autosomal dominante Erbkrankheit und geht
mit Fehlentwicklungen der Gesichtsknochen sowie mit dem Auftreten von Poly-
syndaktyly einher. Die Mausmutante Extra-Toes (Gli3XtJ), in der die Expression
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von Gli3 durch eine Deletion am 3’-Ende des Gens verhindert wird, stellt ein Mo-
dell für GCPS in der Maus dar (Schimmang u. a. 1992; Hui und Joyner 1993). Die
Deletion von Gli3 führt neben Polysyndaktylien zu einer leichten Verkürzung der
Knochenlänge. Zudem treten schwere kraniofaziale Abnormalitäten wie ein ver-
größerter Oberkieferknochen, ein reduzierter nasaler Fortsatz sowie Fehler in der
Schädelwölbung auf (Mo u. a. 1997). Embryonal startet die Expression von Gli3
während der Mesodermdifferenzierung und kann während der Gliedmaßenentwick-
lung in der Zone der proliferierenden Chondrozyten sowie im Perichondrium de-
tektiert werden (Hui und Joyner 1993). An den distalen Enden der Skelettelemente
sowie in den Gelenkregionen kann in späteren Stadien eine starke Gli3 -Expression
nachgewiesen werden (Koziel u. a. 2005).

1.5 Die Hedgehog-Signaltransduktion findet bei Vertebraten
im primären Cilium statt

Das primäre Cilium ist eine Organelle aus Mikrotubuli, welche proximal an einen
Basalkörper verankert ist. Ein einziges Cilium ist auf der Zelloberfläche von fast al-
len Vertebratenzellen vorhanden. In der Cilie findet intraflagellarer Transport statt,
der für die Signaltransduktion durch Hh unentbehrlich ist (Goetz und Anderson
2010). So befinden sich in Knorpelzellen die Komponenten der Ihh-Signalkaskade
im Bereich des primären Ciliums (Ruiz-Perez u. a. 2007; Huangfu und Anderson
2005). In Abwesenheit von Hh-Signalen in der extrazellulären Matrix bindet der
Transmembranrezeptor Patched (Ptch) das Transmembranprotein Smoothened
(Smo), welches dadurch an der Translokation in die Membran der Cilie gehin-
dert wird. Dadurch verhindert Smo die Lokalisation von Gli2-Sufu oder Gli3-Sufu
Komplexen (im Folgenden als Gli-Sufu bezeichnet) in der Cilie. Daraufhin werden
Gli-Proteine proteolytisch gespalten. Die gespalteten Gli Proteine (GliR) wandern
in den Zellkern ein und reprimieren die Aktivität von Hh-Zielgenen (Abbildung
3a). Durch die Bindung von Hh an den Transmembranrezeptor Ptch kommt es zu
einer intrazellulären Anreicherung von Ptch gebundenen Vesikeln und einer Trans-
lokation von Smo in die Membran der Cilie. Dies führt zu einer Anreicherung von
Gli-Sufu Komplexen in der Cilienspitze und anschließenden Dissoziation von Su-
fu und Gli. Nicht prozessiertes Gli (GliA) wird in den Zellkern transportiert und
aktiviert dort Hh-Zielgene (Abbildung 3b). Als Gli-Zielgene wurden zwei Fakto-
ren des Hh-Signalweges beschrieben: Ptch (Agren u. a. 2004) und Gli1 (Dai u. a.
1999).
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Abbildung 3: Hh-Signale führen zur Anreicherung von GliA in der Cilie. (a) Ohne Hh-
Signale bindet der Rezeptor Ptch an Smo und verhindert dessen Anreicherung in der Cilie.
In der Cilie befinden sich geringe Level von Gli-Sufu Komplexen, so wird Gli proteolytisch
gespalten und reprimiert als GliR Hh-Zielgene. (b) Hh-Bindung an Ptch führt zu einer An-
sammlung von Smo in der Cilie, was einer Ansammlung in der Cilienspitze und anschließen-
den Dissoziation des Gli-Sufu Komplexes bewirkt. Unprozessiertes Gli (GliA) aktiviert im
Zellkern die Aktivität von Hh-Zielgenen. Aus: (Hui und Angers 2011)

1.6 Der Transkriptionsfaktor Trps1 interagiert mit Gli3A in
Chondrozyten

Das Gen Trps1 codiert für einen Multi-Zinkfinger Transkriptionsfaktor. Mutatio-
nen eines Allels von TRPS1 beim Menschen führt zu der Ausbildung des Tricho-
Rhino-Phalalgealem Syndrom (TRPS), einer dominant vererbbaren Skeletterkran-
kung. Die Patienten entwickeln Defekte bei der Bildung von Haaren, den Gesichts-
knochen und zeigen ein vermindertes Knochenwachstum (Momeni u. a. 2000). Wird
die DNA-Bindedomäne von Trps1 deletiert (Trps1+/∆gt), entwickeln Mäuse einen
Phänotyp ähnlich des humanen Syndroms (Malik u. a. 2002). Die Expression von
Trps1 in Embryonen der Maus beginnt ab dem Entwicklungstag 7,5 (E7,5) in
viszeralen Strukturen und kann ab E12,5 auch in Elementen der Gliedmaßenknos-
pe und der Haarfollikel nachgewiesen werden. In den Knochenanlagen ist Trps1
in proliferierenden Chondrozyten exprimiert, wobei das Level an Trps1 mRNA
in den Gelenken, den distalen Chondrozyten und in der Grenzregion zwischen
proliferierenden und hypertrophen Chondrozyten am höchsten ist (Kunath u. a.
2002).

In in vitro Experimenten wurde eine Bindung von Trps1 an GATA-Sequenzen
in dem Pthlh-Promotor (Nishioka u. a. 2008) sowie an den Promotor von zwei
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Hauptregulatoren der Osteogenese: Osteocalcin (Ocn) und Runx2 (Napierala u. a.
2005; Piscopo u. a. 2009; Kanno u. a. 2011) gezeigt.

Zudem wurde eine Interaktion von Trps1 mit den Histondeacetylasen (Hdacs) 1,
3, 4 und 6 auf Proteinebene beschrieben ((Pasdziernik 2012) und unpublizierte Er-
gebnisse der AG Vortkamp). Die Regulation der Histondeacetylaseaktivität durch
Trps1 konnte zusätzlich nachgewiesen werden. In Trps1∆gt/∆gt-Mutanten ist einen
Reduktion der Knochenlänge und eine verzögerte hypertrophe Differenzierung zu
beobachten. Zudem ist in mutanten Tieren die Zone der distalen Chondrozyten
verkleinert, was mit einer stark verkleinerten Zone an Pthlh exprimierenden Zellen
einhergeht (Wuelling u. a. 2009). In Extra Toes Mausmutanten, in welchen ein Allel
von Gli3 inaktiviert ist (Gli3XtJ), wurde ein ähnlicher Phänotyp beobachtet (Koziel
u. a. 2005), sodass eine Interaktion von Gli3 und Trps1 in Chondrozyten unter-
sucht wurde. Co-Immunoräzipitations- (Co-IPs) und GST-Pulldownexperimente
zeigten, dass Trps1 mit der Aktivatorform von Gli3 (Gli3A), aber nicht mit dessen
Repressorform (Gli3R) in Chrondrozyten interagiert (Wuelling u. a. 2009).

Im C-terminalen Teil von Gli3A befindet sich eine Transkriptions-Aktivierungs-
domäne (TAD, siehe Abbildung 2). Es wurde gezeigt, dass das CREB-Bindeprotein
sowie der Mediatorkomplex an diese Domäne binden, was deren Repression von
Hh-Zielgenen aufhebt (Zhou u. a. 2006).

Ob Trps1 auch an diese Domäne bindet und in ähnlicher Weise wirkt, ist nicht
bekannt. Auch ist die Funktion der Interaktion zwischen Trps1 und Gli3A nicht
aufgeklärt. Da beide Proteine im Zellkern vorhanden und als Transkriptionsfak-
tor beschrieben wurden, erscheint eine Funktion dieses Komplexes während der
Genregulation als wahrscheinlich.

1.7 Transkriptionsfaktoren sind spezifische Regulatoren der
Genaktivität

Jede Zelle eines Organismus trägt die gesamte Erbinformation, die Differenzierung
unterschiedlicher Gewebe erfolgt durch eine zeitlich genau definierte Aktivität be-
stimmter Gene un unterschiedlichen Geweben. Die Aktivität eines Genes wird
durch viele Faktoren beeinflusst. Im direkten Promotorbereich binden generelle
Transkriptionsregulatoren, wie z.B. die RNA-Polymerase II und der Transkripti-
onsfaktor II D (TFIID) an definierte Motive wie die TATA-Box oder Initiatorse-
quenzen. Die dadurch erlangte basale Genaktivität wird durch die Bindung von
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spezifischen Faktoren an Sequenzen im proximalen Promotor sowie an distal gele-
genen Enhancerelementen reguliert (Abbildung 4).

Abbildung 4: Ein Modell der transkriptionellen Genregulierung. Faktoren genereller Tran-
skriptioninitiationskomplexe wie z.B. die RNA-Polymerase II (grüne Kreise) binden in Pro-
motorregionen an Elemente wie die TATA-Box (TATA) oder Initiatorsequenzen (INR). Da-
durch wird eine geringe Genaktivität erlangt. Diese Aktivität wird durch die spezifische
Bindung von Faktoren (rot) und proximale cis-regulatorische Elemente (dunkelblau) in der
proximalen Promotorregion (Schritt 1) begünstigt. Die Bindung von Transkriptionsfaktoren
(orange) an distale Enhancerregionen verstärkt die Genaktivität (Schritt 2). Die Bindung von
gewebsspezifischen Faktoren (pink), welche die Rekrutierung von Co-Aktivatoren erlauben,
steigert die Genaktivität wiederum (Schritt 3). Im Folgenden können die Enhancerfaktoren
z.B. durch Co-Faktoren wie Histonactetyltransferasen (HAT) stimulierend auf die Transkrip-
tion einwirken (wie unten links dargestellt). Alternativ können sie Kinasen binden, welche die
C-Termini der RNA Polymerasen phosphorylieren und somit die Transkription stimulieren
können (rechts) (Farnham 2009).
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Dabei spielt nicht nur die Bildung von Komplexen aus unterschiedlichen Transkrip-
tionsfaktoren eine Rolle, sondern auch die Modifizierung des Chromatins durch die
Rekrutierung von Histon-modifizierenden Enzymen. Diese Komplexe können Kina-
sen beinhalten, welche durch Phosphorylierung die Aktivität von z.B. der RNA-
Polymerase beeinflussen können (Farnham 2009). Somit ist das Zusammenspiel
von generellen und spezifischen Transkriptionsfaktoren und deren Bindung an cis-
regulatorische Elemente (wie Promotoren und Enhancer) essenziell für die genaue
Regulierung der Genaktivitäten. Neben Enhancern, welche die Genaktivität posi-
tiv regulieren, existieren weitere cis-regulatorische Elemente. An Silencerfragmente
binden transkriptionelle Repressoren, welche die Bildung des generellen Transkrip-
tionsinitiationskomplexes verhindern, oder repressive Chromatinstrukturen durch
die Rekrutierung von Histon-modifizierenden Komplexen vermitteln. Insulatoren
dienen als Barriere gegen den Einfluss von positiven Signalen der Enhancer sowie
negativer Signale der Silencer und des Heterochromatins. Neben diesen Elementen
existieren Strukturen, welche die Aktivität eines Enhancers mit der Aktivität eines
bestimmten Genes in der Umgebung steuern. Diese “tethering elements“ befinden
sich meist in der Nähe des proximalen Promotors eines Zielgens (Farnham 2009;
Spitz und Furlong 2012). Die zeit- und gewebespezifische Aktivität von Genen
während der Embryonalentwicklung wird somit durch eine kooperative Bindung
unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren an cis-regulatorische Elemente reguliert.
Die Zugänglichkeit des Chromatins spielt bei der Bindung von Transkriptionsfak-
toren eine große Rolle. So kann es in cis-regulatorischen Elementen zu einer Mo-
nomethylierung am Lysin 4 des Histons 3 (H3K4me1) oder zu einer Acetylierung
am Lysin 27 (H2K27ac) kommen. Letztere wurde mit aktiven Enhancerregionen
und der Aktivität des nächstgelegenen Gens in Verbindung gebracht (Rada-Iglesias
u. a. 2011; Creyghton u. a. 2010).

1.8 Die Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP)

Die Lage von regulatorischen Elementen, welche sowohl im direkten Promotor-
bereich zu finden sind, als auch durch die Bindung an cis-regulatorische distale
Bereiche in weiter Entfernung vom Promotor die Aktivität von Genen beeinflus-
sen, ist weitgehend unbekannt (Visel u. a. 2009). Um die Bindung von Transkrip-
tionsfaktoren an regulatorische Bereich der DNA zu bestimmen, wurde in den
letzten Jahren die Methode der Chomatin-Immunopräzipitation (ChIP) gefolgt
von Hochdurchsatzsequenzierungen (ChIP-Seq) entwickelt. Diese Methode findet
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Abbildung 5: Prinzip der Chromatin-Immunopräzipitation. Proteine werden mit Formal-
dehyd an der DNA fixiert. Anschließend erfolgt eine Inkubation mit einem spezifischen An-
tikörper. Antikörper-Protein-Komplexe werden mit Hilfe von magnetischen Beads präzipitiert
und an die Proteine gebundene DNA aufgereinigt. (Verändert nach: www.activemotif.com)

zudem in der epigenetischen Forschung, in der Histonmodifizierungen Aufschluss
über die Aktivität des jeweiligen DNA-Bereichs geben, hohen Anklang (Robertson
u. a. 2007). Am Anfang der ChIP werden DNA-bindende Proteine mit Formalde-
hyd an der DNA der Zelle fixiert. Anschließend werden die Zellen lysiert und die
DNA mit Hilfe von Ultraschall fragmentiert. Antikörper, welche gegen bestimm-
te Proteine (z.B. gegen spezifische Transkriptionsfaktoren) gerichtet sind, werden
verwendet, um diese und die an sie gebundene DNA zu präzipitieren. Im Anschluss
wird die Fixierung zwischen Protein und DNA gelöst (Abbildung 5). Die aufge-
reinigte DNA wird im Folgenden für die Erstellung einer Library verwendet, dazu
erfolgt eine Größensortierung, Amplifikation und Ligation von Adaptersequenzen
an die DNA-Fragmente. Die Sequenzierung erfolgt meist mit Hilfe der “Next Gene-
ration“ Sequenzierer, welche einzelne DNA-Fragmente sequenzieren. Diese Reads
werden im Anschluss bioinformatisch auf dem Referenzgenom kartiert, daraufhin
können Anreicherungen der Reads als Peaks definiert und grafisch dargestellt wer-
den.
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2 Zielsetzung

Der Multi-Zinkfinger Transkriptionsfaktor Trps1 reguliert gemeinsam mit dem
Indian hedgehog (Ihh)/Gli3-Signalweg die Differenzierung und Proliferation von
Chondrozyten während des Knochenwachstums. Co-Immunopräzipitationen zeig-
ten eine spezifische Interaktion von Trps1 mit der Aktivatorform des Transkripti-
onsfaktors Gli3 (Gli3A), die C-terminal trunkierte Repressorform von Gli3 (Gli3R)
hingegen interagiert nicht mit Trps1 (Wuelling und Vortkamp 2010). In der vor-
liegenden Dissertation wird auf der genetischen, zellulären und Proteinebene die
Interaktion zwischen Gli3A und Trps1 analysiert.

Auf Proteinebene soll im Zuge dieser Dissertation die Bindestelle von Trps1 an
Gli3A lokalisiert werden. So werden Gli3-Konstrukte, welche zu verschiedenen Gra-
den C-terminal trunkiert sind, kloniert und in Co-Immunopräzipitationen auf eine
Interaktion mit Trps1 hin überprüft.

Trps1 ist vorwiegend im Zellkern zu finden, während Gli3A sowohl im Zellkern,
als auch im Zytoplasma von ATDC5-Zellen detektierbar ist. Mit Hilfe von Co-
Transfektion von Gli3A und Trps1 in ATDC5-Zellen und anschließender Immun-
fluoreszenzfärbung und Auswertung der Mikroskopaufnahmen wird die Rolle von
Trps1 in einer etwartigen Stabilisierung von Gli3A im Nukleus analysiert. Als Kon-
trolle dienen Trps1-Mutationskonstrukte, bei welchen keine Kernlokalisation des
Proteins möglich ist.

Da die Transkriptionsfaktoren Gli3A und Trps1 in Chondrozyten interagieren, wird
in der vorliegenden Dissertation die These untersucht, ob diese Proteine während
der Knochenbildung Gene gemeinsam als Bestandteile eines Komplexes regulieren.
Diese Zielgene sollen mittels Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP), gefolgt von
High Throughput Sequencing (ChIP Seq) identifiziert werden. Zunächst soll hierfür
ein retrovirales Transduktionssystem etabliert werden, das stabil Sequenzen von
myc-Fusionsproteinen von Gli3A, Gli3R oder Trps1 in das Genom der chondroge-
nen Zelllinie ATDC5 integriert. Die Kontrolle der ChIP erfolgt durch quantitative
PCR (qPCR) mit Primern, welche eine publizierte Gli-Bindestelle in einer En-
hancerregion von Gli1 amplifizieren, sowie mit Primern, welche im Promotor von
beta Actin liegen und nicht von Gli3 oder Trps1 gebunden werden sollen. Nach
erfolgreicher Kontrolle der Methode wird das restliche Chromatin für den Illumina
Genome Analyzer vorbereitet und mit selbigen sequenziert. Nach bioinformatischer
Auswertung können Stellen auf der DNA, welche durch Gli3A in oder ohne Kom-
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bination mit Trps1, aber auch von Gli3R gebunden werden, identifiziert werden.
Die Bindung der Transkriptionsfaktoren an bestimmte DNA-Bereiche wird durch
erneute ChIP, gefolgt durch qPCR mit Primern, welche potentielle Bindestellen
amplifizieren, überprüft. Diese Daten werden durch die Identifikation neuer Gli3-
und Trps1-Zielgene Aufschluss über die Funktion der Interaktion von Gli3A und
Trps1 auf die Differenzierung von Chondrozyten geben.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Im Folgenden sind alle bei den verschiedenen Experimenten benutzten Chemika-
lien, Enzyme, Antikörper, Verbrauchsmaterialien, Kits, Geräte und Software mit
der entsprechenden Bezugsquelle aufgeführt. Des Weiteren sind die Zusammenset-
zungen der verwendeten Lösungen und Nährmedien beschrieben und die Bakteri-
enstämme, sowie Primersequenzen und Vektoren aufgelistet, die in dieser Arbeit
benutzt wurden. Alle Puffer und Nährmedien wurden mit ”Milli Q™“-gereinigtem
Wasser hergestellt. Die meisten Puffer wurden als konzentrierte Stammlösungen
angesetzt. Angegebene Konzentrationsangaben beziehen sich auf die jeweiligen
Endkonzentrationen. Puffer, Medien und andere Lösungen wurden autoklaviert
oder, falls hitzelabile Bestandteile enthalten waren, mittels Filtration sterili-
siert. Pipettenspitzen, Eppendorf–Reagenzgefäße, Glasgeräte und Metallgeräte
wurden ebenfalls durch Autoklavieren sterilisiert. Eppendorf-Reaktionsgefäße,
Falcon-Reagenzgefäße, 5, 10 und 25ml Pipetten und alle Utensilien für die Zell-
kultur waren gamma-sterilisierte Einwegmaterialien. Die folgenden beschriebenen
Methoden und Arbeitstechniken basieren auf Protokollen des Instituts für Ent-
wicklungsbiologie.

3.1.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Laborchemikalien wurden von den Firmen Ap-
pliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Tauf-
kirchen) bezogen, wenn es nicht anders angegeben ist.

Chemikalien Bezugsquelle
Agarose Serva (Heidelberg)
Ampicilin Calbiochem (Bad Soden)
ATP Thermo Scientific (Dreieich)
Bacto-Yeast Extract BD Diagnostic Systems (Heidelberg)
Difco-Pepton BD Diagnostic Systems (Heidelberg)
DNA Ladder Mix Thermo Fisher Scientific (Bonn)
dNTPs Thermo Scientific (Dreieich)
DPX-Mounting Medium Fluka (Deisenhofen)
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Chemikalien Bezugsquelle
Dynabeads Protein G Life Technologies (Darmstadt)
Entwickler Kodak (Stuttgart)
Ethanol VWR (Darmstadt)
Ethidiumbromid Calbiochem (Bad Soden)
Fixierer Kodak (Stuttgart)
Fluorescence Mounting Medium Dako (Hamburg)
Glycogen (20 mg/ml) Roche (Mannheim)
Isopropanol VWR (Darmstadt)
Kanamycin Calbiochem (Bad Soden)
MassRuler DNA Ladder-Mix Thermo Scientific (Dreieich)
Methanol Fischer Scientific (Schwerte)
Photoemulsion (NTB) Integra Biosciences (Fernwald)
Pierce ECl Western Blot Substrate Thermo Fisher Scientific (Bonn)
Polybrene Calbiochem (Bad Soden)
Ponceau S Serva (Heidelberg)
Protease Inhibitor Cocktail Calbiochem (Bad Soden)
Protein G-Agarose Roche (Mannheim)
Protein Ladder-Mix Thermo Scientific (Dreieich)
Puromycin Calbiochem (Bad Soden)

3.1.2 Enzyme

Enzyme Konzentration Bezugsquelle
DNase I, RNase free 10 U/µl Roche (Mannheim)
DreamTaq-Polymerase 5U/µl Thermo Scientific (Dreieich)
FastDigest Restriktionsenzyme 1 FDU/µl Thermo Scientific (Dreieich)
Klenow Fragment 5U/µl Thermo Scientific (Dreieich)
KOD Hot Start DNA Polymerase 1U/µl Merck Millipore (Darmstadt)
Mung Bean Nuklease 10U/µl NEB (Frankfurt am Main)
Proteinase K 10mg/ml Roche (Mannheim)
RNaseA 10mg/ml Roche (Mannheim)
T3-, T7-, SP6-Polymerase 20U/µl Roche (Mannheim)
T4-DNA-Ligase 5U/µl Thermo Scientific (Dreieich)



3 MATERIAL UND METHODEN 27

3.1.3 Kits

Kit Hersteller
Beetle-Juice BIG KIT PJK (Kleinblittersdorf)
Cell Line Nucleofector Kit T Lonza (Köln)
ChIP-Seq Sample Prep Kit Illumina (San Diego)
jet Prime DNA Transfection Reagent Polyplus-Transfection (Illkirch

Cedex)
MinElute PCR Purification Kit Quiagen (Hilden)
my-Budget 5x EvaGreen (R) QPCR-
Mix II (ROX)

BioBudget (Krefeld)

NucleoSpin Extract II Machery-Nagel (Düren)
QIAGEN Plasmid Midi Kit Quiagen (Hilden)
Renilla-Juice BIG KIT PJK (Kleinblittersdorf)
TOPO TA Cloning Kit Life Technologies (Darmstadt)

3.1.4 Puffer

Lösungen und Puffer Zusammensetzung
10 x Elektrophoresepuffer 250 mM Tris/HCl

2,5 M Glycin
1% (w/v) SDS

10x PBS 1,37 M NaCl
26,8 mM KCl
100 mM Na2HPO4

17 mM KH2PO4

pH 7,4

1x TAE 40 mM Tris-Base
10 mM EDTA
pH 8,0 (Essigsäure)

20x TBS 3 M NaCl
1 M Tris, pH 7,4

1x TBST 1x TBS mit 0,5% (v/v) Tween 20



3 MATERIAL UND METHODEN 28

Lösungen und Puffer Zusammensetzung

4x SDS-PAGE Ladepuffer 50 mM Tris/HCl, pH 6,8
20% (w/v) β-Mercaptoethanol
8% (w/v) SDS
40% (v/v) Glycerin
0,1% (w/v) Bromphenolblau

6x Orange G-Auftragungspuffer 300 ml/l Glycerin
2 g/l Orange G

50x Denhardt’s Reagenz 100 g/l Ficoll
10 g/l Polyvinylpyrrolidone
10 g/l BSA

10x Waschpuffer(in situ) 4 M NaCl
100 ml Tris, pH 7,5
100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

ChIP Lysepuffer 20mM Tris/HCl pH 8,0
85mM KCl
0,5% (w/v) NP-40

ChIP-Elutionspuffer 1%SDS
0,1M NaHCO3

Dilution Puffer 20mM Tris/HCl pH 8,0
150mM NaCl
2mM EDTA
1% (w/v) Triton X-100

High Salt Puffer 20mM Tris/HCl pH 8,0
2mM EDTA
500mM NaCl
0,1% (w/v) SDS
1% (w/v) Triton X-100
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Lösungen und Puffer Zusammensetzung

Hybridisierungspuffer (in situ) 50% Formamid (deionisiert)
3 M NaCl
20 mM Tris, pH 7,4
5 mM EDTA, pH 8,0
10 mM NaH2PO4, pH 8,0
10% (w/v) Dextransulfat
1x Denhardts
0,5 mg/ml Hefe-RNA

IP-Puffer 20 mM Tris/HCL, pH 7,6
100 mM NaCl
0,2 mM EDTA
0,1% (w/v) NP40
1 mM DTT
1% (v/v) Protease Inhibitor Cocktail

LiCl Puffer 250mM LiCl
1mM EDTA
20mM Tris-Cl pH 8,0
1% (w/v) NP-40
1% (w/v) Natriumdeoxycholat

Low Salt Puffer 20mM Tris-Cl pH 8,0
2mM EDTA
150mM NaCl
0,1% (w/v) SDS
1% (w/v) Triton X-100

Nuclei Lysis Buffer 50mM TrisCl pH 8,0
10mM EDTA
1% (w/v)SDS

P1 (Miniprep) 50 mM Tris-Cl, pH 8,0
10 mM EDTA
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Lösungen und Puffer Zusammensetzung
P2 (Miniprep) 200 mM NaOH

1% (w/v) SDS
P3 (Miniprep) 3 M Kalium-Acetat, pH 5,5
PBT 1x PBS mit 0,1% (v/v) Tween 20

PFA 4% (w/v) in 1x PBS

SDS-PAGE Sammelgel (5%) 5% (v/v) Acrylamid
125 mM Tris/HCL, pH 6,8
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) APS
1:1000 TEMED

SDS-PAGE Trenngel (x%) x% (v/v) Acrylamid
400 mM Tris/HCL, pH 8,8
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) APS
1:1000 TEMED

TE-Puffer 10 mM Tris pH 8,0
1mM EDTA

TES TE + 0,1% (w/v) SDS

Transferpuffer 50 mM Borsäure, pH 8,5
10% Methanol
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3.1.5 Antikörper

Antikörper Verdünnung Firma
goat α - mouse HRP 1:10000 Santa Cruz (California)
goat α - ms Alexa488 1:1000 Life Technologies (Darmstadt)
goat α - ms Alexa594 1:1000 Life Technologies (Darmstadt)
normal mouse IgGs 2,5µg (ChIP) Merck Millipore (Darmstadt)
swine α - Rabbit HRP 1:5000 Dako (Hamburg)
α - Actin (ab1801) 1:500 Abcam (Cambridge)
α - c-myc (9E10) 1:5000 Santa Cruz (California)
α - c-myc (9E10)X 2,5µg (ChIP) Santa Cruz (California)
α - Flag M2 1:5000 Stratagene (Waldbronn)
α - Gli3 1:000 Santa Cruz (California)
α - Trps1 1: 1000 Eurogentec (Seraing)
α - Tubulin 1: 5000 Abcam (Cambridge)

3.1.6 Verbrauchsmaterialien und Sonstiges

Verbrauchsmaterialen und Sonstiges Bezugsquelle
15/ 50ml Falcons Corning (Amsterdam)
6-Well Platten Corning (Amsterdam)
96-Well CoStar Half Area Corning (Amsterdam)
96-Well qPCR Platten BioBudget (Krefeld)
Deckgläser Roth (Karlsruhe)
Einwegpipetten Corning (Amsterdam)
Elektroporationsküvetten (Zellkultur) Lonza (Köln)
Nitrocellulose-Membran Bio-Rad (München)
Objektträger (SuperfrostPlus) Roth (Karlsruhe)
Pipettenspitzen RNAse DNAse fre Starlab (Hamburg)
Röntgenfilme Thermo Fisher Scientific (Bonn)
Spritzenaufsatzfilter Roth (Karlsruhe)
Whatman Papier Macherey-Nagel (Düren)
Zellkulturflaschen Corning (Amsterdam)
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3.1.7 Geräte

Geräte Hersteller
Berthold Centro LB 960 (Luminome-
ter)

Berthold Technologies (Bad
Wildbad)

Biophotometer Eppendorf (Hamburg)
Bioruptor Diagenode (Leiden)
Brutschrank (Bakterien) Memmert (Schwabach)
Dynamag- Spin Magnet Life Technologies (Darmstadt)
Dynamag-2 Magnet Life Technologies (Darmstadt)
Elektrophoresekammern (horizontal) Peqlab (Erlangen), Serva (Heidel-

berg)
Elektrophoresekammern (vertikal) Hoefer (Holliston)
Entwicklermaschine für Filme (Curix
60)

AGFA (Leverkusen)

Feinwaage Mettler Toledo (Gießen)
Gel-Dokumentationsanlage INTAS (Göttingen)
Genome Analyzer II Illumina (San Diego)
Mikroliterpipetten Peqlab (Erlangen)
Mikroskop (Axioplan 2) Zeiss (Göttingen)
Mikrowelle Sharp (Hamburg)
MilliQ-Anlage Millipore (Schwalbach)
Nanodrop Peqlab (Erlangen)
Nucleofector Lonza (Köln)
PCR-Geräte (Mastercycler epgradi-
entS)

Eppendorf (Hamburg)

PCR-Geräte (Thermocycler T3000) Biometra (Göttingen)
pH-Meter Mettler Toledo (Gießen)
Pipettierhilfe Hirschmann Laborgeräte (Eber-

stadt)
Schüttelinkubator HT Infors (Einsbach)
StepOne Real-Time PCR System Applied Biosystems /Life Tech-

nologies (Darmstadt)
Stereomikroskop (MZ FLIII) Leica (Wetzlar)
Sterilbank BDK (Sonnenbühl-Genkingen)
Sterilbank (HERAsafe, MSC-
Advantage)

Thermo Fisher Scientific (Bonn)
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Geräte Hersteller
Thermo-Magnet-Rührer IKA (Staufen)
Thermobad GFL (Burgwedel)
Thermomixer Eppendorf (Hamburg)
Vortex Scientific Industries (New York)
Westernblot-Transfertank Peqlab (Erlangen), Hoefer (Holli-

ston)
Zeiss Axiovert 200 Mikroskop Zeiss (Göttingen)
Zellkultur-Inkubatoren Labotect (Göttingen)
Zentrifuge (5810R) (Rotor F45-30-11
für Eppendorf-Gefäße, Rotor A-4-62
für Falcon-Gefäße)

Eppendorf (Hamburg)

3.1.8 Nährmedien für Zellen und Bakterien

ATDC5 und HEK293-T Zellen wurden in folgenden Medien kultiviert und einge-
froren. DMEM/F12, DMEM hoch Glukose (Glutamax), Penicillin/Streptomycin
(P/S), PBS (Zellkultur) wurden von Life Technologies (Darmstadt), Fötales
Kälber Serum (FCS) von PAN-Biotech (Aidenbach) bezogen.

Medium Zusammensetzung

ATDC5 Einfriermedium DMEM/F12
20% FCS
10% DMSO
1% P/S

ATDC5 Kultivierungsmedium DMEM/F12
5% FCS
1% P/S

HEK293-T Einfriermedium DMEM Glutamax
20% FCS
10% DMSO
1% P/S
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HEK293-T Kultivierungsmedium DMEM Glutamax
10% FCS
1% P/S

Zur Kultivierung von Escherichia coli wurde Luria Bertani-(LB)-Medium oder
LB-Agar verwendet. Die Lösungen wurden vor Zugabe des Antibiotikums auto-
klaviert. Zur Selektion der Bakterien wurde dem LB-Medium oder dem LB-Agar
entweder Ampicillin (100 µg/ml) oder Kanamycin (50 µg/ml) zugesetzt.

Medium Zusammensetzung
LB–Medium 1% (w/v) Trypton

0,5% (w/v) Hefe-Extrakt
1 % (w/v) NaCl
pH7,0

LB–Agar 1,5% (w/v) Agar in LB–Medium

3.1.9 Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Referenz
ATDC5 Murine chondrogene Zelllinie Atsumi u. a. (1990)
HEK-293T Humane embryonale Nierenzelllinie Graham u. a. (1975)

3.1.10 Bakterienstämme

Stamm Genotyp Referenz
DH5α F- Φ80dlacZ∆M15∆(lacZYA-argF)U169 deoR,

recA1 endA1 hsdR17(rK- mK +) phoA supE44
λthi-1 gyrA96 relA1

LifeTechnologies
(Darmstadt)

TOP10 F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)Φ80dlacZ∆-
M15∆ lacX74 recA1 araD139 ∆(ara leu) 7697
galU galK rspL (StrR) endA1 nupG

LifeTechnologies
(Darmstadt)

Mach1 F- Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 hsdR(rK–, mK+)
∆recA1398 endA1 tonA

LifeTechnologies
(Darmstadt)
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3.1.11 Expressionsplasmide und Leervektoren

Folgende Expressionsplasmide wurden in den Experimenten verwendet:

Expressions-
plasmid

Eigenschaften Quelle

Gli3Amyc cDNA für humanes Gli3A, N-
terminaler 6x myc–Tag, in pCS2+MT

Ruiz i Altaba (1999)

Gli3Rmyc cDNA für humanes Gli3R, N-
terminaler 6x myc–Tag, in pCS2+MT

Ruiz i Altaba (1999)

pFlag-Trps1 cDNA für humanes Trps1, C-
terminaler Flag-Tag, im pFLAG-N3

Dr. Frank Kaiser,
Lübeck

Trps1R952C-GFP cDNA für humanes Trps1, N-
terminaler GFP Tag in peGFP-N3

Kaiser u. a. (2004)

Trps1YFP cDNA für humanes Trps1, N-
terminaler YFP Tag in peYFP

Dr. Frank Kaiser,
Lübeck

Folgende Leervektoren wurden u.a. zur Klonierung verwendet:

Vektor Verwendung Quelle
pcDNA™3.1(-)/
myc-His (C)

Klonierung/ Transfektionskontrolle LifeTechnologies

pBABEpuro Klonierung retroviraler Expressions-
vektor

Morgenstern und
Land (1990)

pHIT-G Verpackerplasmid Soneoka u. a. (1995)
pHIT-60 Verpackerplasmid Soneoka u. a. (1995)
pGL4.10 Luciferase ohne min. Promotor Clontech
pGL4.23 Luciferase mit min. Promotor Clontech
phRG-TK Renilla Transfektionskontrolle Clontech
pEGFP-N3 GFP Leervektor, Transfektionskontrol-

le
Clontech

pFLAG-CMV FLAG Leervektor, Transfektionskon-
trolle

SigmaAldrich
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3.1.12 Primersequenzen

In der folgenden Tabelle sind Primer aufgelistet, die für die Klonierung von Gli3-
Expressionsplasmiden benötigt wurden. Unterstrichen sind eingefügte Restrikti-
onsschnittstellen, fett dargestellt ist der Transkriptionsstart.

Name Sequenz
Gli3TD EcoRV fw GCGATATCGAAACCCCAATCATGGAC
Gli3C EcoRV rw TAGATATCCTAAAGCGTCATGGGCCCA
Gli3TD EcoRV rw ATGATATCCTACGCGTCAAAGTCAAAGTCACCG
myc-Tag BamHI fw TGGATCCATGGAGCAAAAGCTCATT
myc-Tag EcoRI rev GAGCACTTCACTATGGAATTCAAG
Gli3TCBamHI fw1 ATAGGATCCATGCTCCCGGGCAGAAGCGAC
Gli3TC EcoRI rw2 GCGCGAATTCCTATTGCATAACTGCAAGGA

Folgende Primer wurden für die Klonierung von Luciferasekonstrukten benutzt.
Dabei wurde nach TOPO-Zwischenklonierung die Promotorsequenz von Wnt5a in
pGL4.10, die Sequenzen der Col2a1 - und Pthlh Peaks in pGL4.23 kloniert.

Primer Sequenz
Pthlh Luci fw TTTGGCGGTTGGACTCCCCT
Pthlh Luci rev AGCAGGTCGAGCTGGGGTTT
Wnt5a Luci fw TGAGACATTGTTTGAGCATGC
Wnt5a Luci rev GCACAGAACACTTACCTTCAT
Col2a1 Luci Fw AGTCTCTTCAGGAGGGATGT
Col2a1 Luci rw AGTCAGTGTGACCAAGACAA

Diese Primer wurden benutzt, um von cDNA der Maus einen intronüberspannenden
Bereich der Gtf2i mRNA zu amplifizieren. Nach TOPO-Zwischenklonierung kann
das Plasmid mit den angegebenen Enzym linearisiert und mit der angegebenen
mRNA Polymerase eine antisense-Probe generiert werden.

Name Sequenz Restriktion Polymerase
Gtf2i in situ fw AGGCTTTGCAAGGAAGCCAT BamHI T7
Gtf2i in situ rw GGGGCTTCGGAAAGGAATGT

Für qPCR Analyse von ChIP–Seq Peaks wurden folgende Primer verwendet:
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Gen Sequenz Koordinaten
Col2a1 fw TCTCCGGCTGTCGATGGCAA chr15:97,873,225
Col2a1 rw TGTCCCCACAGCAACACATGC -97,873,404
Fibulin fw ACATCCCCGGGTCCCTTCCT chr15:85,158,198
Fibulin rw GCGTGAAGACCATCCCGGC -85,158,404
Fst fw ATCGCAGGACTGACCCCTCT chr13:115,299,690
Fst rw CTGGCTTCTTGGAAAGAGGTTGGG -115,300,079
Gtf2i fw CCGCCACACCAGGTTTATCC chr5:134,805,785
Gtf2i rw CTTGAGGTGGGAGAACAGGCT -134,806,079
Hhip fw TCCAGGGCAGCCTCATAGCC chr-82,702,111
Hhip rw GGCTTTGGGACAGGGAAGGC -82,702,111
Pax1 fw TCTGGTGCTGCAGGCTTCCT chr2:147,082,509
Pax1 rw AGGGGCAGATGCTTCTCTGGG -147,082,667
Pthlh fw CCTCTGCCTGGACTGGGGCT chr6:147,093,516
Pthlh rw TGAGCAGCTGCCACTTGGGC -147,094,335
Sfrp2 fw GTGGGGAGGTAGCCATCAAGTCA chr3:83,565,580
Sfrp2 rw GGCCTCAGAGCCATCCAACC -83,566,594
Snai1 fw TGTACCCATTCCCACGTGTCGT chr2:167,337,579
Snai1 rw CATGACCTCTGCTCAGCCCCT -167,338,059
Sox9#3 fw AAGTCGGAAGGGCGTCGTGA chr11:112,487,199
Sox9#3 rw GGGGCCCTGCCAAGGTGTTA -112,487,511
Sox9#4 fw TTCTTGGCTGGCCTGGCTTC chr11:112,709,949
Sox9#4rw GGTGATGTGCTGTGTGCTGGC -112,710,165
Wnt5a fw TGGAGTCTGGATCCCCGGTT chr14:29,317,174
Wnt5a rw GCTTGGAGGGTAGAGTGGGC -29,317,331
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Folgende Primerpaare wurden für die Kontrolle der ChIP mit konventioneller und
qPCR verwendet:

Name Sequenz Information
Gli1 fw GGACAAAGAGACCTGGGACA Vokes u. a. (2007)
Gli1 rw AGGAGATGCTCTGACGCCTA
Ptch fw GAAGTATTGCATGCGAGAGG Vokes u. a. (2007)
Ptch rw CTGTCAGATGGCTTGGGTTT
beta Actin fw AGAAGGACTCCTATGTGGGTGA Vokes u. a. (2007)
beta Actin rw ACTGACCTGGGTCATCTTTTC
beta Actin fw GCCCCTGTCCTGAGACTCCCA Kontrolle ChIP-qPCR
beta Actin rw GGACAGCACAGCCTGGATGGC

3.1.13 Software

Software Version Anwendung
Excel 14.2.5 Datananalyse
MetaMorph Aufnahme Fluoreszenzen
MetaMorphOffline Auswertung Fluoreszenzen
MicroWin2000 4.41 Luciferase
StepOne 2.1 qPCR
Photoshop 11.0 Bildbearbeitung
MACS 1.4.1 Peak calling
PeakAnalyzer 1.0 Anzeige von Peaks
CCAT 3.0 Peak Calling
MEME 4.8.1 Motivanalyse
IGV 2.0 Visualisierung von Peaks
RStudio 0.97.449 statistische Auswertung
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3.2 Methoden

Alle Zellkulturarbeiten bis auf die retrovirale Transduktion wurden in einem S1-
Zellkulturlabor mit Umluftstrom-Sterilbank durchgeführt. Versuche mit genetisch
veränderten Organismen wurden im S1-Labor durchgeführt. Die folgenden be-
schriebenen Methoden und Arbeitstechniken basieren auf Protokollen des Instituts
für Entwicklungsbiologie.

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Die Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifikation von
DNA-Fragmenten. Sie beruht auf der Eigenschaft von DNA-Polymerasen, einzel-
strängige DNA als Matrize zur Synthese eines Komplementärstrangs zu nutzen,
um im großen Maßstab Kopien einer spezifischen DNA-Sequenz zu produzieren
(Mullis und Faloona 1987). Zur Amplifikation eines DNA-Fragments wird zu
der DNA-Probe eine thermostabile DNA-Polymerase, der zugehörige Puffer, die
vier Desoxyribonukleotidtriphosphate, sowie zwei spezifische Primer, die komple-
mentär zu den Enden der zu vervielfältigen DNA-Sequenz sind, hinzugefügt. Die
Zusammensetzung eines 25µl PCR–Ansatzes ist im Folgenden dargestellt:

1-20ng Plasmid oder 100ng genomische DNA
2,5µl 10x Dream Taq Puffer
2µl MgCl2
1,25µl DMSO
0,5µl forward Primer (100pmol/µl)
0,5µl reward Primer (100pmol/µl)
0,2µl dNTPs (100mM)
0,1µl Dream Taq Polymerase (5U/µl)
+ H2O
25µl

Bei jedem Zyklus der PCR wird die doppelsträngige DNA durch Temperatur-
erhöhung auf 92-98°C denaturiert. Durch Abkühlung auf eine Primer-spezifische
Temperatur können die Oligonukleotide mit den 5’- und 3’ flankierenden Sequen-
zen der zu amplifizierenden DNA hybridisieren (Annealing). Im nächsten Schritt
erfolgt die Synthese des Komplementärstrangs durch die DNA-Polymerase (Elon-
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gation). Die Temperatur beträgt bei Verwendung der Taq-Polymerase 72°C. Die
Elongationszeit ist abhängig von der Länge des zu erwartenden PCR-Produkts.
Die zyklische Wiederholung dieser verschiedenen Temperaturveränderungen führt
schließlich zu einem exponentiellen Anstieg der DNA-Konzentration. Die Zyklen-
bediungungen sind von unterschiedlichen Faktoren abhängig und wurden den
jeweiligen DNA-Matrizen und Primerschmelztemperaturen angeglichen. Sie wur-
den jeweils nach folgendem Muster variiert:

1. Denaturierung der DNA 95°C 5min
2. Denaturierung der DNA 95°C 30s
3. Annealing 50-60°C 20s 35x
4. Elongation 72°C 1min
5. terminale Elongation 72°C 7min

Für die Klonierung von Fragmenten in Expressionsvektoren wurde eine Proof-
reading-Polymerase verwendet, die Fehler im Nukleotideinbau erkennt und behebt.
Durch die Verwendung dieser KOD-Polymerase ist gewährleistet, dass ein Basen-
austausch nicht zu Mutationen im Protein oder sonstigen Fehlinformationen in der
Translation führt. Die Ansatzbedingungen für die KOD-Polymerase sind wie folgt:

1-20ng Plasmid oder 100ng genomische DNA
5µl 10x Dream Taq Puffer
6µl MgSO4 (1,5mM)
0,6µl forward Primer (0,3µM)
0,6µl reward Primer (0,3µM)
5µl dNTPs (0,2mM)
1µl KOD Hot Start Polymerase (0,02 U/µl)
+ H2O
50µl

Für Fragmente über 3kb wurden dabei folgende Zyklusbedingungen angewandt:
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1. Denaturierung der DNA 95°C 2min
2. Denaturierung der DNA 95°C 20s
3. Annealing niedrigste Primer Tm 10s 35x
4. Elongation 70°C 25s/kb
5. terminale Elongation 70°C 5min

Da die KOD-PCR-Produkte “Blunt Ends“ liefert, wurden vor Subklonierung in
pCRII–TOPO 3’ 3’ Desoxyadenosinüberhänge durch Zugabe von 0,2µl DreamTaq
und Inkubation für 10 Minuten bei 72°C angefügt.

3.2.1.2 Aufreinigung von PCR-Fragmenten
PCR-Ansätze enthalten Primer und dNTPs, die für Klonierungen hinderlich sein
können. Für Klonierungen wurden deshalb PCR-Fragmente mit Hilfe des Nucleo-
Spin II Kits von Machery-Nagel nach Herstellerangaben aufgereinigt.

3.2.1.3 TOPO–TA- Klonierungen
Zum Subklonieren von PCR-Fragmenten mit 3’ Desoxyadenosinüberhängen in die
multiple cloning site (MCS) eines Vektors wurde die TOPO–TA-Klonierung an-
gewand. Die Subklonierung erfolgte mit Hilfe des TOPO–TA Klonierungskits von
Invitrogen nach Herstellerangaben in den pCRII-TOPO Vektor.

3.2.1.4 Die quantitative PCR (qPCR)
Mit Hilfe der quantitativen PCR lässt sich die Anreicherung von PCR-Produkten
analysieren. Interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe wie SYBR Green, die nach
DNA-Bindung fluoreszieren, werden verwendet, um den PCR-Zyklus des expo-
nentiellen Anstiegs der PCR-Produktmenge zu bestimmen. Der Teil der Kurve, in
dem die Fluoreszenz erstmals expenentiell über den Hintergrund ansteigt, wird als
Ct-Wert bezeichnet. Dieser Ct-Wert gibt Aufschluss über die Anreicherung eines
bestimmten Fragments in einer Probe verglichen mit Kontrollbereichen. Die qPCR
findet sowohl in der Analyse von Transkriptmengen, welche von RNA zu cDNA
umgeschrieben wurden (Reverse Transkriptase quantitative PCR = RT-qPCR),
als auch bei Analysen von genomischer DNA nach ChIP Verwendung. Die qPCR
wurde mit Hilfe des EvaGreen-qPCR-Master Mixes durchgeführt. Dabei wurden,
sofern nicht anders angegeben, Duplikate verwendet. Der Ansatz für eine qPCR
ist im Folgenden angegeben:
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14,6µl H2O
4µl EvaGreen 5x Master Mix
0,2µl forward Primer (Stock: 10pmol/µl)
0,2µl reward Primer (Stock: 10pmol/µl)
1µl DNA
20µl

Um sicher zu gehen, dass die qPCR genaue Aussagen über die Anreicherung
bestimmter DNA-Sequenzen liefert, wurden alle eingesetzten Primerpaare vor
Verwendung mit einer Verdünnungsreihe von genomischer DNA getestet. Trägt
man nach Test-qPCR die DNA-Konzentrationen auf einer logarithmischen Skala
gegen die Ct-Werte auf, so sollten die Werte mit einer Geraden der Steigung 1
verbunden werden können. So ist gewährleistet, dass sich in jedem PCR-Zyklus
die Menge an DNA-Fragmenten verdoppelt.

Die Auswertung der ChIP-Experimente nach qPCR erfolgte durch die Auswertung
der % Input an präzipitierter DNA. Zuerst erfolgte die Anpassung des Ct-Wertes
des Inputs an die Ct-Werte der ChIP-qPCRs. Dazu wurde der log2(% DNA Menge
Input, wenn DNA-Menge ChIP = 100%) von den Ct-Werten des Inputs subtra-
hiert. Die Berechnung des % Input Wertes erfolgte daraufhin mit folgender For-
mel:

% Input = 100× 2(angepassterCt(Input)−Ct(ChIP ))

Die % Input-Werte der potentiellen Binderegionen wurden auf die % Input-Werte
der beta Actin-qPCRs normalisiert, um die Anreicherung im Verhältnis zu unspe-
zifischen Bindungen zu bestimmen.

3.2.1.5 DNA-Konzentrationsbestimmung
Die Konzentration von DNA-Proben wurde mittels Nano–Drop (Peqlab) be-
stimmt. Die Technik basiert auf einer spektralphotometrischen Messung bei einer
Wellenlänge von λ=260 nm. Dabei entspricht eine Extinktion von 1,0 einer DNA-
Konzentration von 50 µg/ml. Durch die Ermittlung der optischen Dichte (OD260)
bei dieser Wellenlänge λ kann die Konzentration der Nukleinsäure-Lösung be-
rechnet werden. Ein OD260-Wert von 1 entspricht einem DNA-Gehalt von 50
µg/ml. Bei RNA-Messungen entspricht ein OD260–Wert von 1 einem RNA–
Gehalt von 40 µg/ml. Da die aromatischen Aminosäuren der Proteine bei einer
Wellenlänge von λ=280 nm absorbieren, wird die Reinheit der Nukleinsäuren
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durch das Verhältnis OD260/OD280 festgestellt. Eine reine DNA-Lösung besitzt
einen OD260/OD280-Wert von ungefähr 1,8, während eine reine RNA-Lösung ein
OD260/OD280–Verhältnis von circa 2,0 erhält.

3.2.1.6 Agarose-Gelelektrophorese
Mit Hilfe der Agarose-Gelelektorphorese können DNA-Fragmente unterschiedli-
cher Größe mit Hilfe eines elektrischen Feldes aufgetrennt werden. In Taschen eines
horizontalen Agarosegels geladen, wandert die negativ geladene DNA in einem an-
gelegten elektrischen Feld zum positiven Pol. Abhängig von den Fragmentgrößen
werden 0,8-2 prozentige Agarosegele in 1x TAE-Puffer verwendet. Die benötigte
Menge an Agarose wird hierzu in TAE-Puffer gemischt und aufgekocht bis eine
klare Lösung entsteht. Nach Abkühlen der Lösung wird 0,3µg/ml Ethidiumbro-
mid hinzugegeben. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und lässt sich mit
UV-Licht sichtbar machen. Die Lösung wird in Schlitten gegossen und ein Kamm
mit der Anzahl an benötigten Ladetaschen eingehängt. Wenn das Gel polymeri-
siert ist, wird es in eine horizontale Gelkammer gelegt und mit 1x TAE Puffer
überschichtet. Die Proben werden mit 6x Orange G Auftragungspuffer versetzt
und mit einem DNA-Marker zusammen aufgetragen. Die Gelelektrophorese wird
bei 80-130V durchgeführt. Das DNA-Bandenmuster lässt sich anschließend unter
UV-Bestrahlung sichtbar machen und kann fotografiert werden.

3.2.1.7 Restriktion von Plasmiden
Typ II Restriktionsendonukleasen erkennen spezifisch eine definierte DNA-Sequenz
von 4 bis 8 Basenpaaren (meistens 6) und schneiden den DNA-Doppelstrang spe-
zifisch in dieser Sequenz. Die Restriktion von Plasmiden erfolgte mit Fast Digest
Enzymen (Thermo Scientific). Dabei verdaut 1 FDU Enzym 1µg DNA innerhalb
von 5-15 Minuten bei 37°C. Die Reaktionen fanden in 1x FastDigest Pufferlösungen
statt. Verwendet man 1x FastDigest Green Puffer, kann man den Ansatz ohne Zu-
gabe von Ladepuffer nach erfolgtem Verdau direkt auf ein Agarosegel laden. Ein
Restriktionsansatz berechnet sich wie folgt:

5µl 10x FastDigest (Green) Buffer
1µl FastDigest Restriktionsenzym (1FDU/µl)
1µg Plasmid DNA
+ H2O
50µl
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3.2.1.8 Aufreinigung von Fragmenten aus Agarosegelen
Zu Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das ”NucleoSpin
Extract II“ Kit von Machery-Nagel verwendet. Das gewünschte DNA-Fragment
wurde mit einem Skalpell unter Gebrauch einer UV-Handlampe aus dem Gel her-
ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Die Elution der DNA er-
folgte nach Herstellerangaben.

3.2.1.9 Herstellung von Blunt-End-DNA-Fragmenten
Durch die Restriktion entstehen entweder Einzelstrangüberhänge (sticky-ends)
oder ein glatter Doppelstrang (blunt-end). Möchte man sticky-ends zu blunt–ends
umwandeln, kann man die Einzelstrangüberhänge abspalten oder auffüllen.
Die Mung-Bean-Nuklease (NEB) spaltet überhängende Nukleotide ab, sodass glat-
te Enden entstehen. Hier ist ein Ansatz für die Behandlung von 1µg Plasmid DNA
gezeigt:

5µl 10x Mung-Bean-Nuklease-Puffer
0,5µl Mung-Bean-Nuklease (5U)
1µg Plasmid-DNA
+ H2O
50µl

Die Reaktion fand 30 Minuten bei 30°C statt, danach kann die DNA mit Hilfe eines
Kits aufgereinigt werden. Um 3’-Überhänge aufzufüllen, erfolgt eine Behandlung
mit dem Klenow-Fragment (Fermentas).

2µl 10x Klenow reaction Puffer
0,1µl Klenow-Fragment (1U)
200ng linearisiertes Plasmid
0,05mM dNTPs
+ H2O
20µl

Die Rektion fand bei 37°C für zehn Minuten statt und wurde durch Inkubation
für zehn Minuten bei 75°C inaktiviert.
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3.2.1.10 Dephosphorylation von linearisierten Vektoren
Um eine Religation der Vektoren während der Ligation zu vermeiden, wurden
sie mit einer thermosensitiven alkalinen Phosphatase behandelt. Diese kataly-
siert die Abspaltung von 5’– und 3’-Phosphatgruppen von der DNA. Die Behand-
lung der linearisierten Vektor DNA erfolgt mit der FastAP (Thermo Scientific):

2µl FastAP 10x Puffer oder 10X FastDigest Buffer
1µl FastAP (1U)
1µg Plasmid-DNA
+ H2O
20µl

Die Reaktion erfolgt für 10 Minuten bei 37°C, danach erfolgt eine Inaktivierung
des Enzyms für 5 Minuten bei 75°C. Wurde der FastDigest Puffer für die Reakti-
on verwendet, kann im Anschluss die Ligation ohne Aufreinigung des Fragmentes
ablaufen, da auch hier derselbe Reaktionspuffer verwendet werden kann.

3.2.1.11 Ligation
Bei der Ligation von zwei kompatiblen, linearen DNA-Fragmenten entsteht eine
Phosphodiesterbindung zwischen einem freien 5’Phosphat und einer freien 3‘Hy-
droxylgruppe. Um eine möglichst hohe Effizienz der Ligation zu erreichen, wurden
50ng dephosphorylierter Vektor und ein 3-facher molarer Überschuss des Inserts
eingesetzt. Vor der Ligation wurde das Insert über Gelextraktion aufgereinigt. Die
Ligation erfolgte mit der T4-Ligase von Thermo Scientific über Nacht bei 22°C.
Ein Ligationsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

2µl T4 DNA Ligase Buffer oder 10X FastDigest Buffer
1µl T4 DNA Ligase (1U)
50ng linearisierter, dephosphorylierter Vektor
3x molarer Überschuss Insert
0,05mM ATP (bei FastDigest Puffer)
+ H2O
20µl

3.2.1.12 Transformation in chemisch kompetenter Bakterien
Für die Transformation chemisch kompetenter E.coli Bakterien wurden die
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Stämme Top10 oder Mach1 (Invitrogen) für Topo-TA Reaktionen, DH5α für
Ligationen oder Retransformationen verwendet. Chemisch kompetente Bakterien
können mit Hilfe eines kurzen Hitzeschocks transformiert werden. So wurden Ali-
quots der Bakterien (50-100µl), welche bei -80°C gelagert werden, auf Eis aufgetaut
und mit dem ganzen Ligationsansatz bzw 2µl der TOPO-TA Reaktion oder 10ng
Plasmid-DNA gemischt. Der Hitzeschock erfolgte für 45s bei 42°C, danach wurden
die Zellen für einige Minuten auf Eis inkubiert und mit 250µl LB-Medium versetzt
und bei 37°C für eine Stunde geschüttelt. Anschließend wurden die transformierten
Bakterien je nach ihrer Antibiotikaresiszenz auf den jeweiligen LB-Agarplatten
ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.1.13 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien
Für die Minipräparation von Plasmiden im Zuge von Klonierungen wurden mit
einzelnen Klonen in 5ml Kulturen aus LB-Medium mit entsprechender Antibio-
tikaresistenz angeimpft. Die Kulturen wurden über Nacht bei 37°C auf einem
Schüttler inkubiert. Am nächsten Tag wurden 2ml jeder Kultur in ein Eppendorf-
Reaktionsgefäß überführt und 30s bei 13000rpm zentrifugiert. Der Überstand wur-
de verworfen und das Pellet in 100µl P1 Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von
200µl P2 erfolgte die Lyse der Zellen für 5 Minuten bei Raumtemperatur. Die
Neutralisation erfolgte durch Resuspendierung in 150µl P3. Anschließend wurden
die Ansätze für 5 Minuten bei 13000rpm zentrifugiert und 400µl Überstand in ein
neues Eppendorf–Reaktionsgefäß überführt. Durch Zugabe von 320µl Isopropanol
und anschließender Zentrifugation für 30 Minuten bei 13000rpm bei 4°C wurde die
DNA gefällt. Die DNA wurde in 500µl 70% Ethanol für 15 Minuten bei Raum-
temperatur gewaschen, anschließend wurde das Ethanol entfernt und die Pellets
getrocknet. Die präzipitierte DNA wurde in Wasser resuspendiert und für weitere
Analysen verwendet.
Die DNA Midipräparation wurde für die Herstellung von größeren Mengen an
reinem Plasmid für Transfektionen verwendet. Sie erfolgte mit Hilfe des Quiagen
Plasmid Midi Kits nach Herstellerangaben.

3.2.1.14 Klonierungsstrategien
Für die einzelnen Experimente wurden eine Vielzahl von Konstrukten kloniert. Die
einzelnen Klonierungsstrategien sind im Folgenden dargestellt.
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3.2.1.14.1 Gli3-Deletionskonstrukte
Die Gli3A-Deletionskonstrukte Gli3C und Gli3 TAD wurden durch die Ligation
von unterschiedlich langen Bereichen des C-Terminus von Gli3A an ein Gli3Rmyc
(in pCS2+MT) Plasmid erlangt. Dafür wurden Primer mit EcoRV Schnittstellen
verwendet, wobei die reverse Primer eine Stopsequenz beinhalten. Nach erfolg-
ter PCR mit der KOD-Polymerase und Subklonierung in den TOPO-II Vektor
wurden die Fragmente durch einen Verdau mit EcoRV aus den Vektoren geschnit-
ten, durch Gelextraktion aufgereinigt und für die Ligation eingesetzt. Gli3Rmyc
in pCS2+ wurde mit XbaI linearisiert und anschließend blunt Ends durch Mung-
Bean-Nuklease-Behandlung hergestellt. Es erfolgte im Anschluss die Ligation mit
den jeweiligen Inserts.
Gli3∆Cmyc hingegen wurde durch Deletion des C-Terminus durch Verdau von
Gli3Amyc (in pCS2+) mit HindIII und XbaI, anschließender Herstellung von
Blunt Ends durch Behandlung mit dem Klenow Fragment und Religation klo-
niert. Gli3TCmyc wurde durch Insertion des PCR-Fragments des C-Terminus von
Gli3A in pcDNA3.1(A) kloniert.

3.2.1.14.2 Retrovirale Expressionsvektoren
Um myc-getaggte Fusionsproteine in retrovirale pBABE-puro Expressionsvektoren
zu klonieren, wurde zunächst ein N-terminaler myc-Tag per PCR mit Primern, die
eine BamHI (im forward Primer) und EcoRI (im reverse Primer) Schnittstelle
tragen, von Gli3Amyc in pCS2+MT amplifiziert. Danach erfolgte eine Subklonie-
rung in den TOPO-TA Vektor und anschließende Restriktion mit BamHI und
EcoRI. Der pBABE-puro Zielvektor wurde mit EcoRI und BamHI linearisiert
und im Anschluss erfolgte die Ligation mit dem myc-Fragment. Gli3Amyc und
Gli3Rmyc wurden mit EcoRI Hydrolyse aus den pCS2+MT Vektoren herausge-
schnitten und im Anschluss in einem mit EcoRI linearisierten pBABEpuro-myc
Vektor ligiert. Trps1myc in pBABE-puro wurde im Institut für Humangenetik des
Universitätsklinikum Essen von Stephanie Gkalympoudis kloniert.

3.2.1.14.3 Luciferase-Konstrukte
Die Sequenz möglicher Gli3myc- und Trps1myc Bindestellen wurden mit PCR
amplifiziert, in TOPO–TA Vektoren subkloniert und im Anschluss gerichtet in
pGL4.10 (Wnt5a), oder in pGL4.23 Vektoren (Promega) kloniert. Die Klonierung
der Luciferase–Konstrukte erfolgte durch Yvonne Krause (Abt. Entwickunsbiolo-
gie, ZMB Essen).
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3.2.1.15 Sequenzierung
Sequenzierungen wurden bei GATC (Konstanz) durchgeführt. Die ermittelten Se-
quenzen wurden mittels NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mit den
Datenbank-Sequenzen verglichen.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

Alle Zellkulturarbeiten wurden an Sterilbänken durchgeführt. Zelllinien wurden
in Flaschen bzw. Well-Platten von Corning kultiviert. Die Inkubation der Zellen
erfolgte in Brutschränken bei 37°C, 5% CO2 und wasserdampfgesättigter Atmo-
sphäre. Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer. Die
Zentrifugation von Zellen wurde immer für 5 min bei 1000 rpm und RT durch-
geführt.

3.2.2.1 Auftauen und Einfrieren von Zelllinien
Zum Auftauen von Zelllinien wurde ein Cryoröhrchen mit 1ml Zellsuspension di-
rekt von der -150°C Truhe in ein 37°C Wasserbad überführt. Die aufgetauten
Zellen wurden mit 1ml Medium aus dem Cryoröhrchen in eine T75 Flasche mit
10ml überführt. Nach einem Tag erfolgte ein Medienwechsel, danach konnten die
Zellen für Experimente verwendet werden. Um Zelllinien einzufrieren, wurden die
adhärenten Zellen zunächst in PBS gewaschen und anschließend mit 0,5% Trypsin
behandelt. Nach 2-5 Minuten konnten die Zellen vom Boden der Flaschen gelöst
und gezählt werden. Die Zellen wurden zentrifugiert und in einer Konzentration
von jeweils 1x 106 Zellen/ml in Einfriermedium aufgenommen. Jeweils 1ml wurde
in Cryoröhrchen überführt. Nun wurden die Zellen in einem Isopropanolbad auf
-80°C gestellt. Isopropanol kühlt 1°C/min ab, somit ist ein schonendes Einfrie-
ren der Zellen gewährleistet. Nach einem Tag wurden die Röhrchen auf -150°C
überführt, wo sie für mehrere Jahre gelagert werden können.

3.2.2.2 Kultivierung von Zelllinien
Die verwendeten ATDC5- und HEK-293T-Zellen wurden im Brutschrank in T75
oder T175 Zellkulturflaschen kultiviert. Dabei wurden die Zellen, um sie in ihrer
logarithmischen Wachstumsphase zu halten, passagiert und dabei 1:10 oder 1:20
verdünnt. Zum Ablösen der adhärenten Zellen wurden diese zunächst mit 1x PBS
gewaschen, anschließend mit 0,5%igem Trypsin/EDTA überschichtet, 2-5 Minuten
bei 37°C inkubiert und anschließend durch Klopfen abgelöst. Durch Zugabe von



3 MATERIAL UND METHODEN 49

Medium wurde das Trypsin inaktiviert und die Zellen im Anschluss weiterverar-
beitet. ATDC5-Zellen wurden in DMEM/F12 mit 5% FCS (Fötales Kälber Serum)
und 1% Penicillin/Streptomycin (P/S), HEK293-T Zellen in DMEM hoch Glukose
mit 10% FCS und 1% P/S kultiviert.

3.2.2.3 Transfektion von HEK293-T-Zellen
Die Transfektion von Expressionsplasmiden in HEK293-T-Zellen erfolgte mit dem
JetPRIME Transfektionsreagenz (Polyplus). Zunächst wurden Zellen in Wells
von 6-Well Platten oder in T25 Flaschen ausgesät. Dabei wurden 7,5 x 105

Zellen/6–Well in 2ml Medium, bzw 2 x 106 Zellen/T25 in 5ml Medium kulti-
viert. Nach einem Tag haben die Zellen eine Dichte von ca 80% erreicht und
konnten transfiziert werden. Die Transfektionsansätze wurden wie folgt in einem
Eppendorf–Reaktionsgefäß zusammenpipettiert:

Transfektionsansatz 6-Well Transfektionsansatz T25
200µl JetPRIME Puffer 200µl JetPRIME Puffer
2µg Plasmid 4µg Plasmid
4µl JetPRIME Reagenz 8µl JetPRIME Reagenz

Anschließend wurden die Ansätze gevortext, kurz zentrifugiert und nach 10 Minu-
ten vorsichtig in das Medium der Zellansätze pipettiert. Nach vier Stunden wurde
das Medium der Zellen ausgetauscht und nach 24 Stunden wurden die Zellen
lysiert und weiter verarbeitet.

3.2.2.4 Transfektion von ATDC5-Zellen
Für die Transfektion von ATDC5-Zellen wurde das Cell Line Nucleofector Kit T
von Lonza verwendet. Zunächst wurden pro Ansatz ein Eppendorf–Reaktionsgefäß
mit 500µl Medium, sowie 2 6-Wells mit 2ml Medium bei 37°C warm gestellt.
Pro Ansatz wurden 2µg Plasmid in ein Eppendorf–Reaktionsgefäß vorgelegt. Die
adhärenten Zellen wurden im Anschluss trypsinisiert und mit Hilfe einer Neubauer-
Zählkammer gezählt. Anschließend wurden 2 x 106 Zellen pro Ansatz in einen 15ml
Falkon überführt und herunterzentrifugiert. Das Medium wurde von den Zellen ab-
gezogen und die Zellen in 50µl Nucleofactor T-Lösung resuspendiert. Anschließend
wurde der Ansatz in das Eppendorf–Reaktionsgefäß mit den vorgelegten Plasmi-
den überführt, kurz mit den Plasmiden vermischt und anschließend in eine Küvette
überführt. Nun wurde mittels Elektroporation die DNA in die Zellen eingebracht.
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Dies erfolgte mit Hilfe das Nucleofectors von Lonza und dem Programm T20. Nach
erfolgter Elektroporation wurden die Zellen mit 500µl vorgewärmten Medium aus
den Küvetten gespült und in 2 6-Wells überführt. Einmal verwendete Küvetten
wurden mit 70% Isopropanol ausgespült, getrocknet und einmal wiederverwendet.
Nach einem Tag erfolgte ein Medienwechsel, nach zwei Tagen wurden die Zellen
für weitere Untersuchungen verarbeitet.

3.2.2.5 Retrovirale Transduktion von ATDC5-Zellen
Um in ATDC5-Zellen mit großer Effizienz DNA-Konstrukte einzubringen, wur-
de die retrovirale Transduktion etabliert. Am ersten Tag wurden HEK-293T Zel-
len in T25-Flaschen mit einem Gemisch aus dem Expressionsvektor (pBABEpu-
ro (Morgenstern und Land 1990) mit Gli3Amyc, Gli3Rmyc, Trps1myc oder dem
myc-Tag) und zwei Helferplasmiden, die die Information für die Virusproteine ent-
halten (pHITG und pHIT60 (Soneoka u. a. 1995)), transfiziert. Für Gli3Amyc,
Gli3Rmyc und Trps1myc wurden jeweils zwei Transfektionsansätze durchgeführt.
Das Verhältnis der Plasmide stellte sich wie folgt zusammen:

pBABEpuro pHIT G pHIT60
1,5µg 0,5µg 0,5µg

Ab diesem Zeitpunkt wurden diese Verpackerzellen unter S2 Richtlinien in ei-
nem S2 Labor kultiviert. Nach vier Stunden bei 37°C im Brutschrank wurde das
Medium der Zellen abgezogen und durch 2,5ml neues Medium ersetzt. Die Zel-
len wurden ab diesem Zeitpunkt in einem Inkubator bei 32°C inkubiert um die
Stabilität der ins Medium abgegebenen Viren zu erhöhen. Am nächsten Tag wur-
den 1 x 105 ATDC5-Zellen pro T25 Flasche ausgesät. Nach fünf Stunden erfolgte
die erste Infektion. Dazu wurde das Medium von den Verpackerzellen abgenom-
men und durch 2,5ml neues Medium ersetzt. Das abgenommene Medium wurde
in Falkons gesammelt. Dabei wurde das Medium der doppelten Ansätze gepoolt.
Anschließend wurde der Überstand mit einem 0,45µm Spritzenvorsatzfilter filtriert
und mit 6µg Polybrene/ml versetzt. Polybrene begünstigt das Andocken der Viren
an den Zielzellen. Nun wurde das Medium der ATDC5-Zielzellen abgezogen und
durch das filtrierte Medium der Verpackerzellen ersetzt. Einen Tag später wurde
die eben beschriebene Infektion wiederholt, danach wurden jedoch die Verpacker-
zellen mit 1x PBS gewaschen und in 1ml IP Puffer lysiert. Am vierten Tag wurden
die ATDC5-Zellen trypsinisiert und auf T75-Flaschen überführt. Für die Selekti-
on infizierter Zellen wurde nach sechs Stunden 6µg/ml Puromycin auf die Zellen
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gegeben. Nach zwei Tagen erfolgt bei nicht infizierten Zellen der massive Zelltod
durch die Puromycinbehandlung, infizierte Zellen hingegen sind resistent gegen
diese Behandlung. So wurde nach drei Tagen Puromycinbehandlung das Medium
der Zellen ersetzt, oder sie wurden bei hoher Konfluenz auf T175 Flaschen expan-
diert. In der folgenden Woche erfolgte die Expandierung der einzelnen infizierten
Ansätze, anschließend wurden geringe Mengen der Zellen in IP-Puffer lysiert um
die Effektivität der Infektion zu überprüfen. Restliche Zellen wurden für die ChIP
fixiert und lysiert.

3.2.2.6 Luciferase-Assay
Zur Überprüfung der Enhancer- oder Promotoraktivität von putativen Bindestel-
len der in der ChIP verwendeten Transkriptionsfaktoren wurden Luciferase-Assays
ausgeführt. Zunächst wurden die Bereiche einiger potentiellen Bindestellen in Lu-
ciferasevektoren kloniert. Dabei wurde für Enhancerfragmente der pGL4.23 Vektor
(Promega) verwendet, der das Firefly-Luciferase luc2 -Reportergen und einen Mini-
malpromotor mit einem TATA-box Element und ein SV40-Polyadenylierungssignal
enthält. (siehe Abbildung 6(b)). Für die Klonierung des Wnt5a-Promotors wurde
der pGL4.10 Vektor (siehe Abbildung 6(a)) (Promega) verwendet. Dieser Vektor
hat alle Eigenschaften des pGL4.23, besitzt jedoch keinen minimalen Promotor.
Als Standard für die Transfektionseffizienz erfolgte eine Cotransfektion mit ei-
nem phRG-TK-Vektor (siehe Abbildung 6(c)), der die Renilla-Luciferase unter
einem Thymidin Kinanse (TK)-Promotor codiert. Die Vektorkarten der in den
Luciferase-Assays verwendeten Plasmide sind in Abbildung 6 zu sehen.

Der Einfluss von Gli3Amyc und Trps1Flag auf die Aktivität der einzelnen Frag-
mente wurde in HEK293-T Zellen und in chondrogenen ATDC5-Zellen getestet.
Die Zelllinien wurden mit folgenden Plasmidratios transfiziert:

pGL4.10/pGL4.23 Gli3Amyc Trps1Flag phRG-TK
pGL-Fragment pcDNA3.1 pFlag

HEK-293T 1,33µg 0,3µg 0,3µg 0,066µg
ATDC5 1µg 0,9µg 0,9µg 0,1µg

HEK-293T-Zellen wurden nach einem Tag, ATDC5-Zellen zwei Tage nach der
Transfektion lysiert. Die Lyse erfolgte nach einmaligen Waschen der Zellen in
1xPBS in 400µl Lysispuffer, der aus reinem Wasser und 1x Lysispuffer (Stock:
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(a) pGL4.10 (b) pGL4.23

(c) phRG-TK

Abbildung 6: Vektorkarten der in Luciferaseexperimenten verwendeten Vektoren

5x von Promega) zusammengesetzt ist. Dabei wurden die 6-Wells der HEK-293T-
Zellen in 400µl, die 6-Wells der ATDC5-Zellen in je 200µl Lysispuffer lysiert und
anschließend gleiche Ansätze vereint. Nach Zugabe des Lysispuffers wurden die
Zellen vom Wellboden abgekratzt und für 30 Minuten bei Raumtemperatur ge-
schwenkt. Anschließend wurden die Lysate durch Pipettieren erneut resupendiert
und je 25µl in 10 Wells einer 96-Well Platte (CoStar half area, Corning) überführt.
Nun erfolgte die Messung der Luciferase- und Renillaaktivitäten. Hierbei werden
zwei unterschiedliche Substrate benötigt. Beetle-Juice enthält D-Luciferin und rea-
giert mit der Firefly-Luciferase, Renilla-Juice enthält Coelenterazine und ist das
Substrat der Renilla-Luciferase. Beide Substratlösungen wurden über PJK bezo-
gen, die Messungen erfolgten nach Angaben von PJK mit auf dem Luminometer
von Bechthold Technologies mit der MicroWin2000 Software.

3.2.2.7 Immunfluoreszenzfärbungen
Für die Fluoreszenzfärbung von Gli3 und Trps1 cotransfizierten ATDC5 Zellen
wurden diese nach Transfektion auf Glasdeckgläsern kultiviert. Nach 2 Tagen wur-
den die Zellen mit PBS gewaschen und für 15 Minuten mit 4% PFA/PBS fixiert.
Im Anschluss wurden sie 2x für 5min bei RT auf einer Wippe mit PBS gewaschen.
Die Permeabilisierung der Zellmembran erfolgte durch Zugabe von 0,4% PBT (mit



3 MATERIAL UND METHODEN 53

Triton X100) für 10 Minuten. Nach einer Waschung in PBS für 5min wurden die
Zellen in 10% goatserum in 0,1% PBT für eine Stunde geblockt, um unspezifische
Bindungen des Antikörpers zu vermindern. Der myc-Antikörper wurde in einer
Verdünnung von 1:500 in 10% Goatserum/0,05% PBT auf die Zellen gegeben und
für 1-2 Stunden bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden nicht gebundene An-
tikörper durch dreimaliges Waschen für 5 Minuten in 0,01% PBT weggewaschen.
Im Anschluss darauf erfolgte im Dunklen für eine Stunde die Inkubation mit einem
Alexa488 oder Alexa594-gekoppelten goat-anti-mouse-Sekundärantikörper. Dieser
wurde 1:1000 in 5% Goatserum/0,05% PBT verdünnt. Danach wurden die Zellen
2x für 5min in 0,05% PBT gewaschen, bevor die Zellkerne für 10 min mit DA-
PI (100ng/ml) angefärbt wurden. Die letzten Waschschritte erfolgten für 2x 5min
in PBS, bevor die Präparate mit Fluorescent mounting Medium (DAKO) oder
Mowiol eingedeckelt wurden.

Die Analyse der Präparate erfolgte mit dem Zeiss Axiovert 200 Mikroskop mit
einer Spot 23.0 Kamera, es wurden für die Translokalisationsstudien Aufnahmen
mit stets den selben Einstellungen gemacht (DAPI: 10ms, RedFP: 300ms, GFP:
100ms). Pro Transfektion wurden 20 Bilder aufgenommen, welche für die Analy-
se der Signalintensitäten im Zytoplasma und im Nukleus mit MetaMorph (Off-
line Version) analysiert wurden. Dabei erfolgte durch die Software Berechnung
der durchschnittliche Fluoreszenzintensität des Zytoplasmas und des Zellkerns im
roten Kanal, zudem wurden die durchschnittlichen Pixelintensitäten der DAPI-
Färbung ermittelt. Der Quotient aus der durchschnittlichen Fluoreszenzintensiät
des Zellkerns und des Zytoplasmas wurde ermittelt, um die Anreicherung der
Färbung im Nukleus im Vergleich zum Zytoplasma zu berechnen. Zudem wur-
de der Quotient aus der durchschnittlichen Pixelintensität der myc- und DAPI-
Färbungen gebildet, um die Anreicherung des myc-Signals im Zellkern zu quan-
tifizieren. Die Transfektionen wurden mit Ausnahme von Gli3TCmyc (2x) jeweils
3x wiederholt.

3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 Die Co-Immunopräzipitation
Mit Hilfe der Co-Immunopräzipitation (Co-IP) können Proteininteraktionen un-
tersucht werden. Hierbei werden Proteine durch spezifische Antikörper gebun-
den, welche mit Hife von Protein G-Agarosebeads präzipitieren werden können.
Durch SDS-PAGE und Western Blot können danach interagierende Proteine de-
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tektiert werden. Zunächst wurden HEK-293T-Zellen in T25-Flaschen transfiziert
und einen Tag später einmal in 1xPBS gewaschen und anschließend in 1,2ml kal-
ten IP-Puffer lysiert. Danach wurden die Lysate für eine Stunde bei 4°C rotiert
um eine effiziente Lyse der Zellen zu gewährleisten. Danach wurden die Lysate
für 2 Minuten bei 2000rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut für eine
Minute bei 14000rpm zentrifugiert um nicht lösliche Fragmente zu sedimentie-
ren. Vom Überstand wurden 100µl als Input und zweimal 500µl für die Co-IPs in
Eppendorf–Reaktionsgefäße vorgelegt. Als erster Schritt der Co-IP erfolgte eine
Präabsorption, durch welche unspezifische Bindungen von Proteinen der Lysate
an die Agarosebeads minimiert werden sollten. Pro Ansatz wurden 30µl Agaro-
sebeads in ein Eppendorf–Reaktionsgefäß vorgelegt und 5x mit kaltem IP Puffer
gewaschen. Anschließend wurden die Beads pro Ansatz in 50µl IP Puffer aufge-
nommen und auf die Lysate gegeben. Nach ca. zwei Stunden Rotation bei 4°C
wurden die Ansätze bei 2000g für 2 Minuten zentrifugiert und der Überstand in
neue Eppendorf–Reaktionsgefäße überführt und 2,5µg Antikörper hinzugegeben.
Die Inkubation der Lysate mit den Antikörpern erfolgte über Nacht, am nächsten
Morgen wurden pro Ansatz 60µl Agarosebeads die wie für die Präabsorption be-
schrieben 5x in kalten IP Puffer gewaschen wurden. Die Bindung der Protein G
Agarose an die Antikörper-Proteinkommplexe erfolgte für 4 Stunden bei Rotati-
on bei 4°C. Die Agarose wurde hierauf sedimentiert (2000g für 2 Minuten) und
der Überstand für Kontrollzwecke aufbewahrt. Die Beads wurden 5-mal in 1ml IP
Puffer gewaschen. Um die Proteinkomplexe von der Protein-G-Agarose zu lösen,
wurde die Agarose in 1x SDS-PAGE Ladepuffer resuspendiert auf 99 °C aufgekocht
und die Agarose sedimentiert (2000 x g für 2 Minuten.). Die Proteinkomplexe im
Überstand wurden mittels SDS-PAGE analysiert.

3.2.3.2 Die SDS-Gelelektrophorese
Zur Analyse von Zelllysaten, Co-IPs und anderen Proteinproben wurden SDS-
PAGEs durchgeführt. Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine denaturie-
rende, diskontinuierliche Gelelektrophorese, mit der Proteine nach ihrem Mo-
lekulargewicht im elektrischen Feld aufgetrennt werden (Laemmli 1970). SDS-
Polyacrylamid-Gele bestehen aus zwei Gelen, die sich im Hinblick auf pH, Io-
nenstärke und Porengröße unterscheiden. Die Proteine werden zunächst im Sam-
melgel konzentriert, bevor sie im Trenngel separiert werden. Die in dieser Arbeit
verwendeten SDS-Gele enthielten eine Acrylamid-Konzentration von 8% im Trenn-
gel und von 5% im Sammelgel. Nach dem Zusammenfügen aller Komponenten
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wurde die radikalische Polymerisation im Trenngel durch Zugabe von APS und
TEMED ausgelöst. Die Lösung wurde sofort in die Gießkammer gegossen und das
Gel mit Isopropanol überschichtet. Nach Polymerisation des Laufgels wurde das
Isopropanol entfernt, die Lösung des Sammelgels mit APS und TEMED versetzt,
auf das Trenngel gegossen, einen Kamm mit der erwünschten Taschenzahl und -
Größe eingesetzt bevor das Trenngel polymersierte. Nachfolgend ist die Zusam-
mensetzung des Sammel- und Trenngels beschrieben:

5% Sammelgel (5ml) 8% Laufgel (10ml)
MQ H2O 3,5ml 5ml
30 % Acrylamid 850µl 2,65ml
1M Tris pH 6,8 625µl –
1M Tris pH 8,8 – 2,5ml
10% SDS 50µl 100ml
TEMED 5µl 6µl
10% APS 50µl 100µl

Proteinproben wurden mit 1x SDS-PAGE Probenpuffer (4x Stock) versetzt, für
fünf Minuten bei 95°C aufgekocht und anschließend auf das Gel aufgetragen. Als
Größenstandard diente ein Proteinmarker (Prestained Protein Ladder, Fermen-
tas). Die Gele wurden in einem Tris-Glyzin Elektrophorese-Puffer zuerst bei 8
V/cm Gel bis zum Erreichen des Trenngels und dann bei 15 V/cm Gel bis kurz
vor Ende des Trenngels laufen gelassen.

3.2.3.3 Western Blot
Nachdem die Proteine mittels SDS-PAGE separiert wurden, wurden sie über Nacht
in einer Tank-Blot-Apparatur bei 12V im Transfer-Puffer auf eine Nitrocellulose-
membran transferiert. Nach dem Transfer wurden die Membranen mit Ponceaurot
überschichtet und somit die Proteinbanden angefärbt. TBS-T entfärbte die Mem-
branen. Im Anschluss erfolgte das Blocken der Membranen zur Minimierung unspe-
zifischer Bindungen je nach verwendetem Antikörper in 5% Milchpulver/TBS-T
oder 1% BSA/TBS-T für eine Stunde. Danach erfolgte die Inkubation mit ent-
sprechend verdünnten Antikörpern in 5% Milchpulver/TBS-T oder 1% BSA/TBS-
T für 3 Stunden bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die Membranen 3–
mal mit TBS-T gewaschen und für 45 Minuten mit einem HRP-gekoppelten Se-
kundärantikörper inkubiert. Danach wurden die Membranen 2x mit TBS–T und
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einmal in TBS gewaschen und anschließend erfolgte die Detektion der Protein-
banden mit der Chemolumineszenz-Reaktion mit dem ”Pierce ECl Western Blot
Substrate“ Kits. Der aufgelegte Röntgenfilm wurde entsprechend der Signalstärke
entwickelt.

3.2.3.4 Chromatin–Immunopräzipitation
Die Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) wurde etabliert, um die Bindung von
Transkriptionsfaktoren an spezifische Bereiche der DNA nachzuweisen. Da diese
Methode sehr anfällig für DNA-Kontamination ist, wurden ausschließlich steri-
le und DNA-freie Gebrauchsmittel verwendet, zudem wurden alle Lösungen mit
0,2µm Filtern sterilfiltriert. Um der Degradation von Proteinen entgegenzuwirken
wurden alle Puffer der Lyse- und Waschschritte mit Protease Inhibitor (Roche)
versetzt.

Als ersten Schritt der ChIP wurden dem Medium infizierter ATDC5-Zellen (sie-
he 3.2.2.4) Formaldehyd in einer Endkonzentration von 1% hinzugefügt und für
10 Minuten inkubiert. Anschließend wurde diese Reaktion durch die Zugabe von
0,125M Glycin (Stock = 2,5M) für 5 Minuten gestoppt und die Zellen mit 4°C PBS
gewaschen. Daraufhin wurden den Zellen 4ml ChIP-Lysispuffer hinzugegeben, die
Zellen wurden mechanisch abgelöst und anschließend in 15ml Falkons überführt. Im
Anschluss erfolgte ein Zentrifugationsschritt für 5 Minuten bei 2000rpm bei 4°C.
Das Pellet, welches die Zellkerne enthielt wurde in flüssigem Stickstoff schock-
gefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Die ChIP starte-
te mit einer Resuspendierung des Pellets in Nuclei Lysispuffer, dessen Menge je
nach Pelletgröße von 900-1500µl variierte. Anschließend wurden die resuspendier-
ten Pellets in 300µl Portionen in Eppendorf–Reaktionsgefäße aliquotiert. Um die
DNA zu fragmentieren, wurden die Lysate in einem Ultraschallbad (Diagenode)
für 15 Zyklen à 1 Minute Ultraschall mit High Troughput gefolgt von 1 Minute
Pause behandelt. Im Anschluss wurden Bestandteile der Kernmembran durch Zen-
trifugation für 20 Minuten bei 4°C und 13200rpm sedimentiert. Der DNA-Gehalt
des Überstands wurde mit dem NanoDrop Spektrometer determiniert. Die Eta-
blierung der Methode erfolgte mit 20µg DNA/ChIP und im Folgenden wurde die
DNA-Menge aufgrund der geringen Ausbeute erhöht. Für den ChIP-Seq wurden
2x20µg/Ansatz eingesetzt und für die Kontrolle der Bindungen erfolgten Experi-
mente mit 60-80µg DNA, wobei die Mengen der Beads, Antikörper und Puffer bis
auf die des Elutionspuffers und der Aufreinigung verdoppelt wurden.
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1/10 des DNA-Volumens wurde mit Dilutionspuffer versetzt und das Gesamtvolu-
men der Proben mit PBT auf 150µl aufgefüllt. Gleichzeitig wurden für jeden An-
satz Proben mit je 3µg DNA in 100µl H2O als Input angesetzt und bei -20°C bis zur
späteren Verwendung gelagert. Als nächster Schritt erfolgte eine Präabsorption,
mit der unspezifische Bindungen des Lysates an die magnetischen Protein G ge-
koppelten Dynabeads abgefangen werden. Für die Präabsorption wurden pro An-
satz 10µl Dynabeads in 500µl PBT gewaschen und anschließend in 50µl Volumen
auf die Probenansätze gegeben. Danach erfolgte eine Inkubation der Proben auf
einem Rotator bei 4°C für 1-2 Stunden. Im Anschluss wurden die Eppendorf–
Reaktionsgefäße auf einen speziellen Magneten gestellt, woraufhin die Beads an
die Wand des Reaktionsgefäßes bewegt wurden. Die Lösung konnte somit ohne
Kontamination mit magnetischen Beads in ein neues Reaktionsgefäß überführt
werden. Nun erfolgte die Zugabe von Antikörpern, welche spezifisch das myc-Tag
der Transkriptionsfaktoren binden. Jeweils 5µg anti-myc und Maus-IgGs wurden
den Proben zugesetzt, welche daraufhin bei 4°C über Nacht rotierten. Am folgen-
den Tag wurden pro Ansatz 40µl Dynabeads 5-mal in 500µl PBT gewaschen und
in 100µl pro Ansatz auf die Proben verteilt. Die Bindung der Dynabeads und die
Antikörper erfolgte auf einem Rotator für 4 Stunden bei 4°C. Im Anschluss erfolg-
ten Waschschritte für 2-mal 5 und 1-mal 10 Minuten bei 4°C auf einem Rotator
in einem low Salt, high Salt und LiCl Puffer. Im Anschluss wurden die Proben
bei RT 2x für 1 Minute in TE Puffer gewaschen, um Salzreste der Waschpuffer
zu beseitigen. Die Elution der Proteinkomplexe von den Beads erfolgte in 200µl
Elutionspuffer bei 65°C für 45 Minuten, wobei die Proben alle 15 Minuten für 10
Sekunden gevortext wurden. Um die Proteine zu degradieren, wurden die Immu-
nopräzipitate und der Input über Nacht bei 55°C mit 10µl Proteinase K (10mg/ml
Stock) verdaut. Am nächsten Morgen erfolgte die Degradation von RNA mit 1µl
RNAseA (10mg/ml Stock) bei 37°C für eine Stunde.

Die Aufreinigung der DNA erfolgte mit Hilfe des MinElute Kits von Quiagen.
Zunächst wurde den Proben das 5-fache Volumen an PB Puffer und zum Senken
des pH-Werts 20µl von 3M NaAcetat pH5,2 hinzugegeben. Die Proben wurden ge-
vortext, 600µl auf die Säulen geladen, welche im Anschluss 1 Minute bei 13000rpm
zentrifugiert wurden. Der Durchfluss wurde erneut geladen und zentrifugiert. An-
schließend wurden die Säulen mit den restlichen 600µl der Proben beladen und der
Durchfluss erneut zentrifugiert. Die Säulen wurden im Anschluss mit 700µl PE für
5min inkubiert und danach für 1min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen
und die Säulen durch eine erneute Zentrifugation von Flüssigkeitsresten befreit. Im
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Anschluss wurde 2x 9µl EB Puffer (auf 55°C aufgewärmt) auf die Membran der
Säulen geladen, 1 Minute inkubiert und anschließend zentrifugiert. Im Durchfluss
befand sich die aufgereinigte DNA, welche für nachfolgende Analysen wie qPCR
verwendet werden konnte.

3.2.4 Durchführung und bioinformatische Auswertung der ChIP-Seq

Für die ChIP-Seq wurde zunächst DNA aus vier Experimenten vereint und je 1µl
in die qPCR für die Bindung an ein Enhancerfragment von Gli1 und als Kontrolle
für den beta Actin-Promotor eingesetzt. Nach erfolgreicher PCR wurde dieses zur
weiteren Analyse nach Kopenhagen geschickt. Die folgenden Experimente wurden
von G.Galli am BRIC durchgeführt. Dabei wurde mit Hilfe des ChIP-Seq Sample
Prep Kit eine Library erstellt, welche auf dem Genome Analyzer II von Illumi-
na sequenziert wurde. Dabei entstanden 36bp single reads. Die Sequenzierdaten
wurden im FastQ Format gespeichert und übermittelt.

Die bioinformatische Auswertung erfolgte in enger Kooperation mit dem Lehrstuhl
für Genominformatik an der Medizinischen Fakultät der Universität Duisburg-
Essen durch Corinna Ernst unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Sven Rah-
mann. Zunächst wurden die einzelnen 36bp Reads auf dem Genom der Maus
(mm9) kartiert, dafür wurde die Internetplattform des USCS Genome Brow-
sers (http://genome.ucsc.edu/) in Anspruch genommen. Große Anreicherungen
von einzelnen Tags wurden mit Hilfe von MACS mit Standardbedingungen
als Peaks definiert und annotiert. Auch MACS (Version 1.4.1) ist als Interne-
tapplikation verfügbar (http://liulab.dfci.harvard.edu/MACS/) Auch CCAT3.0
wurde zur Definition von Peaks im Vergleich zu einer Kontrolle angewandt
(http://cmb.gis.a-star.edu.sg/ChIPSeq/index.html). Die Anzeige der Peaks und
den nächstgelegenen Transkriptionsstartpunkten erfolgte mit Hilfe von PeakAna-
lyzer (http://www.bioinformatics.org/peakanalyzer/wiki/Main/MainFunctions).
Für die Entdeckung neuer DNA-Bindemotive wurde meme 4.8.1
(http://meme.nbcr.net/meme/) angewandt. Dabei wurden die Sequenzen der 50
Peaks mit den höchten MACS- scores miteinander verglichen (Parameter-Setting:
-dna -maxw 10 -nmotifs 5). Die visuelle Analyse der Peakanreicherungen der un-
terschiedlichen Ansätze erfolgte mit Hilfe des IGV (Integrated Genome Viewer),
siehe http://www.broadinstitute.org/software/igv/home.
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3.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von RStudio (Version 0.97.449).
Dabei wurden die Messreihen mit einem Anderson-Darling Test auf Normalver-
teilung geprüft, wobei alle p-Werte ≥ 0, 05 als normalverteilt angesehen wurden.
Da die untersuchten Messreihen nicht normal verteilt waren, wurden sie mit ei-
nem Wilcoxon-Rangsummentest auf Signifikanz untersucht, dabei wurden p-Werte
≤ 0, 01 als statistisch signifikant angesehen. Die Fehlerbalken geben die Standart-
abweichung an, die mit Excel errechnet wurde.

3.2.6 Histologie

3.2.6.1 Einbetten der Vordergliedmaßen von Mäuseembryonen in Paraffin
Die Vordergliedmaßen von Mäuseembryonen der Entwiklungsstadien E14,5 und
E16,5 wurden nach der Präparation über Nacht bei 4°C in 4 % PFA/PBS schwen-
kend fixiert. Anschließend wurden die fixierten Gliedmaßen im Gewebeeinbett-
automaten dehydriert und mit Paraffin durchtränkt. Dies geschah mit Hilfe von
folgendem Programm:

Tabelle 1: Programm zum Einbetten von Extremitäten in Paraffin.
Zeit

70% EtOH 10min
80% EtOH 10min
95% EtOH 10min
100% EtOH 10min
100% EtOH 10min
100% EtOH 10min
Xylol 20min
Xylol 30min
Paraffin 1h
Paraffin 1h
Paraffin 1h

Nachdem die Gliedmaßen mit Paraffin durchtränkt waren, wurden sie in flüssigem
Paraffin ausgerichtet, anschließend auf einer Kühlplatte in Paraffinblöcke einge-
bettet und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.
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3.2.6.2 Anfertigung von Gewebsschnitten der Gliedmaßen am Mikrotom
Mit Hilfe eines Mikrotoms wurden Gliedmaßenschnitte einer Dicke von 5-6µm
angefertigt, die zum Ausbreiten in 10% EtOH transferiert wurden. Im Anschluss
wurden sie auf einen Objektträger gezogen und auf einer Heizplatte bei 60°C fixiert.
Bis zur weiteren Bearbeitung wurden die Objektträger bei 4°C gelagert.

3.2.7 In situ Hybridisierung

Die radioaktive in situ Hybridisierung dient dem spezifischen Nachweis von mRNA
eines bestimmten Gens in Geweben oder Zellen. Eine radioaktiv markierte anti-
sense Sonde wird benötigt, die die komplementäre Sequenz der nachzuweisenden
mRNA trägt. Die Klonierung der Sonde sowie die Durchführung der in situ Hybri-
disierung erfolgte durch Yvonne Krause in der Abteilung für Entwicklungsbiologie
der Universität Duisburg-Essen.

3.2.7.1 Herstellung radioaktiv-markierter mRNA-Sonden
Zunächst wurde das Plasmid, wleches die Sequenz der Sonde trägt, durch Re-
striktion mit BamHI linearisiert und anschließend durch zweimalige Phenol-
Chloroform-Extraktion aufgereinigt. Dazu wurde die Probe 1:1 mit einem Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch versetzt und auf dem Vortexer gemischt.
Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 14.000rpm wurde der Überstand in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Daraufhin wurde das aufgereinigte,
linearisierte Plasmid mit dem 0,1-fachen Volumen 3M Natrium-Acetat und 2,5-
fachen Volumen 100% EtOH bei -20°C und anschließender Zentrifugation für 30
Minuten bei 14.000 rpm und 4°C präzipitiert. Abschließend wurde das DNA-Pellet
mit 70% EtOH gewaschen und nach Trocknung in H2O gelöst. Von dieser aufgerei-
nigten, linearisierten DNA wurde durch in vitro-Transkription mit entsprechender
RNA-Polymerase eine antisense-Sonde hergestellt, wobei die verwendeten UTP-
Nukleotide das radioaktive Isotop P33 tragen. Folgende Reaktion fand bei 37°C
für 90 Minuten statt:
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500ng linearisierte DNA
2µl 10x Transkriptionspuffer
2µl rNTP-Mix (5mM)
1µl RNAse Inhibitor (40 U/µl)
2µl RNA-Polymerase (T7)
80µCi [P33]-UTP
20µl

Das verwendete [alpha33P]-UTP wurde von Hartmann Analytik (Braunschweig)
bezogen und vor Ablauf der ersten Halbwertszeit eingesetzt. Um die Matizen-DNA
aus den DNA-RNA-Hybrinden zu entfernen und einzelsträngige RNA-Sonden zu
erhalten, wurden 20U DNase zugegeben und 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Der
Transkriptionsmix wurde auf 100µl mit DEPC-H2O verdünnt und mit 200ng/µl
Glykogen versetzt. Die transkribierte, radioaktiv-markierte RNA wurde mit dem
0,1-fachen Volumen 4M LiCl und 2,5-fachen Volumen 100% EtOH bei -20° für 60
Minuten präzipitiert und anschließend 30 Minuten bei 14.000rpm und 4°C zen-
trifugiert. Das RNA-Pellet wurde mit 70% Ethanol (in DEPC-H2O) gewaschen,
getrocknet, in 50µl TES resuspendiert und 1:20 in Hybridisierungspuffer verdünnt.
Die antisense-Sonde wurde fünf Minuten bei 95°C denaturiert und auf Eis bis zum
Gebrauch abgekühlt.

3.2.7.2 Prähybridisierung und in situ Hybridisierung
Für alle Prähybridisierungslösungen wurde RNase-freies Wasser verwendet. Zu-
nächst wurden die Paraffin-Schnitte der Gliedmaßen für zweimal 10 Minuten in
Xylol deparaffinisiert. Daraufhin wurden die Schnitte jeweils zwei Minuten pro
Lösung in einer absteigenden Ethanolreihe in zweimal 100%, 95%, 75%, 50% und
30% EtOH rehydriert, fünf Minuten in 0,85% NaCl und weitere fünf Minuten in 1x
PBS inkubiert. Schließlich wurden sie für 20 Minuten in 4% PFA fixiert. Danach
wurden die Schnitte jeweils 5 Minuten in 1x PBS, 0,2 N HCl, RNase-freiem Was-
ser und 20ng/ml Proteinase K-Lösung inkubiert. Es folgte eine weitere Fixierung
in 4% PFA mit 0,2% Glutaraldehyd für 10 Minuten und 5-minütiges Waschen in
1x PBS. Daraufhin wurden die Schnitte für 10 Minuten in 1,5% Triethanolamin
mit 0,2% Essigsäureanhydrid und 5 Minuten in 0,85% NaCl inkubiert. Schließlich
folgte die Dehydrierung der Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe (30%,
50%, 75%, 100%) für jeweils zwei Minuten pro Lösung. Nachdem die Schnitte bei
RT getrocknet waren, wurde die radioaktiv-markierte antisense-Sonde aufgetra-
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gen (circa 50µl/Objektträger). Um eine Austrocknung zu verhindern, wurden die
Gliedmaßenschnitte mit Folie abgedeckt. Die Hybridisierung erfolgte schließlich
bei 70°C über Nacht in einer Kammer, die mit 5x SSC/50% Formamid-Lösung
befeuchtet war.

3.2.7.3 Waschen der Schnitte und Behandlung mit Photoemulsion
Nach der Hybridisierung wurden die Gliedmaßenschnitte 30 Minuten in 5x SSC
bei 55°C gewaschen. Daraufhin wurden die Schnitte in 2x SSC für 30 Minuten
bei 55°C gewaschen und schließlich mit 2,5 µg/ml RNase A in 1x Waschpuffer bei
37°C für 7 Minuten behandelt. Dann folgten weitere Waschungen bei 55°C für 30
Minuten in 2x SSC mit 50% Formamid und zweimal 30 Minuten in 2x SSC. Nun
wurden die Gliedmaßenschnitte dehydriert durch 30%, 50%, 70% und 90% EtOH,
das 0,3M Ammonium-Acetat enthält. Schließlich wurden die Schnitte zweimal in
100% EtOH inkubiert, getrocknet und über Nacht bei RT ein Röntgenfilm aufge-
legt. Am nächsten Tag wurden die Schnitte im Dunkeln im 40°C Wasserbad in ei-
ne Silberionen-enthaltende Photoemulsion gedippt. Die trockenen Schnitte wurden
im Dunkeln bei 4°C für die Zeit gelagert, die vom entwickelten Röntgenfilm ab-
geschätzt wurde. Nach dieser Zeit wurden die in Photoemulsion getauchten Glied-
maßenschnitte in der Dunkelkammer entwickelt, indem sie fünf Minuten in 15°C
warmer Entwickler-Lösung inkubiert wurden. Nach kurzem Waschen in Wasser
wurden die Schnitte für 15 Minuten bei RT fixiert. Daraufhin wurden die Schnitte
mit 0,2% Toluidinblau mit 1% Borax gefärbt und in 30%, 50%, 75%, 95% und
100% Ethanol dehydriert. Abschließend wurden die Schnitte zweimal 10 Minuten
in Xylol inkubiert und mit DPX-Mounting Medium eingedeckelt. Die Fotos von
diesen Schnitten wurden am Mikroskop im Dunkelfeld aufgenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Eingrenzen der Trps1-Bindedomäne in Gli3A

Die Repressorform von Gli3 (Gli3R) entsteht durch proteolytische Spaltung des
C-Terminus der Volllängen-Aktivatorform von Gli3 (Gli3A), somit teilen beide
Proteine den selben N-Terminus. Gli3A aktiviert die Expression von Hh-Zielgenen.
Gli3R hingegen reprimiert die Genaktivität von Hh-Zielgenen in Abwesenheit von
Hh–Signalen (Wang u. a. 2000). Da Trps1 an die Aktivatorform von Gli3 (Gli3A),
aber nicht an dessen Repressorform (Gli3R) bindet (Wuelling u. a. 2009), ist die
Trps1 Bindedomäne innerhalb des C-terminus von Gli3A zu suchen. In diesem
Bereich wurde eine Transaktivatordomäne (TAD) beschrieben, an die u.a. das
cAMP response element–Bindeprotein (CBP) bindet (Dai u. a. 1999).

Zunächst wurde im Rahmen dieser Arbeit die Bindedomäne von Trps1 innerhalb
von Gli3A identifiziert. Als erster Schritt wurden C-terminale deletierte Konstruk-
te von myc-getaggtem Gli3A kloniert (Abbildung 7(a)). Die zur DNA-Bindung
benötigte Zinkfingerdomäne sowie ein myc-Tag befinden sich im gemeinsamen N-
Terminus aller Konstrukte.

Im Folgenden wurden die Gli3-Konstrukte in HEK-293T-Zellen überexprimiert
und die Proteinlysate mit Western Blot auf die Expression und Größe der Kon-
strukte untersucht (Abbildung 7(b)). Die Expression der einzelnen Konstrukte
wurde in HEK-293T-Zellen eindeutig sowohl mit einem Antikörper, der gegen das
myc-Tag gerichtet ist, als auch mit einem Antikörper gegen den N-Terminus von
Gli3 nachgewiesen. Dies belegt die spezifische Expression der Fusionsproteine. Es
wurden im Folgenden Co-Immunopräzipitations (Co-IP)-Experimente der einzel-
nen Gli3-Konstrukte mit einem Flag-getaggten Trps1 Konstrukt durchgeführt. Für
die Co-IP wurden HEK-293T-Zellen mit Trps1Flag sowie einem myc-getaggten
Gli3 Deletionskonstrukt transfiziert und nach einem Tag lysiert. Lysate wurden
mit Antikörpern gegen das myc- oder Flag-Tag, bzw. gegen Trps1 inkubiert und
mit Protein G gekoppelten Agarosebeads präzipitiert. Im Anschluss wurden die
präzipitierten Komplexe denaturiert und mit Hilfe von SDS-PAGE ihrer Größe
entsprechend aufgetrennt. Nach einem Transfer der Proteine von der SDS-PAGE
auf eine Nitrozellulosemembran wurde dort mit Hilfe von spezifischen Antikörpern
Gli3myc, bzw. Trps1Flag detektiert.
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(a) Schematische Darstellung von Gli3-Deletionskonstrukten

(b) Western Blot der Proteinextrakte von Gli3-
Deletionskonstrukten in HEK-293T-Zellen

Abbildung 7: (a) Darstellung von Gli3-Deletionskonstrukten. Alle Konstrukte tragen einen
6xmyc-Tag am N-Terminus (blau). Die Zn-Finger Domänen sind dunkelblau, die TAD oran-
ge hervorgehoben. Die angegebenen Zahlen markieren die jeweilige Aminosäureposition. (b)
Western Blot der Proteinextrakte von Gli3-Deletionskonstrukten in HEK-293T-Zellen. Der
links dargestellte Western Blot ist mit einem anti-myc, der rechte mit einem anti-Gli3-
Antikörper entwickelt. Gli3Amyc ist auf einer Höhe von 190kDa, Gli3∆Cmyc bei 180kDa,
Gli3TDmyc bei 170kDa, Gli3Cmyc bei 130kDa und Gli3Rmyc bei 100kDa detektierbar. Auf
der Höhe von 55kDa ist die Expression von Tubulin als Ladekontrolle erkennbar.

Mittels eines myc-Antikörpers konnte eine Präzipitation der myc-getaggten Gli3-
Konstrukte Gli3Amyc, Gli3∆Cmyc und Gli3TADmyc im myc-Blot, als auch ei-
ne Co-IP im Trps1-Blot gezeigt werden. Präzipitationen von Trps1 mit einem
Trps1-Antikörper ließen sich im Trps1-Blot detektieren. Co-Präzipitationen der
Gli-Konstrukte lassen im myc-Blot erkennen (Abbildung 8 (a) und (b)). Gli3Cmyc
und Gli3Rmyc ließen sich mit einem myc-Antikörper präzipitieren, jedoch konn-
te eine Co–Präzipitation von Trps1 auf den selben Membranen nicht nachgewie-
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sen werden. Die Präzipitation von Trps1Flag mit einem Flag-Antikörper führte
zu einer Präzipitation von Trps1Flag, jedoch nicht zu einer Co-Präzipitation von
Gli3Cmyc-bzw. Gli3Rmyc (Abbildung 8(c)).

(a) (b)

(c)

Abbildung 8: Co-IPs von Trps1Flag mit Gli3A-Deletionskonstrukten. Proteinextrakte wur-
den mit anti-myc- bzw. anti-Trps1-Antikörpern präzipitiert und anschließend mit einem anti-
myc oder anti-Trps1-Antikörper detektiert. Anti-Tubulin (Tub.) dient als Ladekontrolle. (a)
& (b) Co-Präzipitationen von Trps1Flag mit Gli3Amyc, Gli3∆Cmyc und Gli3TADmyc sind
sichtbar. (c) Gli3Cmyc und Gli3Rmyc lassen sich nicht mit Trps1Flag co-präzipitieren. Pro-
teinextrakte sind mit I (Input), S (Supernatant), IP (Immunopräzipitation) und M (Marker)
beschriftet.

Um die Spezifität der Co-IP-Experimente zu belegen, wurden die Membranen
zusätzlich mit einem Antikörper gegen Tubulin entwickelt. Tubulin sowohl im In-
put, als auch im Überstand der Co-IPs vorhanden, sollte jedoch nicht mit Trps1
oder Gli3 copräzipitiert werden. Die Präzipitation mit dem Trps1-Antikörper, wel-
cher in der selben Spezies produziert wurde, zeigte starke Hintergrundbanden um
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55kDa, die den leichten Ketten der IgGs entsprechen und durch den sekundären
Antikörper detektiert werden konnten. Die Präzipitation mit monoklonalen An-
tikörpern aus der Maus, wie der myc- und Flag-Antikörper, ließ hingegen die Co-
Präzipitation von alpha Tubulin ausschließen. Dies weist somit auf die Spezifität
der Co-IPs hin. Die Präzipitation von Trps1Flag und Gli3Amyc, Gli3∆Cmyc und
Gli3TADmyc mit Antikörpern gegen Trps1 und myc resultiert in allen Fällen in
spezifischen Präzipitationen von Gli3–Trps1 Komplexen. Diese Ergebnisse konnten
für Gli3∆Cmyc zweimal, für die übrigen Konstrukte mindestens dreimal wieder-
holt werden. Somit zeigte sich, dass Trps1Flag mit der TAD-Domäne von Gli3myc
interagiert. Im Folgenden wird die Funktion dieser Interaktion auf zellulärer Ebene
untersucht werden.

4.2 Trps1 beeinflusst die subzelluläre Lokalisation von Gli3

Trps1 wurde als nuklearer Transkriptionsfaktor beschrieben, der schwach im ge-
samten Bereich des Zellkerns sowie stärker in punktförmigen Strukturen im Nu-
kleus lokalisiert ist (Kaiser u. a. 2003). Gli3A ist sowohl im Zellkern, als auch im
Zytoplasma detektierbar, für Gli3R hingegen ist eine Anreicherung im Nukleus be-
schrieben (Ruiz i Altaba 1999). Um die biologische Funktion der Interaktion von
Gli3A und Trps1 zu entschlüsseln, wurde als erster Schritt analysiert, ob Trps1
einen Einfluss auf die zelluläre Lokalisation von Gli3A ausübt. Um den Einfluss
von Trps1 auf Gli3 zu untersuchen, wurden zunächst die Expressionen von YFP-
getaggtem Trps1 (Trps1YFP) sowie einer zytoplasmatischen Trps1-Variante, in
der durch einen Aminosäureaustausch an der Aminosäurenposition 592 von Argi-
nin (R) zu Cystein (C) die nukleare Lokalisationssequenz (NLS) von Trps1 mutiert

(a) Trps1YFP (b) Trps1R952C-GFP (c) eGFP

Abbildung 9: Expression von Trps1YFP, Trps1R952C-GFP und eGFP in ATDC5-Zellen.
(a) Trps1YFP ist im Zellkern u.a. in punktförmigen Strukturen exprimiert. Expression von
Trps1R952C-GFP erfolgt ausschließlich im Zytoplasma der Zellen (b). Die Expression von
eGFP erfolgt ubiquitär in ATDC5-Zellen (c). Der Zellkern wurde mit DAPI (blau) sichtbar
gemacht. Vergrößerung: 630x
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Abbildung 10: Trps1 beeinflusst die zelluläre Verteilung von Gli3Amyc in ATDC5-Zellen.
Cotransfektion von Gli3Amyc (rot) mit Trps1YFP führt zu einer Anreicherung von Gli3Amyc
im Nukleus, wohingegen nach Cotransfektion einer Trps1-NLS Mutante (Trps1R952C-GFP)
genauso wie eGFP alleine Gli3Amyc sowohl im Nukleus, als auch im Zytoplasma nachgewie-
sen werden kann. Der Zellkern ist in der Überlagerung (merge) durch DAPI blau eingefärbt.
(Vergrößerung: 630x)

wurde (Kaiser u. a. 2004) sowie die Expression eines eGFP-Leervektors in ATDC5-
Zellen überprüft (Abbildung 9). Trps1YFP ist im Zellkern in punktförmigen Struk-
turen exprimiert, wohingegen die Expression von Trps1R952C-GFP ausschließlich
im Zytoplasma nachgewiesen werden kann. Da es sich bei eYFP um eine mutierte
Version von eGFP handelt und zudem das Vektorrückrad beider Vektoren gleich
ist, konnte der Leervektor eGFP-N3 (eGFP) als Kontrolle verwendet werden.

Die Überexpressionskonstrukte von myc-getaggtem Gli3A, Gli3R sowie der gesam-
ten C-terminalen Domäne von Gli3A (Gli3TCmyc), mit welcher sich Gli3A von
Gli3R unterscheidet, wurden in chondrogenen ATDC5-Zellen mit den beschriebe-
nen Trps1-Konstrukten cotransfiziert. Im Folgenden wurden die Gli3-Konstrukte
mittels eines anti-myc-Antikörpers auf ihre zelluläre Verteilung hin untersucht.
Gli3A konnte sowohl im Zytoplasma, als auch mit einer stärkeren Anreicherung
im Zellkern nach Cotransfektion mit eGFP detektiert werden. Eine Cotransfek-
tion von Gli3Amyc mit Trps1YFP führte zu einer gesteigerten Anreicherung von
Gli3Amyc im Nukleus der Zellen sowie zu einer Verringerung der zytoplasmati-
schen Lokalisation. Um zu zeigen, dass die Lokalisation von Trps1 im Zellkern
für diesen Effekt notwendig ist, wurden Cotransfektionen mit dem zytoplasma-
tischen Trps1R952C-GFP durchgeführt. Dies führte sowohl zu einer Lokalisation
von Gli3Amyc im Zytoplasma, als auch im Zellkern (Abbildung 10).



4 ERGEBNISSE 68

Abbildung 11: Gli3Rmyc ist bei Coexpression von Trps1 im Nukleus von ATDC5-Zellen
angereichert. Nach Cotransfektion von sowohl Trps1YFP, als auch Trps1R952C-GFP ist ein
starkes Signal von Gli3Rmyc (rot) im Zellkern von ATDC5-Zellen sichtbar, wohingegen dieses
Signal nach Cotransfektion von eGFP schwächer ist. Der Zellkern ist in der Überlagerung
(merge) durch DAPI blau eingefärbt. (Vergrößerung: 630x)

Um den Einfluss von Trps1 auf die zelluläre Lokalisation von Gli3R zu untersu-
chen, wurde Gli3Rmyc mit Trps1YFP, Trps1R952C-GFP sowie eGFP in ATDC5-
Zellen cotransfiziert. Gli3Rmyc konnte in allen drei Cotransfektionsexperimenten
im Zellkern nachgewiesen werden, wobei die Proteinquantität nach Cotransfekti-
on mit Trps1YFP und Trps1R952C-GFP höher war als nach Cotransfektion mit
eGFP (Abbildung 11). Um auszuschließen, dass es sich hierbei um Artefakte han-
delt, wurde der C-Terminus von Gli3A (Gli3TCmyc) mit Trps1 cotransfiziert.
Dieser C-Terminus beinhaltet keine NLS und ist in gleichen Maße im Zytoplas-
ma und im Zellkern zu finden (Abbildung 12). Diese zelluläre Verteilung wurde
durch die Cotransfektion von Trps1YFP, Trps1R952C-GFP sowie eGFP nicht be-
einflusst.

Um den Effekt der zellulären Lokalisation von Gli3 durch Trps1 in ATDC5-Zellen
zu quantifizieren, wurden bei Aufnahmen der unterschiedlichen Cotransfektionen
die Pixelanzahl pro Fläche im Zytoplasma und im Nukleus bestimmt und an-
schließend die relativen Fluoreszenzintensitäten des Zellkern über dem Zytoplas-
ma berechnet (Abbildung 13). Nach Cotransfektion mit eGFP ist die Anreiche-
rung von Gli3Amyc im Zellkern über das Zytoplasma 4,3-fach. Cotransfektion
mit Trps1R952C-GFP führt zu einem Verhältnis von 3,9, was keinen signifikanten
Unterschied darstellt. Im Gegensatz dazu zeigt Gli3Amyc eine etwa 5,5-fache An-
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Abbildung 12: Trps1 hat keinen Einfluss auf die zelluläre Verteilung von Gli3TCmyc.
Gli3TCmyc (rot) ist in ATDC5-Zellen ubiquitär exprimiert. Die Cotransfektion von
Trps1YFP, Trps1R952C-GFP oder eGFP mit hat keinen Einfluss auf die zelluläre Verteilung
von Gli3TCmyc. Der Zellkern ist in der Überlagerung (merge) durch DAPI blau eingefärbt.
(Vergrößerung 630x)

reicherung im Zellkern über das Zytoplasma nach Cotransfektion mit Trps1YFP,
was einen signifikanten Unterschied sowohl zu der Cotransfektion mit Trps1R952C-
GFP, als auch zu eGFP darstellt (Abbildung 13(a)). Somit hat die zelluläre Lokali-
sation von Trps1 einen Einfluss auf die Menge des sich im selben Zellkompartiments
befindlichen Gli3Amyc.

Die Cotransfektion von Gli3Rmyc mit eGFP führt zu einer 2,8-fachen Anrei-
cherung im Nukleus im Vergleich zum Zytoplasma. Im Vergleich dazu führt die
Cotransfektion von Gli3Rmyc mit Trps1YFP (5,6-fach) und Trps1R952C-GFP
(4,8-fach) zu einem Anstieg der nuklearen Anreicherung von Gli3Rmyc über das
Zytoplasma. Um diesen Effekt der nuklearen Stabilisierung von Gli3Rmyc zu cha-
rakterisieren, wurde die relative Fluoreszenzintensität im Nukleus zu der relati-
ve Fluoreszenzintensität des nuklearen DAPI-Signals normalisiert. Dabei wurde
der Unterschied zur eGFP Kontrolle, welche auf 100% gesetzt wurde, berech-
net (Abbildung 13(b)). Auffallend ist, dass die relative Fluoreszenzintensität von
Gli3Rmyc im Zellkern in Relation zu DAPI größer ist, wenn eine Cotransfektion
mit Trps1 erfolgte, wobei es jedoch keine Rolle spielte, in welchem Zellkomparti-
ment Trps1 lokalisiert ist. Aus dieser Beobachtung lässt sich folgern, dass Trps1
unabhängig von seiner zellulären Verteilung die Lokalisation von Gli3Rmyc im
Zellkern begünstigt.
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(a) (b)

Abbildung 13: Quantifizierung des Effekts von Trps1 auf die zelluläre Lokalisation von Gli3
(a) Die zelluläre Verteilung von Trps1 beinflusst die Lokalisation von Gli3A. Der Quotient der
durchschnittlichen Fluoreszenzintensität des Zellkerns und dem Zytoplasma sind dargestellt
n=3, p≤ 0, 056. (b) Gli3Rmyc ist nach Cotransfektion mit Trps1 im Zellkern angereichert.
Die durchschnittliche Fluoreszenzintensität im Zellkern der Gli3-Konstrukte wurde gegen die
durchschnittliche Intensität des Zellkernmakers DAPI normalisiert. Dabei wurde die eGFP
Kontrolle auf 100% gesetzt. n=3 p≤ 0, 01

Gli3Amyc hingegen zeigt bei Coexpression von Trps1YFP im Vergleich zu eGFP
(100%) eine nukleare Anreicherung von 120% im Verhältnis zu DAPI. Gli3Amyc
wird im Vergleich zu Gli3Rmyc in nur geringerem Maße nach Cotransfektion mit
Trps1YFP im Vergleich zu Trps1R952C-GFP oder eGFP im Zellkern stabilisiert.
Die C-Terminale Domäne von Gli3Amyc, Gli3TCmyc hingegen ist gleichmäßig in
der Zelle verteilt, diese Verteilung wird nicht durch Cotransfektionen der Trps1
Konstrukte oder durch eGFP beeinflusst. Weder nach Normalisierung des Signals
des Zellkerns zum Zytoplasma, noch nach Normalisierung zum DAPI-Signal lässt
sich eine Änderung der Quotienten im Vergleich zur eGFP-Kontrolle feststellen.
Somit ist die zelluläre Verteilung von Gli3 abhängig von dessen N-Terminus, der
die NLS beinhaltet.

Zusammmenfassend lässt sich feststellen, dass Gli3R nach Überexpression mit
Trps1 im Nukleus akkumuliert, was unabhängig von der zellulären Verteilung von
Trps1 stattfindet. Dies spricht für einen sekundären Effekt von Trps1 auf die Sta-
bilisierung von Gli3R. Die zelluläre Verteilung von Gli3A hingegen wird durch die
Lokalisation von Trps1 in Bereichen des Nukleus oder des Zytoplasmas beeinflusst.
Dies deutet auf einen direkten Effekt von Trps1 auf die zelluläre Verteilung von
Gli3A hin.
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4.3 Etablierung der ChIP von Trps1 und Gli3 in Chondrozyten

Nukleares Trps1 begünstigt die Verteilung von Gli3A im Zellkern, im Folgenden soll
geklärt werden, ob beide Transkriptionsfaktoren in einem Komplex die Aktivität
von Genen modifizieren. Mit Hilfe der ChIP-Seq lassen sich genomweit Bindestellen
von DNA-bindenden Proteinen identifizieren. Diese Methode wurde im Zuge dieser
Arbeit etabliert und angewandt, um gemeinsame Zielgene von Gli3A und Trps1 zu
definieren, aber auch um mögliche Zielgene der einzelnen Transkriptionsfaktoren
Gli3A, Gli3R und Trps1 zu finden und somit Informationen über die genetische
Regulation durch Gli3 und Trps1 in Chondrozyten zu erlangen.

4.3.1 Etablierung eines retroviralen Transduktionssystems in ATDC5-Zellen

Bei der ChIP handelt es sich um eine Immunopräzipitation, d.h. es wird für die
spezifische Präzipitation des Protein-DNA-Komplexes ein Antikörper benötigt,
der ausschließlich und spezifisch das Epitop erkennt. Somit ist das Austesten
unterschiedlicher Antikörper ein wichtiger Schritt bei der Etablierung der ChIP
(Landt u. a. 2012). Erfahrungen der Arbeitsgruppe im Vorfeld zeigten, dass sowohl
für Gli3, als auch für Trps1 keine Antikörper, welche spezifisch, reproduzierbar und
ausschließlich diese Transkriptionsfaktoren erkennen, verfügbar waren. Dadurch
ergibt sich der Rückschluss, dass keine Präzipitation von endogenen Proteinen
aus den Knorpelanlagen von Mäuseembryonen oder aus Zelllinien vorgenommen
werden konnte, sondern eine Alternativmethode etabliert werden musste.
So wurde ein retrovirales Transduktionssystem in chondrogenen ATDC5-Zellen
etabliert. Mit diesem Sytem können getaggte Versionen der einzelnen Transkrip-
tionsfaktoren in die Zellen eingebracht, stabil in deren Genom integriert und
überexprimiert werden. Der Vorteil dieser Methode im Vergleich zu Transfek-
tionen besteht in einer größeren Effizienz der Überexpression verglichen mit
herkömmlichen Transfektionsprotokollen. Zudem konnte für die ChIP von Gli3A
und Trps1 derselbe Antikörper verwendet werden, dies vereinfachte die Ver-
gleichbarkeit der Datensätze untereinander. Zunächst wurden die Sequenzen von
Gli3Amyc, Gli3Rmyc, Trps1myc und dem myc-Tag als Kontrolle mittels retrovira-
ler Transduktion stabil in das Genom von ATDC5-Zellen integriert. Die Retroviren
wurden in HEK-293T-Zellen synthetisiert und anschließend aus den Zellen ausge-
schleust. Mit dem virusenthaltenden Zellkulturüberständen der HEK-293T-Zellen
wurden anschließend chondrogene ATDC5-Zellen infiziert. Nach erfolgreicher In-
fektion und Selektion von ATDC5-Zellen wurden diese im Western Blot auf
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Abbildung 14: Western Blot Analyse von HEK-293T-Verpackerzellen sowie infizierter
ATDC5-Zellen. Die Membran wurde mit Antikörpern gegen das myc-Tag sowie Aktin bei
43kDa als Ladekontrolle entwickelt. Gli3Amyc läuft auf einer Höhe von 190kDa, Trps1myc
von 170kDa und Gli3Rmyc von 100kDa. Aufgrund seiner geringen Größe kann das myc-Tag
nicht detektiert werden.

Überexpression der einzelnen Transkriptionsfaktoren hin untersucht.

Es sind sowohl in den virusproduzierenden HEK-293T-Zellen, als auch in ATDC5-
Zellen in jedem Ansatz Proteinbanden auf spezifischer Höhe der einzelnen Tran-
skriptionsfaktoren sichtbar (Abbildung 14). So kann Gli3Amyc auf einer Höhe von
190kDa, Gli3Rmyc bei 90kDa und Trps1myc bei 170kDa detektiert werden, dies
entspricht den beschriebenen Proteingrößen (Ruiz i Altaba 1999; Kaiser u. a. 2003).
Als Kontrolle diente das myc-Tag, welches von den Zellen exprimiert wurde, aber
aufgrund seiner geringen Größe (ca. 8-10kDa) in diesem Western Blot nicht nach-
gewiesen werden konnte. In diesen Ansätzen ist kein unspezifisches Bandenmuster
durch den myc-Antikörper zu erkennen, was darauf hindeutet, dass dieser spezi-
fisch an das myc-Epitop bindet und für die folgende ChIP benutzt werden konnte.
Durch eine Immunfluoreszenzfärbung der überexprimierten Transkriptionsfaktoren
mit Hilfe des myc-Antikörpers konnte deren zelluläre Verteilung analysiert werden.
In Übereinstimmung mit vorherigen Daten konnte nach Infektion von ATDC5-
Zellen Gli3Amyc sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma nachgewiesen werden.
Gli3Rmyc war im Zellkern angereichert, genauso wie Trps1myc. Die Expression des
myc-Tags erfolgte in den Zellen ubiquitär (Abbildung 15). Mit Hilfe des retrovi-
ralen Transduktionssystems ist es möglich, eine effiziente Überexpressionsrate der
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Abbildung 15: Immunfluoreszenzfärbungen infizierter ATDC5-Zellen zeigen spezifische Ex-
pressionsmuster der einzelnen Transkriptionsfaktoren. Ein myc-Antikörper gebunden an einen
sekundären Alexa488-Antikörper wurde benutzt, um die zelluläre Lokalisation der einzelnen
Konstrukte sichtbar zu machen. Gli3Amyc ist schwach im Zytoplasma und stark im Zellkern,
Gli3Rmyc und Trps1myc im Zellkern und das myc-Tag ubiquitär in der Zelle lokalisiert. Der
Zellkern wurde mit DAPI angefärbt. (Vergrößerung: 630x)

getaggten Formen der einzelnen Transkriptionsfaktoren durch stabile Integration
der Konstrukte ins Genom von ATDC5-Zellen zu erlangen. In der ChIP konnten so
mit Hilfe eines myc-Antikörpers die getaggten Transkriptionsfaktoren präzipitiert
und auf ihre DNA-Bindung hin untersucht werden.

4.3.2 Etablierung der ChIP in ATDC5-Zellen

Die zelltyp- und proteinspezifische Etablierung der ChIP erfolgte in mehreren
Schritten. Nach erfolgter Infektion der Zielzellen wurden für die Durchführung der
ChIP die Transkriptionsfaktoren mit Formaldehyd an die DNA fixiert. Zu Etablie-
rung des Protokolls wurden die Fixierungszeiten von 5, 10 und 15 Minuten ausge-
testet. Eine zu kurze Fixierungszeit führte zu einer ineffizienten Präzipitation von
an die Proteine gebundene DNA, wohingegen eine Überfixierung zu unspezifischer
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Abbildung 16: Agarose-Gelelektrophorese von fragmentiertem Chromatin. 4µg (links) und
2µg (rechts) ultraschallbehandelte DNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese aufge-
trennt. Ein 100bp Marker (Mitte) - bzw. 1Kb Marker (rechts) dienen als Größenstandart. Im
Vergleich mit dem Marker ergibt sich eine Chromatingröße von 100 – 600bp.

Präzipitation von DNA-Fragmenten führte. Eine Fixierungszeit von 10 Minuten
erwies sich als optimal.

Um die Fragmentierung des Chromatins in Größen zwischen 100-600bp zu eta-
blieren, wurden mit Hilfe eines Ultraschallbades unterschiedliche Fragmentie-
rungsbedingungen ausgetestet, dabei wurden die Länge (15s, 30s und 1 Minute)
und Anzahl der Ultraschallzyklen (10, 15, 20 und 30 Zyklen) variiert. Agarose-
Gelelektrophoresen aufgereinigter DNA nach Ultraschallbehandlung wurden ange-
wandt, um die Größenverteilung der fragmentierten DNA zu untersuchen (Abbil-
dung 16). Das Chromatin wurde in eine Größe von 100-600bp fragmentiert, wobei
die größte Anreicherung im Bereich von 250bp zu finden ist. Eine Behandlung
der Lysate mit 15 Zyklen à einer Minute Ultraschall bei höchster Geräteleistung
gefolgt von je einer Minute Pause führte zu den erforderlichen Fragmentgrößen.
Diese Bedingungen wurden für alle folgenden Experimente beibehalten.

Im Folgenden wurde die Spezifität der Präzipitation von DNA-Proteinkomplexen
überprüft. So erfolgte nach Fixierung und Fragmentierung des Chromatins die
Präzipitation der myc-getaggten Transkriptionsfaktoren mit dem myc-Antikörper.
Als Kontrolle erfolgte eine Präzipitation mit einem unspezifischen Flag-Antikörper.
Um die Spezifität der Methode zu überprüfen, wurden Primer, welche durch die
Literatur bekannte Gli-Bindestellen in Enhancerfragmenten von Ptch und Gli1
eingrenzen, für PCR verwendet (Vokes u. a. 2007). Dabei dienen Primer, welche im
beta Actin-Promotor binden, als Negativkontrolle. Nach der ChIP wurden PCRs
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Abbildung 17: Mit der ChIP lassen sich spezifisch Bindungen von Gli3Amyc und Gli3Rmyc
an Enhancern von Zielgenen nachweisen. Nach ChIP mit Gli3Amyc, Gli3Rmyc oder myc-
infizierten Zellen erfolgten PCRs mit Primern, welche Gli3-Bindestellen in Enhancerregio-
nen von Ptch (201bp) und Gli1 (200bp) sowie als Kontrolle eine Promotorregion von beta
Actin (223bp) eingrenzen. Gli3Amyc und Gli3Rmyc binden die Enhancerregion von Ptch,
zudem wurde eine Bindung von Gli3Rmyc auf dem Enhancer von Gli1 nachgewiesen. Als
Positivkontrolle diente unpräzipitierte Input-DNA der jeweiligen Ansätze. ChIP mit einem
unspezifischen Flag-Antikörper dient zudem als Negativkontrolle.

auf den Ptch- und Gli1 -Enhancern durchgeführt, wobei das Material aus einer
ChIP jeweils auf 2 (Gli3Amyc/myc) - bzw. 3 (Gli3Rmyc) PCRs aufgeteilt wur-
de. Als Positivkontrolle der PCR diente unpräzipitiertes Chromatin (Input) (Ab-
bildung 17). Es konnte eine Bindung von Gli3Amyc an die Enhancerregion von
Ptch, aber nicht an die Promotorregion von beta Actin nach Präzipitation mit
einem myc-Antikörper nachgewiesen werden. Zudem konnte eine spezifische Bin-
dung von Gli3Rmyc an Enhancerregionen von Ptch und Gli1 identifiziert werden,
der beta Actin-Promotor hingegen wurde nicht gebunden. Wurde die ChIP mit
einem unspezifischen Flag-Antikörper, oder nur mit dem myc-Tag durchgeführt,
so kam es zu keiner Amplifikation von Gli1 - oder Ptch-Enhancerbereichen. So-
wohl Gli3Amyc, als auch Gli3Rmyc binden somit spezifisch bekannte Bindestellen
in Enhancerregionen bekannter Zielgene. Weder in ChIP Ansätzen des myc-Tags,
noch des unspezifischen Antikörpers kam es zu einer nachweisbaren Präzipitation
dieser Regionen. Somit ist die Spezifität der ChIP unter den gewählten Bedingun-
gen gewährleistet.

Um die ChIP–Seq durchzuführen, musste zum einen die Spezifität der Präzipitation
mit PCR überprüft werden, zum anderen sollte aber möglichst viel Material für die
Durchführung der Sequenzierung zur Verfügung stehen. Aus diesem Grund wurde
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Abbildung 18: Überprüfung der ChIP mit qPCR. Dargestellt ist die Anreicherung von Gli1
über beta actin. Gli3Amyc zeigt eine 0,35-fache, Gli3Rmyc eine 0,05-fache Anreicherung auf
dem Gli1 Fragment im Vergleich zu beta Actin. Trps1myc sowie das myc-Tag sind auf diesem
Lokus nicht angereichert.

die Spezifität der isolierten DNA mittels quantitative PCR (qPCR) überprüft. ge-
ben kann. Die DNA aus vier ChIP-Experimenten aller Transkriptionsfaktoren und
des myc-Tags wurde vereinigt und je 1µl mittels qPCR auf eine Anreicherung des
Gli1 Enhancer Fragmentes im Verhältnis zum beta Actin-Promotors überprüft.
Sowohl für Gli3Amyc, als auch für Gli3Rmyc konnte mit qPCR eine Anreicherng
auf der Enhancerregion von Gli1 gezeigt werden (Abbildung 18). Ob Trps1myc
an diesen Bereich bindet, ist nicht beschrieben, eine Anreicherung ist in diesem
Experiment nicht gegeben. Für Trps1 sind keine Bindesequenzen bekannt, die in
unserem Labor reproduziert werden können. Deshalb wurden die gleichen Bedin-
gungen wie bei den Gli3-Ansätzen verwendet. Das myc-Tag zeigt nach qPCR eine
höhere Affinität an beta Actin als an Gli1. Das restliche Material dieser Proben
nach erfolgreicher qPCR wurde zur Durchführung des ChIP-Seqs verwendet.

4.3.3 ChIP-Seq

Die Probenvorbereitung für die ChIP-Seq sowie die Durchführung der Sequenzie-
rung wurde in der Gruppe von A. Lund am BRIC in Kopenhagen von G.Galli
durchgeführt. Die Vorbereitung des ChIP-Seqs beinhaltet zunächst die Her-
stellung einer Library mit einem ”ChIP-Seq Sample Prep Kit“ (Illumina). Die
Größenselektion erfolgte für alle Ansätze zwischen 200-700bp, nach Amplifikation
der Library waren in allen Ansätzen außer der Leerkontrolle Fragmente zwischen
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Abbildung 19: Herstellung einer Library für die ChIP-Seq. Nach Reparatur der
DNA-Enden, dem Anfügen von 3’ A-Überhängen und der Adapterligation erfolgt die
Größenselektion der einzelnen Ansätze (A) zwischen 200-700bp. Nach Amplifikation der Li-
brary mit PCR konnte eine Größe des amplifizierten Chromatins zwischen 200–500bp festge-
stellt werden (B). (Abbildung von G.Galli, BRIC)

200-500bp vorhanden (Abbildung 19). Nach erneuter Gelaufreinigung und Elution
in 15µl erfolgte eine Quantifizierung des DNA-Gehalts mit einem Qubit Fluoro-
meter (Invitrogen). Die Quantifizierung ergab einen DNA-Gehalt von 17,5ng/µl
(Gli3Amyc), 9,5ng/µl (Gli3Rmyc), 10,8ng/µl (Trps1myc) und 30,2ng/µl (myc).
Die DNA-Konzentration der Leerkontrolle betrug 3,26ng/µl. Die Amplifikation
der Library war somit erfolgreich, diese Proben wurden im Folgenden zur auf
einem Illumina Genome Analyzer sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte für alle
Ansätze gemeinsam auf einer Flow Cell. Sie resultierte in 36bp langen single-reads,
welche im FastQ–Format gespeichert und im Folgenden analysiert wurden.

4.4 Bioinformatische Analyse der ChIP-Seq-Datensätze

Die bioinformatische Auswertung der Datensätze erfolgte in Zusammenarbeit mit
dem Lehrstuhl für Genominformatik an der Medizinischen Fakultät der Univer-
sität Duisburg-Essen durch Corinna Ernst unter der Leitung von Herrn Prof. Dr.
Sven Rahmann. Zunächst wurden die in den FastQ-Dateien enthaltenen single-
end 36bp Reads auf dem Genom der Maus mit Hilfe des UCSC Genome Browsers
(http://genome.ucsc.edu/) kartiert. Im Anschluss erfolgte die Definition und Ana-
lyse der in diesen Datensätzen spezifisch angereicherten Regionen (Peaks).
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4.4.1 Definition von Peaks mit MACS

Während des ChIP-Seqs wurden nur die ersten 36bp der einzelnen Fragmente se-
quenziert und die Sequenz dieser Reads im FastQ-Datenformat gespeichert. Diese
Daten wurden nun auf dem Genom der Maus kartiert. Auffallend bei der Beur-
teilung der Qualität der Kartierungen ist, dass in allen Ansätzen ein Großteil der
einzelnen Reads nicht kartiert werden konnte (Abbildung 20). Nur eine sehr ge-
ringe Anzahl von Reads konnte mehr als einmal auf dem Referenzgenom kartiert
werden. So konnten bei den Daten des Gli3Amyc Ansatzes etwa ein Drittel der
Reads nicht eindeutig zugeordnet werden, bei Gli3Rmyc und Trps1myc waren es
die Hälfte der sequenzierten Reads. In dem myc-Kontrollansatz war die Gesamtan-
zahl von Reads am höchsten, aber es konnten nur etwa ein Viertel aller Readss
eindeutig gemappt werden. Mit Hilfe der FastQ-Anwendung wurden die Reads auf
ihre Qualität hin untersucht. Die Ergebnisse dieser Qualitätsanalyse ist als Anla-
ge auf der beigefügten CD zu finden. Die “per base sequence quality“ der 36bp
Reads aller Ansätzen mit Ausnahme myc-Kontrolle, zeigten gute Scores. Jedoch ist
auffällig, dass alle Datensätze ein Duplikationslevel der Reads von 80-90% aufwie-
sen. Auch die Visualisierung der Datensätze mit dem Integrated Genome Viewer
(IGV) bestätigte die hohe Anzahl an Duplikaten. So kamen Anreicherungen von
Reads häufig nur in Blöcken vor, die keine Überlappung einzelner Reads zeigten.
Da es sich bei diesen Blöcken wohl im PCR–Amplifikate handelte, wurden Du-
plikate aus den Datensätzen bioinformatisch herausgerechnet, dies verringerte die

Abbildung 20: Quantifizierung der kartierbaren Reads. Der Anteil der nicht kartierbaren
Reads ist bei myc bei ca. 75 Prozent, bei Gli3Amyc, Gli3Rmyc und Trps1myc liegt der Anteil
zwischen 30-50 Prozent.
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Anzahl der Reads von ca 35-50 x 106 auf rund ein Zehntel. Nachdem die ein-
zelnen Reads auf dem Referenzgenom der Maus (mm9) kartiert worden waren,
wurden im Folgenden Anreicherungen von gemappten Reads (Tags) als Peaks de-
finiert. Dazu wurde der Algorithmus MACS (Model-based Analysis of ChIP-Seq)
verwendet (Zhang u. a. 2008). MACS wurde für alle unterschiedlichen Ansätze
(anti-myc-Präzipitation in Gli3Amyc, Gli3Rmyc, Trps1myc und myc) angewandt.
Die Daten wurden im .bed-Format mit dem Programm PeakAnalyser bearbeitet,
welches u.a. sowohl die genauen Koordinaten der Peaks, als auch die Entfernung
und Position der nächsten Gene und nächstgelegenen Transkriptionsstartpunkte
angibt (Salmon-Divon u. a. 2010). Zusätzlich erfolgte eine weitere Auswertung mit
MACS, in der die Tags der myc-Kontrolle gegen die Tags der jeweiligen Ansätze
verrechnet wurden. So konnten unspezifische Bindungen des Antikörpers an die
DNA aus den Datensätzen herausgerechnet werden.

Nach dieser Verrechnung wurde mit MACS die Lokalisation der Peaks jedes ein-
zelnen Transkriptionsfaktors auf den einzelnen Chromosomen der Maus zugeord-
net (Abbildung 21). Auffallend ist, dass die Peaks nicht in Bereichen der telo-
zentrischen Centrosomen der Maus angereichert sind, abgesehen davon sind die
Peaks gleichmäßig auf den Chromosomen verteilt. Vergleicht man die Peakvertei-
lung zwischen den Gli3Amyc und Gli3Rmyc Datensätzen, so fällt auf, dass die
Peakdichte auf den Chromosomen 2, 6, 9, 12, 13 sowie auf den X und Y Chro-
mosomen sehr gering ist. Die Peaks des Trps1 Datensatzes hingegen sind bis auf
die Geschlechtschromosomen relativ gleichmäßig über alle Chromosomen verteilt.
Zusätzlich erfolgte die Verwendung eines zweiten Algoritmus zur Peakbestimmung,
CCAT (Control-based ChIP-seq Analysis Tool). CCAT zieht bei der Definition von
Peaks die Erscheinungsrate “falsch positiver“ Peaks in die Betrachtung ein (Xu
u. a. 2010). Von den Peaks, welche nach Analyse von MACS und CCAT verblie-
ben, wurde eine Aufstellung über Positionen der Peaks, Positionen der nächsten
Transkriptionsstartstelle (TSS) und einem MACS-Score, der die Tag-Anreicherung
an dem spezifischen Lokus widerspiegelt, gemacht (siehe Anlage).

Tabelle 2: Einfluss der unterschiedlichen Algorithmen auf die Anzahl der Peaks
Algorithmus Gli3Amyc Gli3Rmyc Trps1myc
MACS incl. myc 9586 14098 13570
CCAT (Abzug myc-Peaks) 33177 27050 34088
MACS (Abzug myc-Peaks) 446 489 500
MACS & CCAT (gemeinsame Peaks) 294 437 435
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(a) Gli3Amyc

(b) Gli3Rmyc

(c) Trps1myc

Abbildung 21: Verteilung der Peakanreicherungen auf den einzelnen Chromosomen. Grün
dargestellt sind Bereiche auf den Chromosomen (rot) mit eröhter Peakdichte.
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Durch die bioinformatische Analyse der Datensätze mit unterschiedlichen Algo-
rithmen und dem Herausrechnen von Peaks, die mit ähnlicher Anreicherung im
Kontrolldatansatz detektiert wurden, verringerte sich die Anzahl der Peaks von
etwa 10000 auf 300-400 Peaks pro Datensatz (Tabelle 2). Im Folgenden werden
die gefilterten Peaks als DNA-Binderegionen der einzelnen Transkriptionsfaktoren
definiert.

4.4.2 DNA-Bindemotivanalyse mit MEME

Gli3A und Gli3R besitzen die gleiche DNA-Bindedomäne im N–Terminus des Pro-
teins. Es wurde die Bindung von Gli3 an eine Gli-Konsensussequenz beschrieben
(Vortkamp u. a. 1995). Für Trps1 ist eine mittels seines GATA-Zinkfingers eine
Bindung an GATA-Motive gezeigt worden (Malik u. a. 2001). Im Rahmen dieser
Arbeit wurden Bindemotive der einzelnen Transkriptionsfaktoren in den gefunde-
nen Binderegionen ermittelt. Dazu wurden die DNA-Sequenzen der 50 Peaks mit
den höchsten MACS-Scores mit MEME (Multiple EM for Motif Elicitation) ana-
lysiert. Dabei sucht das Programm nach wiederholten lückenlosen Sequenzmotiven
(Bailey u. a. 2006). Die ermittelten Bindemotive für Gli3Amyc und Gli3Rmyc sind
sehr ähnlich (Abbildung 22(a) und (b)), Trps1myc hingegen zeigt im “Motif proba-
bility Graph“ ein abweichendes DNA-Bindemotiv (Abbildung 22(c)). Dabei zeigte
sich das Bindemotiv mit einigen Abweichungen im Gli3Amyc Datensatz 47-mal, im
Gli3Rmyc Datensatz 50-mal und das Trps1 Bindemotiv zeigte sich 46-mal.

(a) Gli3Amyc (b) Gli3Rmyc (c) Trps1myc

Abbildung 22: ”Motif probability Graph“ Darstellungen von DNA-Bindemotiven von
Gli3Amyc, Gli3Rmyc und Trps1myc

4.4.3 GREAT - eine Analyse der Datensätze mit Hilfe von Annotationen

Eine Möglichkeit, putative Zielgene der einzelnen Transkriptionsfaktoren zu iden-
tifizieren stellt die Analyse der Datensätze mit GREAT (Genomic Regions En-
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richment of Annotations Tool) dar (McLean u. a. 2010). Im Gegensatz zu den
schon verwendeten Tools zieht GREAT nicht nur die nächstgelegenen Gene als
putative Zielgene in Erwägung, sondern analysiert sowohl proximale, als auch dis-
tale genomische Regionen und überträgt die Annotationen über die biologische
Funktion von nahegelegenen Genen auf diese Regionen. Danach berechnet es sta-
tistische Anreicherungen dieser genomischen Regionen und Annotationen. Man
erlangt am Ende einen Datensatz, welcher signifikant angereicherte Annotationen
für den ChIP-Seq Datensatz enthält.

Ob die einzelnen Transkriptionsfaktoren im distalen oder proximalen Bereich von
Genen binden, ergab eine Analyse der von GREAT ermittelten potentiellen Bin-
destellen im Verhältnis zu den zugeordneten Transkriptionsstartpunkten (TSS).
Ein Großteil der Bindestellen ist in weiter Entfernung von -50 bis -500kb (22%),
bzw. +50 bis +500kb (32%) zu den nächsten TSS zu finden. Nur 6% aller Bin-
dungen sind proximal zu den zugeordneten TSS (unter 50kb) gelegen (Abbildung
23).

Es werden von GREAT mit Hilfe von GO-Annotations biologischen Prozesse, in
denen die mit den Binderegionen assoziierten Annotationen signifikant angerei-
chert sind, beschrieben. Jedem bekannten Gen sind hierbei Annotationen wie z.B.
Informationen über die Funktion der Gene, assoziierte Phänotypen, regulatorische
oder metabolische Signalwege, Expressiondaten oder Genfamilien zugeordnet. Die
Daten werden mit Hilfe von zwei unterschiedlichen Tests, einem binomischen und
einem hypergeometrischen Test, untersucht und statistische Anreicherungen von
bestimmten Annotationen beschrieben. Dabei berechnet der binomische Test, wie
groß die Wahrscheinlichkeit ist, dass Bindungen zufällig in bestimmten genomi-
schen Bereichen zu finden sind und vergleicht diesen Wert mit dem tatsächlich
aufgetretenen. Der hypergeometrische Test hingegen bearbeitet nicht die Bindere-
gion, sondern ordnet der Binderegion den nächstgelegenen TSS in einem definierten
Radius zu. Tabellen in denen für jeden Versuchsansatz angereicherte biologische
Prozesse aufgeführt sind, sind im Anhang zusammengefasst. Dabei wurden Binde-
regionen, die einigen Regulatoren der enchondralen Ossifikation, wie z.B. Runx2,
Sox9 oder Wnt5a zugeordnet sind, in Ontologien der Gli3A- und Gli3R-Datensätze
aufgefunden.

Unter den signifikant angereicherten biolgischen Prozessen des Gli3A-Datensatzes
befinden sich Ontologien über die Regulation der Chondrozytendifferenzierung (9
von 20 Genen) und der Knorpelentwicklung (12 von 26 Genen), was die Spezifität
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(a) Gli3Amyc (b) Gli3Rmyc

(c) Trps1myc

Abbildung 23: Entfernungen der Bindestellen von den zugeordneten TSS. Analyse der
Positionen von Bindungen im Datansatz von Gli3Amyc (a), des Gli3Rmyc (b) und Trps1myc
(c) zeigt eine ähnliche Verteilung der Bindungen im Verhältnis zu den TSS der mit den
Regionen assoziierten Gene. Eine Anreicherung der Bindestellen ist im Bereich von -500 bis
-50 sowie in einem Bereich von +50 bis +500kb zu finden.

des Datensatzes hervorhebt, aber auch Ontologien über die Polarität (13 von 33
Genen) oder Proliferation von Epithelien (12 von 27 Genen).

Unter den biologischen Prozessen, die im Datensatz von Gli3Rmyc angereichert
sind, befindet sich ”developmental growth involved in morphogenesis“ (12 von
28 Genen), aber auch Annotationen über die Entwicklung und Morphologie von
Organen wie z.B. des Verdauungstraktes, der Niere und dem Hinterhirn.

Die Auswertung des Trps1myc-Datensatzes hingegen zeigte in der Ontologie der
angereicherten biologischen Prozesse Annotationen über die Fettsäuresyntese, die
Regulation von Proteinubiquitinierung, die Regulation der Angionese und der Ent-
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wicklung der Blut–Hirnschranke. Interessanterweise war in diesem Datensatz die
Ontologie der MGI Expression angereichert. Diese Ontologie enthält Annotatio-
nen über spezifische anatomische Strukturen in spezifischen Entwicklungsstadien
(Theiler stages (TS)) der Maus. In dieser Liste waren Gene, deren Expression z.B.
im Axialskelett bei TS21 (26 von 54 Genen), Knorpelkondensationen der Wir-
belkörper bei TS21 (14 von 26 Genen) sowie im Humerus bei TS23 (14 von 30
Genen) exprimiert sind. Unter den in diesen Anotationen gefundenen Genen be-
finden sich u.a. Col2a1, Fbln1 & 2, Fst, Gtfrid1, Pax1, Sox9 oder Wnt5a. Diese
Gene habenn alle eine Funktion in der Entwicklung der Knorpel- oder Knochen-
anlage.

4.5 Bestätigung von DNA–Bindestellen

Im Folgenden wurden DNA-Bindestellen von Gli3Amyc und Trps1myc bestätigt.
Aus den unterschiedlichen bioinformatischen Auswertungen ergab sich eine große
Anzahl von potentiellen Binderegionen, die aufgrund ihres hohen MACS-Score
und/oder aufgrund der durch GREAT erlangten Informationen über chondrozyten-
spezifische Expressionen im Weiteren analysiert wurden. Im ersten Schritt wurden
diese Bindestellen mit Hilfe des Integrated Genome Viewers (IGV) visualisiert. Die
Verschachtelung der einzelnen Tags und die Höhe der Peaks gaben Auskunft über
ihre Qualität. So konnte u.a. ein niedriger Peak im Bereich des Gli1 -Enhancers

(a) (b)

Abbildung 24: Analyse der Bindung von Gli3Amyc und Trps1myc an potentielle Binde-
regionen. Dargestellt sind representative Anreicherungen über Hintergrund von qPCRs nach
ChIP mit anti-myc oder IgG. (a) Repräsentative qPCR-Ergebnisse nach ChIP mit Gli3Amyc
zeigen eine Bindung an einen Bereich im Wnt5a-Promotor und an Sfrp2 - und Hhip zuge-
ordnete Bindestellen. (b) Trps1myc bindet in Regionen um Fst, Sox9, Pax1 und Gtf2i. Die
Bindung an eine zusätzliche Region um Sox9 (Sox9#4 ) und Snai1 konnte nicht gezeigt
werden.
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der Kontroll-PCR nachgewiesen werden. Im Weiteren wurde die genomische Se-
quenz der potentiellen Binderegionen benutzt, um Primer zu generieren, welche
im Folgenden in qPCRs nach erneuter ChIP verwendet wurden.

Dabei wurden in Duplett-qPCRs von ChIPs mit anti-myc oder, zur Kontrolle der
spezifischen Präzipitation, unspezifischen Maus-IgGs auf Bereichen der potenti-
ellen Bindestellen durchgeführt, um die Anreicherung der einzelnen Transkripti-
onsfaktoren an Bereiche der DNA zu zeigen. qPCRs mit Kontrollprimern wurden
durchgeführt, um anschließend die Anreicherung über den Hintergrund aus dem
Ct-Wert der untersuchten Region in Relation zu dem Ct-Wert der Kontroll-qPCR
zu errechnen.

Die Analyse der Bindung von Gli3Amyc an potentielle regulative Bereiche zeigte
eine Bindung dieses Faktors an Bereiche im Wnt5a-Promotor sowie in distalen
Bereichen von Hhip und Sfrp2.

Für Trps1myc konnte eine Bindung an Bereiche um die Gene Fst, Sox9, Pax1 und
Gtf2i nachgewiesen werden. Weitere Regionen, davon eine weitere Sox9 zugeordne-
te potentielle Bindestelle sowie ein Snai1 zugeordneter Bereich konnten hingegen
nicht als Bindestellen bestätigt werden (siehe Abbildung 24 und Tabelle 3).

Tabelle 3: Überprüfte Bindestellen von Gli3Amyc und Trps1myc
Gen Position Binderegionen Distanz

zu TSS
Bdg.
Gli3Amyc

Bdg.
Trps1myc

Quote

Col2a1 chr15:97873225-97873404 -38kb nein ja 4 / 4 (Trps1)
1 / 4 (Gli3A)

Fst chr13:115299690-115300079 -50kb – ja 5 / 6
Gtf2i chr5:134805785-134806079 -15kb – ja 3 / 3
Hhip chr8:82701635-82702111 +24kb ja – 2 / 3
Pax1 chr2:147082509-147082667 -115kb – ja 5 / 6
Pthlh chr6:147093516-147094335 -107kb ja ja 6 / 7 (Trps1)

3 / 4 (Gli3A)
Sfrp2 chr3:83565580-83566594 -5kb ja – 2 / 2
Snai1 chr2:167337579 -167338059 -25kb – nein 1 / 3
Sox9#3 chr11:112487199-112487511 -29,5kb – ja 4 / 4
Sox9#4 chr11:112709949-112710165 +65kb – nein 0 / 3
Wnt5a chr14:29317174-29317331 -2,3kb ja – 3 / 4

Da die Expression aller den untersuchten Binderegionen zugeordneten Gene in der
Knochen- und Knorpelentwicklung mit der Ausnahme von Gtf2i gezeigt wurde,
wurde die Expression dieses Gens mit in situ Hybridisierungen in der embryonalen
Knochenanlage untersucht.
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4.6 Gtf2i, ein putatives Zielgen von Trps1, ist spezifisch in der
Knochenanlage exprimiert

Eine Bindung 15kb upstream des Transkriptionsfaktors Gtf2i zeigte nach Ana-
lyse mit MACS und CCAT im Trps1myc-Datensatz den höchsten MACS-Score.
Die Bindung von Trps1myc an diesen Bereich konnte mit qPCR nach ChIP
bestätigt werden (siehe Abbildung 24). Es wurde im Vorfeld eine Funktion von
Gtf2i während der Osteogenese in der Repression der durch einen Hauptregulator
der Knochenbildung, Runx2, aktivierten Transkription von Zielgenen beschrieben
(Lazebnik u. a. 2009).

Diese Daten deuten auf eine Funktion von Gtf2i während der Knochenentwicklung
hin, die Expression von Gtf2i wurde jedoch bis dato noch nicht in der Knochenan-
lage untersucht. So wurden in situ Hybridisierungen mit einer Gtf2i-spezifischen
Sonde auf den Vordergliedmaßen von Wildtypmausembryonen der Stadien E14,5

Abbildung 25: Gtf2i ist in distinkten Zonen der embryonalen Vordergliedmaßen exprimiert.
Im Stadium E14,5 ist Gtf2i in den proliferierenden sowie in den hypertrophen Chondrozyten
(siehe Pfeile) exprimiert. Die Expression im Stadium E16,5 erfolgt in der gesamten Anlage,
mit einem stärkeren Signal in der Verknöcherungszone sowie in den kollumnaren Chondro-
zyten (siehe Pfeile).
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und E16,5 durchgeführt. Die Expression von Gtf2i ist in den Vordergliedmaßen von
E14,5 Embryonen detektierbar, wobei der zentrale Bereich der Anlage, welche die
hypertrophen Chondrozyten beinhaltet, ein stärkeres Signal aufweist als die dista-
len Bereiche der proliferierenden Chondrozyten (Abbildung 25). In den verschie-
denen Zonen der Vordergliedmaßen des Stadiums E16,5 zeigen sich distinkte Un-
terschiede im Expressionsmuster. So ist Gtf2i schwach in den distalen und stärker
in kollumnaren Chondrozyten exprimiert. Im Bereich der hypertrophen Chondro-
zyten ist das Signal der in situ Hybridisierung im Vergleich zu der kollumnaren
Zone schwächer. Eine starke Expression von Gtf2i ist in der Verknöcherungszone
erkennbar (Abbildung 25). Somit wurde hier erstmals die spezifische Expression
von Gtf2i in den Knochenanlagen von E14,5 und E16,5 Wildtypembryonen doku-
mentiert.

4.7 Gli3 und Trps1 binden kooperativ an regulatorische
Elemente

Um zu zeigen, dass Gli3Amyc und Trps1myc gemeinsam Gene regulieren, wur-
den im Folgenden durch IGV aufgezeigte gemeinsame Bindebereiche analysiert,
mit qPCR nach ChIP die Bindung der Transkriptionsfaktoren an jene Bereich
überprüft und im Anschluss die regulativen Eigenschaften dieser Bereiche mit Hil-
fe von Luciferase-Experimenten untersucht.

4.7.1 Trps1 bindet an ein putatives Enhancerelement von Col2a1

Eine gemeinsame putative Bindestelle beider Transkriptionsfaktoren lag 38kb ups-
tream der Col2a1 -TSS. Col2a1 ist in allen proliferierenden Chondrozyten expri-
miert und essenziell für die Ausbildung der Wachstumsfuge (Metsäranta u. a.
1992). Ein Vergleich der Datensätze zeigte eine höhere Komplexität des Peaks
des Trps1myc Datensatzes im Vergleich zu dem Peak von Gli3Amyc (siehe Abbil-
dung 26). Diese potentielle Binderegion wurde sowohl mit GREAT im Trps1myc
Datensatz der Ontologie “Axial Skeleton“ aufgeführt, als auch in den Daten der
Analyse der Binderegionen mit CCAT und MACS mit einem hohen MACS-Score
angezeigt. Im Folgenden wurde die Bindung von Gli3Amyc und Trps1Flag an
diese genomische Region mit qPCR nach ChIP untersucht (Abbildung 26). Nach
ChIP konnte eine Bindung von Trps1myc an die potentielle Binderegion wiederholt
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte keine Bindung von Gli3Amyc an
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(a)

(b) (c)

Abbildung 26: Trps1 bindet an einen DNA-Bereich 38kb vor der Col2a1 -TSS. (a) Un-
tereinander sind jeweils die Coverage-Blots und die Bindung einzelner Tags der Gli3Amyc,
Gli3Rmyc, Trps1myc und des myc-Datensatzes dargestellt. Dabei sind Sequenzen, die auf
dem Watson oder Crick Strang der DNA hybridisieren, farblich unterschiedlich dargestellt.
Rot markiert ist der gemeinsame Bindebereich, der sich 38kb vor dem Transkriptionsstart
von Col2a1 befindet. (b) Darstellung repräsentativer Anreicherungen der Bindung des Col2a1
Fragments nach ChIP über Hintergrund nach qPCR. Trps1myc zeigte nach ChIP mit anti
myc eine höhere Anreicherung auf dem Col2a1 -Bindebereich als nach Verwendung von IgGs.
Im Gegensatz dazu kam es zu einer größeren Anreicherung des Col2a1 -Fragments nach Ver-
wendung von IgGs im Gli3Amyc Ansatz im Vergleich zu anti myc. (c) Luciferaseexperimente
zeigen eine gesteigerte Aktivierung von Col2a1-Luc nach Trps1Flag-Überexpression in HEK-
293T-Zellen. n=3, p≤ 0, 01

diesen Bereich ermittelt werden. Ob es sich bei dem gebundenen Areal um ein
cis-regulatorisches Element der DNA handelt, d.h. ob es die Aktivität von Genen
spezifisch regulieren kann, wurde im Folgenden durch Luciferase-Assays unter-
sucht.

Dabei wird die Fireyfly-Luciferase in Abhängigkeit von einem minimalen Promtor
des Vektors pGL4.23-Luc und der Binderegion exprimiert.
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Als interne Transfektionskontrolle dient die Renilla-Luciferase, die auf einem weite-
ren Plasmid konstant unter einem TK-Promotor exprimiert wird. So wurden HEK-
293T-Zellen stets mit der Renilla-Luciferase in Kombination mit pGl4.23 Vek-
tor mit und ohne Insertion des putativen Col2a1 -Enhancerbereichs (Col2a1 -Luc)
transfiziert. Um die Auswirkung der Bindung von Gli3A oder Trps1 auf die Ex-
pression der Firefly–Luciferase zu untersuchen, wurden Gli3Amyc und Trps1Flag
in Kombination mit deren jeweiligen Leervektoren transfiziert. Es zeigte sich, dass
in allen Cotransfektionen mit Col2a1 -Luc im Vergleich zu den Cotransfektionen
mit dem Leervektor pGL4.23 eine Erhöhung der relativen Luciferaseaktivität vor-
handen war, woraus sich eine regulative Eigenschaft des untersuchten Fragments
als Enhancer ableiten lässt. Die Cotransfektion von Trps1Flag führte zu einer si-
gnifikanten Erhöhung der relativen Luciferaseaktivität von Col2a1 -Luc verglichen
mit der Leerkontrolle oder Gli3Amyc-Coexpression.

4.7.2 Gli3Amyc und Trps1myc binden gemeinsam ein Fragment 107kb
upstream von Pthlh

Pthlh stellt einen Hauptregulator der Chondrozytendifferenzierung in der Wachs-
tumsfuge dar. In Abhängigkeit von Ihh in der Zone der distalen Chondrozyten ex-
primiert, inhibiert Pthlh die hypertrophe Differenzierung von Chondrozyten (Vort-
kamp u. a. 1996). Aufgrund eines erhöhtem MACS-Score wurde eine Region 107kb
upstream von Pthlh mit Hilfe von IGV analysiert. Auch hier konnten Bindungen
von Gli3Amyc und Trps1myc an übereinstimmenden DNA-Bereichen (rot mar-
kiert in Abbildung 27(a)) festgestellt werden. Die Anreicherung von Reads in den
Gli3Rmyc und myc-Datensätzen hingegen ist sehr gering (Abbildung 27(a)). Die
Analyse der Bindung beider Transkriptionsfaktoren an diesen Bereich mit qPCR
nach ChIP zeigte eine Bindung von Gli3Amyc und Trps1myc an dieses Fragment.
Luciferaseexperimente in HEK-293T-Zellen zeigten eine leichte, aber signifikan-
te Erhöhung der relativen Luciferaseaktivität in Pthlh-Luc verglichen mit dem
pGL4.23 Leervektor. Die Überexpression von Gli3Amyc und Trps1Flag führte zu
keiner Veränderung der relativen Luciferaseaktivitäten (Abbildung 27 (c)).
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(a)

(b) (c)

Abbildung 27: (a) Darstellung von gemeinsamen Taganreicherungen im Gli3Amyc und
Trps1myc-Datensatz mit IGV. Untereinander sind jeweils die Coverage-Blots und die Bin-
dung einzelner Tags der Gli3Amyc, Gli3Rmyc, Trps1myc und des myc-Datensatzes darge-
stellt. Rot markiert ist der gemeinsame Bindebereich, der sich 107kb nach dem Transkrip-
tionsstart von Pthlh befindet. (b) Repräsentative qPCR nach ChIP zeigt eine Bindung so-
wohl von Gli3Amyc, als auch von Trps1myc an die Binderegion. (c) Luciferaseexperimente
in HEK-293T-Zellen zeigen eine Steigerung der Luciferaseaktivität bei Pthlh-Luc im Ver-
gleich zu pGl4.23, diese Aktivität wird nicht durch Gli3Amyc oder Trps1Flag reguliert. n=3,
p≤ 0, 01

4.7.3 Gli3A und Trps1 regulieren gemeinsam die Aktivität des
Wnt5a-Promotors

Die Analyse von Genen mit IGV, welche die Knorpeldifferenzierung beeinflussen,
führte während der ChIP-Seq Auswertung zu der Analyse der Bindung von Trps1
und Gli3A im Promotor von Wnt5a. Wnt5a ist ein Mitglied der Familie der Wnt-
Wachstumsfaktoren.

Dabei zeigte sich, im Gegensatz zu den zuvor aufgezeigten Beispielen, eine Ver-
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(a)

(b) (c)

Abbildung 28: (a) Darstellung des Wnt5a-Promotors mit IGV. Untereinander sind jeweils
die Coverage-Blots und die Bindung einzelner Tags der Gli3Amyc, Gli3Rmyc, Trps1myc
und des myc-Datensatzes dargestellt. Dabei sind Sequenzen, die auf dem Watson oder Crick
Strang der DNA hybridisieren, farblich unterschiedlich dargestellt. (b) Gesteigerte Lucifera-
seaktivität des Wnt5a-Promotors nach Cotransfektion von Trps1Flag in HEK-293T-Zellen.
(c) Gli3Amyc und Trps1 aktivieren den Wnt5a-Promotor in ATDC5-Zellen. n=3, p≤ 0, 01

teilung von Bindungen von Gli3Amyc und Trps1myc an unterschiedliche Berei-
che des direkten Promotorbereichs in einer Region von 2,5kb (siehe Abbildung
28). Die Bindung von Gli3Amyc an die Binderegion -2,5kb vor dem Transkripti-
onsstart konnte mit qPCR nach ChIP bestätigt werden (Abbildung 24 und Ta-
belle 3). Im Folgenden wurde untersucht, ob Gli3A und Trps1 die Aktivität des
Promotors von Wnt5a gemeinsam regulieren. Dazu wurde der 2,5kb Promotorbe-
reich in einen Luciverasevektor ohne minimalen Promotor kloniert und in HEK-
293T-Zellen mit Gli3Amyc, Trps1Flag und den jeweiligen Leervektoren coexpri-
miert (Abbildung 28). Somit stellt die relative Luciferaseaktivität ein Maß für die
Promoteraktivität dar. Die Analyse der Wnt5a-Promotoraktivität führte zu einer
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Erhöhung nach Coexpression mit Trps1Flag, Überexpression von Gli3Amyc hin-
gegen führte zu keiner Erhöhung der Promotoraktivität. Um zu untersuchen, ob
die Aktivitätssteigerung des Wnt5a-Promotors durch Trps1 auch in chondrogenen
Zellen vorhanden ist, wurde das Experiment in ATDC5-Zellen wiederholt. Dabei
zeigte sich überraschenderweise ein unterschiedliches Ergebnis als in cotransfizier-
ten HEK-293T-Zellen. Expression von Gli3Amyc und Trps1Flag führten jeweils zu
einer Erhöhung der Promotoraktivität von Wnt5a, die Coexpression beider Fakto-
ren führte zu einem zusätzlichen Anstieg der Promotoraktivität in ATDC5-Zellen.
Dieser additive Effekt lies sich nur in ATDC5- und nicht in HEK-293T-Zellen beob-
achten, dies deutet auf eine zelltypspezifische Aktivierung von Wnt5a durch Gli3A
und Trps1 hin. Die aufgeführten Daten identifizieren Wnt5a als erstes gemeinsames
Zielgen der Transkriptionsfaktoren Gli3A und Trps1 in Chondrozyten.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Trps1 spezifisch an die TAD-
Domäne im C-Terminus von Gli3A bindet. Durch die direkte Interaktion mit
Gli3A reguliert Trps1 dessen zelluläre Verteilung. Aufgrund eines sekundären Ef-
fekts stabilisiert Trps1 unabhängig von dessen zellulärer Lokalisation die nukleare
Akkumulation von Gli3R. Vergleichende Analysen der ChIP–Seq Datensätze von
Gli3A und Trps1 zeigten potentielle Binderegionen beider Transkriptionsfaktoren
auf, wobei eine Bindung beider Faktoren an ein Pthlh zugeordnetes Element ge-
zeigt werden konnte. Trps1 und Gli3A regulieren zelltypspezifisch die Aktivität des
Wnt5a Promotors in Chondrozyten.

5.1 Trps1 bindet an die Transaktivatordomäne von Gli3A und
reguliert dessen zelluläre Lokalisation

In der Wachstumsfuge regulieren die Volllängenform von Gli3, Gli3A und Trps1
die Proliferation von Chondrozyten in Abhängigkeit von Ihh. Zudem sind beide
Transkriptionsfaktoren in überlappenden Regionen in der Knorpelanlage expri-
miert. Interaktionsanalysen zeigten eine spezifische Bindung von Trps1 mit des-
sen Zinkfingerdomänen 4-6 an Gli3A (Wuelling u. a. 2009). Gli3A wird in der
Abwesenheit von Hh-Signalen partiell proteolytischen degradiert, was zu der Bil-
dung einer C-terminal trunkierten Repressorform (Gli3R) führt (Wang u. a. 2000).
Mit GST-pulldown Experimenten wurde eine spezifische Interaktion von Trps1
mit dem C-Terminus von Gli3A (Aminosäuren 827-1580) nachgewiesen (Wuelling
u. a. 2009). Dieser Teil von Gli3A beinhaltet die Transaktivatordomäne (TAD),
an welche das für die Transkriptionsaktivierung wichtige CBP (cAMP respon-
se element-Bindeprotein) und der Mediatorkomplex bindet (Dai u. a. 1999; Zhou
u. a. 2006). Um die Interaktionsdomäne im C-Terminus von Gli3A zu bestätigen
und gegebenenfalls weiter einzugrenzen, wurden Gli3A Konstrukte, die zu unter-
schiedlichen Teilen C-terminale Deletionen aufweisen, kloniert. Nach Coexpression
der Gli3-Konstrukte zusammen mit Trps1Flag in HEK293-T Zellen wurden Co-IPs
durchgeführt. Es wurde eine Interaktion von Trps1Flag mit Gli3Amyc, Gli3∆Cmyc
und Gli3TDmyc nachgewiesen, jedoch keine Interaktion zwischen Trps1Flag und
Gli3Cmyc - bzw. Gli3Rmyc. Diese Ergebnisse deuten auf eine spezifische Bindung
von Trps1 an die TAD von Gli3A hin. Weitere Deletionen oder Punktmutationen
in der TAD von Gli3 würden die Interaktionsdomäne weiter eingrenzen. Da die drei
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Gli-Homologe in Vertebraten, Gli1, Gli2 und Gli3, hohe Strukturähnlichkeiten auf-
weisen, würden Interaktionsanalysen von Trps1 mit diesen Proteinen weiteren Auf-
schluss über die Regulation der Knochenentwicklung durch Trps1 und Gli-Proteine
liefern.

Es wurde gezeigt, dass die Protein–Phosphatase 2A (PP2A) die zelluläre Vertei-
lung des Trps1-Interaktionspartners HDAC4 reguliert (Li u. a. 2012). Hdac4 ist eine
Histondeacetylase, die hauptsächlich zytoplasmatisch lokalisiert ist. Im Zytoplas-
ma bindet Hdac4 im phosphorylierten Zustand an das Chaperon 14-3-3 (Grozinger
und Schreiber 2000). Pp2a kann Hdac4 dephosphorylieren, es wandert daraufhin
im hypophosphorylierten Zustand in den Zellkern und reguliert die Genexpression
durch Deacetylierung der Histone H3 und H4. Ob Pp2a einen ähnlichen Einfluss
auf die Phosphorylierung und zelluläre Lokalisation von Trps1 im Vergleich zu
seinem Interaktionsppartner Hdac4 besitzt, muss in zukünftigen Studien gezeigt
werden.

Durch die Mutation der NLS von Trps1 kann dieses nicht mehr in den Zellkern
transportiert werden. So ist es im Zytoplasma zu finden und die in dieser Ar-
beit erhobenen Daten deuten daraufhin, dass die zytoplasmatische Lokalisation
von Trps1 zu einem vermehrten Level an zytoplasmatischen Gli3A führt. So ist es
möglich, dass zytoplasmatisches Trps1 ähnlich wie Hdac4 an ein Chaperon gebun-
den ist und durch direkte Interaktion mit Gli3A dessen Translokalisation in den
Zellkern blockiert oder das Protein im Zytoplasma stabilisiert. Tatsächlich wurde
eine Interaktion von Trps1 mit dem Chaperon Hsp90 bereits gezeigt (Pasdziernik
2012). Für die Stabilisierung Gli3As durch Trps1 in Abhängigkeit von dessen zel-
lulärer Verteilung spricht die signifikante Anreicherung von Gli3A im Nukleus über
das Zytoplasma nach Coexpression mit Trps1YFP, verglichen mit der Coexpressi-
on von Gli3A mit der zytoplasmatischen Trps1-Variante. Der Anteil an nuklearem
Gli3A sinkt hingegen nur um 20% nach Trps1R952C-GFP Coexpression, somit ließ
sich keine Beeinflussung des Kernimports von Gli3A durch die zytoplasmatische
Anreicherung von Trps1 zeigen.

In der Vergangenheit wurde PP2A zudem als Regulator der nuklearen Lokalisation
von Gli3 identifiziert (Krauss u. a. 2008). Aktivierung von PP2A führt zu einer
vermehrten Lokalisation von GLI3 im Zytoplasma. Inhibition von PP2A hingegen
resultiert in einem Anstieg an nuklearem GLI3. Die Anreicherung von GLI3 im
Zellkern führt in HeLa-Zellen zu einer gesteigerten Expression des GLI3-Zielgens
CYCLIN D1. Somit reguliert PP2A die Genaktivität von Hh-Zielgenen durch die
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Beeinflussung der zellulären Lokalisation von GLI3. Dies geschieht aber nicht durch
direkte Phosphorylierung von Gli3 durch PP2A, ein sekundärer Effekt führt zur
Relokalisation von GLI3 (Krauss u. a. 2009). Inwieweit Pp2a die zytoplasmatosche
Proteininteraktion von Trps1R952C-GFP und Gli3Amyc beeinflusst, welche zu
der Anreicherung von Gli3A im Zytoplasma führt, muss zukünftlich untersucht
werden.

Die Coexpression von Gli3Rmyc mit Trps1YFP sowie mit Trps1R952C-GFP führte
zu keinem Unterschied in der nuklearen Anreicherung im Vergleich zum Zytoplas-
ma oder im Vergleich zu DAPI. Vergleicht man diese Werte jedoch mit denen
der eGFP–Leerkontrolle, so erkennt man bei der Normalisierung zu DAPI eine
fünffache Anreicherung des Gli3R-Signals im Zellkern. In dieser Dissertation wur-
de bestätigt, dass Gli3R nicht direkt mit Trps1 interagiert, die Studien über die
zelluläre Verteilung zeigen jedoch, dass Trps1 einen Einfluss auf das Level an nu-
klearem Gli3R innehat. Dies geschieht jedoch unabhängig von der zellulären Loka-
lisation von Trps1, somit ist ein Sekundäreffekt zu beobachten. Ob diese Verteilung
abhängig von Pp2a ist, lässt sich nicht ausschließen, da in den vorausgegangenen
Lokalisationsstudien nur die Verteilung der Volllängenform von Gli3, jedoch nicht
die des C-terminal trunkierten Repressors untersucht wurde. In zukünftigen Stu-
dien sollte der beschriebene Effekt von Trps1 auf die Verteilung von Gli3A und
Gli3R mit Zellfraktionierungen bestätigt werden.

Zwei bekannte Misssensemutationen in TRPS1 führen bei Patienten zu einem
Aminosäureaustausch an der Position 592 (R zu C bzw. H)(Kaiser u. a. 2004). Pati-
enten mit diesen Mutationen zeigen den Phänotyp des Tricho–Rhino–Phalangealen
Syndrom des Typs I. Sowohl die Deletion, als auch eine Misssensemutation in ei-
nem Allel von TRPS1 führt zur Haploinsuffizienz und Ausprägung dieses Syn-
droms (Lüdecke u. a. 2001). Interessanterweise führen Misssensemutationen in der
GATA-DNA-Bindedomäne von TRPS1 zu der Ausprägung von TRPS1 Typ III,
welcher einen stärkeren Phänotyp aufzeigt als TRPS1 Typ I (Lüdecke u. a. 2001;
Kobayashi u. a. 2002a). Somit ist sowohl die fehlende Dosis von TRPS1 im Zell-
kern, als auch die unterbundene DNA-Bindung von TRPS1 mit der GATA-Domäne
verantwortlich für die Ausprägung des Phänotys bei TRPS1-Patienten.

Eine nukleare Positionierung von Trps1 begünstigt die nukleare Verteilung des
Interaktionspartners Gli3A. Wenn die Dosis von Trps1 im Zellkern verantwort-
lich für den korrekten Ablauf der Knochenentwicklung ist, ist es möglich, dass
Trps1 Einfluss auf die Knochenbildung nimmt, indem es im Zellkern als Adapter-
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protein die nukleare Verteilung von Transkriptionsfaktoren wie Gli3A oder von
Chromatin-modifizierenden Faktoren wie Hdacs durch direkte Protein-Protein-
Interaktion begünstigt und somit die Genregulation beeinflusst. Expressionsstudi-
en von Gli3A-Zielgenen wie Gli1 in Zellen mit Überexpression von Trps1 - bzw. der
Trps1R952C NLS-Mutante würde den Einfluss der zellulären Trps1-Lokalisation
auf die Expression von Hh-Zielgenen aufzeigen. Ob Trps1 einen Einfluss auf die
nukleare Lokalisation von interagierenden Hdac-Proteinen hat, wird als Arbeits-
hypothese aktueller Experimente der AG Vortkamp untersucht.

5.2 ChIP-Seq identifiziert neue Zielgene von Gli3 und Trps1

Die Interaktion der beiden Transkriptionsfaktoren Gli3A und Trps1 in Chondro-
zyten ließ eine gemeinsame Funktion in der Genregulation von Knorpelzellen ver-
muten. Darum wurde mit Hilfe von ChIP und der neuen Technologie der Next-
Generation-Sequenzierung nach gemeinsamen Zielgenen gesucht.

5.2.1 Etablierung der ChIP

Zwei Faktoren sind entscheidend für eine erfolgreiche ChIP: Die Wahl eines spezi-
fischen Antikörpers mit hoher Affinität zum Antigen sowie die Verfügbarkeit von
Gewebe oder Zellmaterial. Die genomweite vergleichbare Analyse von Trps1- und
Gli3-DNA-Bindestellen wäre idealerweise in primären Chondrozyten beispielswei-
se der Gliedmaßenanlage der Maus auf endogenem Proteinlevel erfolgt. Testläufe
mit unterschiedlichen Antikörpern führten im Vorfeld dieser Arbeit zu der Er-
kenntnis, dass kein kommerziell erwerbbarer Antikörper gegen Gli3 oder Trps1 zur
ChIP geeignet war. Viele Antikörper zeigten im Western Blot unspezifische Hinter-
grundbanden und detektierten Gli3 oder Trps1 nicht durchgehend reproduzierbar.
Da die Option von getaggten Versionen der Proteine in Mäusen wie bei Vokes u. a.
nicht bestand, wurden deshalb die einzelnen Transkriptionsfaktoren in getaggter
Version in eine Zelllinie eingebracht (Vokes u. a. 2008, 2007). Diese Methode hat
den großen Vorteil, dass für alle Ansätze derselbe Antikörper verwendet werden
konnte, was zu einer besseren Vergleichbarkeit der Datensätze beitrug.

In der Vergangenheit gab es einige Studien, in denen für die Durchführung der
ChIP oder ChIP-Seq getaggte Versionen von DNA–bindenden Proteinen in Zel-
len eingebracht wurden. Mazzoni u. a. entwickelten eine Methode, in der in ES-
Zellen eingebrachte V5-getaggte Konstrukte verwendet wurden, deren Expression
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durch die Zugabe von Doxycyklin aktiviert werden konnte (Mazzoni u. a. 2011).
Die Autoren verglichen ChIP-Seq-Datensätze von endogenem Olig2, in denen die
ChIP mit einem anti-Olig2-Antikörper durchgeführt wurde, mit Datensätzen von
Olig2V5-Zellen, in denen für die ChIP ein V5-Antikörper eingesetzt wurde. Ein
Vergleich der Datensätze zeigte eine große Übereinstimmung der gebundenen Re-
gionen, lediglich 0,2- bzw. 1,1% der Bindestellen zeigten Unterschiede in ihrer
Anreicherung. Zudem wurden in beiden Datensätzen die übereinstimmende DNA-
Bindemotive für Olig2 entdeckt. Zwischen den Faktoren Olig2 und Hoxc9 wurde
bis dato noch keine Verbindung gezeigt. Der Vergleich des Olig2V5-Datensatzes
mit einem ChIP-Seq-Datensatz von Hoxc9V5 zeigte eine spezifische Bindung der
jeweiligen Faktoren an die für sie definierten DNA-Bindemotive sowie eine geringe
Anzahl an gemeinsamen Peaks. Diese Studie demonstriert, dass die Verwendung
von getaggten Transkriptionsfaktoren für die ChIP-Seq eine gute Alternative zu
der Präzipitation von endogenen Proteinen darstellt, da die Ansätze mit denen bei
einer Verwendung von spezifischen Antikörper vergleichbar ist, aber Unterschiede
zu Datensätzen anderer Proteine mit den selben Tags aufweisen.

Der in dieser Arbeit für die Präzipitation verwendete myc-Antikörper wurde im
Vorfeld in unterschiedlichen Experimenten verwendet und getestet. So wurde in
allen mit Retroviren infizierten ATDC5-Kulturen die Expression der Konstruk-
te mittels Western Blot nachgewiesen. Dafür wurde jeweils derselbe monoklona-
le anti-myc-Antikörper wie für die ChIP verwendet. Immunopräzipitationen mit
myc-getaggtem Gli3A und Gli3R führten stets zu einer spezifischen Anreicherung
der Proteine, wenn die IP-Lysate mit einem myc-Antikörper detektiert wurden.
Zusätzlich wurden infizierte Zellen mit Immunfluoreszenzfärbungen auf die zel-
luläre Verteilung der getaggten Proteine hin untersucht. Die Färbungen zeigten
eine zelluläre Verteilung der Proteine ähnlich der endogenen Transkriptionsfak-
toren, was die Spezifität der Methode unterstreicht. Dabei ist es wichtig, dass
die myc-Tag-Kontrolle im Vergleich zu den getagten Transkriptionsfaktoren eine
ubiquitäre Verteilung innerhalb der Zellen zeigte und kein spezifisches Expressi-
onsmuster. Tatsächlich zeigte der Kontroll-ChIP-Seq-Datensatz des myc-Tags eine
gleichmäßige Verteilung der Tags auf dem Genom ohne hohe Anreicherungen, was
darauf hinweist, das weder der myc-Tag, noch der verwendete Antikörper zu Ar-
tefakten im Datensatz geführt haben.

Alle durchgeführten Kontrollen im Vorfeld der ChIP sind auch in den Richtlini-
en zu ChIP-Seq des ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements)-Konsortiums
beschrieben (Landt u. a. 2012). Zusätzlich sprechen sich die Autoren für eine Kon-
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trolle der Spezifität des Antikörpers durch Knockdown der Zielproteine durch Me-
thoden wie siRNA gefolgt von Detektion mit dem spezifischen Antikörper in Wes-
tern Blot aus. Da eine Analyse der myc-Kontrolle im Western Blot im Vergleich zu
den getaggten Transkriptionsfaktoren keine Proteinbanden lieferte, ist davon aus-
zugehen, dass knockdown Experimente vergleichbare Ergebnisse liefern würden.
Eine zusätzliche Kontrolle der Antikörperspezifität wäre die Analyse der immu-
nopräzipitierten Zelllysate mit Massenspektrometrie. In diesem Experiment sollte
bei Spezifität des Antikörpers das Zielprotein mit hoher Anreicherung durch Mas-
senspektrometrie in den präzipitierten Proben gefunden werden.

5.2.2 Qualität des ChIP-Seq-Datensatzes

Die Qualität eines ChIP-Seq-Datensatzes kann auf unterschiedliche Arten unter-
sucht werden. Einen ersten Eindruck über die Qualität vermittelt eine Mappingsta-
tistik. Es ist daraus ersichtlich, dass ein Teil der sequenzierten Reads nicht auf dem
Referenzgenom der Maus kartiert werden konnten. In der Kontrollsequenzierung
mit dem myc-Tag konnten 80% der Reads nicht auf das Referenzgenom kartiert
werden, bei den restlichen Ansätzen bewegt sich dieser Wert zwischen 30-50%.
Dieses Problem tritt häufig bei geringen DNA-Mengen während der Generierung
der Library auf, bei der an die präzipitierten DNA-Fragmente Adapter mit nicht
genomischen Sequenzen ligiert werden, die mit komplementären Sequenzen auf
der Oberfläche der Flow Cell hybridisieren. Liegen die Adapter nun im Überschuss
vor, so können Selbstligationen auftreten. Werden diese Religanten nicht effektiv
vor der Amplifikation der Library entfernt, so kommt es zu der Sequenzierung
von reinen Adaptersequenzen, die dann als nicht kartierbar in der Mappingstatisik
auftreten (Barski und Zhao 2009).

Die Reads der einzelnen Datensätze wurden mit FastQC auf ihre Qualität unter-
sucht. Dabei fiel auf, dass die Qualität der 36bp Reads bei allen Ansätzen außer
myc eine gute Qualität aufwiesen (Vergleiche Anlage). Die Analyse der Duplikati-
onslevel hingegen zeigte, dass in allen Ansätzen die Sequenzen der Reads ein Dupli-
kationslevel von 80-90% zeigten. Diese schwache Komplexität des Datensatzes ließ
sich auch durch Visualisierung der Peaks mit IGV bestätigen. Oft kamen Reads in
Blöcken vor und waren nicht ineinander verschachtelt. Da es sich bei diesen Blöcke
wohl um PCR–Amplifikate handelte, wurden Duplikate aus den Datensätzen her-
ausgerechnet, was die Anzahl der Reads von ca. 35-50 x 106 auf rund ein Zehntel
verringerte. In den Richtlinien des ENCODE-Konsortiums ist ein Richtwert von
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10 x 106 einfach gemappten Reads pro ChIP-Seq-Replikat angegeben, der vorlie-
gende Datensatz beinhaltet nach Abzug der Replikate zwischen 2-4 x 106 einfach
gemappte Reads. Somit ist die schwache Komplexität und das niedrige Taganrei-
cherunslevel der in den vorliegenden Datensätzen ermittelten Peaks auf eine zu
geringe DNA-Ausgangsmenge für die Durchführung der ChIP-Seq zurückzuführen
ist.

Die Analyse des Gli3Rmyc-Datensatzes mit IGV ergab sehr wenige Peaks guter
Qulität, sodass das Hauptaugenmerk der vergleichenden ChIP-Seq-Auswertung auf
die Gemeinsamkeiten des Gli3Amyc- sowie Trps1myc-Datensätze gelegt wurde. Die
DNA-Konzentration des Gli3Rmyc-Ansatzes war nach der Herstellung der Library
am geringsten verglichen mit den weiteren Ansätzen, was zu der geringen Qualität
dieses Datensatzes beigetragen hat.

Ein Faktor, der die Effizienz der ChIP bestimmt, ist die Häufigkeit des Auftre-
tens von DNA-Proteinbindungen. Dabei ist nicht die Höhe der Expressionslevel,
die durch Überexpression der Transkriptionsfaktoren angepasst wurde, ausschlag-
gebend, sondern die Häufigkeit und Affinität der Protein-DNA-Interaktion. Die
Erhöhung der Menge an Startmaterial und der für die Präzipitation benötigten
Beads und Antikörper erhöhte die Effizienz der qPCRs nach ChIP deutlich. Jedoch
brachten diese Verbesserungen aufgrund der anhaltend geringen DNA-Mengen
nicht den gewünschten Effekt für eine weitere Durchführung der ChIP-Seq. Weitere
Verbesserungen der Methode, wie z.B. neue Anpassungen der eingesetzten Lysat-
mengen oder der Waschschritte könnten helfen, die Effizienz der ChIP in Zukunft
weiter zu verbessern.

Die Bindung von Gli3 an einen publizierten Enhancerbereich von Gli1 (Vokes u. a.
2007) konnte mit qPCR nach ChIP sowie mit Analysen der Peakregionen mit IGV
bestätigt werden. Im Gegensatz dazu konnten zuvor beschriebene direkte Bindun-
gen von Gli3 z.B. in Promotorbereichen von Gli1 (Dai u. a. 1999) nicht identifiziert
werden. Auch dies könnte mit der schwachen Komplexität des ChIP-Seq Daten-
satzes zusammenhängen, sodass eine schwache DNA-Bindung nicht nachgewiesen
werden konnte. Dieser Umstand könnte zudem für beschriebene Binderegionen von
Trps1 zutreffen. Bindungen von Trps1 an GATA-Motive in Promotorbereichen von
u.a. Stat3, Pthlh, Sox9 oderOcn konnte im vorliegenden Datensatz nicht bestätigt
werden. In allen genannten Beispielen wurden unterschiedliche Zelltypen für den
Nachweis der Bindung verwendet, somit könnte zudem eine zelltypspezifische Re-
gulation von Trps1 vorliegen.



5 DISKUSSION 100

5.2.3 Motiv- und Positionsanalyse der DNA-Binderegionen

Zunächst wurden in den Sequenzen der 50 Peaks mit den höchsten Scores gemäß
MACS nach angereicherten DNA-Bindemotiven gesucht. Das im Trps1-Datensatz
angereicherte DNA-Bindemotiv TCTCCCA/TG/C zeigte keine Ähnlichkeit zu
dem Bindemotiv der Gli3A- bzw. der Gli3Rmyc-Datensätze. Für Trps1 wurde in
der Vergangenheit eine Bindung an GATA–Konsensussequenzen in Promotorbe-
reichen beschrieben (Malik u. a. 2001), das in dieser Studie beschriebene DNA-
Bindemotiv hingegen zeigte keine Ähnlichkeit zu dem GATA-Konsensusmotiv.
Die Applikation MEME wies für Gli3Amyc und Gli3Rmyc ein sehr ähnliches
DNA-Bindemotiv (CCTGTGTG/C) aus. Dieses Motiv zeigt keine erkennbaren
Gemeinsamkeiten mit dem Gli-Konsensusmotiv (GACCACCCA) (Kinzler und Vo-
gelstein 1990). Würde es sich jedoch um ein Artefakt handeln, würden die DNA-
Binderegionen im Trps1myc-Datensatz ein ähnliches DNA-Bindemotiv angerei-
chert sein, oder das Vorkommen der vier unterschiedlichen Basen wäre an allen
Positionen gleich hoch und es könnte keine Motivanreicherung identifiziert werden.
Die genomweite Analyse der Bindung von Gli3RFlag an DNA zeigte, dass das Gli-
Bindemotiv nur in Regionen, die sich innerhalb von 2kb um die TSS befanden,
signifikant angereichert war. Jene stellten jedoch nur 11% aller Binderegionen dar
(Vokes u. a. 2008). Eingehende Analysen der DNA-Bindemotive brachte weitere,
von dem Gli-Konsensusmotiv abgewandelte oder neue Motive hervor. Vokes u. a.
erklärten das Auftreten neuer Bindemotive mit einem indirekten Mechanismus,
z.B. einer Interaktion von Gli3 mit einem weiteren DNA-bindenden Faktor.

Das Auftreten von im Vergleich zu den beschriebenen Konsensussequenzen ab-
weichenden Motiven lässt sich durch ein von Cooper u. a. beschriebenen Modell
erklären. Demzufolge kann ein Faktor in vielen unterschiedlichen Zelltypen an ein
bestimmtes Konsensumotiv binden, zudem wird über die Interaktion mit gewebss-
pezifischen Transkriptionsfaktoren eine zelltypspezifische Regulation der Genex-
pression unterstützt (Cooper u. a. 2007).

Das Vorkommen von den in EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)-Studien
definierten abweichenden Gli- bzw. GATA-Bindemotiven in Datensätzen mit zu-
meist distal zu TSS gelegenen Bindemotiven ist zudem durch ein Modell der Gen-
regulation, das auf unterschiedlichen Affinitäten der einzelnen Faktoren zu DNA-
Bereichen beruht, zu erklären. So wurden in EMSA-Experimenten Motive mit der
höchsten Affinität für den jeweiligen Transkriptionsfaktor beschrieben. Diese Mo-
tive befinden sich meist in proximalen Promotorbereichen, wo die Transkriptions-
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faktoren mit einer hohen Affinität binden und die Genexpression regulieren. Die
Bindung von Faktoren an entfernte cis-regulatorische Elemente, die zur Schlau-
fenbildung der DNA und Rekrutierung von weiteren Faktoren führt, ist ein Be-
standteil der differenziellen Genregulation und dient der gewebsspezifischen Fein-
justierung der Genaktivität. Diese These wird durch Studien unterstützt, in denen
gezeigt wurde, dass ca. die Hälfte aller DNA-bindenden Proteine der Maus mehrere
unterschiedliche DNA-Bindemotive erkennen können (Badis u. a. 2009).

Die Bindung von Transkriptionsfaktoren an von den Konsensussequenzen abwei-
chenden Motiven kann somit durch mehrere Modelle erklärt werden (Abbildung
29). So kann durch Bindung eines weiteren DNA-assoziierten Faktors an entfernten
DNA-Bereichen das Auftreten des spezifischen, als auch des Bindemotivs des Bin-

Abbildung 29: Modell der Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren an DNA-Bereiche ohne
Konsensusmotiv. (a) Ein Transkriptionsfaktor (X) kann an sein Konsensusmotiv binden und
durch Looping der DNA aufgrund von Protein-Protein-Bindungen mit weiteren Transkrip-
tionsfaktoren (TF), welche an entfernte DNA-Bindestellen (TFBS) binden, interagieren. So
kann durch Fixierung sowohl das eigene Bindemotiv, als auch das Motiv des Intraktions-
partners identifiziert werden. (b) Alternativ kann eine Bindung des Faktor X an weitere
Transkriptionsfaktoren ohne eigene DNA-Interaktion stattfinden. (c) & (d) Faktor X kann
zusätzlich an Sequenzen, die eine schwache Affinität zu diesem Faktor besitzen, binden. Durch
Protein-Protein Interaktionen mit einem benachbarten Transkriptionsfaktor (c), oder Bin-
dung eines Co-Faktors und Anlagerung an modifizierte Histone (d) kann es zum erscheinen
von Motiven mit schwacher Affinität zum Faktor X kommen (Farnham 2009).
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departners annotiert werden (Abbildung 29(a)). Eine zweite These geht von einer
Bindung an Transkriptionsfaktoren aus, ohne dass der untersuchte Faktor selber
DNA-Interaktionen eingeht (Abbildung 29(b)). Des Weiteren kann die Entstehung
neuer DNA-Bindemotive durch die Bindung des untersuchten Transkriptionsfak-
tors an DNA-Motive mit geringer Affinität sowie Protein-Protein-Interaktionen
mit benachbarten DNA-bindenden Faktoren, welche mit höherer Affinität an den
DNA-Bereich binden, erklärt werden. So könnte nach Fixierung des untersuchten
Transkriptionsfaktors an den benachbarten Faktor ein DNA-Motiv mit der niedri-
geren Affinität im ChIP-Seq Datensatz erscheinen (Abbildung 29(c)). Als weitere
Alternative kann der Transkriptionsfaktor über einen Cofaktor an modifizierte Hi-
stone verankert werden, auch so könnten Bindestellen mit niedriger Affinität im
Datensatz erscheinen (Abbildung 29(d)) (Farnham 2009).

Eine weitere Auffälligkeit in den vorliegenden Datensätzen ist die niedrige Binde-
häufigkeit in der Nähe der TSS und das Auftreten der meisten Anreicherungen in
einer Distanz von 50-500kb zum Transkriptionsstart. Bindungen von Transkripti-
onsfaktoren in Promoterbereichen dienen der Stabilisierung der generellen Tran-
skriptionsfaktoren. Durch Looping der DNA und Protein-Protein-Interaktionen
mit Faktoren, die distale Elemente binden, wird der Kontakt zwischen distalen cis-
regulatorischen Enhancern und der Transkriptionsmaschinerie hergestellt (Farn-
ham 2009). So wurde in einer genomweiten Analyse gezeigt, dass weniger als 10%
aller getesteten humanen Transkriptionsfaktoren mehr als die Hälfte ihrer DNA-
Bindungen innerhalb von 2,5kb zu den TSS binden. Somit ist eine präferenzielle
Bindung von Gli3 und Trps1 an distale Elemente und das Auftreten der von den
Konsensusmotiven abweichenden Bindesequenzen mit einer Funktion beider Fak-
toren in der Rekrutierung von cis-regulatorischen Elementen z.B. über die Bindung
von Cofaktoren oder durch die Bindung an DNA-Motive mit niedrigerer Affinität
zu erklären.

5.2.4 Bestätigung der Bindung von Gli3A und Trps1 an putative
Bindestellen

Die mit MACS erstellten Binderegionen wurden mit GREAT auf Anreicherungen
in verschiedenen Ontologien untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die gefunde-
nen Annotationen der Gli3Amyc- und Trps1myc-Datensätze Übereinstimmungen
mit bekannten Funktionen oder Expressionsgeweben zeigten. Die Analyse der On-
tologien des Gli3Amyc Datensatzes resultierte in einer Vielzahl unterschiedlicher
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biologischer Prozesse, darunter Annotationen über die Regulierung der Knorpel-
bildung und der Chondrozytendifferenzierung, was die Spezifität dieses Datensat-
zes hervorhebt. Daneben finden sich z.B. Annotationen über die Entwicklung von
Zellpolaritäten oder Regulierung der Neurogenese. Gli3 reguliert die Etablierung
der Dorso-Ventralachse des Neuralrohrs in Abhängigkeit von Shh, über die Rolle
von Gli3A während der Etablierung der Zellpolaritäten in der Wachstumsfuge ist
jedoch bis dato nichts bekannt. Unter den DNA-Binderegionen, welche für die An-
notationen über die Knorpelbildnung und Chondrozytendifferenzierung angezeigt
wurden, befand sich u.a. der Transkriptionsfaktor c-Maf. Dieser Faktor ist in hy-
pertrophen Chondrozyten exprimiert und reguliert die terminale Differenzierung
von Knorpelzellen (MacLean u. a. 2003). Die Bindung von Gli3A an regulatorische
Elemente dieses Gens wurde im Weiteren nicht verfolgt, wäre aber eine zusätzliche
Option für zukünftige Studien.

Der Datensatz von Gli3Rmyc lieferte nur wenig angereicherte Annotationen der
biologischen Prozesse, darunter jedoch zwei Annotationen über die Entwicklung
der Niere. Dass Gli3R spezifisch die Anzahl der Nephronen reguliert, ist bekannt
(Cain u. a. 2009), ob die Repressorform von Gli3 jedoch weitere spezifische Me-
chanismen während der Nierenentwicklung reguliert, ist nicht untersucht. Zudem
wurden für Sall1 im Gli3Rmyc Datensatz eine Vielzahl von putativen Bindestellen
identifiziert. Sall1 codiert für einen Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, der, wenn mu-
tiert, bei Menschen das Townes-Brocks Syndrom (TBS) hervorrufen kann, welches
mit Defekten in der Entwicklung u.a. der Niere und der Gliedmaßen einhergeht
(Kohlhase 2000). Kawakami u. a. zeigten, dass Gli3 Signale negativ die Expression
von Sall1 und Sall3 in Phasen der frühen Gliedmaßenknospenentwicklung regulie-
ren (Kawakami u. a. 2009). Die Analyse dieser Regulation durch Gli3R durch ChIP
und qPCR sowie RNA-Analysen werden die Funktion von Gli3R in der Expression
von Sall1 aufzeigen.

Die Ontologie der angereicherten biologischen Prozesse im Trps1myc-Datensatz
ließ keinen direkten Zusammenhang mit Knorpel- oder Knochenentwicklung er-
kennen, jedoch wurden Annotationen der Expressionsregionen- und organe mit
angereicherten Bindestellen untersucht. Hierbei fanden sich zahlreiche Annotatio-
nen wie z.B. Expressionen im Axialskelett, im Knorpel der Bandscheiben oder im
Humerus. Da Trps1 in diesen Strukturen exprimiert ist, wurden einige putative
Bindestellen, welche den Genen Col2a1, Fst, Pax1, Snai1 zugeordnet wurden, mit
qPCR nach ChIP untersucht. Dabei konnte die Bindung für alle Kandidaten außer
Snai1 bestätigt werden.
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Ebenso kann eine Bindung von Trps1myc an die Peakregion von Sox9 (Sox9#3)
nachgewiesen werden, ein weiterer Peak von Sox9 (Sox9#4) wird jedoch nicht spe-
zifisch gebunden. Da Sox9 sowohl die Kondensierung der mesenchymalen Anlagen,
als auch die Differenzierung von Knorpelzellen reguliert, ist Sox9 ein Hauptre-
gulator der Chondrozytendifferenzierung. Sox9 aktiviert u.a. die Expression von
Col2a1 in Chondrozyten (Bell u. a. 1997; Kawakami u. a. 2006). Fantauzzo u. a.
zeigten, dass Trps1 spezifisch die Aktivität von Sox9 in Stammzellen von Haarfol-
likeln reprimiert. Es wurde nachgewiesen, dass Trps1 den direkten Promterbereich
von Sox9 durch spezifische Bindung an GATA-Motive in HEK-293T-Zellen regu-
liert (Fantauzzo u. a. 2012). Diese Bindung konnte im ChIP-Seq Datensatz von
Trps1myc nicht identifiziert werden, hingegen bindet Trps1 an einen distalen Be-
reich um Sox9, was auf eine zelltypspezifische Regulation dieses Gens von Trps1
durch direkte Bindung im Promotorbereich sowie über die Bindung an potenti-
elle cis-regulatorische Elemente hindeuten würde. Die Expression des transkrip-
tionellen Aktivators Pax1 startet in den Chondrozytenvorläuferzellen des Meso-
derms und bleibt während der Differenzierung bis zum prähypertrophen Stadium
bestehen. Pax1 und Sox9 wirken bei der frühen Chondrozytendiffernzierung zu-
sammen (Lefebvre und Smits 2005). Neben einer Bindung von Trps1 an einen
Sox9 -zugeordneten Bereich konnte durch qPCR nach ChIP eine Bindung -10kb
von Pax1 nachgewiesen werden. Ob diese Bindung zu einer Regulation dieser Ge-
ne führt und Trps1 so die frühe Chondrogenese durch Regulation von Sox9 und
Pax1 beeinflusst, ist unklar und bleibt ein Ziel für weitere Studien. Zusätzlich wur-
den im Gli3Amyc- und Gli3Rmyc-Datensatz diverse Bindungen, welche mit dem
Transkriptionsfaktor Sox9 assoziiert wurden, angezeigt. Ob Sox9 gemeinsam von
Gli3 und Trps1 reguliert wird, ist eine interessante These für kommende Experi-
mente.

In der Annotation des axialen Skelettes im Trps1myc-Datensatz finden sich drei po-
tentielle Bindestellen, die dem Gen Gtf2ird1 zugeordnet werden. Zudem ergab die
vergleichende Analyse des Trps1myc-Datensatzes mit MACS und CCAT die Cha-
rakterisierung einer potentiellen Bindestelle zwischen Gtf2i und Gtf2ird1 mit dem
höchsten MACS-Score dieses Datensatzes. Die Bindung von Trps1myc an diesen
Peak wurde durch qPCR nach ChIP bestätigt. Gtf2ird1 und sein Paralogon Gtf2i
sind generelle Transkriptionsfaktoren, aus einem Gen durch Duplikation und Di-
vergenz entstanden und liegen auf dem Chromosom ca. 40kb auseinander (Makeyev
u. a. 2004). Bei Patienten mit dem Williams-Beuren-Syndrom liegt ein hemizygo-
ter Verlust des Chromosomenbereichs beider Gene vor, was zu einer Ausprägung
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von charakteristischen Gesichtszügen, geistiger Behinderung und vermindertem
Größenwachstum führt (Morris und Mervis 2000). Homozygoter Verlust von Gtf2i
und Gtf2ird1 ist in der Maus letal, heterozygoter Verlust beider Gene hingegen
führt zu einem Phänotyp ähnlich des Williams-Beuren-Syndroms. Dabei zeigen
die Tiere eine veränderte Entwicklung des Gehirns, kraniofaziale Defekte, ein ver-
mindertes Größenwachstum sowie skeletale Defekte (Enkhmandakh u. a. 2009). In
Osteoblasten wurde gezeigt, dass Gtf2i die Expression von Markern der Osteo-
blastendifferenzierung, der alkalinen Phosphatase (ALP) und Osteocalcin (OCN )
spezifisch reguliert. Dabei agiert Gtf2i als Antagonist von Runx2, einem Haupt-
regulator der Knorpel- und Knochenentwicklung (Lazebnik u. a. 2009). Da Runx2
und Trps1 in überlappenden Domänen in der Knochenanlage exprimiert sind, auf
Proteinebene interagieren und auch Trps1 als Regulator der Osteocalcin-Aktivität
beschrieben wurde (Piscopo u. a. 2009), wäre eine Analyse der Gtf2i-Regulation
durch Trps1 und der Funktion von Gtf2i in der Wachstumsfuge von großem In-
teresse. Erstmals wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von Gtf2i in
Gliedmaßenanlagen untersucht. Es ergab sich eine spezifische Gtf2i-Expression in
Zonen der distalen und kollumnaren und eine schwächere Expression in den hyper-
trophen Chondrozyten. Diese Zone überlappt mit der Expressionszone von Trps1
in der Gliedmaßenanlage (Wuelling u. a. 2009). Somit wäre eine Aktivierung des
Gens durch Trps1 möglich. Die Expression von Gtf2i in Osteoblasten kann durch
die hohe Expression dieses Gens in der Verknöcherungszone bestätigt werden, da-
bei überlappen die Expressionsdomänen von Gtf2i und Runx2 in der Gliedmaßen-
anlage (Guo u. a. 2006). Im Folgenden werden Luciferase-Experimente zeigen, ob
die putative Enhancerregion eine regulatorische Aktivität besitzt. Daneben können
qPCRs der cDNA von Gtf2i und Gtf2rid1 in Trps1 Wildtyp- und Knockoutmäusen
zeigen, ob die Expressionrate dieser Gene durch Trps1 reguliert ist. Die Expressi-
onsdomänen von Gtf2ird1 in der embryonalen Knochenanlage kann mittels in situ
Hybridisierung untersucht werden, um herauszufinden, ob sich auch die Expressi-
onsdomäne von Gtf2ird1 mit Trps1 übrschneidet.

5.2.5 Gli3A und Trps1 binden gemeinsam an regulatorische Elemente

Ein potentielle DNA-Binderegion 38kb upstream von Col2a1 wurde sowohl über
die Annotationen des axialen Skelettes sowie über den hohen MACS Score nach
MACS und CCAT Analyse des Trps1myc-Datensatzes festgestellt. Die Analyse
des Peaks mit IGV zeigte einen kleineren Peak für Gli3Amyc in der selben Region.



5 DISKUSSION 106

ChIP gefolgt von qPCR bestätigte eine Bindung von Trps1myc an diesen Bereich,
wohingegen die Bindung von Gli3A nicht verifiziert werden konnte. Luciferaseex-
perimente ergaben eine regulatorische Aktivität dieser Region, die durch die Coex-
pression von Trps1Flag gesteigert wurde. Col2a1 ist in Knorpelvorläuferzellen und
in den Chondrozyten der Wachstumsfuge mit Ausnahme der hypertrophen Zone in
Abhängigkeit von Sox9 exprimiert und stellt eine funktionale Hauptkomponente
der extrazellulären Matrix von Knorpelzellen dar (Zhao u. a. 1997; de Crombrug-
ghe u. a. 2000). Neben Sox9 sind Snai1 und Slug sowie Wnt5a als Regulatoren
der Col2a1 -Expression bekannt, durch Bindung an den Promotorbereich repri-
mieren sie die Expression von Col2a1 in hypertrophen Chondrozyten (Seki u. a.
2003; Yang u. a. 2003). Da Trps1 wie Sox9 im Bereich der proliferierenden bis
prähypertrophen Chondrozyten exprimert ist, wäre eine kooperative Regulation
von Col2a1 durch Bindung von Trps1 an cis-regulatorische Elemente sowie Sox9
im Promoterbereich möglich. Ob jedoch Trps1 als Adapterprotein agiert und cis-
regulatorische Bereiche der DNA an Transkriptionsfaktorkomplexe heranbringt,
ist eine Hypothese für nachfolgende Experimente.

Für einen Hauptregulator der enchondralen Knochenentwicklung, Pthlh, wurde
eine gemeinsame Binderegion von Gli3Amyc und Trps1Flag 120kb downstream
vom Transkriptionsstart identifiziert. Pthlh kontrolliert durch den Ihh/Pthlh-
Feedbackloop die Differenzierung von proliferierenden in prähypertrophe Chon-
drozyten. Dabei aktiviert das in den prähypertrophen Chondrozyten vorhandene
Ihh die Expression von Pthlh im distalen Bereich der Knorpelanlage. Pthlh im
Gegenzug blockiert die hypertrophe Differenzierung von Knorpelzellen (Vortkamp
u. a. 1996). Vorausgegangene Studien zeigten eine negative Regulation der Pthlh-
Expression durch Gli3R in der Knochenanlage. Zusätzlich definieren GliA-Signale
die Zone der Pthlh-Expression (Koziel u. a. 2005). Somit würde eine Bindung
von Gli3A an regulatorische Elemente von Pthlh diese These unterstützen. Es
konnte eine Bindung von Trps1myc und Gli3Amyc an den Peak +107kb von Pthlh
durch qPCR nach ChIP nachgewiesen werden, dieses Fragment zeigt jedoch in
Luciferase-Experimenten in HEK-293T-Zellen keine Aktivitätsänderung nach Co-
expression beider Faktoren. Falls für die Regulierung der Aktivität des Fragments
bestimmte, knorpelspezifische Cofaktoren notwendig sind, sollte die Wiederholung
des Experiments in chondrogenen Zellen eine Veränderung der relativen Pthlh-
Luciferaseaktivität zur Folge haben. Nishioka u. a. zeigten eine direkte Bindung
von Trps1 an zwei GATA-Motive im direkten Promotor von Pthlh, zudem de-
tektierten sie in Trps1 defizienten Mäusen einen Anstieg der Pthlh-mRNA per
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RT-qPCR um das zweieinhalbfache. Dies wurde mit in situ Hybridisierungen der
Knochenanlage bestätigt. Somit zeigten sie eine Inhibierung von Pthlh durch Trps1
(Nishioka u. a. 2008). Diese Daten stehen jedoch im Widerspruch zu Experimenten
der AG Vortkamp in denen gezeigt wurde, dass Verlust von Trps1 zu einer Ver-
kleinerung der Pthlh-exprimierenden distalen Zone führt (Wuelling u. a. 2009). Die
vorliegenden Ergebnisse zeigen eine Bindung von Trps1 an cis-regulatorische Ele-
mente in ATDC5-Zellen, eine Promotorbindung konnte nicht identifiziert werden.
Die von Nishioka u. a. (2008) gezeigte Bindung von Trps1 an GATA-Sequenzen des
Promotors wurde im Gewebe des artikulären Knorples gezeigt, der sich auf Dif-
ferenzierungsebene und somit in der Expression von zelltypspezifischen Faktoren
stark von chondrogenen ATDC5 Zellen unterscheidet.

Die Regulation von Pthlh durch cis-regulatorische Elemente wird durch eine neue
Studie gestärkt, in der eine Regulation von humanen PTHLH durch cis-regulator-
ische Elemente über eine Distanz von 24,4 Megabasen, die größte bisher gemessene
Distanz zwischen einem Enhancer und dem von ihm regulierten Gen, gezeigt wird.
Zudem wird im Bereich dieses Enhancers eine lange, nicht codierende RNA gebil-
det, die konzentrationsabhängig die Expression von PTHLH reguliert (Maass u. a.
2012). Diese Studie demonstriert die Bedeutung von cis-regulatorischen Elementen
in der Genregulation während der enchondralen Ossifikation.

Neben dem Ihh-Signalweg wird die Entwicklung des Skelettes u. a. von den Mit-
gliedern der Wnt-Familie reguliert (Geetha-Loganathan u. a. 2008). Ein Vertreter
dieser Familie ist Wnt5a. Mäuse mit Deletionen für Wnt5a fehlen in embryona-
len Strukturen, wie z.B dem Schwanz, den Gesichtsknochen, der Zunge, oder den
Vorder- und Hintergliedmaßen distale Elemente. So wurde gezeigt, dass sich Wnt5a
als essenziell für die korrekte Bildung der proximo-distalen Achse der Gliedmaßen-
knospen erweist (Yamaguchi u. a. 1999). Yang u. a. fanden eine spezifische Ex-
pression von Wnt5a in der Grenzregion von proliferierenden zu prähypertrophen
Chondrozyten der Wachstumsfuge sowie in Bereichen des Perichondriums und des
Periosts (Yang u. a. 2003). Wnt5a−/− Embryonen weisen eine Reduzierung der Tei-
lungsrate der proliferierenden Chondrozyten sowie eine Verzögerung der Chondro-
zytendifferenzierung auf. Dieser Phänotyp ist, wenn auch schwächer ausgeprägt, in
Trps1∆gt/∆gt Tieren zu finden (Wuelling u. a. 2009). In einem Bereich bis -2,3kb vor
dem Wnt5a Transkriptionsstart wurden zwei potentielle Bindestellen für Gli3Amyc
sowie ein Peak für Trps1myc gefunden. Eine Bindung von Gli3Amyc an die DNA-
Sequenz des größeren, distalen Peaks konnte verifiziert werden, die Aktivierung
der Wnt5a Promotoraktivität wurde in HEK-293T-Zellen durch Trps1Flag, je-
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doch nicht für Gli3A bestätigt werden. Dagegen wurde Wnt5a in ATDC5-Zellen
sowohl durch Trps1Flag, als auch durch Gli3Amyc aktiviert. Cotransfektion bei-
der Konstrukte führte zu einer stärkeren Erhöhung der Promotoraktivität als im
Vergleich zu den Einzeltransfektionen von Trps1Flag und Gli3Amyc. Dieses Er-
gebnis zeigt erstmals, dass Gli3A und Trps1 gemeinsam die Aktivität von Genen
zelltypspezifisch in Chondrozyten regulieren können. Zu beachten ist jedoch, dass
beide Faktoren nicht in überlappenden Bereichen des Promotors gebunden haben,
dies wäre mit einer Schlaufenbildung der DNA um den Komplex der Transkrip-
tionsfaktoren zu erklären. In weiteren Experimenten sollten weiter Bereiche der
potentiellen Bindestellen mit ChIP bestätigt und auf das Vorkommen von Binde-
motiven hin untersucht werden. Mutationen dieser Motive in den Luciferasekon-
strukten könnten zeigen, ob die Bindung über diese Motive erfolgt und ob sie für
die korrekte Aktivierung der Luciferaseaktivität notwendig sind.

5.3 Ausblick in die kooperativen Genregulation von Gli3A und
Trps1

Neben der Funktion von Trps1 als Transkriptionsfaktor wurde Trps1 als spezifi-
scher Interaktionspartner einiger Histondeacetylasen (Hdacs) beschrieben. Trps1
reguliert die Aktivität dieser Enzyme und fördert die Deacetylierungsrate von Hi-
stonen in vitro und in vivo (Pasdziernik 2012). Vergleichende ChIP-Seq-Analysen
von Trps1, z.B. mit Histonmodifizierungen wie H3K9ac würde einen Einblick in
den Mechanismus der Genregulation durch Trps1 auch auf epigenetischer Ebene
gewährleisten. Dabei wäre es interessant zu erfahren, ob die Trps1-Binderegionen
auf dem Genom bestimmte Methylierungs- oder Acetylierungsmuster aufweisen.
Der Einfluss von Gli3 auf Histonmodifizierungen wurde bis dato nicht untersucht,
ebenso fehlen Angaben zur Interaktion von Gli-Proteinen mit Hdacs. So wäre es
vorstellbar, dass Gli3 wie Trps1 neben der spezifischen Genregulation auch auf
epigenetischer Ebene Einfluss auf die Struktur des Chromatins nimmt und so die
Aktivität von Genen beeinflusst.

Obwohl die Bindung und/oder Regulation von Gli3A und Trps1 an putative cis- re-
gulatorische Enhancerregionen gezeigt werden konnte, bleiben einige Fragen offen.
So beweist eine Bindung eines Transkriptionsfaktors an bestimmte DNA-Bereiche
nicht die direkte Regulation eines nahegelegenen Gens, da regulatorische Elemente
oft über Distanzen von Megabasen oder sogar auf anderen Chromosomen in die
Genregulation eingreifen. Die Methoden der 3C (Chromosome Conformation Cap-
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ture) oder 4C (Chromosome Conformation Capture-on-Chip) können die direkte
Assoziation von cis-regulatorischen Elementen zu den durch sie regulierten Ge-
nen nachweisen, dies wäre ein wichtiger Anhaltspunkt um zu zeigen, welche Gene
durch neu definierte cis-regulatorische Bereiche reguliert werden. Die Charakteri-
sierung von cis-regulatorischen Elementen in Enhancer, Silencer oder Insulatoren
kann u. a. durch die Durchführung von Luciferaseexperimenten erfolgen. Zudem
könnten diese Experimente belegen, ob Gli3A und Trps1 an unterschiedliche DNA-
Fragmente binden, auf Proteinebene Komplexe eingehen und so zu einer Konfor-
mationsänderung der DNA beitragen, oder ob sie benachbarte DNA-Motive als
Komplex binden.

Daneben sind Experimente auf RNA-Ebene, in denen eventuelle Expressionsänder-
ungen potentieller Zielgene in Überexpressions- oder knock-out-Experimenten un-
tersucht werden, wichtig bei der Zuordnung von Binderegionen zu potentiellen
Zielgenen. Die Analyse von putativen Enhancerbereichen mittels transgenen Em-
bryonen, in denen die Aktivierung dieser Bereiche in Embryonen zu unterschiedli-
chen Entwicklungstadien mittels X-Gal-Färbungen untersucht werden kann, wäre
sehr nützlich um die gewebsspezifische Regulation von Genen durch die spezifische
Transkriptionsfaktoren Gli3 und Trps1 zu untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Im Zuge dieser Dissertation sollte die Interaktion der Transkriptionsfaktoren Gli3
und Trps1 in Chondrozyten untersucht werden. Zunächst wurde durch Co–IPs ge-
zeigt, dass Trps1 an die TAD im C-Terminus des Gli3 Aktivators (Gli3A) bindet.
Dieses Ergebnis zeigt somit eine spezifische Interaktion von Trps1 mit der Aktiva-
torform von Gli3, jedoch nicht mit dessen C-terminal trunkierten Repressorform.
Diese Interaktion hat auf zellulärer Ebene eine Beeinflussung der Lokalisation von
Gli3A zur Folge. So ist nach Cotransfektion mit Trps1 das Level an Gli3A im Zell-
kern erhöht, Cotransfektion mit einer mutanten Form von Trps1, die nicht in den
Zellkern transportiert werden kann, führt im Vergleich dazu zu einem erhöhten Le-
vel von Gli3A im Zytoplasma der Zelle. Dieser Effekt ist nach Cotransfektion der
Trps1-Mutante mit Gli3R nicht zu beobachten, man erkennt jedoch ein erhöhtes
Level von Gli3R im Zellkern nach Cotransfektion mit Trps1 verglichen mit einer
Leervektorkontrolle. Dabei ist die zelluläre Verteilung von Trps1 nicht relevant,
was für das Auftreten eines sekundären Effektes bei der Stabilisierung von Gli3
durch Trps1 spricht.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine vergleichende Analyse der DNA-Bindung
von Gli3 und Trps1 mit Hilfe von ChIP-Seq durchgeführt. Zuerst erfolgte die re-
trovirale Infektion chondrogener ATDC5-Zellen mit myc-getaggten Formen von
Gli3A, Gli3R und Trps1. Nach Etablierung der ChIP wurde präzipitiertes Chroma-
tin für “Next-Generation Sequencing“ verwendet. Aufgrund der Analyse potentiel-
ler Binderegionen der einzelnen Faktoren wurden neue putative DNA-Bindemotive
von Gli3 und Trps1 entdeckt. Durch Analyse der Datensätze mit Hilfe von On-
tolgien wurden einige potentielle Bindebereiche der Transkriptionsfaktoren, wel-
chen zahlreichen Regulatoren der Chondrozytendifferenzierung zugeordnet werden
konnten, beschrieben. Mit Hilfe von qPCR nach ChIP konnten einige spezifische
Bindungen der Transkriptionsfaktoren an solche Bereiche bestätigt werden. Um die
womögliche gemeinsame Bindung von Gli3A und Trps1 an regulatorische Berei-
che des Chromatins zu überprüfen, wurden Col2a1, Pthlh und Wnt5a zugeordnete
Bereiche auf die kooperative Bindung beider Faktoren hin untersucht. Zudem wur-
de mit Hilfe von Luciferase-Experimenten die regulatorische Aktivität potentieller
Bindestellen festgestellt. Dabei konnte gezeigt werden, dass Gli3A und Trps1 ge-
meinsam an ein dem Hauptregulator der Knorpeldifferenzierung in der Wachstums-
fuge, Pthlh, zugeordnetes Element binden, die Aktivität dieses Elements jedoch
nicht durch diese Faktoren reguliert werden kann. Trps1 bindet an ein Element
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30kb vor der TSS von Col2a1, einem chondrozytenspezifischem Kollagen. Dieses
Element zeigt in Luciferaseexperimenten eine Aktivierung im Vergleich zum Leer-
vektor, diese Aktivität wird durch Coexpression von Trps1 gesteigert. Es konnte
eine Bindung von Gli3A im Promotorbereich von Wnt5a, einem Mitglied der Fami-
lien der Wnt-Signalmoleküle und Regulator der Chondrozytendifferenzierung, ge-
zeigt werden. Zudem beinhaltet der direkte Promotor eine potentielle Bindestelle
für Trps1. In Luciferaseexperimenten konnte eine Aktivierung der Promotorakti-
vität durch Coexpression von Trps1 in HEK-293T-Zellen gezeigt werden. In chon-
drogenen ATDC5-Zellen hingegen wird die Promotoraktivität jeweils durch die
Coexpression von Gli3A und Trps1 verstärkt, Coexpression von beiden Faktoren
führt hierbei zu einem additiven Effekt. Somit stellt Wnt5a das erste gemeinsame
Zielgen von Gli3A und Trps1 in Chondrozyzen dar.

Zusätzlich konnte anhand der Analyse des Trps1 ChIP-Seq-Datensatzes erstmals
die spezifische Expression von Gtf2i, einem putativen Trps1-Zielgen, in der em-
bryonalen Knochenanlage der Maus gezeigt werden.
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7 Abstract

Insights into the transcription factor interaction of Gli3 and Trps1 in
chondrocytes

The multi-zinc-finger transcription factor Trps1 is known to cooperate with Indian
hedgehog (Ihh)/Gli3 signaling to regulate chondrocyte differentiation and prolife-
ration. Co-immunoprecipitation experiments conducted both in vitro and in vivo
have demonstrated that Trps1 specifically interacts with the full length activator
form of Gli3 (Gli3A) whereas the C-terminal truncated Gli3 repressor (Gli3R)
form does not interact with Trps1.

In order to define the binding domain of Trps1 within Gli3A, co-immonoprecipi-
tations with differently truncated Gli3A C-terminal deletion constructs of have
been carried out. They resulted in a specific binding of Trps1 to the transactivation
domain in the C-terminus of Gli3A.

On an cellular level, the direct interaction of Gli3A and Trps1 influences the sub-
cellular localization of Gli3A in dependency of the cellular localisation of Trps1, as
confirmed by localisation studies using fluorescence microscopy. In contrast, Trps1
stabilizes the nuclear localization of Gli3R independently of its cellular localization
due to an by now unknown secondary effect.

In order to analyze the Gli3-Trps1 interaction on a genetic level, chromatin
immunoprecipitations (ChIP) of Trps1- and Gli3-containing complexes were per-
formed to identify genes transcriptionally targeted by Trps1 and Gli3 during
endochondral ossification. Murine chondrogenic ATDC5 cells were infected with
retroviruses carrying coding sequences for either myc-tagged fusions to Gli3A,
Gli3R, the TRPS1 protein or the myc tag alone as negative control. Expression of
the myc-tagged proteins was verified by immunofluorescence of the infected cells
using an antibody against the myc tag and by western blot analysis. Chromatin
extracts from ATDC5 cells ectopically expressing the myc-tagged proteins were
immunoprecipitated using an antibody against the myc tag. Specificity of DNA
binding by the transcription factors was investigated by qPCR using the isolated
DNA and primers specific for the published Gli3 binding sites in enhancer frag-
ments of target genes. Isolated chromatin after ChIP was used for ChIP-Seq using
library preparation and sequencing technology of Illumina.

Careful analysis of the ChIP-Seq data of Trps1 revealed the binding of Trps1 to
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a region associated with the transcription factor Gtf2i. The limb-specific expres-
sion of Gtf2i could be confirmed for the first time by in situ hybridisation in the
developing limb.

Sequence analysis of the putative binding regions displayed the occurence of yet un-
known Gli3- and Trps1 DNA-binding motifs. Analysis of the datasets reveald a spe-
cific binding of Trps1 to an enhancer region 107kb upstream of Pthlh, which is a key
regulator of Indian hedgehog signaling in the developing bone. Binding of Gli3A
and Trps1 in the promoter of Wnt5a, a factor, which coordinates chondrocyte
proliferation, could be verified by Luciferase experiments. Thereby a chondrocyte-
specific activation of the Wnt5a promoter by Gli3A and Trps1 led to an additive
enhancement of the luciferase activity after cotransfection of both factors.
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Juan C.: The role of TGFbetas and Sox9 during limb chondrogenesis. In:
Curr Opin Cell Biol 18 (2006), Dec, Nr. 6, S. 723–9

Kawakami u. a. 2009
Kawakami, Yasuhiko ; Uchiyama, Yukako ; Rodriguez Esteban, Con-
cepcion ; Inenaga, Toshiaki ; Koyano-Nakagawa, Naoko ; Kawakami,
Hiroko ; Marti, Merce ; Kmita, Marie ; Monaghan-Nichols, Paula ; Nis-
hinakamura, Ryuichi ; Izpisua Belmonte, Juan C.: Sall genes regulate
region-specific morphogenesis in the mouse limb by modulating Hox activities.
In: Development 136 (2009), Feb, Nr. 4, S. 585–94

Kinzler und Vogelstein 1990
Kinzler, K W. ; Vogelstein, B: The GLI gene encodes a nuclear protein



8 LITERATUR 118

which binds specific sequences in the human genome. In: Mol Cell Biol 10
(1990), Feb, Nr. 2, S. 634–42

Kobayashi u. a. 2002a
Kobayashi, Hiromasa ; Hino, Megumu ; Shimodahira, Makiko ; Iwakura,
Toshio ; Ishihara, Takashi ; Ikekubo, Katsuji ; Ogawa, Yoshihiro ; Nakao,
Kazuwa ; Kurahachi, Hiroyuki: Missense mutation of TRPS1 in a family of
tricho-rhino-phalangeal syndrome type III. In: Am J Med Genet 107 (2002),
Jan, Nr. 1, S. 26–9

Kobayashi u. a. 2002b
Kobayashi, Tatsuya ; Chung, Ung-Il ; Schipani, Ernestina ; Starbuck,
Michael ; Karsenty, Gerard ; Katagiri, Takenobu ; Goad, Dale L. ; Lans-
ke, Beate ; Kronenberg, Henry M.: PTHrP and Indian hedgehog control
differentiation of growth plate chondrocytes at multiple steps. In: Development
129 (2002), Jun, Nr. 12, S. 2977–86

Kohlhase 2000
Kohlhase, J: SALL1 mutations in Townes-Brocks syndrome and related
disorders. In: Hum Mutat 16 (2000), Dec, Nr. 6, S. 460–6

Koziel u. a. 2005
Koziel, Lydia ; Wuelling, Manuela ; Schneider, Sabine ; Vortkamp,
Andrea: Gli3 acts as a repressor downstream of Ihh in regulating two distinct
steps of chondrocyte differentiation. In: Development 132 (2005), Dec, Nr. 23,
S. 5249–60

Krauss u. a. 2008
Krauss, Sybille ; Foerster, John ; Schneider, Rainer ; Schweiger, Su-
sann: Protein phosphatase 2A and rapamycin regulate the nuclear localization
and activity of the transcription factor GLI3. In: Cancer Res 68 (2008), Jun,
Nr. 12, S. 4658–65

Krauss u. a. 2009
Krauss, Sybille ; So, Joyce ; Hambrock, Melanie ; Köhler, Andrea ; Ku-
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9 Anhang

In diesem Anhang sind Daten der Peakanalysen mit GREAT dargestellt. Für jeden
Datensatz ist eine Tabelle biologische Prozesse oder Expressionsorgane aufgeführt,
die nach der Analyse mit den Binom und Hyper Algoritmus signifikant angereichert
waren. Binderegionen der Gruppen mit einem Hintergrund in der Knorpel- oder
Knochenbiologie wurden einzeln dargestellt.
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Tabelle 5: Position der einzelnen Binderegionen in “Reglation of Cartilage Development“
des Gli3Amyc Datensatzes in Relation zur TSS der angegebenen Gene
Gen Peak Position
Bmp4 - 104016 - 319172
Fgf18 + 310742
Maf + 817753 + 661181 + 21497 - 31784 - 44791 - 532127
Nog + 220697
Pkdcc - 53019
Rarb + 84443
Runx2 - 413610
Shox2 + 522301
Smad1 - 14574
Sox9 - 897780 - 847970 + 8111 + 56018 + 66510 + 82990
Thrb - 346642 - 3411
Wnt5a - 768412 - 203011 - 83008 + 185534 + 450644 + 478958

Tabelle 6: Position der einzelnen Binderegionen der Annotation “Regulation of Chondrocyte
Differentiation“ des Gli3Amyc Datensatzes in Relation zur TSS der angegebenen Gene
Gen Peak Position
Bmp4 - 104016 - 319172
Fgf18 + 310742
Fgf18 + 310742
Maf + 817753 + 661181 + 21497 - 31784 - 44791 - 532127
Pkdcc - 53019
Rarb + 84443
Runx2 - 413610
Shox2 + 522301
Sox9 - 897780 - 847970 + 8111 + 56018 + 66510 + 82990
Thrb - 346642 - 3411
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Tabelle 8: Position der einzelnen Binderegionen der Annotation “Developmental Growth
involved in Morphogenesis“ des Gli3Rmyc Datensatzes in Relation zur TSS der angegebenen
Gene
Gen Peak Position
Bmp4 - 207507
Col9a1 + 399359
Esr1 - 91021 + 4520
Fgf10 + 160594
Fgfr2 - 234986 + 263181
Rdh10 + 5543 + 148533
Robo1 - 979969 - 975869 + 464983 + 862864
Sall1 - 885461 - 831175 - 745583 - 251023 - 149908 - 64008 - 22147 + 2079
Sox9 + 86412 + 156618 + 480649 + 615333
Tgfb1 + 35245
Wnt5a - 456187 - 161347
Wnt7b + 181956
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Tabelle 11: Position der einzelnen Binderegionen der Annotation “axial Skeleton“ des
Trps1myc Datensatzes in Relation zur TSS der angegebenen Gene
Gen Peak Position
Adam12 - 314026 + 85094
Alk + 536818
Arnt - 18430
Arnt2 + 41738 + 102915 + 133475
Col2a1 - 38098
Cyp26a1 + 203169
Emilin3 - 48800 + 10005
Erg - 148371
Fbln1 + 121826
Fbln2 - 4036 + 60985 + 111949 + 122172
Flnb - 763564 - 525682 - 70850
Foxa2 - 286657
Fst - 338715 - 50852
Gtf2ird1 - 9801 + 95553 + 126571
Inhba - 229208
Inhbb - 16592 + 99214 + 217938
Matn1 + 313286 + 412285 + 559616 + 874517
Neo1 + 190293
Pax1 - 108160
Pdgfra + 412399
Ror2 + 220915
Scara5 - 47103
Snai1 - 25929
Sox9 - 156115 + 79500 + 299258 + 408360
Tgfbi + 87819
Vhl + 994

Tabelle 12: Position der einzelnen Binderegionen der Annotation “humerus expression“ des
Trps1myc Datensatzes in Relation zur TSS der angegebenen Gene
Gen Peak Position
Bmp3 - 72480 - 48046
Calcr - 89282 + 44883
Col10a1 - 67899
Col2a1 - 59801 + 82928
Fmod - 72983
Gpld1 + 38875
Matn1 + 313286 + 412285 + 559616 + 874517
Nrp1 - 291279 - 159354
Sox9 - 156115 + 79500 + 299258 + 408360 + 499986 + 630106
Timp2 + 19718
Vegfa + 323086
Wnt5a - 809616 - 622743 + 40699 + 108448
Wnt5b - 98083
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bedanke mich für die Unterstützung und Betreuung während meiner Doktorarbeit,
anregende Diskussionen und Korrekturen des Dissertationsmanuskripts.
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Erklärung:
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