Charakterisierung des
Pyrophosphatmetabolismus

bei Pseudoxanthoma elasticum

Dissertation zur Erlangung des
Doktorgrades der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

Fakultat fur Chemie

Universitat Bielefeld

vorgelegt von

Mareike Dabisch-Ruthe

Bielefeld / Bad Oeynhausen
Februar 2014



Gedruckt auf alterungsbestéandigem Papier nach DIN-ISO 9706.



Diese Arbeit entstand unter der Leitung von

Prof. Dr. med. Cornelius Knabbe

am Institut fir Laboratoriums- und Transfusionsmedizin
Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen
Universitatsklinik der Ruhr-Universitat Bochum

in Bad Oeynhausen

in der Zeit von November 2010 bis Februar 2014.



Vorsitzender: Prof. Dr. rer. nat. Uwe Manthe
1. Berichterstatter:  Prof. Dr. med. Cornelius Knabbe
2. Berichterstatter:  Prof. Dr. rer. nat. Norbert Sewald

Zusatzlicher Prufer:  Dr. rer. nat. Regina Brockhinke

Tag der Disputation: 10.04.2014



DANKSAGUNG

DANKSAGUNG

Viele Personen haben mich auf dem Weg zum Gelingen dieser Arbeit unterstiitzt, ihnen allen
mochte ich fur ihre Unterstitzung danken und einige hier namentlich erwéahnen.

Herrn Prof. Dr. med. Cornelius Knabbe danke ich flr die interessante Themenstellung, die
Bereitstellung des Arbeitsplatzes sowie sein Interesse am Fortgang dieser Arbeit.

Herrn Prof. Dr. rer. nat. Norbert Sewald mochte ich fir die Bereitschaft danken, diese Disser-
tation als Gutachter zu betreuen und zu beurteilen.

Mein besonderer Dank gilt Frau Dr. rer. nat. Doris Hendig fur die Betreuung wéahrend der
gesamten Doktorarbeit. Thre Kompetenz, Hilfs- und Diskussionsbereitschaft haben mafl3geb-
lich zum Erfolg dieser Arbeit beigetragen.

Daruber hinaus danke ich der Selbsthilfegruppe flr PXE-Erkrankte Deutschlands 1999 e.V.
fur die Bereitstellung des Probenmaterials zur Forschung im Rahmen dieser Arbeit. Insbe-
sondere méchte ich mich bei Peter Hof und Lars Bauschke fir inr Engagement bedanken.

Meinen aktuellen und ehemaligen Kollegen Dr. Dr. Ingvild Birschmann, Dr. Jens Dreier,
Jessika Dumke, Marlen Ewald, Isabel Faust, Imke Grimm, Dr. Dennis Hinse, Dr. Joachim
Kuhn, Patricia Kuzaj, Christoph Lichtenberg, Dr. Christian Prante, Dr. Christina Roch, Anne-
Kathrin Vollmer, Dr. Tanja Vollmer und Dr. Jan Weile danke ich fir ihre Hilfsbereitschaft,
viele gute ldeen und die gute Arbeitsatmosphére. Ein ganz besonderes Dankeschon gilt
Melanie Weinstock fur inre Freundschaft, ohne die diese Arbeit sicher nicht zum Abschluss
gekommen waére.

Ebenfalls bedanken mochte ich mich bei meiner ehemaligen Masterstudentin Kim-Kristin
Prior sowie bei meinem ehemaligen Forschungspraktikanten Christian Bollmann.

An dieser Stelle mochte ich auch bei Frau Prof. Dr. Barbara Becker bedanken, die mein
Interesse an der naturwissenschaftlichen Forschung geweckt und geférdert hat.

Die moralische Unterstiitzung, das Verstandnis, die unendliche Geduld und die tatkraftige
Unterstitzung sowie die Begeisterung fir meine Arbeit, die mir meine Familie und meine
Freunde wahrend meiner Promotionszeit entgegenbrachten, waren und sind nicht selbstver-
standlich. Darum geht an dieser Stelle ein besonders herzlicher Dank an meinen Mann
Matthias Ruthe, meine Eltern Margret und Bernd Dabisch, meine Geschwister Christina und
Matthias Dabisch, sowie an meine Schwiegereltern Annemarie und Gerhard Ruthe. Ohne
Euch ware diese Arbeit nicht moglich gewesen.



ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Pseudoxanthoma elasticum (PXE) ist eine autosomal rezessive Erkrankung des Bindegewe-
bes, welche durch progressive Kalzifizierung und Fragmentierung der elastischen Fasern in
der Haut, der Bruchmembran des Auges sowie der GefalRwande charakterisiert ist. Ursach-
lich fir PXE sind Mutationen im ATP-Bindungskassettentransporter-Protein 6 (ABCC6). Ein
Zusammenhang zwischen ABCC6 und der Matrixkalzifizierung konnte bis heute nicht herge-
stellt werden. Insbesondere ist die Bedeutung von Pyrophosphat (PP;) als wichtigster lokaler
Regulator des Kalzifizierungsprozesses und die der PP-metabolisierenden Enzyme im Kalzi-
fizierungsprozess bei PXE unklar.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden ausgewahlte Sequenzvarianten in Genen PP;-
metabolisierender Enzyme auf eine mogliche Assoziation in einer PXE-Patienten- und einer
Kontrollkohorte (jeweils n = 190) untersucht. Die Einzelnukleotidvarianten ¢.1190-65C>A im
Gen der Alkalischen Phosphatase, ¢.313+9G>T im Gen der Ektonukleotidpyrophosphatase 1
(ENPP1) und c.294C>T im Ankylosis-Gen kamen bei PXE signifikant haufiger vor. Fur das
krankheitsassoziierte Allel ¢.313+9T konnte eine hoch signifikante Odds Ratio von 27,96
(1,66-472,30; P=0,0008) detektiert werden, weshalb von einem starken Risikofaktor fir PXE
ausgegangen werden kann.

In einem zweiten Teil der Arbeit wurde der Kalzifizierungsprozess dermaler Fibroblasten von
PXE-Patienten und gesunden Kontrollen unter dem Einfluss verschiedener Kalzifizierungsin-
duktoren untersucht. Dabei konnten erhodhte intrazelluldare Kalziumkonzentrationen in PXE-
Fibroblasten detektiert werden, welche auf eine gestorte zellulare Kalziumhomdoostase hin-
deuten. Zum ersten Mal wurde gezeigt, dass die Regulation der kalzifizierungsinhibitorischen
Proteine vom eingesetzten Kalzifizierungsinduktor abhangig ist. Des Weiteren konnte ein
geeignetes Modellsystem fir die Untersuchung der in vitro-Kalzifizierung bei PXE ohne den
Einsatz von Phosphaten oder Kalzium zur Kalzifizierungsinduktion etabliert werden. In kalzi-
fizierten PXE-Fibroblasten konnten erstmalig stark verminderte extrazellulare Matrixmolekl-
expressionen in Kombination mit hohen Expressionen der Matrixmetalloproteinasen 2 und 12
detektiert werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die pathologische Kalzifizierung eine wich-
tige Rolle in der PXE-Pathogenese spielt.

Der Hauptaspekt dieser Arbeit war die Untersuchung der PPi-Homoostase bei PXE. Erstma-
lig konnte eine Beteiligung von ABCC6 an der zellularen PP-Homdoostase gezeigt werden.
Dabei korrelierte eine signifikant erhdhte Matrixkalzifizierung mit signifikant reduzierter
ENPP1-Expression und -Aktivitat. Verglichen mit Kontrollzellen wurden in PXE-Fibroblasten
signifikant reduzierte extra- (e) und intrazellulare (i) PP;-Konzentrationen detektiert. Die PXE-
Fibroblasten kalzifizierten unter geringen PP;-Konzentrationen im Medium, wahrend die Kon-
trollzellen die reduzierten ePP-Konzentrationen mit der Generierung und dem Transport von
iPP; ausgleichen und so eine Kalzifizierung verhindern konnten. Diese Ergebnisse weisen
auf eine Funktionsstdrung in der PP;-Bereitstellung aufgrund von PP;-Transportdefekten und
reduzierter ENPP1-Aktivitat in PXE-Fibroblasten hin.

In einem letzten Teil dieser Arbeit wurde die Eigenschaft von PP; als potentieller Kalzifizie-
rungsinhibitor bei PXE untersucht. Eine Supplementation von PP; fihrte im Zellkulturmodell
zu einer signifikant reduzierten Kalzifizierung und deutet auf eine mogliche Kompensation
der gestdrten PP;-Bereitstellung in PXE-Fibroblasten hin. Diese Ergebnisse liefern Hinweise
auf eine potentielle Therapieoption fur PXE-Patienten.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit PP; erstmalig als Schliisselmetabolit der PXE-
Pathogenese und als Inhibitor der pathologischen Kalzifizierung bei PXE in einem neu etab-
lierten Modellsystem, welches ohne Kalzifizierungsinduktor auskommt, beschrieben.



SUMMARY

SUMMARY

Pseudoxanthoma elasticum (PXE) is a rare heritable disorder characterized by progressive
calcification and fragmentation of elastic fibers in the extracellular matrix (ECM) of the skin,
Bruchds membr ane i oardioMassular system.nPXE is qauwbked thyhneutations
in the ATP-binding cassette transporter gene 6 (ABCC6). Until today a link between ABCC6
and matrix calcification has not been shown. In particular, the relevance of pyrophosphate
(PP)), an important inhibitor of basic calcium phosphate crystal growth in the ECM, and of PP,
metabolizing enzymes in the calcification process of PXE has not yet been studied.

In the first part of this study, functional single nucleotide variants (SNV) in candidate genes to
be thought of as potential modifier genes associated with PXE were genotyped in PXE pa-
tient samples and controls (n=190 each). The results showed a significant association of the
SNVs ¢.1190-65C>A in the alkaline phosphatase gene, ¢.313+9G>T in the ectonucleotide
pyrophosphatase 1 gene (ENPP1) and ¢.294C>T (p.A98A) in ankylosis gene with PXE. For
the disease-related allele ¢.313+9T (ENPP1) a highly significant odds ratio of 27.96 (1.66-
472.30; P=0.0008) was detected, which shows this allele to be a strong risk factor for PXE.
Therefore, SNVs in PP; metabolizing enzymes were identified as important cofactors for
PXE.

The second part deals with analysis of the calcification process of dermal fibroblasts, isolated
from skin biopsies taken from healthy controls and PXE patients, under the influence of dif-
ferent calcification inductors. In PXE fibroblasts significantly increased intracellular calcium
levels were observed which point to an unbalanced cellular calcium homeostasis. The regu-
lation of calcification-inhibiting proteins depends on the trigger used to induce calcification,
which could be shown for the first time. Furthermore, an appropriate model system allowing
in vitro calcification for PXE studies without the addition of phosphate or calcium to trigger
calcification was established. In calcified PXE fibroblasts strongly diminished gene expres-
sion of ECM molecules combined with altered matrix metalloproteinase 2 and 12 expression
was proven. These results indicate that pathological calcification plays an important role in
modified elastic fiber synthesis and assembly, which are suspected to be associated with
PXE pathogenesis.

A major aspect of this work was to characterize PP; homeostasis in PXE. For the first time an
involvement of ABCC6 in cellular PP; homeostasis was shown. Here significantly intensified
calcification of ECM structure correlated with significantly lowered ENPP1 expression and
activity. Compared to controls, significantly reduced extra (e) and intra (i) cellular PP; concen-
trations were detected in PXE fibroblasts. PXE fibroblasts calcified at low ePP; concentra-
tions, whereas controls were able to compensate reduced ePP; levels by generating iPP; to
avoid calcification. In conclusion, these results suggest a dysfunction in PP; allocation in PXE
fibroblasts due to PP; transport defects and reduced ENPP1 activity. For this reason, in the
last part of this study the features of PP; as a potential calcification inhibitor for PXE were
analyzed. A supplementation of PP; in the cell culture model led to significantly reduced calci-
fication and suggests potential compensation of the disturbed PP; generation in PXE fibro-
blasts. These findings present supplementation of PP; as a promising drug to inhibit patho-
logical calcification in PXE.

In summary, the results of this study describe PP; as a key metabolite in the PXE pathogene-
sis and as an inhibitor of pathological calcification in PXE in a newly developed model sys-
tem which does not require any calcification inductors.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Pseudoxanthoma elasticum (PXE)

Pseudoxanthoma elasticum (PXE, Groenblad-Strandberg-Syndrom, OMIM 264800) ist eine
autosomal, rezessiv vererbbare Erkrankung des elastischen Bindegewebes, welche durch
progressive Kalzifizierung und Fragmentierung der elastischen Fasern charakterisiert ist
(Neldner und Struk 2002). PXE manifestiert sich in Haut- und Augenhintergrundsverande-
rungen sowie im kardiovaskularem System (Plomp et al. 2010). Die geschatzte Pravalenz
von PXE liegt weltweit zwischen 1:25.000 und 1:70.000, allerdings wird aufgrund der schwie-
rigen Diagnostik eine Vielzahl unentdeckter Falle vermutet (Chassaing et al. 2005; Plomp et
al. 2010). Unter den PXE-Patienten Uberwiegt der Anteil der Frauen (Verhéaltnis 2:1), der
Grund hierfur ist allerdings bis heute ungeklart (Neldner und Struk 2002; Chassaing et al.
2005). 1881 wurden die typischen Hautverdnderungen von PXE von dem franzdsischen
Dermatologen Rigal beschrieben (Rigal 1881). Darier benannte diese Hauterkrankung 1896
erstmal s MPPlsema o« laRasiar 1806). Mié schwedische Ophthalmologin Gro-
enblad und der Dermatologe Strandberg entdeckten 1926 einen Zusammenhang zwischen
den Haut- und Augenhintergrundsverdnderungen, weshalb die Erkrankung auch unter dem
Synonym Groenblad-Strandberg-Syndrom bekannt ist (Groenblad 1929; Strandberg 1929).
Nach der Identifizierung des Genlocus auf Chromosom 16 im Jahr 1997 wurden im Jahr
2000 Mutationen im ATP-Bindungskassettentransporterprotein 6 der Subfamilie C (ABCC6)
als ursachlich fur PXE identifiziert (Bergen et al. 2000; Le Saux et al. 2000).

1.1.1 Klinische Manifestation von PXE

PXE manifestiert sich in pathologischen Verédnderungen der elastischen Fasern in der extra-
zellularen Matrix (ECM) der Haut, der Bruchmembran in der Retina des Auges und der
GefalBwande. Die charakteristischen Hautveranderungen werden meist in der zweiten
Lebensdekade als gelblich-orangefarbene Papeln (Xanthoma) an flexiblen Korperbereichen
wie Hals und Achsel diagnostiziert (Abb. 1.1 A). Die kleinen Hautver&nderungen breiten sich
pflasterartig aus, bilden grof3ere Plaques an unelastischer Haut (Abb. 1.1 B) und es kommt
letztendlich zu einer starken Faltenbildung (Abb. 1.1 C) (Neldner und Struk 2002; Plomp et
al. 2010). In den meisten Fallen sind die Hautlasionen asymptomatisch und daher ein kos-
metisches Problem. Fiur die Schwere der Erkrankung sind Ver&dnderungen des Augenhinter-

grundes und des vaskulédren Systems ursachlich.
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Abb. 1.1: Hautveranderungen bei PXE-Patienten. Gezeigt sind Papeln am Hals eines 10 Jahre
alten Madchens (A), Plaques am Hals einer 36-jahrigen Frau (B), Papeln, Plaques und verminderte
Hautelastizitat bei einer 50 Jahre alten Frau (C) bearbeitet nach Plomp et al. (Plomp et al. 2010).

Die Veranderungen des Augenhintergrunds beginnen bei den meisten Patienten mit der so-
genannten Pe a u d 6 der Reting @0rangenhaut), welche eine Hyperpigmentierung des
Augenhintergrundes darstellt (Abb. 1.2 A). Spater kommt es durch die Mineralisierung der
elastischen Lamina der Bruchmembran und der damit verbundenen Trennung der Retina
von der Chorioidea, zu angioiden Streifen im Auge. Angioide Streifen sind irregulare, unre-
gelmallige und verzweigte pigmentierte Linien, die wie die Hautldsionen asymptomatisch
sind und dauerhaft bleiben (Abb. 1.2 B). Im Verlaufe der Erkrankung reagiert die Aderhaut
mit subretinaler Neovaskularisation bis hin zu Makulardegeneration und subretinalen Blutun-
gen (Abb. 1.2 C). Dies kann zur Beeintrachtigung des Sehvermdgens und letztendlich zum
Sehverlust fihren (Finger et al. 2009; Plomp et al. 2010).

Abb. 1.2: Augenhintergrundveranderungen bei PXE-Patienten. Gezeigt sind die Peau d
der Retina (A), angioide Streifen (B, Pfeile) und Makulardegeneration (C) bearbeitet nach Plomp et al.
(Plomp et al. 2010).

Des Weiteren manifestiert sich PXE im vaskuldren System durch Arteriosklerose, Hyperto-
nie, Angina pectoris, Myokardinfarkt und Schlaganfall. Fast 30 % aller PXE-Patienten leiden
schon im Alter von 30 Jahren an der sogenannten Schaufenstererkrankung, der Claudicatio
intermittens der unteren Extremitaten (Neldner 1988). Eine eindeutige Diagnose wird oft er-
schwert durch die beobachtete Heterogenitat im Krankheitsbild, die sich in einer hohen Vari-
abilitét im Erkrankungsalter, Verlauf und Schwere der Symptomatik, selbst innerhalb von
Familien, auBert (Hu et al. 2003). Eine verminderte Lebenserwartung der Patienten konnte
bisher nicht beobachtet werden (Neldner und Struk 2002).

orang:¢
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1.1.2 Histopathologie von PXE

In Hautbiopsien von PXE-Patienten zeigen sich verklumpte und fragmentierte Fasern vor
allem in der mittleren Dermis und dartber hinaus im Kern der elastischen Fasern. Mittels
Von-Kossa-Farbung lasst sich nachweisen, dass es sich hierbei vorwiegend um Kalzium-
Phosphat-Ablagerungen (Hydroxylapatit, Abb. 1.3) handelt (Otkjaer-Nielsen et al. 1977).

Abb. 1.3: Histologischer Schnitt einer Hautbiopsie eines PXE-Patienten. Gezeigt ist die Verhoeff-
van Gieson-Farbung der elastischen Fasern (A) und die Von-Kossa-Farbung der Kalzium-Phosphat-
Ablagerungen (B) einer betroffenen Hautregion modifiziert nach Plomp et al. (Plomp et al. 2010).

Die Kalzium-Phosphat-Ablagerungen sind vorwiegend in den elastischen Fasern zu finden,
die sich neben der Dermis auch in der Bruch-Membran der Retina und dem vaskularen
System befinden. Die Lokalisation der Verénderungen legt die Vermutung nahe, dass
Fibroblasten in die Pathogenese der Erkrankung involviert sind. Bisher ist unklar, ob die Kal-
zifizierung der elastischen Fasern sekundér die Fragmentierung oder ob primar die Frag-
mentierung die Kalzifizierung bedingt. Neben der abnormalen Synthese der elastischen
Fasern kommt es bei PXE auch zu einer vermehrten Ansammlung von ECM-Molekilen, u. a.
von Proteoglykanen (Pasquali-Ronchetti et al. 1981; Contrietal. 1 9 8 8 ; @f a. 2005 g
Hendig et al. 2008b). Unregelmafigkeiten in Struktur und Zusammensetzung zeigen sich
auch in den Kollagenfasern, die vor allem in einer abnormalen Anordnung der Fibrillen
begrindet ist (Pasquali-Ronchetti et al. 1981). In der unmittelbaren Umgebung der kalzifizier-
ten elastischen Fasern von PXE-Patienten konnten Proteine, wie Osteopontin (OPN), Alkali-
sche Phosphatase (ALP) und Fibronektion (FN) detektiert werden, die mit Ausnahme von

OPN in der gesunden Dermis nicht auftreten (Contri et al. 1996).
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1.1.3 Pathophysiologie von PXE

Die Entdeckung des ABCC6-Gens als genetische Ursache der PXE-Erkrankung war tberra-
schend, da ABCC6 hauptséchlich in der Leber und nur zu sehr geringen Teilen in den
betroffenen Geweben exprimiert wird und zuvor eine Assoziation von PXE mit Genen aus
der ECM vermutet wurde (Belinsky und Kruh 1999; Scheffer et al. 2002). Seither wird eine
Verbindung zwischen dem ABCC6-Defekt und der Umstrukturierung der ECM, die bei PXE-
Patienten scheinbar in Folge des ABCC6-Defektes auftritt, gesucht. Als Erklarung wurden

zwei Hypothesen aufgestellt, die sich nicht notwendigerweise ausschlielBen missen.

Die Ametabolische Hypotheseid beschreibt ®XE al
liert einen gestorten Efflux eines noch unbekannten Substrates aus der Leber, wodurch es
zu einem Mangel in der Peripherie kommt (Uitto et al. 2001). Dieses unbekannte Substrat
scheint eine wichtige Rolle in der Kalzifizierungsinhibition des Bindegewebes zu spielen
(Abb. 1.4). Eine Studie mit Hauttransplantaten an Wildtyp- (Abcc6™*) und Abcc6”-Mausen
untermauert diese Vermutung (Jiang et al. 2008). Es konnte gezeigt werden, dass ein Ser-
umfaktor von Wildtyp-Méusen die Kalzifizierung in Transplantaten der Abcc6”-Méause ver-
hindert. Umgekehrt kam es durch ein Hauttransplantat der Wildtyp-Maus in der Abcc6”-
Maus zur Kalzifizierung der ECM. Die metabolische Hypothese wird ebenso von Experimen-
ten von Le Saux et al. unterstutzt, in denen kultivierte Fibroblasten von PXE-Patienten und
Kontrollpersonen mit Serum von PXE-Patienten und gesunden Kontrollpersonen behandelt
wurden (Le Saux et al. 2006). Die Behandlung mit PXE-Serum fiihrte sowohl in den Kontroll-
zellen als auch in den PXE-Zellen zu abnormen Aggregaten, wahrend sich in Anwesenheit
von Kontrollserum die Struktur der von PXE-Fibroblasten gebildeten elastischen Fasern
normal ausbildete. Die Natur des mdglichen Substrates ist allerdings bis heute nicht aufge-
klart. In einigen Studien konnte ein Mangel an kalzifizierungsinhibitorischen Proteinen in der
Zirkulation und eine dadurch verdnderte Kalzium-Phosphat-Homoostase, die zu einer patho-
logischen Veradnderung der ECM fiihrte, beobachtet werden (Uitto et al. 2001; Hendig et al.
2006, 2008c; Gheduzzi et al. 2007; Jiang et al. 2007; LaRusso et al. 2008). In den letzten
Jahren wurden Vitamin K und Adenosin als mdgliche Substrate fiir ABCC6 diskutiert (Li et al.
2007, 2009b; Borst et al. 2008; Markello et al. 2011; Nitschke und Rutsch 2012). Vitamin K
wird durch das vom o-Glutamylcarboxylse-Gen (GGCX) carboxylierte Matrix-Gla-Protein
(MGP) aktiviert, welches im Serum von PXE-Patienten und Abcc6”-Mausen vermehrt unter-
carboxyliert und somit inaktiv vorliegt (Gheduzzi et al. 2007; Li et al. 2007). Vitamin K-
Supplementationen allerdings zeigten, dass Vitamin K nicht der ECM-Mineralisierung in PXE
entgegenwirken und somit nicht das gesuchte Substrat sein kann (Brampton et al. 2011;
Gorgels et al. 2011; Jiang et al. 2011). In in vitro-Experimenten von Szabé et al. konnte
nachgewiesen werden, dass ABCC6 auch kein Adenosin transportiert (Szabé et al. 2011).

So konnte das Substrat fur ABCC6 bislang nicht identifiziert werden.
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Abb.14:1 I lustration der Amet abol i-Rathdgenese.Hntprphybictogie i der
schen Bedingungen wird das ABCC6-Transporterprotein in groBen Mengen auf der basolateralen

Seite der Hepatozyten exprimiert. Als Effluxpumpe sorgt es fiir den Transport eines noch unbekannten

Metaboliten in die Peripherie (rechte Seite). Der Verlust der Transporteraktivitat bei PXE fluhrt zu redu-

Zierten Substratkonzentrationen, was wiederum in Kalzifizierungen der BlutgefaRe, Augen, Nieren und

der Haut resultiert (Mitte). Die Mineralisierung dieser Organe wurde in Abcc6-defizienten Mausen mit-

tels Alizarin-Rot-Farbung nachgewiesen (linke Seite). Die Abbildung wurde modifiziert nach Uitto et al.

(Uitto et al. 2009).

Die zweite Hypothese,d i € s 0 g e n aZelH yep AtPREEstUiefit eine, durch das Feh-
len der ABCCG6-Expression bedingte, Metabolismusalteration in Zellen des betroffenen
Gewebes (Bergen et al. 2007; Uitto et al. 2009). Fiur diese Annahme spricht, dass bei PXE-
Fibroblasten trotz einer geringen Expression von ABCC6 in diesen Zellen Uber mehrere
Passagen ein charakteristischer Phanotyp nachgewiesen werden konnte (Boraldi et al. 2003;
Quaglino et al. 2005; Hendig et al. 2008b; Ronchetti et al. 2013). Veranderungen im Expres-
sionsprofil, der Proliferationsrate sowie Zell- und der Zell-Matrix-Interaktionen zeigten sich
ebenfalls in dermalen PXE-Fibroblasten (Quaglino et al. 2000, 2005). Des Weiteren weisen
die elastischen Strukturen in der Haut von PXE-Patienten schon vor dem Auftreten der Kalzi-
fizierung Anomalitaten auf, die moglicherweise die Entstehung der mineralischen Ablagerun-
gen férdern bzw. Uberhaupt erst ermdglichen (Sakuraoka et al. 1994; Contri et al. 1996;
Gheduzzi et al. 2003). Wie genau diese Verdnderungen bewirkt werden, ist bislang unklar

und lasst sich durch eine ausschlief3liche systemische Ursache nur schwer erklaren.
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1.1.4 Das ABCC6-Gen und Protein

Im Jahr 2000 wurden Mutationen im ABCC6-Gen als urséchlich fir PXE identifiziert (Bergen
et al. 2000; Le Saux et al. 2000). Bis heute sind Uber 300 verschiedene Mutationen im
ABCC6-Gen bei PXE-Patienten bekannt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/lovd/status.php).
Darunter sind Nonsense- und Missense-Mutationen, Spleil3stellenalterationen, Insertionen
und Deletionen, teilweise des kompletten Gens. Die am Haufigsten auftretenden Mutationen
bei PXE-Patienten sind die Nonsense-Mutation p.R1141X (c.3421C>T, rs72653706) in Exon
24 mit einer Pravalenz von etwa 25 % in européischen Patienten sowie eine Deletion der
Exons 23 bis 29 (¢.2996_4208del), die bei etwa 25 % der US-amerikanischen Patienten auf

mindestens einem Allel vorliegt (Pfendner et al. 2007).

L0 ™MDl —————* L1 +— TMD2 —7T—7"

Walker A

Walker B
ABC-Domane
Transmembranhelix
@ issense-Mutationen

@0

Abb. 1.5: Schematische Darstellung des ABCC6-Proteins. ABCC6 besteht aus drei Transmemb-
randomanen (TMDO, -1, -2), die jeweils 5 bzw. 6 Transmembranhelices (im Schema dunkel grau
dargestellt) umfassen. Die beiden intrazellularen Nukleotidbindungsdoméanen (NBD1, -2) enthalten
mehrere Walker-Motive (dunkelblau). Als rote Punkte sind die Missense-Mutationen aufgetragen, die
bei den PXE-Patienten gefunden wurden. Die Abbildung wurde modifiziert nach
http://www.enzim.hu/~varadi/abcc6_topmod.html.

Das humane ABCC6-Gen besteht aus 31 Exons und umfasst eine Region von etwa 75 kb
auf Chromosom 16p13.1. Diese Region enthalt auch zwei eng verwandte, aber nicht funktio-
nelle Pseudogene (ABCC6- 1 uABEC6-Q2) , di e dirsibis rexndznas eins bis
vier des Gens entsprechen (Pulkkinen et al. 2001). Die hohe Homologie von tber 99 %
zwischen dem kodierenden Gen und den beiden Pseudogenen erschwert die Mutationsde-
t ekt i oREnda mes &Beéns (Pfendner et al. 2007). Das ABCC6-Gen kodiert fir den
ABCCS6-Transporter, welcher hauptséchlich in der Leber und der Niere exprimiert wird
(Bergen et al. 2000; Le Saux et al. 2000; Chassaing et al. 2005; Li et al. 2009a).
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Das 165 kDa groRRe, membranstandige ABCC6-Protein besteht aus drei hydrophoben
Transmembran-Domanen, die jeweils finf bzw. sechs Transmembranhelices umfassen
(Abb. 1.5). ABCC6 enthalt zwei hochkonservierte, intrazellulare Nukleotidbindestellen, die an
der Bindung und Hydrolyse von ATP beteiligt sind.

Die physiologische Funktion von ABCC6 ist bislang noch unbekannt. Der ABCCG6-
Transporter wird hauptsachlich auf der basolateralen Seite von Leber- und Nierenzellen
exprimiert. Im Kklinisch betroffenen Gewebe der PXE-Patienten hingegen konnten nur geringe
Mengen des ABCC6-Transporters detektiert werden (Belinsky und Kruh 1999). Es wird pos-
tuliert, dass ein gestorter Efflux eines noch unbekannten Substrates aus der Leber zu einem
Mangel in der Peripherie fuhrt und somit zu den pathologischen Veranderungen bei PXE
fuhrt (Uitto et al. 2001). Der genaue Zusammenhang zwischen dem ABCC6-Transporter und

der klinischen Symptomatik ist allerdings noch ungeklart.

1.1.5 Genetische Kofaktoren von PXE

Die klinische Auspragung von PXE ist im Hinblick auf das Diagnosealter, die Anzahl der
betroffenen Organe und die Auspragung der Symptome bei gleichen ABCC6-Mutationen
sehr variabel (Plomp et al. 2010). Um diese Variabilitéat zu erklaren, wurde spekuliert, dass
neben Umweltfaktoren und den offensichtlich PXE-auslésenden ABCC6-Mutationen auch
andere Gene, sogenannte Modifier-Gene, einen Einfluss auf die Auspragung und Variabilitat
von PXE haben kénnten. Modifier-Gene weisen Nukleotidveranderungen auf, welche alleine
keine Krankheit ausldsen, sich aber in Verbindung mit anderen Mutationen verstarkend oder
mildernd auswirken kénnen. Dabei wird angenommen, dass diese Gene in die pathologi-
schen Prozesse involviert sind und Sequenzvariationen in diesen Einfluss auf die Aktivitat
der betreffenden Proteine haben, die schlussendlich zu den beobachteten klinischen Merk-
malen von PXE fuhren. Somit hinge die Auspragung des Phanotyps maRgeblich vom ge-
samten genetischen Hintergrund des jeweiligen Individuums ab. In den letzten Jahren konnte
die Relevanz dieser Hypothese durch die Identifizierung von Modifier-Genen fir PXE besta-
tigt werden (S ¢ het ab. 2006; Hendig et al. 2007; Zarbock et al. 2007, 2009, 2010). Dabei
handelt es sich um Gene, die in der Biosynthese von Glykosaminoglykanen (Xylosyltrans-
ferase 2), bei der Regulation der biologischen Kalzifizierung (OPN, Fetuin A), des ECM-
Umbaus (Matrixmetalloproteinase 2) sowie in der Antwort auf oxidativen Stress (Katalase,
Superoxiddismutase 2) involviert sind. Alle diese Prozesse scheinen eine Rolle in der PXE-
Pathogenese zu spielen. Des Weiteren konnten Variationen im vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktorgen (vascular endothelial growth factor, VEGF) mit dem Schweregrad der

mit PXE regelm&Rig einhergehenden Retinopathie assoziiert werden.
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1.2 Die Regulation der biologischen Kalzifizierung

Ein Ungleichgewicht im Kalzium-Phosphat-Gehalt ist meist ursachlich fur die biologische
Kalzifizierung der ECM. Urspringlich wurde vermutet, dass es sich bei der Kalzifizierung um
einen passiven Prozess handelt, der aus einer Anreicherung von Kalzium und Phosphat
resultiert, welches zur Bildung von Hydroxylapatitkristallen (Ca;o(PO4)s(OH),) und zu einem
vermehrten Ausfall anderer Kalziumprazipitate (CaCO; und CaPO,) in der ECM fihrt
(Terkeltaub 2001). Gegenwartig belegen eine Vielzahl von Studien, dass sowohl die Regula-
tion des Kalzium-Phosphat-Haushaltes als auch die Mineralisierung von Geweben ein aktiv
regulierter Prozess verschiedener Proteine, Enzyme und Metaboliten ist. Kalzium dient als
zellularer Transmitter und ist fur viele Zellfunktionen, wie u. a. die Signaltransduktion, Gen-
expression, Zellproliferation und Apoptose, essentiell (Shanahan et al. 2011). Nahezu der
gesamte Energiestoffwechsel beruht auf Phosphatverbindungen, so dass auch das anorga-
nische Phosphat von Bedeutung ist. Dartber hinaus spielt dieses eine wichtige Rolle beim
Membranaufbau, der Regulation der Aktivitdt von Proteinen sowie als biologischer Puffer
(Shanahan et al. 2011). Fur diese Funktionen missen extrazellular ausreichend hohe Kon-
zentrationen an Kalzium und Phosphat zur Verfigung stehen. Zu hohe Konzentrationen

allerdings fuhren zur pathologischen Kalzifizierung.

Eine Reihe von Faktoren spielen bei der Beglinstigung oder Inhibierung der pathologischen
Kalzifizierung eine Rolle (Abb. 1.6). Hierbei kann zwischen systemischen und lokalen Kalzifi-
zierungsregulatoren unterschieden werden. Zu den systemischen Kalzifizierungsinhibitoren
zéhlen das MGP, OPN und Fetuin A, welche eine entscheidende Rolle in der Regulation der
Kalzium-Phosphat-Homdostase einnehmen. MGP und Fetuin A bilden mit den Hydroxylapa-
titen Calciprotein-Partikel und verhindern somit das Wachstum der Kristalle (Harmey et al.
2004; Jahnen-Dechent et al. 2011). Das hauptsachlich von vaskularen glatten Muskelzellen
(vascular smooth muscle cells, VSMC) und Chondrozyten synthetisierte MGP inhibiert die
Kalzifizierung in Gegenwart von Kalzium durch Komplexbildung mit dem knochenmorphoge-
netischen Protein 2 (bone morphogenetic protein 2, BMP2), einem starken Induktor der
vaskuldren Kalzifizierung, wobei der bekannte BMP2-Effekt als Promoter der Chondrogene-
se und der Knochen neutralisiert wird (Wallin et al. 2000; Zebboudj et al. 2002; Sweatt et al.
2003; Johnson et al. 2006; Cai et al. 2012). Fetuin-A, OPN und MGP werden Uber ihren
Phosphorylierungsstatus reguliert (Harmey et al. 2004; Schurgers et al. 2007; Jahnen-
Dechent et al. 2011). MGP wird zudem durch die Vitamin K-abh&ngige o-Carboxylierung an
einem Glutamatrest aktiviert, wodurch es in der Lage ist, Kalzium und Apatit zu binden
(Schurgers et al. 2008). Durch erhohte Phosphatkonzentrationen induziert der Transkripti-
onsfaktor Runx2 (Runt-&hnlicher Transkriptionsfaktor 2) die Expression von OPN (Shanahan
et al. 2011) und die Kalzifizierung durch Férderung der Differenzierung von VSMC zu einem

osteoblasten-&hnlichem Phanotyp (Kendrick und Chonchol 2011). Runx2 spielt eine wichtige
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Rolle in der Regulation der OPN-Expression in der kardiovaskularen Kalzifizierung (Sowa et

al. 2013). Exogenes OPN inhibiert die Kalzifizierung, wohingegen eine Dephosphorylierung
von OPN durch eine alkalische Phosphatase diesen Effekt reversiert (Addison et al. 2007).

Fetuin A )
Kalzium

. 4/ A7

Plasma-
membran

- T

y-Carboxylase

Osteoblasten/Chondrozyten
Differenzierung

Smad
DOOX
Kern

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der Hauptregulationsfaktoren des Kalzifizierungsprozes-
ses. Diese Abbildung wurde modifiziert nach Ronchetti et al. (Ronchetti et al. 2013).

Neben der systemischen Regulation von Kalzifizierungsprozessen ist auch die lokale Homo-
ostase von Kalzium und Phosphat zwischen Zelle und ECM geregelt. Das anorganische Py-
rophosphat (PP;) ist der wichtigste lokale Regulator des Kalzifizierungsprozesses und agiert
als Inhibitor des Kalziumkristallwachstums in der ECM (Terkeltaub 2001). PP; ist ein Ester
von zwei Phosphationen und féllt als Nebenprodukt vieler Stoffwechselprozesse, wie z. B.
dem Cholesterinabbau, an (Goldstein et al. 1990; Buhaescu und lzzedine 2007). Es wird
angenommen, dass ein substantieller Anteil der extrazellularen, zirkulierenden PP; von der
Leber ausgeschieden wird (Rachow und Ryan 1988). Ein Ungleichgewicht zwischen intra-
und extrazellularen PP;-Konzentration induziert eine ektope Kalzifizierung in der ECM. Da
PP; im Kdrper schnell hydrolysiert und transportiert wird, sind einige Enzymen nétig, um die
PP;-Konzentration aktiv zu beeinflussen. Die extrazellularen Konzentrationen des PP; werden
eng von der transmembranen Ektonukleotidpyrophosphatase 1 (ENPP1) reguliert, welche
Nukleosidtriphosphate, wie ATP, GTP, CTP, TTP und UTP durch Freisetzung von PP; und
Diadenosinpolyphosphat in ihre korrespondierenden Monophosphate hydrolysiert. Durch den

PP;-Kanal Ankylosis (ANKH) gelangt PP; vorwiegend aus der Zelle in den extrazellularen
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Raum, wodurch ANKH indirekt inhibierend auf die Bildung von Kalzium- phosphatkristallen
einwirkt (Terkeltaub 2001; Harmey et al. 2004; Rutsch et al. 2011). Die gewebeunspezifische
membranstandige alkalische Phosphatase (ALP) spaltet PP; und phosphorylisiert OPN, wo-
bei beide Kalzifizierungsinhibitoren inaktiviert werden und Phosphat (P;) freigesetzt wird.
Daruiber hinaus induziert PP; die Expression von OPN uber den Erk1l/2- und den p38-
MAPKinase-Signalweg (Addison et al. 2007). P; ist ein wichtiger Induktor der Ablagerung von
Kalziumkristallen und der ECM-Mineralisierung (Shanahan et al. 2011). Die Na/P;-Ko-
transporter PIT-1 und PIT-2 regulieren zeit- und konzentrationsabhangig die zytosolische P;-
Konzentration, in dem sie P; in den intrazellularen Raum transportieren (Shanahan et al.
2011).

1.3 Biologische Kalzifizierung bei PXE

Die pathologische Kalzifizierung ist ein gangiges Merkmal des Alterungsprozesses und ist
ebenfalls haufig assoziiert mit einer Reihe verbreiteter Erkrankungen, wie Arteriosklerose,
Diabetes und chronischer Nierenerkrankung (chronic kidney diseases, CKD), ebenso wie mit

einigen seltenen Erkrankungen (z. B. PXE und das Keutelsyndrom (Giachelli 1999; van Varik
et al. 2012; Zhu et al. 2012)). Die physiologische Funktion von ABCC6 und dessen Einfluss

auf den Kalzifizierungsprozess in PXE sind bis heute unbekannt. Entgegen der Kenntnisse
aus anderen Kalzifizierungserkrankungen (Hyperphosphatamie oder Hyperkalzédmie) konnte
in den Kalzium- und Phosphatserumkonzentrationen von PXE-Patienten im Vergleich zu den
nichtbetroffenen Verwandten und gesunden Kontrollpersonen kein Unterschied festgestellt
werden (Hendig et al. 2006; Boraldi et al. 2012). Studien aus den letzten Jahren berichteten
von veranderten Expressionen systemischer und lokaler Kkalzifizierungsinhibitorischer
Proteine als Ergebnis der ABCC6-Defizienz in PXE-Patienten und Abcc6-Knockout-Mausen
(Hendig et al. 2006, 2008c; Gheduzzi et al. 2007; Jiang et al. 2007, 2010; Boraldi et al.
2012). Die Beteiligung von MGP und OPN im Pathomechanismus von PXE konnte bereits
nachgewiesen werden. Verglichen mit gesunden Kontrollpersonen wurden im Blut von PXE-
Patienten und in Abcc6”-Mausen signifikant geringere MGP-Konzentrationen detektiert
(Gheduzzi et al. 2007; Jiang et al. 2007; Hendig et al. 2008c). In Hautbiopsien betroffener
Regionen von PXE-Patienten wurden héhere OPN-Expressionen als in Proben gesunder
Individuen nachgewiesen (Contri et al. 1996). OPN konnte ebenfalls als Modifier-Gen fur
PXE identifiziert werden (Hendig et al. 2007). In der Dyscalc-1-Maus wurde eine positive
Korrelation der ABCCG6-Defizienz und einer erhdhten OPN-Expression beobachtet
(Aherrahrou et al. 2008; Sowa et al. 2013). Eine Beteiligung von BMP2 oder Runx2 hingegen
konnte in der PXE-Pathogenese bisher noch nicht beschrieben werden. Erniedrigte Serum-

konzentrationen des systemischen Kalzifizierungsinhibitors Fetuin A konnten in Tragern von
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ABCC6-Mutationen nachgewiesen werden (Hendig et al. 2006; Jiang et al. 2010). Eine

Fetuin-A-Defizienz steht in Assoziation mit verminderter Elastizitat der GefaRwénde (Jahnen-
Dechent et al. 2011). PXE-Patienten leiden im Verlauf der Erkrankung haufig an Gefal-
wandverdnderungen, bei denen sich vor allem Ablagerungen in der Intima sowie der Media-
Schicht zeigen (Kornet et al. 2004).

Die Identifizierung von ABCC6-Mutationen bei einer weiteren seltenen Erberkrankung be-
kannt als generelle arterielle Kalzifizierung bei Sauglingen (generalized arterial calcification
of infancy, GACI, OMIM 208000), welche hauptséchlich durch Mutationen im ENPP1-Gen
verursacht wird, suggeriert, dass gleiche Stoffwechselwege bei PXE und GACI betroffen sein
konnten. GACI ist durch progressive Kalzifizierung der elastischen Lamina, der fibrotischen
myointimalen Proliferation von Zellen der muskuléren Arterien und einer daraus resul-
tierenden Stenose in der neonatalen Phase charakterisiert (Iravathy Goud Kalal et al. 2012).
Eine ENPP1-Defizienz resultiert in geringeren PP;-Konzentrationen, was bei Patienten mit

GACI zu pathologischer Kalzifizierung fuhrt (Le Boulanger et al. 2009; Nitschke et al. 2012).

Die Entdeckung erhdhter ALP-Aktivitatswerte bei PXE-Patienten und PXE-Fibroblasten und
die Vermutung, dass das im Blut nhachgewiesene PP; hauptséachlich aus der Leber stammt,
weisen auf eine mdgliche Beteiligung des PP; und der PP;-metabolisierenden Enzyme an der
PXE-Pathogenese hin (Neldner 1988; Neldner und Struk 2002; Boraldi et al. 2012). Eine
kirzlich erschienene Studie unterstitzen diese Vermutungen, liefert aber keine eindeutigen
Beweise oder Erklarungen (Jansen et al. 2013). Jansen et al. zeigten, dass die Uberexpres-
sion von ABCC6 in HEK293-Zellen die ATP-Sekretion und die extrazellulare PP;-
Akkumulation induziert und beschrieb, dass plattchenfreies Plasma von Abcc6-Knockout-
Mausen signifikant reduzierte PP-Konzentrationen aufweist (Jansen et al. 2013). Eine sys-
tematische Untersuchung des Kalzifizierungsprozesses in PXE-Fibroblasten zur Aufklarung

des Pathomechanismus wurde allerdings bis heute nicht durchgefinhrt.

1.4 Die Bedeutung der extrazellularen Matrix fur die Kalzifizierung bei PXE

Die histopathologischen Kennzeichen von PXE sind eine progressive Kalzifizierung und
extensive Veranderung der ECM in verschiedensten Geweben. Die ECM ist ein komplexes
Netzwerk verschiedener Strukturproteine mit unterschiedlichen Funktionen und einer
komplexen Regulation mit vielen Schritten und Mediatoren. Kalziumhaltige Ablagerungen,
welche bei der PXE-Kalzifizierung vorhanden zu sein scheinen, kénnen verschiedene Rollen
bei der Zellteilung und bei der Matrixmetalloproteinase-Synthese und -Aktivierung ein-

nehmen sowie auch als Aktivator von Signaltransduktionswegen oder als nukledre Transkrip-
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tionsfaktoren dienen (Cheung et al. 1984; Cheung 2000). Die ECM ist kein starres Gewebe,

sondern befindet sich in einem permanenten Abbau- und Umbauprozess, wobei die
Matrixmetalloproteinasen (MMP) eine zentrale Rolle spielen. In PXE-Fibroblasten konnten
erhohte mRNA-Expressionen und Proteinkonzentrationen der Matrixmetalloproteinase 2
(MMP2) nachgewiesen werden (Quaglino et al. 2005). Zuséatzlich wurden erhohte MMP2-
und MMP9-Serumkonzentrationen in PXE-Patienten und eine MMP2-Sequenzvariante als
genetischer Kofaktor fur PXE identifiziert (Diekmann et al. 2009; Zarbock et al. 2010). MMP
gelten als Schliusselenzyme, welche die Degradation von Elastin (ELN) und Kollagen (COL)
verursachen und somit die Voraussetzung fir die Ablagerung von Kalziumphosphaten in der
ECM schaffen (Galis und Khatri 2002; Basalyga et al. 2004; Lee et al. 2006). ELN und COL
als Hauptbestandteile der ECM verleihen ihr Struktur, Zugfestigkeit, Flexibilitat und Elastizi-
tat. Studien konnten zeigen, dass die Desorganisation von Kollagenfasern und die Elastin-
degradation als Kalzifizierungsinduktoren dienen (Basalyga et al. 2004; Shindyapina et al.
2013). Fragmentierung und Mineralisierung der elastischen Fasern scheinen eng miteinan-
der verbunden zu sein. In PXE-Fibroblasten konnten erhdhte Syntheseraten von ELN und
COL sowie gesteigerte Mengen von Proteoglykanen nachgewiesen werden ( G~ t etialn g
2005; Quaglino et al. 2005; Le Saux et al. 2006; Hendig et al. 2008a).

Die ECM hat nicht nur passive Strukturfunktionen, sondern reguliert eine Reihe von biologi-
schen Prozessen, wie die Zelladhasion und Migration, die Differenzierung, Entwicklung und
Apoptose. Diese Funktionen werden durch die Interaktion von Adh&sionsproteinen wie
FN und Lamin, welche simultan an mehrere verschiedene Matrixkomponenten binden, er-
moglicht. Zusatzlich ist die ECM ein Reservoir fur Wachstumsfaktoren und Zytokine. Ein
Defekt oder das Fehlen einer Komponente der ECM fihrt zu einer veranderten oder gestor-
ten Struktur sowie einer verdnderten Regulation der biologischen Prozesse. Viele Erkran-
kungen beruhen auf Defekten von ECM-Komponenten. Eine defekte Lyslyoxidase (LOX)
z. B. resultiert in einer gestorten Quervernetzung der Kollagene (Ehlers-Danlos-Syndrom),
wahrend Mutationen im Fibrillin-1-Gen (FBN1), welches essentiell fur die Bildung elastischer
Fasern ist, zum Marfan-Syndrom fihrt (Pinnell 1982; Dietz et al. 2005).

Die elastischen Fasern in der Dermis der PXE-Patienten liegen als kurze, fragmentierte,
aggregierte und kalzifizierte Fasern vor (Plomp et al. 2010). Bis heute konnten die Ursachen
hierfir nicht aufgeklart werden. Griinde kdnnten eine fehlerhafte Synthese, eine erhéhte
Degradation der elastischen Fasern oder eine Kombination aus beidem sein. Bis heute sind
die Expression von Struktur- und Regulatorproteinen der ECM und die Regulation der

biologischen Prozesse unter progressiver Kalzifizierung in PXE-Fibroblasten unbekannt.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

PXE ist charakterisiert durch eine progressive Kalzifizierung und Fragmentierung der elasti-
schen Fasern in der ECM der Haut, der Bruchmembran in der Retina des Auges und der
GefalRwande. Einigen kalzifizierungsinbitorischen Proteinen, wie z. B. MGP und OPN,
konnten in der PXE-Pathogenese schon eine Bedeutung zugeschrieben werden. PP; als der
wichtigste lokale Regulator des Kalzifizierungsprozesses und Inhibitor des Kalziumkristall-
wachstums in der ECM wurde in seiner Bedeutung und die der PP;-metabolisierenden

Enzyme im Kalzifizierungsprozess bei PXE bis heute nicht untersucht.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollen ausgewahlte Sequenzvariationen in Genen von PP-
metabolisierenden Enzymen (ALP, ANKH und ENPP1) als potentielle Modifier-Gene auf eine
Assoziation mit PXE oder einem PXE-Phéanotyp hin analysiert werden, um die hohe
Variabilitat des PXE-Ph&notyps weiter aufzuklaren. Im zweiten Teil der Arbeit soll der
Kalzifizierungsprozess dermaler Fibroblasten aus Hautbiopsien von PXE-Patienten und
gesunden Kontrollpersonen néher untersucht und charakterisiert werden. Hierzu soll im ers-
ten Schritt der Einfluss verschiedener Kalzifizierungsinduktoren (RGlyPO,, Na,HPO,4, CacCl,)
auf die Kalzifizierung bei PXE beobachtet werden. AnschlieBend soll die Kalzifizierung mit-
tels histochemischer Farbung identifiziert sowie anhand der relativen Genexpression und
Proteinexpression ausgewahlter kalzifizierungsinbitorischer Proteine und durch die Bestim-
mung von intra- und extrazellularen Kalziumkonzentrationen analysiert werden. Auf Grund-
lage dieser Untersuchungen soll ein geeignetes Modellsystem fir Kalzifizierungsstudien an
PXE, welches dem beobachteten PXE-Phanotyp entspricht, entwickelt werden und im
Weiteren eingesetzt werden. Bis heute sind die Expression von Struktur- und Regulator-
proteinen der ECM und die Regulation der biologischen Prozesse unter progressiver Kalzifi-
zierung von PXE-Fibroblasten unbekannt. Deshalb soll in dieser Arbeit die Expression von
fir die Synthese und Assemblierung der elastischen Fasern im Kalzifizierungsprozess

dermaler Fibroblasten wichtiger Enzyme und Komponenten untersucht werden.

Einen weiteren Aspekt stellt die Untersuchung der PP-Homoostase bei PXE dar, die die
Konzentrationsbestimmung von extra- und intrazellularem PP; sowie die Gen- und Aktivitats-
bestimmung ausgewahlter PP;-metabolisierender Enzyme zu verschiedenen Zeitpunkten des
Kalzifizierungsprozesses umfassen soll. Die hieraus gewonnenen Erkenntnisse sollen im
letzten Teilprojekt im Hinblick auf den Einsatz von PP; als Kalzifizierungsinhibitor fir PXE
eingebunden werden. Dabei sollen folgende Fragestellungen im Fokus der Arbeit stehen: Ist
eine Reduzierung des Kalzifizierungsgrades bei PXE durch eine Supplementierung von PP;
moglich? Welche Effekte hat eine PP;-Supplementation auf die Expression und Aktivitat der

PP-metabolisierenden Enzyme im Kalzifizierungsprozess?
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2 MATERIAL

2.1 PXE-Patienten- und Kontrollkohorte

Fur die genetische Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit standen EDTA-Blutproben und
genomische DNA einer PXE-Patientenkohorte sowie einer Kontrollkohorte von gesunden
Blutspendern aus Nordrhein-Westfalen zur Verfigung. Die Anamnese-Befragung, Diagnose
und die Blutenthahme der PXE-Patienten wurden von 2001 bis 2008 in der PXE-Ambulanz
der Dermatologischen Klinik am Krankenhaus Bethesda in Freudenberg nach publizierten
Konsensus-Kriterien durchgefuihrt (Lebwohl et al. 1994). Die ABCC6-Genotypisierung erfolg-
te am Herz- und Diabeteszentrum NRW in Bad Oeynhausen. Die héaufigste Mutation
€.3421C>T wurde mittels direkter Sequenzierung analysiert ( G~ t ét al.r2@03; Schulz et al.
2006). Eine Multiplex-PCR wurde eingesetzt um die haufig vorkommende 16 kb-Deletion
c.EX23 EX29del zu detektieren (Hu et al. 2004). Zum Aufspliren weiterer ABCC6-
Deletionen bzw. Insertionen, welche mittels direkter Sequenzierung Ubersehen werden
koénnten, wurde eine Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) angewendet
um unvollstandige ABCC6-Genotypen zu vervollstandigen (Costrop et al. 2010). Diese
Studie wurde von der Ethikkommission genehmigt und alle Patienten gaben ihr Einver-
standnis. Insgesamt stand eine Kohorte von 526 PXE-Patienten und Angehorigen zur
Verfiigung. Hiervon wurden 190 Patientenproben fur die Untersuchung von Einzelnukleotid-
sequenzvarianten im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Jedem PXE-Patienten wurde ein
entsprechender gesunder, anonymisierter Blutspender zugeordnet. Hierzu wurden sowohl
das Geschlecht als auch das Alter beriicksichtigt (Tab. 2.1). Die Bereitstellung der Blut-
proben erfolgte durch den Blutspendedienst OWL des Herz- und Diabeteszentrums NRW.

Tab. 2.1: Klinische Charakteristika der PXE-Patienten und der Kontrollkohorte.
Angegeben sind das Geschlecht, das Alter, das Diagnosealter und die Organbeteiligung.

Charakteristik PXE-Patienten Kontrollkohorte

(n=190) (n=190)
Geschlecht méannlich/weiblich, n 56/134 56/134
Alter in Jahren 46,9 (15,1) 46,9 (15,1)
Diagnosealter in Jahren 31,8 (16,4) n. z.
Organbeteiligung
Haut, n 169 (89 %) n. z
Augen, n 157 (83 %) n.z
Kardiovaskulares System, n 79 (42 %) n.z
Bluthochdruck, n 58 (31 %) n.z
Herz, n 29 (15 %) n. z.
Gastrointestinaltrakt, n 28 (15 %) n. z.

n. z., nicht zutreffend, da Personen der Kontrollkohorte keine typischen PXE-Symptome aufwiesen.
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2.2 Humane Zelllinien

Dermale Fibroblasten von vier PXE-Patienten wurden aus Hautbiopsien wie von Hendig et
al. beschrieben expandiert (Hendig et al. 2008b). Die Entnahme der Hautbiopsien, die Erstel-
lung der PXE-Diagnose, weitere Untersuchungen und die Befragung der Probanden hinsicht-
lich ihrer Anamnese erfolgten durch die PXE-Ambulanz der Dermatologischen Klinik am
Krankenhaus Bethesda in Freudenberg. Diese Studie wurde von der Ethikkommission
genehmigt und alle Patienten gaben ihr Einverstandnis. Die dermalen Fibroblasten von vier
gesunden Kontrollpersonen wurden bei den Firmen Cambrex (Walkersville, USA), Coriell
(Camden, USA) und Genlantis (San Diego, USA) kommerziell erworben. Alle Zellen wurden
auf fibroblastenspezifische Expressionsmarker (Thy-1, CD90) mittels Antikdrper-markierter
Immunfluoreszenz Uberprift (Dianova, Germany). Die Hauptcharakteristika der Kontroll- und

PXE-Fibroblasten sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.

Tab. 2.2: Verwendete humane Zelllinien.

Angegeben sind das Geschlecht, das Alter, die Entnahmeregion und der entsprechende, mittels
Sequenzierung bestimmte, ABCC6-Genotyp. Bei den Kontrollzellen ist zudem die vertreibende Firma
angegeben.

Zell- Ge- 1 Entnahme-

2 3
linie schlecht Alter region ABCC6-Genotyp Status
PXE-Patientenzellen
P128M mannlich 51 Hals €.3769_3770insC ¢.3769_3770insC hm

(p.L1259fsX1277) (p.L1259fsX1277)
P255F  weiblich 48 Unterarm €.3421C>T c.2787+1G>T cht
(p.R1141X)
P265F weiblich 62 Hals €.1132C>T €.3421C>T cht
(p.Q378X) (p.R1141X)
P308M mannlich 42 n.s. c.3421C>T c.-90ins14 cht
(p.R1141X)
Gesunde Kontrollzellen
F42A weiblich 42 Abdomen - - wit
(Cambrex)
F50UA  weiblich 50 Abdomen - - wit
(Coriell)
M45D mannlich 45 Gesicht - - wit
(Genlantis)
M56D mannlich 56 Gesicht - - wt
(Genlantis)

"Alter in Jahren.

2Nukleotidenummerierung basiert auf der cDNA-Sequenz mit A als erster Nukleinsaure im ATG-Translationsstart
+1 (GenBank-Accessionnummer NM_001171.2).

3Genotypstatus: hm = homozygot, cht = compound-heterozygot, wt = Wildtyp. n. s., nicht spezifiziert.
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2.3 Medien und Reagenzien fir die Zellkultur

Antibiotika/Antimykotika-Losung (AB/AM 10 x)
DMEM (1 x high glucose)
DPBS (1 x)

Einfriermedium

FCS (fotales Kalberserum)

Kalzifizierungsmedien

Trypsin-EDTA-L6sung (10 x)

2.4  Chemikalien und Reagenzien

A d e n o s -phosphosufiate sodium salt (APS)

A d e n o s -riphesphaté disodium salt
hydrate (FLAAS)

Agarose NEEO Ultra-Qualitat

Alizarin Rot S (ARS)

Ammoniak (32 %)

Anti-ABCC6 (rabbit monoclonal antibody)

Ascorbinsaure (AA)

b-Glycerophospat-Dinatriumhydrat (R3GlyPO,)

b-Mercaptoethanol

BSA (100 pg/mL)

Borsaure

Bromphenolblau

Calcein-AM solution

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Dinatriumhydrogensulfat (Na,HSO,)

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

40 % (v/iv) DMEM
40 % (viv) FCS
20 % (v/iv) DMSO

Biochrom, Berlin

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PAN Biotech, Aidenbach

1) DMEM + 10 % FCS + 1 % AB/AM

+ 10 uM BRGIlyPO4 + 50 pg/mL AA

+ 5% DPBS

2) DMEM + 10 % FCS + 1 % AB/AM

+ 2,5 uM Na,HPO, + 5 % DPBS

3) DMEM + 10 % FCS + 1 % AB/AM

+ 8 uM CaCl, + 5 % DPBS

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Fluka, Buchs, Schweiz
Roth, Karlsruhe

Abcam, UK

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

New England BioLabs, Frankfurt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
MoBiTec GmbH, Gdéttingen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt
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dNTP (100 mM) Solis BioDyne, Tartu, Estland
Dithiothreitol (DTT) Invitrogen, San Diego, USA
Essigsaure Roth, Karlsruhe
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich, Steinheim
Ethanol (99,9 %) Roth, Karlsruhe
Et hidiumbromid (500 ¢ g/Ruoth, Karlsruhe
Farnesylpyrophosphat (FPP) Sigma-Aldrich, Steinheim
Firefly-luciferase-assay-ATP-mix (FLAAM) Sigma-Aldrich, Steinheim
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) Sigma-Aldrich, Steinheim
IgG- H+L (rabbit polyclonal antibody, HRP) Abcam, UK
Kalziumchlorid (CaCl,) Sigma-Aldrich, Steinheim
Oligo dT-Primer Biomers, Ulm
Oligonukleotide (Primer) Biomers, Ulm
Saccharose Merck, Darmstadt
Salzséure Merck, Darmstadt
Sephadex G50/G150 GE Healthcare, Buckinghamshire, UK
Tris-HCI Roth, Karlsruhe
Trypanblau-L6sung Sigma-Aldrich, Steinheim
T hy mi d-monephoSpNat p-nitrophenylester

sodium salt Sigma-Aldrich, Steinheim
Wasser (Rotisolv HPLC-Gradient-Grade) Roth, Karlsruhe
Wasser (Aqua B. Braun) Braun, Melsungen
Xylencyanol Roth, Karlsruhe
Zoledronsaure (ZOL) Sigma-Aldrich, Steinheim

2.5 Losungen und Puffer

0,5 % Ammoniumhydroxid Ammoniak (32 %) in dest. H,O

Alizarin-Rot-S-Farbelésung 100 mL dest. H,O
1 g Alizarin Rot S
mit 0,5 %iger Ammoniumhydroxid-Lésung
pH auf 4,1 - 6,0 einstellen

Auftragspuffer 50,0 mM EDTA
60,0 % (w/v) Saccharose
1,4 % (w/v) Xylencyanol
1,4 % (w/v) Bromphenolblau
mit 50 mL dest. H,O aufflillen und steril
filtrieren
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SDS-Laufpuffer

TBE-Puffer (pH 8,3)

TBS-T-Puffer

Transferpuffer

2.6 Enzyme

ATP-Sulfurylase

BseAl

BsmAl

BsMFI

BstNI

Eco47l

Exonuklease |

Haelll

HpyCH4llI

Mspl

Nlalll

Platinum Tag DNA-Polymerase
Sau3Al

Sgel

Shrimp Alkaline Phosphatase

2.7 Reaktionssysteme

Agilent RNA 6000 Nano Kit
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit

100 mL 10 x Tris-Glycin SDS Laufpuffer
900 mL H,0O

100 mM Tris-HCI
90 mM Borsaure
1 mM EDTA
mit dest. H,O auf 1 L aufftillen

150 mM NaCl
50 mM Tris/HCI (pH 7,6)
0,1 % Tween-20
mit dest. H,O auf 1 L auffillen

430 mL H,O
20 mL Tris-Glycin Transfer Puffer (25 x)
50 mL MeOH

New England BioLabs, Frankfurt
New England BioLabs, Frankfurt
New England BioLabs, Frankfurt
New England BioLabs, Frankfurt
Thermo Scientific, Schwerte
Thermo Scientific, Schwerte
New England BioLabs, Frankfurt
New England BioLabs, Frankfurt
Thermo Scientific, Schwerte
New England BioLabs, Frankfurt
New England BioLabs, Frankfurt
Invitrogen, San Diego, USA
New England BioLabs, Frankfurt
Thermo Scientific, Schwerte
USB, Cleveland, USA

Agilent Technologies, Waldbronn
ABI, Foster City, USA
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Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit (MGP)

Human Osteopontin Assay Kit

MSB Spin PCRapace

NucleoSpin Blood Kit

NucleoSpin RNA I

Platinum SYBR Green gPCR Super-Mix-UDG

Superscript Il Reverse Transcriptase Kit

2.8 Langen-und Gr6Renstandard

pUC19/Mspl DNA-Ladder
RNA 600 Nano Ladder

2.9 Oligonukleotide

Uscn Life Science, Hubei, USA
IBL, Minneapolis, USA

Invitek, Berlin

Machery-Nagel, Diren
Machery-Nagel, Diren
Invitrogen, San Diego, USA
Invitrogen, San Diego, USA

MBBL, Bielefeld
Agilent Technologies, Waldbronn

2.9.1 Oligonukleotide fur die relative mRNA-Quantifizierung

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers GmbH (UIm) bezogen.

Tab. 2.3: Primer fiur die relative mRNA-Quantifizerung der Haushaltsgene mittels real-time PCR.
Aufgelistet sind die Primer fur die Quantifizierung der Haushaltsgene und die entsprechenden PCR-

Bedingungen.

Referenz-

GroRRe

Zielgen  Sequenz5-3 6 sequenz’ [bp] Ta?[°C] T’ [°C]
hR2M E‘égi%%i?gﬂ’;g&;%&%? NM_004048 137 61,0 82,9
hGAPDH ﬁggggf:g;fgg?gfﬁg NM_002046 223 59,6 83,0
hHPRT1 ?gggﬁgg?g;ggﬁgﬁf NM_000194 258 59,6 79,3

'Referenzsequenz wurde aus der Datenbank GenBank entnommen.

>Ta: Annealing-Temperatur
Ts: Schmelztemperatur
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Tab. 2.4: Primer fir die relative mRNA-Quantifizerung kalzifizierungsassoziierter Proteine
mittels real-time PCR. Aufgelistet sind die Primer fir die Quantifizierung kalzifizierungsassoziierter
Proteine und die entsprechenden PCR-Bedingungen.

Zielgen  Sequenz5 3 6 SRee;ir::zzl- G[prfie TA?[°C] Ts’[°C]
hABCCE L A NM_001171 267 59,6 88,7
haLp AT A s NM_000478 188 58,0 87,0
hANKH ﬁéééﬁi%ﬁ%@igﬁl\é? NM_054027 166 58,0 85,0
hBMP2 ggé(ﬁggféggg:ﬁgﬁc AG NM_001200 345 60,8 83,6
hENPP1 ééz%%iigg%?ﬁ%‘g? NM_006208 151 59,6 79.8
hMGP gﬁgg%ﬁg&ﬁ;g&%m NM_000900 160 57,0 81,0
hOPN XgéE?gX/ﬁcT;?ggTGcAecég NM_000582 322 59,6 81,5
hRUNX2 ggfggggg;gggﬁfm NM_004348 191 60,8 86,5
hPIT-1 gg&;ﬁigf@ﬁgﬁﬁgﬁg NM_005415 172 56,0 83,8
hpiT-2  CCTTCCTGAGGCTTCCAATC NM_006749 243 59,0 84,3

GCAGCATAGAATACTGGGAGTG

'Referenzsequenz wurde aus der Datenbank GenBank entnommen.
Ta: Annealing-Temperatur
*Ts: Schmelztemperatur

Tab. 2.5: Primer fur die relative mRNA-Quantifizerung von ECM-Proteinen mittels real-time
PCR. Aufgelistet sind die Primer fur die Quantifizierung von ECM-Proteinen und die entsprechenden
PCR-Bedingungen.

Zielgen  Sequenz58 6 SR:;irsr?zzf G[rb(jprie TA?[°C] Ts’[°C]
hCol1A1 gég‘i?%??égg\?éﬂ NM_000088 151 58,0 87,0
hCol3Al oo e A A NM_000090 298 58,0 89,1
e SSCTMSSCICSMONGS oo a5 o e
hFN 8?8??&%‘};“&@&2@% NM_212482 291 57,0 84.6
hLOX ggg@f&;ﬂg@g’ﬁﬁg NM_002317 258 58,0 84,5
hMMP2 fé%égggigﬁﬁgﬁggg NM_004530 255 57,0 88,0
hMMP12 /ETATCTACT ggﬁggg?fgﬁgﬁéﬁg NM_002426 275 58,0 84,5
hTGFB1 fggggg%%g%@fgc NM_000660 331 58,0 90,2

"Referenzsequenz wurde aus der Datenbank GenBank entnommen.
Ta: Annealing-Temperatur
*Ts: Schmelztemperatur
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2.9.2 Oligonukleotide fir die genetische Analyse von Sequenzvariationen

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers GmbH (UIm) bezogen.

Tab. 2.6: Primer und ihre entsprechenden PCR-Reaktionsbedingungen fiir die Restriktions-
fragment-Langenpolymorphismen (RFLP)-Analyse von Einzelnukleotidvarianten (SNV).

GrolRRe

SNV Ref. SNV Sequenz 53 0 (bp] TA2[°C)

ALP (NG_008940)"
AGGAAGCAGGCAGCTAGGTAG

.330C>T rs1780316 COTTOACCOOACACAGGTAG 253 60,0
CGGCCTGGACCTCGTTGACAC

c.787T>C rs3200254 G OCCCGOCACOTOOCTACATA 346 62,0
CGTCCTCCTCAGGTCTCTTCG

c.876A>G rs3200255 CTCOCTACCTTOCACCAGCAA 155 60,0
AAGCCACCAAGGAGCCTGAT

€.1190-65C>A  rs1780329 T AGCCAGGCCCATTOOCATAC 158 59,0

ANKH (NG_008273)*

c.-978delC Zhangetal.  CCACGTTTCTTTCGCCCCCTC 119 63.0

(2005) CTGGCGGCGGGCGGGGACTG ’
C.-4G>A Zhang et al. CTGGCCTCCCCGCAGAGTCC 248 66.0
(2005) GAGCAGGTGACTCCCCTCCG ’

TGCAGTGGTCAGGTATCTC

c.294C>T rs17251667 - TCACCTATCAGTGTGTGAAAGACG/T 444 56,0
CCAGAATAACCCCAGCAACAA

C.963A>G rs2288474 G OCOTCOTTGARTAACAATCG 276 56,0

ENPP1 (NG_008206)"
TTCAGAGTGGCCATGGTAGTG

c.511A>C rs1805101 CAACOAGCACCTCACCTTOA 303 62,0
GTGCCAAAGAAGGTAATCAG

c.313+9G>T s7773477 T OOAGTACGCCATAGGAATAG 128 54,0
GTGGCAGATTCTGTGAGTGAC

c.517A>C rs1044498 AT OAGAGCGGTGRTOGCA 560 61,0

c.2101-14delT  rs1799774 ~ CACATGAGCTGACAGCTAGA 132 61,0

AGAGAAACTGTCCGAAGAACGACA

'Referenzsequenz wurde aus der Datenbank GenBank entnommen.

*Ta: Annealing-Temperatur

21



MATERIAL

2.10 Sonstige Materialien

Klebefolie fir 96er PCR-Platten
heat-sealing Folie
Kryostaten-Rdhrchen
Neubauerzéhlkammer
PCR-Platten

Zellkulturschalen (100 x 20)
Zellkulturschalen (60 x 15)

Zellkulturschalen (mit 12 Kavitaten)

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe
Fleischhacker, Meckenheim
Abgene, Epsom,UK
Greiner, Solingen

BD, Franklin Lakes, USA

Greiner, Solingen

Es wurden sterile Einwegreaktionsgefalle, Pipetten, Pipetten-Spitzen, Zellkulturschalen und

GlasgefaRe der folgenden Firmen verwendet: Greiner, BD, Sartorius, ABgene, Roth,

Vivascience, Invitrogen.

2.11 Software und Datenbanken

ABI Prism Sequenz Analysis 5.4
Bioanalyzer 2100 Expert Software

Clone Manager 9

DNASIS MAX

Entrez (PubMed/GenBank)
geNORM

G*Power 3.1.9
GraphPad Prism 5.01
Haploview

Multifactor Dimensionality Reduction 3.0.2

Nanodrop 2000/200c
NEBCutter 2.0

Realplex 1.5

Perkin Elmer, Foster City, USA
Agilent Technologies, Waldbronn
Scientific & Educational Software,
Cary, USA

Hitachi Software Engineering Co., Ltd.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/
genorm/
http://www.gpower.hhu.de/
GraphPad Software, San Diego, USA
Broad Institute, Cambridge, USA
http://www.multifactordimensionality
reduction.org/

Thermo Scientific, Wilmington, USA
http://tools.neb.com/NEBCutter2
index.php

Eppendorf, Hamburg
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2.12 Gerate

ABI Prism 310 Genetic Analyzer
ABI 3730 DNA Analyzer
Analysenwaage

ARCHITECT ci8200
Bioanalyzer 2100

Biofuge 13 Heraeus sepatech
Elektrophoresekammer XCell
Epics XL Durchflusszytometer
Fusion SL

Heat Sealer

Magnetrthrer

Mastercycler ep Realplex

Mikroskop Nikon Eclipse TE2000-S

Mikrowelle

Nanodrop 2000 Spektralphotometer

pH-Meter 766
Spannungsgerat PS 3002

Sterilbank Variolab W90 (Klasse II)
Stickstofftank 500 series (-150 °C)

Tecan infinite m200pro
Thermocycler TGradient 96

Zentrifugen 5417C, 5417 und 5417R

Zentrifuge 6-10, Rotor 11160

Zentrifuge Rotaxa / RP, Rotor 5096

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Sartorius AG, Géttingen

Abbott Laboratories, Chicago, USA
Agilent Technologies

Heraeus, Hanau

Invitrogen, San Diego, USA
Beckman Coulter, Krefeld
Peglab,Erlangen

Eppendorf, Hamburg

IKA Labortechnik, Staufen
Eppendorf AG, Hamburg
Nikon, Dusseldorf

AEG, Nirnberg

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Knick, Berlin

Gibco BRL, Eggenstein
Waldner electronics, Wangen
MVE, Cleveland, USA

Tecan, Schweiz

Biometra GmbH, Gottingen
Eppendorf AG, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Hettich, Tuttlingen
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3 METHODEN

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von adhéarent wachsenden, eukaryotischen Zellen

Eukaryotische Zellen (Fibroblasten) werden bei 37 °C und einer CO,-Atmosphare von 5 %
kultiviert. Alle Arbeiten mit Zellen erfolgen unter sterilen Bedingungen. Das Kulturmedium
(DMEM) wird mit 1 % Antibiotika/Antimykotika und 10 % FCS versetzt (2.3). Ein Medien-
wechsel erfolgt alle drei bis vier Tage.

3.1.2 Passagieren von adharent wachsenden, eukaryotischen Zellen

Die adharent wachsenden Zellen werden bei einer Konfluenz von 80 bis 100 % passagiert,
um weiteres Wachstum zu ermdéglichen. Dazu wird das Medium aus der Kulturschale ent-
fernt und die Zellen mit 1 x DPBS (2.3) gewaschen. Anschlie3end erfolgt die Ablésung mit-
tels Trypsin-EDTA-LAsung (1 %, 2.3) und einer Inkubation bei 37 °C fir etwa sieben Minuten.
Das erfolgreiche Ablésen der Zellen wird unter dem Mikroskop verifiziert. Die Inhibierung der
Proteaseaktivitat wird durch Zugabe von FCS-haltigem Medium erzielt. Die Zellen werden
anschlie3end far finf Minuten bei 1000 x g pelletiert und in Komplett-medium resuspendiert.
Die Zellsuspension wird direkt ausgeséat oder fur die Bestimmung der Zellzahl in der Neu-

bauer-Zahlkammer eingesetzt.

3.1.3 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat

Die suspendierten Zellen (3.1.2) werden in einer Zédhlkammer nach Neubauer ausgezahilt.
Das Raster der Zahlkammer ist in neun Quadrate unterteilt. Die vier Eckquadrate haben
jeweils eine Flache von 0,1 mm?2 und ein Volumen von 10 mL und sind wiederum in 16
kleinere Quadrate unterteilt. Es wird ein Aliquot der Zellsuspension entnommen und je nach
zu erwartender Zellzahl im Rahmen von 1:1 bis 1:5 mit Trypanblauldsung verdinnt. 20 € L
der Suspension werden in die Neubauer-Z&hlkammer pipettiert und die Zellen innerhalb der
vier Eckquadrate der Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Abgestorbene
Zellen erscheinen blau, vitale Zellen sind hingegen farblos, da der Farbstoff nicht tber die
Membran eindringen kann. Die Anzahl an Zellen in einem Milliliter Zellsuspension errechnet
sich aus dem mit dem Verdiinnungsfaktor sowie mit 10* multiplizierten Mittelwert an Zellen in

einem Eckquadrat der Zahlkammer.
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3.1.4 Kryokonservierung und Revitalisierung von eukaryotischen Zellen

Eukaryotische Zellen kdnnen in flissigem Stickstoff Gber einen langeren Zeitraum gesichert
werden. Hierzu werden die einzufrierenden Zellen bis zu einer Konfluenz von ca. 80 bis
100 % kultiviert, wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben. Nach Trypsinierung und Zentrifugation
(5 min, 1000 x g) wird das Zellpellet in 1000 pL Einfriermedium (40 % DMEM, 40 % FCS,
20 % DMSO) resuspendiert und in ein Kryogefald Uberfihrt. Um einen schonenderen Ein-
frierprozess zu gewahrleisten werden die Kryokulturen zunachst tber Nacht bei -80 °C in
einen vorgekuhlten Aluminiumblock eingefroren und am nachsten Tag zur langfristigen

Sicherung in flissigen Stickstoff umgelagert.

Fur die Revitalisierung eukaryotischer Zellen werden die aufzutauenden Zellen aus dem
Stickstofftank sofort auf Eis gelagert. Umgehend nach dem Auftauen der Zellen werden die-
se in 37 °C warmes Komplettmedium tberfiihrt. Am nachsten Tag erfolgt ein Mediumwech-
sel, um das zellschadigende DMSO aus dem Einfriermedium zu entfernen.

3.1.5 Zellkultivierung unter kalzifizierenden Bedingungen

Zur Untersuchung des Kalzifizierungsprozesses im Zellkulturmodell werden primére, humane
Fibroblasten Uber einen Zeitraum von 6, 12 oder 21 Tagen in einem Kalzifizierungsmedium
kultiviert (2.3). Hierzu werden die Zellen trypsiniert (3.1.2), die Zellzahl bestimmt (3.1.3) und
mit einer Zellzahl von 9,5x10* Zellen/cm? in kleine Zellkulturschalen (60 x 15 mm) fir die
spatere relative Quantifizierung ausgesat. Fur eine spatere histochemische Farbung (3.1.7),
sowie zur Bestimmung des Kalziumgehaltes werden 3,2x10* Zellen/cm?® in einer
12-Kavitaten-Zellkulturschale ausgesat. Die Zellen adharieren Uber Nacht bei 37 °C und
einer CO,-Atmosphare von 5 %. Am nachsten Tag wird das Komplettmedium durch das

Kalzifizierungsmedium ersetzt. Das Medium wird alle drei Tage erneuert.

3.1.6 Ernte von adharent wachsenden, eukaryotischen Zellen

Fur weitere molekularbiologische und proteinchemische Untersuchungen der Zellen und des
Uberstandes werden die Zellen nach folgendem Protokoll geerntet. Der Zellkulturiiberstand
(ZKU) wird in 2 mL groRe ReaktionsgefalRe tberfiihrt und bis zur weiteren Analyse bei -20 °C
gelagert. Die Zellen werden mit 1 x DPBS gewaschen und anschliel3end mit einer Trypsin-
EDTA-L6sung (2.3) fur sieben Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung des Trypsins
erfolgt durch Zugabe des der Trypsinmenge entsprechenden Volumens an Medium.

AnschlieBend werden die abgelésten Zellen bei 1000 x g fur fuinf Minuten pelletiert. Der
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Uberstand wird verworfen, das Pellet mit 1 mL DPBS gewaschen und erneut zentrifugiert.
Das gereinigte Zellpellet wird in 350 pL Lysepuffer (NucleoSpin RNA II, Machery-Nagel),
welches mit 1% -Mercaptoethanol versetzt wird, resuspendiert. Bis zur RNA-Isolierung
(3.2.1) wird das Lysat bei -80 °C gelagert.

3.1.7 Histochemische Alizarin-Rot-S-Farbung und Quantifizierung

Kalzium bildet zusammen mit Alizarin Rot S (ARS) einen Komplex, welcher durch eine inten-
sive rote Farbung charakterisiert ist. Somit ist ein histochemischer Nachweis von Kalzium-
prézipitaten in der ECM mdoglich. Diese Kristalle bilden sich im Rahmen des Kalzifizierungs-
prozesses bei Fibroblasten aus.

Fur die Farbung wird zunachst der ZKU abgenommen, die Zellen zweimal mit DPBS ge-
waschen und fir 30 s mit 70 %igem Ethanol fixiert. Verbleibendes Ethanol wird durch
zlgiges, zweimaliges Waschen mit entionisiertem Wasser entfernt. Zur Farbung wird eine
frisch angesetzte 1 %ige ARS-Farbeldsung (2.5) verwendet. Hiervon werden 2 mL vorsichtig
auf die Zellen gegeben und fir 5 min inkubiert. Durch grindliches Spilen mit Wasser wird
der Uberschissige Farbstoff entfernt. Zur mikroskopischen Untersuchung werden die Zellen

mit Wasser Uberschichtet.

Zur Quantifizierung der rotgefarbten Kalziumprazipitate werden 800 uL 10 %ige Essigsaure
auf die Zellen gegeben und bei Raumtemperatur unter schiitteln 30 min inkubiert. Die Zellen
werden anschlieBend mit einem Zellscraper von der Oberflache abgel6st, in ein 1,5-mL
Reaktionsgefald Uberfihrt und 30 s gevortext. AnschlieRend wird die Zellsuspension bei
85 °C fur 10 min erhitzt und dann 5 min auf Eis abkihlen gelassen. Danach wird die Zell-
suspension bei 20000 x g fir 10 min pelletiert. 500 pL des Uberstandes werden in einem
neuen Reaktionsgefal? mit 200 pL 10 %igem Ammoniumhydroxid neutralisiert. Ein Aliquot
(150 pL) des Uberstandes wird in Triplikaten bei 405 nm im Tecan infinite m200pro (Tecan,
Schweiz) bestimmt (Gregory et al. 2004).
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zelllysaten

Die Isolierung und Aufreinigung der Gesamt-RNA aus den geernteten, lysierten Zellen zur
Quantifizierung der Expression verschiedener Gene wird mit dem NucleoSpin RNA Il Kit
(Macherey-Nagel) durchgefiihrt. Die Durchflihrung erfolgt nach Herstellerprotokoll und reinigt

die RNA nach dem Prinzip der Saulenaffinitatschromatographie auf.

Die Zellen werden wie unter 3.1.6 geerntet und mit RAL1-Puffer (mit 1 % b-Mercaptoethanol)
lysiert. Das Lysat wird auf die NucleoSpin-Filtersaule Uberfihrt und 1 min bei 11000 x g
zentrifugiert. Ei n Al i quot VEats wirdd fur ihe sphiere DNA-Quantifizierung
entnommen (3.2.2). AnschlieBend wird das Eluat mit 350 L Ethanol versetzt und durch
mehrfaches pipettieren homogenisiert. Zur Bindung der RNA an die S&ulenmatrix wird das
homogenisierte Lysat auf die NucleoSpin RNA [I-Saule gegeben und 1 min bei 11000 x g
zentrifugiert. Es werden 350 L MDB (Membrane Desalting Buffer), zum Entfernen stérender
Salze auf die Séule gegeben und erneut 1 min bei 11000 x g zentrifugiert. Im néchsten
Schritt erfolgt der Verdau der DNA. 95 pL einer vorbereiteten DNase-Reaktionslésung

(10 eL rDxNaskeNas%0 Reaktionspuffer) werdeminauf

bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Schluss erfolgen mehrere Waschschritte (mit 200 € L
RA2,600e L RA3 wuenld RAB30) . DweidWaschseshtitte werden bei 11000 x g flr
1 min zentrifugiert. Der finale Waschschritt wird zum Entfernen der Puffer 2 min zentrifugiert.
Zur vollstdndigen Trocknung ist es mdglich, den letzten Schritt ohne Zugabe von Puffer zu
wiederholen. Um die gereinigte RNA von der NucleoSpin RNA Il Saule zu eluieren werden
30 yL RNase-freies Wasser zugegeben, 1 min inkubiert und 1 min bei 11 000 x g zentrifu-
giert. Die RNA wird bei -80 °C gelagert und kann nach anschlieRender Konzentrations-
bestimmung (3.2.3) und Bestimmung der RNA-Integritat (3.2.4) fir die cDNA-Synthese

(3.2.5) verwendet werden.

3.2.2 Isolierung von Gesamt-DNA aus Zelllysaten und aus EDTA-Blut

Die Gesamt-DNA aus Zelllysaten und aus EDTA-Blut wird mit dem NucleoSpin Blood Kit
(Macherey-Nagel) nach Anweisungen des Herstellers isoliert. Im ersten Schritt werden
200 pL EDTA-BIut mit 25 pL Proteinase K und 200 pL Puffer B3 bei 70 °C fur 15 min lysiert.
Fur die Isolierung der DNA aus den Zelllysaten entfallt an dieser Stelle der Lyseschritt, da die
Zellen bereits im ersten Schritt der RNA-Isolierung lysiert wurden (3.2.1). Zum bei der RNA-
Isolation entnommenen Aliquot werden 75 und zum lysierten EDTA-Blut 210 pL Ethanol hin-

zugefugt, um die Bindung der DNA wahrend eines Zentrifugationsschritts (1 min, 11000 x )
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an die Silikamembran einer Saule zu ermdglichen. Die Bindung ist reversibel und wird nach

zwei Waschschritten aufgehoben, indem nach dem Trocknen der Membran durch Zentrifuga-
tion (1 min, 11000 x g) bei niedriger lonenstérke in einen leicht alkalischen Puffer eluiert
wird. Der Elutionspuffer wird zuvor auf 70 °C vorgewarmt, direkt auf die Membran pipettiert
und fir 3 min inkubiert. Durch Zentrifugation (1 min, 11000 x g) wird die aufgereinigte DNA

gewonnen.

3.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration und der Reinheit isolierter Nukleinsé&uren erfolgt mit dem
Nanodrop 2000 Spektralphotometer bei den Wellenlangen 260, 280 und 320 nm. Nuklein-
sauren weisen aufgrund der aromatischen Ringe ein Absorptionsmaximum bei 260 nm auf.
Die Konzentration wird mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes bestimmt:
A: Absorption
A=Uk Ad R Extinkion [LAnol*Anm™]

c: Konzentrljation [ mol AL

d: Schichtdicke der Kuvette [mm]

Durch eine zusatzliche Messung der Absorption bei 280 nm kann die Verunreinigung durch
Proteine bestimmt werden. Eine Absorption bei 320 nm deutet auf eine erhéhte Menge an
Salzen hin. Die Reinheit der Probe lasst sich aus dem Quotienten der Extinktionen bestim-
men. Je reiner die DNA-Probe ist, desto naher liegt der Quotient bei 1,8. Fur die RNA-Probe
gilt, je reiner desto naher liegt der Quotient bei 2,0. Fir die Messungwirdje 1l e L der

aufgetragen und gegen den Puffer gemessen, der als Lésungsmittel dient.

3.2.4 Bestimmung der RNA-Integritat

RNA ist eine sehr instabile Nukleinsdure, welche bereits in der Zelle einem stetigen Auf- und
Abbau unterliegt. Durch ubiquitdre RNasen kommt es zur Degradierung der RNA. Fur die
spatere relative Quantifizierung der mRNA (3.2.6.3) ist es deswegen essentiell, deren
Qualitéat zu bestimmen. Die Integritdt der RNA wird mittels Kapillargelelektrophorese im
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) bestimmt. 1 pL der isolierten RNA (3.2.1) wird nach
Herstellerangaben des Agilent RNA 6000 Nano Kit in den RNA 6000 Nano Chip pipettiert
und direkt gemessen. Das Gel wird zuvor frisch angesetzt und mit dem RNA Nano Dye ver-
setzt. Als Marker wird auf jedem Chip die RNA 600 Nano Ladder mitgefuihrt. Die Bioanalyzer
2100 Expert Software ermittelt auf der Basis der ribosomalen Untereinheiten 28S- und 18S-
rRNA und deren Abbauprodukten die so genannte RNA-Integritdtsnummer (RIN). Der Wert
liegt fur eine vollstandig intakte RNA bei 10 und fur eine komplett degradierte RNA bei 1.
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3.2.5 cDNA-Synthese aus isolierter Gesamt-RNA (reverse Transkription)

Die aufgereinigte RNA (3.2.1) wird mit Hilfe einer retroviralen RNA-abhangigen DNA-
Transkriptase, auch reverse Transkriptase, in komplementare DNA (complementary DNA,
cDNA) umgeschrieben. Die cDNA-Synthese erfolgt nach Herstelleranweisungen mittels des
SuperScript Il Reverse Transkriptase-Reaktionssystems (Invitrogen). Die Konzentration der
RNA-L6sung wird bestimmt und das einer Menge von 2 ug RNA entsprechende Volumen mit
2 ¢ L -@XPrigens o wi d dNETPssversetzt. Es werden Oligo-dT-Primer aus 12 bis 18
Thymidinen, die an den Poly-A-Schwanz von mRNAs binden, verwendet, sodass nur poly-
adenylierte RNA revers transkribiert wird. Mit RNase-freiem Wasser wird jeder Ansatz auf ein
Gesamt vol umen v on D& Reakidnsaasatd wire dut;genhischt und fir 5 min
bei 65 °C inkubiert. Die Reaktionsgefal3e werden direkt auf Eis abgekihlt. Es folgt die Zuga-
be von x&irseStrandBufferund 4 eL DTT. Nach einer |
we r de n Super-8ctipt Il RT hinzugegeben, gemischt und der Reaktionsansatz fur 5 min
bei 25 °C sowie fur 50 min bei 42 °C inkubiert. Die Denaturierung der reversen Transkriptase
erfolgt bei 70 °C fur 15 min. Bis zur weiteren Verwendung wird die cDNA bei -20 °C gelagert.

3.2.6 Amplifikation von DNA

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR), welche 1987 von Kary B.
Mullis erdacht und 1988 von Saiki et al. zum ersten Mal veroffentlicht wurde, ermdglicht eine
in-vitro-Vervielfaltigung von sehr geringen Nukleinsduremengen (Saiki et al. 1988). Das der
Reaktion zugrunde liegende Prinzip basiert auf drei zyklischen Schritten: Der Denaturierung
des DNA-Doppelstranges, der Anlagerung von spezifischen Primern an den zu amplifizie-
renden Sequenzbereich (Annealing) und der Verlangerung der Primer (Elongation). Diese

Schritte werden mehrfach wiederholt.

Der erste Schritt ist eine Hitzedenaturierung zur Trennung des DNA-Doppelstranges in zwei
Einzelstrange. Dieser Schritt wird bei 95 °C durchgefihrt und macht eine thermostabile Poly-
merase, wie die Tag-Polymerase, notig. Bei einer spezifischen Annealing-Temperatur
hybridisieren die Primer mit der Matrix/Template-DNA. Um die spezifische Annealing-
Temperatur zu bestimmen wird zuvor eine Temperatur-Gradienten-PCR (3.2.6.2) durch-
gefiihrt. Nach Anlagerung der Primer verlangert die Polymerase die hybridisierten Oligo-
nukleotide in 583 -Richtung indem es den komplementdren DNA-Strang als Matrix nutzt.
Diese Reaktion erfolgt im Temperaturoptimum der Tag-Polymerase bei 72 °C. Durch erneute
Hitzedenaturierung trennen sich der Matrizenstrang und der neu gebildete Strang. Ein neuer

Synthesezyklus kann beginnen.
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3.2.6.1 Standard-Polymerase-Kettenreaktion

Fur konventionelle PCRs wird ein wie in Tabelle 3.1 dargestellter Reaktionsansatz ver-
wendet. Entsprechend der Anzahl der Proben wird ein Mastermix hergestellt, welcher alle
notigen Komponenten mit Ausnahme der Proben-DNA enthélt. AnschlieBend werden 5 pL
der DNA zugegeben und gemischt. Zudem wird eine Negativkontrolle mit Wasser anstatt der
DNA angesetzt. Der Deckel des Thermocycler wird konstant auf 105 °C beheizt, so dass
keine Feuchtigkeit kondensieren kann. Das Temperaturprogramm wird wie in Tabelle 3.2
durchlaufen. Im Anschluss wird zur Kontrolle der Amplifikation eine elektrophoretische Auf-

trennung in einem Agarosegel durchgefiuhrt (3.2.7).

Tab. 3.1: Standardprotokoll fiir eine PCR im Block-Thermocycler.

Reagenz Konzentration 1 x Volumen
H,O0 12,95 uL
Reaktionspuffer 10,0 x 2,50 pL
MgCl, 2,5mM 3,50 pL
Forward Primer 25,0 uyM 0,25 pL
Reverse Primer 25,0 uyM 0,25 puL
dNTPs (incl. dUTP) 2,5mM 0,25 pL
Tag-DNA Polymerase 5,0 U/uL 0,30 pL
DNA-Template 5,00 pL
Summe 25,00 pL

Tab. 3.2: Standardprogramm am Block-Thermocycler fir alle Primersysteme.

Denaturierung Amplifikation (35 x) Terminale Elongation
(1 %) Denaturierung Annealing Elongation (1 %)
95°C, 120 s 95 °C, 60 s T 60s 74 °C, 120 s 72°C,300s

Ta: Annealing-Temperatur

3.2.6.2 Temperatur-Gradienten-PCR

Die Etablierung eines neuen PCR Primerpaares erfordert die Bestimmung der spezifischen
Annealing-Temperatur dieser Primer. Zudem wird die Spezifitat der Primer anhand der
ProduktgréfRe und etwaigen Nebenprodukten charakterisiert. Hierzu wird ein Temperatur-
Gradient zwischen 50 °C und 70 °C fir den Annealing-Schritt gewéhlt und eine PCR nach
dem Standard-PCR-Protokoll (3.2.6.1) angesetzt. Die PCR-Produkte der verschiedenen
Annealing-Temperaturen werden in einem 1,5 %igem Agarosegel (3.2.7) aufgetrennt und die
Bandenstarken wie die Spezifitdt vergleichend ausgewertet. Die starkste Bande zeigt das
Optimum fir die TA an, da sich hier am meisten Amplifikat gebildet hat. Im Folgenden wird

die bestimmte Annealing-Temperatur fir diese PCR verwendet.
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3.2.6.3 Relative guantitative real-time PCR

Fur die relative, quantitative Bestimmung eines Expressionsniveaus bestimmter mRNA-
Transkripte wird die reverse Transkription (3.2.5) mit anschlie3ender real-time PCR einge-
setzt. Das verwendete SYBR-Green Fluorophor interkaliert nur in doppelstréngige DNA und
seine Fluoreszenz ist proportional zu der gebildeten Menge an Amplifikat. Die Detektion der
gebildeten PCR-Produkte kann in Echtzeit (real-time) bereits wahrend der laufenden Amplifi-
kation erfolgen. Die Kinetik der Reaktion ermdglicht die Quantifizierung der eingesetzten
Menge an cDNA. Zu Beginn der Reaktion bleiben das Amplifikat und somit die Fluoreszenz
nahezu konstant. Erst ab einer gewissen Konzentration gelangt die Reaktion in ihre
exponentielle Phase. Nur zu Beginn der exponentiellen Phase ist eine zuverlassige Quantifi-
Zierung moglich. Der Beginn wird durch den so genannten Ct-Wert (cycle threshold) festge-
legt. Hier ist ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau erreicht. Anhand dieser Kinetik und
dem Zyklus in welchem der C-Wert erreicht wird, kbnnen Rickschliisse auf die Ausgangs-
konzentration gezogen werden. Je friher der Schwellwert Gberschritten wird, desto héher ist

die entsprechende cDNA-Konzentration respektive mRNA-Startmenge (Bustin et al. 2009).

Ein typischer Ansatz fur die real-time PCR ist in Tabelle 3.3 dargestellt. Als DNA-Template
dient cDNA in einer 1:10 Verdunnung (0,2 pg) bzw. einer 1:5 Verdinnung (0,4 pg) fur das
ABCC6-Zielgen. Jede Probe wird in drei technischen Replikaten analysiert. In der SYBR-
Green-Lésung sind bereits Mg?*-lonen, dNTPs, Stabilisatoren und die Platinum Tag DNA-
Polymerase enthalten. Die Polymerase liegt dabei in einem inaktiven Komplex mit einem
monoklonalen Antikdrper vor. Des Weiteren beinhaltet die SYBR-Green-Losung eine Uracil-
DNA-Glykosidase (UDG) und Desoxyuridintriphosphate (dUTPs) zur Vermeidung von
Kontaminationen. Ein UDG-Verdau zu Beginn der PCR baut jegliche Uracil-enthaltenden
Nukleotidkontaminationen ab. Dies gewdhrleistet die alleinige Amplifikation der Zielsequenz.
Die abschlieRende Schmelzkurven-Analytik dient zur Bestimmung der Produktspezifitat und
zum Ausschluss von Kontaminationen. AuRBerdem sind alle Primerpaare Int-
ron- Uberspannend gewdhlt, so dass nur cDNA aus zuvor gespleiRter mRNA in
die Messungen eingeht und mégliche DNA-Kontaminationen die Ergebnisse nicht beeinflus-

sen kdénnen.

Tab. 3.3: Protokoll fiir eine real-time PCR-Reaktion.

Reagenz Konzentration 1 x Volumen
H,O 2,00 pL
Forward Primer 25,0 uM 0,25 pL
Reverse Primer 25,0 uM 0,25 pL
SYBR-Green 5,00 pL
DNA-Template 2,50 pL
Summe 10,00 pL
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Der Ansatz wird in eine weil3e 96-Kavitaten Platte pipettiert, mit einer optischen heat-sealing
Folie (Eppendorf) verschweildt und 1 min bei 700 x g zentrifugiert. Die real-time PCR wird
nach folgendem Temperaturprogramm durchgefihrt:

Tab. 3.4: Temperaturprofil fir eine real-time PCR-Reaktion.

Reaktionsschritt Zeit Temperatur Zyklen
Uracil-N-Glykosidase Verdau 120 s 50 °C 1
Aktivierung der Platinum Ta o
DNA Polyr%erase ) 120s 95°C !
Denaturierung 10s 95 °C
Annealing 15s Ta 45
Elongation 20s 72 °C
Detektion b 72 °C
15s 95 °C
Schmelzkurve 900 s 60 °C 1
15s 95 °C
Kihlen 10s 30 °C 1

Ta: Annealing-Temperatur

Die Quantifizierung der Expression erfolgt mit Hilfe des Ct-Wertes des Zielgen-Transkripts in
Relation zu denen der Haushaltsgene (housekeeping gene; HKG). Dies sind nicht regulierte
Gene, welche unabhangig vom Zellstadium oder der Behandlung exprimiert werden. Als
Referenz dienen im Rahmen dieser Arbeit die drei Haushaltsgene Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), beta-2-Mikroglobulin  (b2M) und Hypoxanthin-
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1), welche sich in einer Vergleichsanalyse von acht ver-
schiedenen Genen mittels geNORM als die stabilsten Haushaltsgene erwiesen haben
(Vandesompele et al. 2002). Die Software geNORM analysiert paarweise Korrelationen
zwischen den einzelnen Haushaltsgenen und berechnet daraus das Stabilitditsmalz M,
anhand dessen sich die getesteten Gene nach der Stabilitat inrer Expression ordnen lassen.
Die stabilsten Haushaltsgene, d. h. die mit dem niedrigsten Wert von M, werden dann zu
einem Index verknipft, indem der geometrische Mittelwert berechnet wird. Die angewendete
effizienzkorrigierte relative Quantifizierung beruht auf der g (g+-Methode. Zur Kompensation
von Schwankungen der Expression der HKGs, wird ein so genannter HKG-Index gebildet
und zu Normalisierung genutzt. Der kalkulierte Normalisierungsfaktor beruht auf dem
geometrischen Mittel der qC+-Werte aller Haushaltsgene. Dieser Normalisierungsfaktor wird
zur Bildung des qpd@+-Wertes genutzt und zur Quantifizierung der mRNA-Expression des

Zielgen-Transkripts genutzt (Vandesompele et al. 2002).

Fur die effizienzkorrigierte relative Quantifizierung der mRNA ist es no6tig die Amplifikations-
effizienz der entsprechenden PCR zu kennen. Hierzu wird eine Standardkurve mit jeweils
drei technischen Replikaten von unterschiedlichen cDNA-Verdinnungen (1:5, 1:10, 1:50,
1:100, 1:500) erstellt. Aus der Steigung des logarithmisch-linearen Bereiches der Kurve wird

die PCR Effizienz nach folgender Formel errechnet:

1
E4 Om E: Effizienz der PCR; m: Steigung
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Das theoretische Maximum der Effizienz liegt bei 2, da sich hier die Menge an Produkt pro

Zyklus verdoppelt.

3.2.7 Elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Negativ geladene DNA-Fragmente lassen sich in einer Gelmatrix aus Agarose im elektri-
schen Feld ihrer GréRe entsprechend auftrennen. Dabei hangt die Wanderungsgeschwindig-
keit der Fragmente von ihrer Gréf3e und Eigenladung ab. Die Dichte der Gelmatrix wird durch
die Agarosekonzentration bestimmt. Im Allgemeinen werden Agarosekonzentrationen
zwischen 0,8 % und 3 % Agarose verwendet, wobei Gele mit niedriger Agarosekonzentration
fur groBe Fragmente und Gele mit hdherer Agarosekonzentration fur kleinere Fragmente
benutzt werden. Mit steigender Konzentration steigt das Auftrennungsvermogen. Die Detek-
tion der DNA geschieht mittels Ethidiumbromid-Farbung. Ethidiumbromid interkaliert
zwischen den Basen der Nukleinsduren im Doppelstrang und erzeugt auf einem UV-

Transilluminator eine Fluoreszenz im sichtbaren Bereich.

Fur Fragmentlangen von etwa 1000 bp bis 110 bp abwarts werden 1,5 %ige Agarosegele
verwendet. Zur Herstellung eines 1,5 %igen Gels werden 15 g/L Agarose durch Aufkochen in
0,5 % TBE-Puffer geldst. Pro 100 mL flissiger Agaroseldsung werden 4 pL einer Ethidium-
bromid-Stammldsung (37,5 mg/L Ethidiumbromid) dazugegeben. Das Gel wird in die Gel-
kammern gegossen, Gelkdmme zur Erzeugung von Taschen im Gel werden in den

Halterungen der Gelkammern platziert und nach Polymerisation der Gele vorsichtig entfernt.

Zur Elektrophorese wird das Gel in der Elektrophoresekammer mit 0,5 % TBE-Puffer Uber-
schichtet. Es werden 10 pL Probe mit 4 uL Auftragspuffer vermischt und in die Geltaschen
pipettiert. AnschlieBend erfolgt die elektrophoretische Auftrennung bei 100 V und 60 mA. Die
Auftrennungsdauer betragt 0,7 h.

Um die Lange von DNA-Fragmenten in Basenpaaren zu ermitteln, wird parallel zur Probe bei
der Agarose-Gelelektrophorese ein DNA-Langenstandard (pUC19/Mspl DNA-Ladder, MBBL,
Bielefeld) mit aufgetragen. Der DNA-La&ngenstandard besteht aus DNA-Fragmenten mit
bekannter Grof3e. Anhand des Bandenmusters lasst sich die Grof3e der Probenfragmente

naherungsweise bestimmen.
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3.2.8 Nachweis von Einzelnukleotidvarianten  mittels  Restriktionsfragment-

Langenpolymorphismen-Analyse

Um Einzelnukleotidvarianten (SNV, single nucleotide variants) Uber eine Restriktions-
fragment-Langenpolymorphismen (RFLP)-Analyse zu detektieren, wird das Vorhandensein
bzw. die Abwesenheit einer Erkennungssequenz fir eine Restriktionsendonuklease durch
die Mutation genutzt. Die hydrolytische Spaltung zur Analyse erfolgt nach Amplifikation eines
DNA-Fragments, welches die SNV beinhaltet. Wenn keine natlrlich vorkommenden Restrik-
tionsschnittstellen fir die Analyse der SNV vorhanden sind, kann bei Amplifikation des DNA-
Fragmentes Uber einen der SNV naheliegenden Primer, welcher eine Mutation einer Base
a m -Bnde tragt, eine Restriktionsstelle fir eine bestimmte Endonuklease eingeflihrt

werden.

Tab. 3.5: Die untersuchten SNV mit den verwendeten Restriktionsenzymen, den entsprechen-
den Parametern und dem resultierenden heterozygoten (ht) Fragementmuster.

Restriktions-

Fragment-
enzym (Puffer)®

3o 4
Tr[°C] Erkennungssequenz muster (ht)

SNV Ref. SNV
ALP (NG_008940)"

3 L 253 bp
c.330C>T rs1780316 HpyCHalll 65 5 ' ACNEGTE 3 215 bp
(NEBL1) 3' & FIMECAE 5
38 bp
BsmAl 5' & GT C®CN 346bp
e
787T>C 3200254 55 302 b
c rs (NEB2) 3 ' GAGAG(N)s- 6 5 ' P
43 bp
155 bp
Mspl 5' éBCGGEé 3"
C.876A>G rs3200255 (NEB2) 37 A iugg 130 bp
25 bp
158 bp
Sau3Al 5' 6@ATCE3"
.1190-65C>A  rs1780329 (NEBA) 37 A 141 bp
17 bp
ANKH (NG _008273)"
. ..  119bp
Zhang et al. BseAl 5' §&CCGGAE 3
c.-978delC
(2005) (Tango) 55 3' 6 AGGTES" 102 gg
CAGoA Zhang et al. BsMFI a7 5' ¢GGGAGER) 0P
' (2005) (Tango) 3' 6 CCCTiG(ENs) - bg
, o 276 bp
Haelll 5' @GRCCé 3
C.963A>G 152288474 (NeBe) 37 S GeGGe b 2;2 EE
ENPP1 (NG_008206)"
) 304 bp
BstNI 5 ' @CEWGGE 3 '
C.511A>C rs1805101 (Putter R) 37 S GeWaces o 240 bp
60 bp
. N 128 bp
Sgel 5' 6 CNNG®BEN)
C.313+9G>T rS7773477
(Puffer Sgel) 37 3 @NNC(N)a~ 6 5 4 gg
. . 560 bp
Eco471 5' éeRGWCCeé 3
C.517A>C rs1044498 (Puter R) 37 S oG B 330 bp
230 bp
v s L o 132 bp
Nlalll 5' & CATRG
.2101-14delT  rs1799774 (NEBA*ESA) 37 T ACS S 1215 SS

'Referenzsequenz wurde aus der Datenbank GenBank entnommen.

*puffer: NEB - New England Biolabs; Tango-Puffer, Puffer R, Puffer Sgel: Fermentas.

Tre Restriktionstemperatur

“®kennzeichnet die Spaltstelle in der Erkennungssequenz; N= A, C, Goder T; Y = A oder G; R=C oder T
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden elf unterschiedliche SNV in drei PP;-metabolisierenden

Genen mittels RFLP untersucht. Die entsprechenden verwendeten Primer sind in Tabelle 2.6
aufgelistet. In Tabelle 3.5 sind die SNV mit dem entsprechenden Restriktionsenzym, dessen
Temperaturoptimum (Restriktionstemperatur; Tg), der Erkennungssequenz mit der entspre-

chenden Spaltstelle und den daraus resultierenden Restriktionsfragmentgrof3en aufgelistet.

Die Spaltungsreaktionen (Tab. 3.6) werden Uber Nacht bei der in Tabelle 3.5 angegeben
Temperatur inkubiert und anschlieBend tUber Agarose-Gelelektrophorese (3.2.7) im direkten
Vergleich mit Kontrollen (homozygot-Wildtyp; heterozygot- und homozygot-mutiert) aufge-

trennt.

Tab. 3.6: Ansatz fir eine Spaltungsreaktion.

Reagenz Konzentration 1 x Volumen
H,O X pL
Puffer 10 x 2.0 uL
Restriktionsenzym 1-3U X pL
BSA (falls erforderlich) 10 x 0,2 L
PCR-Produkt 5,0 uL
Summe 20,00 pL

3.2.9 Nachweis von Einzelnukleotidvarianten mittels allelspezifischer PCR

Zur Charakterisierung von bekannten SNV eignet sich die ARMS (amplification refractory
mutation system)-PCR. Das System erfordert zwei Primer, deren Sequenz den beiden
Varianten entspricht, die nachgewiesen werden sollen. Um das Vorhandensein einer der
beiden moglichen Varianten nachzuweisen, werden zwei PCRs durchgefihrt jeweils mit ei-
nem der sequenzspezifischen Primer und einem Gegenprimer. Dabei wird die Annealing-
Temperatur so gewahlt, dass nur dann eine Amplifikation stattfindet, wenn die Sequenzen
von Primer und Template genau Ubereinstimmen. Bei einigen Sequenzen lasst sich durch
das Einfligen einer Mutation nahe des 3"-Endes des Primers eine bessere Unterscheidung
zwischen den Varianten erreichen. Durchgeflihrte wurde diese Technik flr den SNV
€.294C>T (rs17251667) im ANKH-Gen, da aufgrund des Nukleotidaustausches keine neue

Restriktionsschnittstelle entstanden ist.
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3.2.10 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die DNA-Fragmente aus PCR-Reaktionen kdnnen enzymatisch aufgereinigt werden. Hierzu
wird das ExoSAP-Verfahren genutzt. 5 uL des Amplifikats werden mit 1 pL Exonuklease |
(L U/L) und 1 pL Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) (1 U/L) versetzt. Der Ansatz wird fir
30 min bei 37 °C inkubiert. Die Hitzeinaktivierung der Enzyme erfolgt bei 80 °C fur 15 min.
AbschlieRend wird auf 4 °C gekuhlt.

Die Aufreinigung des real-time PCR-Ansatzes erfolgt mit dem MSB Spin PCRapace Kit von
Invitek. Hierbei wird das Amplifikat mit 250 puL Bindepuffer auf die bereitgestellte Saule tber-
fuhrt und fur 3 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die Elution erfolgt mit 15 uL HPLC-Wasser bei
1 min und 7000 x g. Das Eluat wird flir eine hohere Konzentration an Amplifikat erneut auf

die Saule gegeben und eluiert.

3.2.11 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die DNA-Sequenzierung basiert auf dem Kettenabbruchverfahren nach Sanger (Sanger et
al. 1977). Bei der Methode der DNA-Sequenzierung wird die doppelstrangige DNA mit Hilfe
eines spezifischen Primers und eines Gemisches von dNTPs und Didesoxynukleotid-
derivaten (ddNTPs) sequenziert. An jedes Didesoxynukleotid sind fur die jeweilige Base
spezifische Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt. Wird bei der Elongation durch die Tag-
Polymerase ein ddNTP eingebaut, so bewirkt dies einen Kettenabbruch, weil die DNA auf-
grundderfehlend e n Hy dr o x y | -@-Atanp dereDidesaxyriBode nicht mehr verlangert

werden kann.

Tab. 3.7: Standard-Sequenzieransatz mit dem BigDye Terminator Kit.

Reagenz Konzentration 1 x Volumen
BigDye v1.1 Pramix 2,00 pL
BigDye Sequenzierpuffer 5 x 2,00 pL
Primer 2 uM 1,50 pL
H,O 9,50 pL
Aufgereinigtes PCR-Produkt 5,00 pL
Summe 20,00 pL

Entsprechend Tabelle 3.7 wird fiir jede Probe ein Sequenzieransatz hergestellt und die
Sequenzierreaktion mit dem Temperaturprogramm (Tab. 3.8) im Block-Thermocycler durch-

gefuhrt.
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Tab. 3.8: Temperaturprogramm des Sequenzierungsansatzes.

Denaturierung Sequenzierungsreaktion (30 x)
(1 %) Denaturierung Annealing Elongation
95°C, 120 s 95°C,10s 55°C,5s 60 °C, 240 s

3.2.11.1 Aufreinigung des Sequenzierreaktionansatzes Uiber Sephadex-Saulen

Nach Ablauf der Sequenzierreaktion erfolgt die Aufreinigung des Sequenzieransatzes mit
Hilfe einer Sephadex G50 Gelfiltration nach dem Grof3enausschluss-Prinzip. In einer
Sephadexmatrix konnen Salze, einzelne Nukleotide und Farbstoffe nach dem Prinzip der
Saulenausschlusschromatographie zuriickgehalten werden. Kleine Molekulle passieren die
Sephadexkugelchen und werden langer in der Matrix zuriickgehalten als gréRere Molekile,
welche die Kiigelchen umgehen. Die Porositat der Sephadex-Saule ist zum einen von der
molaren Masse des verwendeten Dextrans und zum anderen von der Einfiihrung von
Glycerylether-Einheiten, die die Hydroxygruppen der Kohlenhydratketten vernetzen, abhan-
gig. Die Saule wird durch Beladung mit 800 puL Sephadex G50 in 1 x TE-Puffer und einer
anschlieRenden Zentrifugation fir 3 min bei 1000 x g equlibriert. Der Reaktionsansatz wird
auf die Saule gegeben und anschlielZend 4 min bei 1000 x g zentrifugiert. Der aufgereinigte

Sequenzieransatz wird anschliel3end mit H,0 bidest. 1:1 verdiunnt.

3.2.11.2 Analyse der DNA-Sequenzierungsprodukte mittels Kapillarelektrophorese

Die Sequenzierprodukte werden am Kapillarsequenzer ABI Prism 310 (Applied Biosystems,
Darmstadt) aufgetrennt und fluorimetrisch detektiert. Dabei kénnen Einstellungen wie die
Laufzeit und die Injektionsspannung sowie die Injektionsdauer variiert werden. Die Injektions-

dauer und Spannung hangt von der Ausbeute an Amplifikaten ab.

Tab. 3.9: Standardeinstellungen der Kapillarelektrophorese zur Analyse von Sequenzier-
produkten.

Modul Matrix Injektion Elektrophorese
Zeit  Spannung Zeit Spannung Temperatur
Seq POP6 Rapid E 20s 6 kV 45 min 15 kV 50 °C

In Tab. 3.9 sind die Standardeinstellungen fur den Kapillarsequenzer gezeigt. Die von der
ABI Prism 310 Collection Software (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer Software, Applied Bio-
systems, Darmstadt) ermittelte DNA-Sequenz wird in einem Fluoreszenzkurvendiagramm

dargestellt.
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3.3 Proteinchemische Methoden

3.3.1 Bestimmung von Phosphat- und Gesamtproteingehalt

Um den Phosphat- und den Gesamtproteingehalt im Zellkulturiberstand und im Serum zu
bestimmen werden Standardmethoden der klinisch-chemischen Analytik genutzt. Alle Mes-
sungen erfolgen nach Herstellerangaben im ARCHITECT ci8200. Der Phosphatgehalt wird
mittels eines heropolyaziden Komplexes mit Ammonium-Molybdat nachgewiesen. Die

Absorption dieses Komplexes kann bei einer Wellenlange von 340 nm detektiert werden.

3.3.2 Messung von extra- und intrazelluldaren Kalzium

Fur die Messung von extrazellularem Kalzium im Zellkulturiiberstand und im Serum werden
Standardmethoden der klinisch-chemischen Analytik genutzt. Alle Messungen erfolgen mit
dem Farbstoff Arsenazo-lll nach Herstellerangaben im ARCHITECT ci8200. Das entstehen-
de Prazipitat kann bei einer Absorption von 660 nm detektiert werden und ist proportional zur

Kalziumkonzentration.

Intrazelluldres Kalzium kann tber Calcein-Quantifikation bestimmt werden. Daflir werden die
Zellen mit 0,1 pM nicht-fluoreszierendem membranpermeablem Calceinacetoxymethylester
in serumfreiem DMEM bei 37 °C fur 30 min inkubiert (Boraldi et al. 2003). Das Acetoxyme-
thylester wird von intrazellularen Esterasen gespalten, wodurch das Flurochrom Calcein frei-
gesetzt wird. So ist das Calcein in der Lage intrazellulare Ca* lonen zu binden (Takahashi et
al. 1999; Kim et al. 2012). Die Zellen werden mit einem Zellscraper von der Oberflache der
Zellkulturschale gel6st. AnschlieRend werden die Zellen zweimal mit DPBS gewaschen und
die intrazellulare Fluoreszenz mittels Durchflusszytometrie (Epics XL flow cytometer, Beck-

man Coulter, Krefeld) detektiert.

3.3.3 Bestimmung von extra- und intrazellularen Pyrophosphatkonzentrationen

Extrazellulares Pyrophosphat (ePP;) wird im Zellkulturiberstand mittel enzymgekoppeltem
Biolumineszenzassay nach Prosdocimo et al. bestimmt (Prosdocimo et al. 2009). Im ersten
Schritt werden 75 pL Zellkulturiiberstand bei 100 °C fur 5 min hitzeinaktiviert um eine Hydro-
lyse des metastabilen PP; durch enzymatische Restaktivitat zu verhindern. AnschlieRend
werden 20 pyL Adenosin-5 -®hosphosulfatsodiumsalz (APS, 25 uM) und 4 pL Adenosin-5 -6
Triphosphatassaymix (FL-AAM) moglichst unter Lichtausschluss hinzugegeben und bei

Raumtemperatur (27 °C) fur 60 min im Dunkeln in einer wei3en 96-Kavitaten-Platte inkubiert.
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Der initiale stationare Zustand der Biolumineszenz, welcher ein Indikator fiir den ATP-Gehalt
der Probe ist, wird bei Raumtemperatur im Tecan infinite m200pro (Tecan, Schweiz) ge-
messen. Die Gerateeinstellungen kénnen der Tabelle 3.10 entnommen werden. Nach dieser
Messung wird 1 pL ATP-Sulfurylase (0,01 U) zu jeder Probe gegeben um die Umsetzung
von PP; zu ATP zu katalysieren. Die Biolumineszenz wird kontinuierlich bis zu einem neuen
stationdren Zustand alle 2 min detektiert. Zur Bestimmung der PP;-abhéngigen Biolumines-

zenz werden diese Werte von der basalen ATP-Biolumineszenz subtrahiert. Die Detektion

erfolgt in Triplikaten und Kalibrationskurven werden fir jedes Experiment mit Adenosin-5 -Nj

Triphosphatdisodiumsalzhydrat (FLAAS, 1 umol/ul ATP) als Standard bestimmt.

Tab. 3.10: Gerateeinstellungen zur Detektion der Biolumineszenz fir den Tecan infinite
m200pro (Tecan, Schweiz).

Einstellungen

Schitteln (Linear) Dauer 2s

Schitteln (Linear) Amplitude 2 mm

Kinetik Dauer 2h
Intervallzeit 2 min

Modus Lumineszenz
Abschwéachung keine
Integrationszeit 1000 ms
Ruhezeit 0 ms
Temperatur 27 °C

Fur die Detektion von intrazellularem Pyrophosphat (iPP;) musste das zuvor beschriebene
Protokoll angepasst werden. Die Fibroblasten missen mittels Zellscraper von der Oberflache
der Zellkulturschale in 250 yL DMEM gel6st werden. Zum Aufschluss der Zellen werden
diese einem Einfrier-Auftauprozess unterzogen. Nach Hitzeinaktivierung werden die Zellen
gevortext und mittels Zentrifugation pelletiert. Das PP; im Uberstand wird nach oben
beschriebenem Protokoll detektiert.

3.3.4 Bestimmung von Matrix-Gla-Protein im Zellkulturiiberstand

Zur Konzentrationsbestimmung von MGP im Zellkulturiberstand wird das Enzyme-linked
Immunosorbent Assay Kit von Uscn Life Science nach Herstellerangaben verwendet. Dabei
handelt es sich um einen sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (sandwich-ELISA).
Die Zellkulturiberstdnde werden zur MGP-Konzentrationsbestimmung unverdinnt einge-
setzt. I n jeder Kavit2at werden 100 eL der
wird die Platte mit einer Folie verschlossen und 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der

Inkubationszeit wird der Uberstand entfernt, 100 pL der Arbeitslosung Detection Reagent A
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zu jeder Probe hinzugegeben und erneut 1 h bei 37 °C inkubiert. Mit Hilfe eines Autowashers

wirddi e Fl ¢ssigkeidt aus jeder Kavit?2t ent f
Vorgang dreimal wiederholt und abschliel3end die Flissigkeit vollstandig entfernt. Es folgt die
Zugabe von 100 eDetecton ReagentsB| das YenschlieRen der Platte mit
einer Folie und die Inkubation fir 30 min bei 37 °C. Der obige Waschzyklus wird wiederholt,
90 eL Swobusg in gede Kavitat pipettiert und bei 37 °C im Dunkeln fir 10 min
inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion werden 5 0 Stapp-Lésung in jeder Kavitat pipettiert
und die Absorption der Proben auf der Platte innerhalb von 30 min bei 450 nm und 550 nm

(Korrektur) am Plattenreader Tecan infinite m200pro (Tecan, Schweiz) gemessen.

3.3.5 Bestimmung von Osteopontin im Zellkulturiberstand

Die Konzentration von Osteopontin (OPN) im Zellkulturiberstand erfolgt mittels eines sand-
wich-ELISA (Human Osteopontin Assay Kit, IBL) nach Herstellerangaben. Die Zellkultur-

ernt,

Uberstande werden unverdinnt eingesetzt. In jeder Kavitattwe r d e n 1 O-Buffes Yorgd=1 A

legt und anschlieRend 100 uL der Probe bzw. des Standards zugegeben. Die ELISA-Platte
wird mit einer Folie verschlossen und 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubations-

zeit wird mit Hilfe eines Autowashers dieFlussigk ei t i n jeder Kavih2&t en:

|I6sung zugegeben, dieser Vorgang siebenmal wiederholt und abschlieRend die Flussigkeit
voll st@andig entfernt. Es f ol mAntkdtdera, das Werschiie
3en der Platte mit einer Folie und die Inkubation fiir 30 min bei 4 °C. Der obige Waschzyklus
wird wieder hol t, -Ldsing in pde Kavititr pipettiergunchbei Raumtempera-
tur f¢gr 30 min inkubiert. Zum Sstoppa@seng in feder
Kavitat pipettiert und die Absorption der Proben auf der Platte innerhalb von 30 min bei
450 nm und 550 nm (Korrektur) am Plattenreader Tecan infinite m200pro (Tecan, Schweiz)

gemessen.

3.3.6 Bestimmung der ALP-Aktivitat

Zur Quantifizierung die ALP-Aktivitat im Zellkulturiiberstand werden Standardmethoden der
klinisch-chemischen Analytik genutzt. Alle Messungen erfolgen photometrisch im ARCHI-
TECT ci8200. Nach dem modifizierten Verfahren von Bessey et al. wird p-Nitrophenyl-
phosphat durch die ALP hydrolysiert und es bildet sich p-Nitrophenol mit einer Absorption bei
404 nm. Diese Absorption ist proportional zur Aktivitdt der ALP in der Probe (Bowers und
McComb 1966; Bessey et al. 2005).
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3.3.7 Bestimmung der ENPP1-Aktivitat

Die ENPP1-Aktivitat wird nach kirzlich beschriebenem Protokoll in dermalen Fibroblasten
nach 21 Tagen bestimmt (Lau et al. 2013). Als Substrat fur ENPP1 wird Thymidin-
5 -Njonophosphat-p-Nitrophenylesternatriumsalz (1 mg/mL) gelést in DMEM zu den Zellen
gegeben und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Das gebildete p-Nitrophenol kann tber
Messung der Absorption bei 415 nm im Tecan infinite m200pro (Tecan, Schweiz) quantifi-

ziert werden.

3.3.8 Bestimmung der ABCC6-Proteinexpressionen

Die Bestimmung der ABCC6-Proteinexpressionen erfolgt aus Zelllysaten mittels Western-
blot-Analyse. Die Auftrennung der Proteine wird in einem 8 - 16 %igen Tris-Glycin-Gel unter
reduzierten Bedingungen durchgefuhrt. Zur Probenvorbereitung werden 4 pL Probe
(10 pg Gesamtprotein), 1 uL reduzierendes Reagenz und 5 pL TrisGlycin-SDS-Probenpuffer
(2.5) bei 85 °C fur 2 min denaturiert und anschliel3end auf das Gel aufgetragen. Die Elektro-
phorese lauft bei 125 V etwa 1,5 h. Nach der Separation wird das Gel kurz in Transferpuffer
(5 % MeOH pro Gel) equilibriert. Die PVDF-Membran (polyvinylidene difluoride membrane)
wird fir 30 s in MeOH aktiviert, mit Wasser abgespult und in Transferpuffer gelagert.
Anschlielend wird der Blot nach dem Schema aus Abb. 3.1 zusammengesetzt.

+ ""';'°'j Blotting Pad + oooovoooooj Blotting Pad

[CIS 55 swtgPa D ety N
Filter Paper I [ | Filter Paper
Transfer Membrane I | Transfer Membrane
Gel | O Second Gel
Filter Paper [ ] Filter Paper
Biotting Pad I R R Pl il IBbtlmgPad
I'_'_'_'_'_'—'_'_'_']o P TR e Blotting Pad I [ ] Filter Paper

] Transfer Membrane

T T OO First Gel

e o [ ] Filter Paper
%00 0. ... | Boting Pad
070 o 0o 0 0o o o o o] Blotting Pad

|
Cathode Core (-)

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Westernblotaufbaus fur die Bestimmung der ABCC6-
Proteinexpressionen.

Der Proteintransfer vom Gel auf die PVDF-Membran findet bei 25 V fir mindestens 2 h statt.
Im Anschluss an den Transfer werden die Proteine mit einer 3 %igen TCS-L6sung fur 3 min
auf der PVDF-Membran fixiert und anschlieRend kurz mit TBS-T-Puffer (2.5) gewaschen. Zur
Blockung der freien Bindungsstellen wird die PVYDF-Membran fur 1 h bei Raumtemperatur in
5 % Milchpulver/TBS-T-L6sung inkubiert. Danach erfolgt die Inkubation mit dem ersten Anti-
korper (Anti-ABCC6, rabbit monoclonal ERP8342, Abcam, UK), der 1:10.000 in TBS-T-
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Puffer verdinnt wird, bei 4 °C tber Nacht. Im Anschluss wird die Membran 3 x fiir je 10 min

mit TBS-T-Puffer unter leichtem schiitteln gewaschen. Der zweite Antikorper (IgG- H+L,
rabbit polyclonal, HRP, Abcam, UK) wird 1:2.000 in TBS-T-Puffer verdinnt und 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wird die Membran erneut mit TBS-T-Puffer gewa-
schen. Die Luminol/Enhance-Losung wird im Verhaltnis 1:1 mit einem Peroxidase-Puffer
gemischt, gleichmafig auf die Membran verteilt und fir 3 min im Dunkeln inkubiert. Die
Detektion des Chemilumineszenzsignals erfolgt anschlieBend mit dem PEQLAB Fusion
Dokumentationssystem (Fusion-SL, Peglab Biotechnologie, Germany). Die Bandenintensitat

kann mit der BiolD-Software (Peqglab Biotechnologie, Germany) quantifiziert werden.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Identifizierung von PPj-metabolisierenden genetischen Kofaktoren fur
PXE

Zur Aufklarung einer moglichen Bedeutung genetischer Kofaktoren bei PXE wurden im
Rahmen dieser Arbeit ausgewdahlte Einzelnukleotidvarianten (SNV) in Kandidatengenen
untersucht, die eine Rolle im Kalzifizierungsprozess spielen und somit als mogliche Modifika-
tion fur die Manifestation oder Auspragung in PXE eine Rolle spielen konnten. Die SNV
wurden nach den Kriterien, funktionaler Relevanz, Beteiligung in der pathologischen Kalzifi-
zierung und einer beschriebenen 5 %igen Frequenz ausgewahlt. Fur die genetischen Analy-
sen standen DNA-Proben von 190 PXE-Patienten zur Verfugung. Als gesunde Kontroll-
kohorte dienten Blutspender, die in Alter und Geschlecht mit den PXE-Patienten Uberein-
stimmten. Es wurde die Haufigkeit von 12 Sequenzvarianten in den drei Kandidatengenen
ALP, ANKH und ENPP1 bestimmt und verglichen. Der Nachweis erfolgte entweder mittels
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen(RFLP)-Analyse oder mittels allelspezifischer
PCR nach dem ARMS-System. Fir die RFLP-Analyse wurde ein Fragment der genomischen
DNA, welche die zu untersuchende Variante enthielt, durch eine PCR amplifiziert und das
gewonnene Produkt im Anschluss einem Restriktionsverdau unterworfen. Der Restriktions-
ansatz wurde in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und der Genotyp anhand
des sich ergebenden Bandenmusters detektiert. Die Identitdt des PCR-Produkts wurde durch
direktes Sequenzieren sichergestellt. Fir eine zu untersuchende Variante konnte aufgrund
einer fehlenden Restriktionsenzymerkennungssequenz kein Restriktionsverdau durchgefiihrt
werden. Daher wurde fir die Analyse der entsprechenden Variante eine allelspezifische PCR
etabliert, die eine Identifizierung des Genotyps ermdglicht, ohne einen Restriktionsverdau zu

erfordern.

Die Auswertung der Allelfrequenzen der 12 untersuchten Varianten im Vergleich zwischen
PXE-Patienten und Kontrollkohorte ergab drei Varianten ¢.1190-65C>A (rs1780329, ALP),
.313+9G>T (rs7773477, ENPP1) und ¢.2101-14delT (rs11313870, ENPP1), die signifikant
haufiger in der PXE-Patientengruppe vorkommen (P < 0,05 jeweils, Tab. 4.1). Die
Assoziation mit PXE war signifikant fur die Allele ¢.1190-65A (Frequenz in PXE-Patienten vs.
Kontrollen: 0,17 vs. 0,11; P = 0,010), ¢.313+9T (0,04 vs. 0; P = 0,0002) und ¢.2101-14delT
(0,20 vs. 0,14; P = 0,042). Nach Bonferroni-Korrektur fur multiples Testen blieb nur der SNV
€.313+9G>T (ENPP1) signifikant mit PXE assoziiert (Pyorigierr = 0,0024). Das Vorhandensein
des krankheitsassoziierten Allels fihrte zu einem Odds Ratio (OR) von 27,96 (1,66-472,30)
fur das Allel ¢.313+9T.
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Tab. 4.1: Allelfrequenzen der untersuchten Varianten in den Genen ALP, ANKH und ENPP1 bei PXE-Patienten und Kontrollen.

SNV* Ref. SNVZ  Allel PXE® Kontrollen® OR (95% Cl) p* Prorrigiert”

ALP

€.330C>T p.S110S rs1780316 C 360 (95 %) 357 (94 %) 0,93 (0,50-1,72) 0,876 1,000
T 20 (5 %) 23 (6 %)

c.787T>C p.Y263H rs3200254 T 338 (89 %) 347 (91 %) 1,31 (0,81-2,11) 0,331 1,000
C 42 (11 %) 33 (9 %)

C.876A>G p.P292P rs3200255 A 370 (97 %) 377 (99 %) 3,42 (0,93-12,52) 0,055 0,660
G 10 (3 %) 3 (1 %)

€.1190-65C>A Intron rs1780329 C 313 (83 %) 342 (89 %) 1,78 (1,16-2,75) 0,010 0,120
A 67 (17 %) 38 (11 %)

ANKH

c.-978delC Promotor Zhang et al. A 230 (61 %) 217 (57 %) 0,87 (0,65-1,16) 0,371 1,000

(2005) c 150 (39 %) 163 (43 %)
c.-4G>A 5 9TR Zhang et al. G 355 (93 %) 361 (95 %) 1,34 (0,72-2,48) 0,436 1,000
(2005) A 25 (7 %) 19 (5 %)

€.294C>T p.A98A rs17251667 C 177 (47 %) 188 (49 %) 1,12 (0,84-1,50) 0,467 1,000
T 203 (53 %) 192 (51 %)

€.963A>G p.A321A rs2288474 A 367 (97 %) 368 (97 %) 1,06 (0,48-2,36) 1,000 1,000
G 13 (3 %) 12 (3 %)

ENPP1

c.511A>C p.K171Q rs1805101 A 330 (86 %) 331 (87 %) 1,03 (0,67-1,56) 0,914 1,000
C 50 (14 %) 49 (13 %)

c.313+9G>T Intron rs7T773477 G 368 (97 %) 380 (100 %) 27,96 (1,66-472,30) 0,0002 0,0024
T 12 (3 %) 0

c.517A>C p.K121Q rs1044498 A 333 (87 %) 326 (86 %) 0,87 (0,57-1,32) 0,523 1,000
C 47 (13 %) 54 (14 %)

€.2101-14delT Intron rs1799774 T 305 (80 %) 327 (86 %) 1,52 (1,03-2,23) 0,042 0,504
- 75 (20 %) 53 (14 %)

144

! Nukleotidnummerierung basiert auf der cDNA-Sequenz mit A als erster Nukleinséure im ATG-Translationsstart +1 (GenBank-Accessionnummer ALP NG_008940,
ANKH NG_008273, ENPP1 NG_008206). % Referenz-SNV in National Center for Biotechnology Information (NCBI)-Datenbank, Juni 2013. ® Allelanzahl (Allelfrequenz).
4AIIeIfrequenz wurde verglichen zwischen PXE-Patienten und Kontrollen mittels zweiseitigen exakten Fisher-Tests. ®P-Werte < 0,05 sind signifikant nach Bonferroni-
Korrektur fur multiples Testen, Pyorigiert = p(U)*k, k = 12.
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Die Genotypenanalyse ergab die Assoziation des Genotypen TT der Variante ¢.294C>T im
ANKH-Gen mit PXE (0,11 vs. 0,02; Pionigierr = 0,0036; Tab. 4.2), allerdings unterschied sich
die Minor Allele Frequenz (MAF) nicht zwischen Patienten und Kontrollen (0,53 vs. 0,51;
P = 0,235). Alle Genotypverteilungen mit Ausnahme von ¢.876A>G (ALP) und c.294C>T
(ANKH) befanden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Tab. 4.2: Genotypenfrequenzen der untersuchten Varianten in den Genen ALP, ANKH und
ENPP1 bei PXE-Patienten und Kontrollen.

SNV* Ref. SNV Genotyp PXE? Kontrollen® p* Prorrigiert
ALP
€.330C>T p.S110S  rs1780316 cc 171 (90 %) 167 (88 %) 0,526 1,000
cT 18 (9 %) 23 (22 %)
TT 1 (1 %) 0 (0 %)
c.787T>C p.Y263H rs3200254 TT 151 (79 %) 158 (83 %) 0,465 1,000
TC 36 (19 %) 31 (16 %)
CC 3(2%) 1(1%)
Cc.876A>G p.P292P  rs3200255 AA 182 (96 %) 188 (98 %) 0,133 1,000
AG 6 (3 %) 1(1 %)
GG 2 (1 %) 1(1 %)
€.1190-65C>A  Intron rs1780329 cC 131 (69 %) 156 (82 %) 0,036 0,432
CA 51 (27 %) 30 (16 %)
AA 8 (4 %) 4 (2 %)
ANKH
c.-978delC Promotor  Zhang et al. AA 61 (33 %) 53 (29 %) 0,567 1,000
(2005) AC 108 (57 %) 111 (58 %)
cc 21 (11 %) 26 (14 %)
c.-4G>A 5¥TR Zhang et al. GG 165 (87 %) 171 (90 %) 0,332 1,000
(2005) AG 25 (13 %) 19 (10 %)
AA 0 (0 %) 0 (0 %)
.294C>T p.A98A rs17251667 cc 8 (4 %) 2 (1 %) 0,0003  0,0036
CT 161 (85 %) 184 (97 %)
TT 21 (11 %) 4 (2 %)
C.963A>G p.A321A rs2288474 AA 178 (94 %) 179 (94 %) 0,985 1,000
AG 11 (5 %) 10 (5 %)
GG 1 (1 %) 1(1 %)
ENPP1
c.511A>C p.K171Q rs1805101 AA 142 (74 %) 144 (76 %) 0,577 1,000
AC 46 (25 %) 43 (22 %)
cc 2 (1 %) 3 (2 %)
C.313+9G>T Intron rs7773477 GG 180 (95 %) 188 (99 %) 0,036 0,432
GT 8 (4 %) 2 (1 %)
TT 2 (1 %) 0 (0 %)
c.517A>C p.K121Q rs1044498 AA 145 (76 %) 139 (73 %) 0,785 1,000
AC 43 (23 %) 48 (25 %)
cc 2 (1 %) 3(2%)
€.2101-14delT  Intron rs1799774 TT 121 (64 %) 143 (75 %) 0,039 0,468
T- 63 (33 %) 41 (22 %)
. 6 (3 %) 6 (3 %)

" Nukleotidnummerierung basiert auf der cDNA-Sequenz mit A als erster Nukleinsaure im ATG-Translationsstart
+1 (GenBank-Accessionnummer ALP NG_008940, ANKH NG_008273, ENPP1 NG_008206). 2 Referenz-SNV in
National Center for Biotechnology Information (NCBI)-Datenbank, Juni 2013. 3 Genotypanzahl (Genotypfre-
quenz). 4 Genotypenfrequenz wurde verglichen zwischen PXE-Patienten und Kontrollen mittels zweiseitigen
exakten Fisher-Tests. ° P-Werte < 0,05 sind signifikant nach Bonferroni-Korrektur fur multiples Testen,
Prorrigiert = P ( U ) =Xk2, k
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Zur Berechnung der statistischen Signifikanz der Kohortengrof3e und des genetischen
Modells wurde ein Algorithmus von Faul et al. angewendet (Faul et al. 2007). Die Ergebnisse
zeigten, dass die dieser Arbeit zugrunde liegende Kohorte eine ausreichende GroRR3e zur
Detektion von Assoziationen hat. Die statistische Wahrscheinlichkeit unter der Annahme
eines additiven oder multiplikativen Modells fir PXE betragt 75 bis 93 % mit einem relativen
Ri si ko vfdrrdie Raufig frequentierten SNV (MAF 25 -4 5 %,
Wird ein dominantes oder rezessives Modell angenommen, hat diese Studie eine Aussage-
kraft von 33 bis 64 % bzw. 19 bis 43 %. Flr weniger haufige SNV (MAF < 8 %) hat diese
Studie bei der Annahme eines additiven, multiplikativen oder dominanten Modells eine
at bzw.ebei AriRahime dines

Signi fi

Aussagekraft von 29 bis 47 % b e i einem r el

rezessiven Modells 5 %.

Die Assoziation der ENPP1-Variante ¢.313+9G>T (rs7773477) mit dem ABCC6-Genotyp
und dem PXE-Phanotyp ist in Tabelle 4.3 dargestellt. Zwei PXE-Patienten trugen diese
ENPP1-Variante homozygot, wahrend acht Patienten heterozygote Trager waren. Der SNV
konnte in der alters- und geschlechtskorrelierten Kontrollkohorte nicht detektiert werden.
Eine Korrelation zwischen ABCC6-Genotyp und PXE-Phanotyp wurde nicht gefunden.

Tab. 4.3: Assoziation der ENPP1-Variante ¢.313+9T (rs7773477) mit dem ABCC6-Genotyp und
dem PXE-Phanotyp.

Ge-
ABCC6 ABCC6 o
Nr.'  schle  Genotyp Status Organbeteiligung
cht Genotyp-Allel 1 Genotyp-Allel 2
Haut, Augen, Herz, Kar-
143 W T E24: c.3421C>T Keine ht diovaskulares Gewebe,
(p.R1141X) Bluthochdruck, Gastroin-
testinaltrakt
19 w T E24:¢c.3421C>T E24:c.3421C>T hm Haut, Augen, Bluthoch-
(p.R1141X) (p.R1141X) druck
34 w GT : i-21:
E16: c.1995delG c.2787+1G>T cht Haut
66 m GT . . E30: c.4209C>A Haut, Augen, Kardiovas-
1-26: ¢.3736-1G>A p.S1403R cht kuldres Gewebe
204 w GT E24:¢c.3421C>T E24:c.3412C>T cht Haut, Augen, Kardiovas-
(p.R1141X) (p.R1138W) kulares Gewebe
252 m GT E24: ¢.3421C>T El2: cht Augen, Kardiovaskulares
(p.R1141X) €.1574 1575insG Gewebe, Bluthochdruck
341 m GT E12: c. 1552C>T Keine ht Haut, Augen, Herz, Blut-
(p.R518X) hochdruck
Haut, Augen, Kardiovas-
140 m GT E24:c.3421C>T Keine ht kulares Gewebe, Blut-
(p.R1141X) hochdruck, Gastrointes-
tinaltrakt
. . Haut, Augen, Kardiovas-
467 w GT E2(4 ' ;1311311)%>T E2(4 ' ;1314211;:))1- hm kulares Gewebe, Blut-
P: P hochdruck
204 W GT E24: c.3490C>T .
(p.R1164X) Keine ht Haut, Augen

T Kollektivnummer, w: weiblich, m: mannlich, ht: heterozygot, hm: homozygot, cht: compound heterozygot,
wt: Wildtyp

Die Allelfrequenzen der untersuchten SNV in den Genen ALP, ANKH und ENPP1 der PXE-

Patienten wurden in Subgruppen unterteilt, um eine potentielle Assoziation dieser mit den

46

kanz



ERGEBNISSE
klinischen Charakteristika bei PXE (Tab. 3.1) zu untersuchen. Es konnte keine signifikante

Assoziation zwischen den Genotyp- bzw. Allelfrequenzen und dem Alter, dem Diagnosealter,

der Anzahl und Art der involvierten Organe festgestellt werden.

Die LD-Struktur und Haplotypenblocke fur jedes untersuchte Gen wurden in den PXE-
Patienten und der Kontrollkohorte mittels Haploview 3.2 Software (Barrett et al. 2005) analy-
siert. Die Analyse erfolgte geméaR der Einstellung Apline of LDAA i nHaplogiew-Software,
di e auf -Wdatr®hfiurkli@ duReren Marker jedes Blocks basiert. Die Haplotypen-
analyse ergab in jedem untersuchten Gen jeweils einen LD-Block in der gemischten
Population, in der Kontrollkohorte und in den PXE-Patienten (Abb. 4.1). Die héchsten paar-
we i s eWertd(©,84 und 0,80) wurden zwischen den Varianten ¢.978delC und c.-4G>A
(ANKH), sowie zwischen den ENPP1-Varianten ¢.511A>C (rs1805101) und c¢.517A>C
(rs1044498) ermittelt. Die Haplotypenanalyse des ALP-Gens der PXE-Patienten ergab zwei
getrennte LD-Blocke. Der zweite Block konnte in den Gruppen der gesunden Kontrollen und
der gemischten Population nicht detektiert werden. Eine signifikante Assoziation der genann-
ten Haplotypen wurde nicht gefunden.

ALP

[ I — [ ! —] | ]
< 7 =
) - I ) ] - 3] @ Q

L [+] o A A A
S Block 1 (5kb)  [Block 2 (2 khl .

3 4
A) Gemischte Population B) PXE-Patienten C) Gesunde Kontrollen
ANKH ENPP1

‘l"j =
L o
L (5]

Black 1 {0 kb)
2 3

c.-978delC
c.-4G>A
€.294C>T
c.963A>G
¢.517TA>C
¢.2101-14delT

w
=
-
-

Block 1 (0 kb)
1 2

34

D) Gemischte Population E) Gemischte Population

Abb. 4.1: LD-Struktur der SNV in den Genen ALP, ANKH und ENPPL1. LD-Struktur der vier unter-

suchten SNV im ALP-Gen in der gemischten Population (A), PXE-Patienten (B) und den gesunden
Kontrollen (C). LD-Struktur von jeweils vier SNV in den Genen ANKH (D) und ENPP1 (E). Die Analyse
erfolgte gem?2C splirerof LBi nis nHaplo#iawsSgftwake, di e auifWeresiOBem DO
fur die auReren Marker jedes Blocks basiert (Barrett et al. 2005). Das Standardfarbschema wurde
verwendet um die LD-Blocke darzustellen, mit schwarz fir perfektes LD (LOD O2 , =0§ weil fir

kein LD (LOD <2, <DI§ Graustufen (LOD 02, Cpund Rotténe fiir dazwischenliegendes LD
(LOD<2, =D)P
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Die Haplotypenanalyse aller drei Kandidatengene gemeinsam ergab vier getrennte LD-

Blocke (Abb. 4.2). Der Haplotyp CCG in Block 2 trat signifikant h&ufiger in der Kontroll-
kohorte auf als in der PXE-Patientengruppe (P = 0,019; Tab. 4.4). Nach Bonferroni-Korrektur
war der Haplotyp allerdings nicht mehr signifikant (Pionigier = 0,228). Die Assoziation des

Haplotypen AT in Block 3 mit PXE blieb auch nach Bonferroni-Korrektur signifikant
(Pkorrigert = 0,048)

— ALP———— ANKH—— — ENPP1——
[LIL | - 1 L 1T ]
e 77:?"": — \ \ s |
3o " 3
- (%) o Q = o
7 & % % £ < 5 % & g 3 8
b=3 ~ © o © A o & + < < '
™ 0 ~ =) ~ (V) g o 2 - ~ s
o = @ = = o N - ™ b b 2
1] 3] o S %) S 3] 1] 3] 1] J 9

Block 1 {5 kh) Elock 2 {33 kh)
1 2

Elock 3 {109 kb) |Block 4 (0 kh)

-
o
-
-
-
N

5

53 0 8 1 71

88 52 1
56 12

Abb. 4.2: LD-Struktur der 12 untersuchten SNV in den Genen ALP, ANKH und ENPPL1 in einer

Analyse in der gemischten Population. Die Analyse erfolgte gemaR der Einstellun gsplhke of LDA i n

der Haploview-Software, di e aufWert > 0,&fiir di® duBeren Marker jedes Blocks basiert

(Barrett et al. 2005). Das Standardfarbschema wurde verwendet um die LD-Blécke darzustellen, mit
schwarz fg¢r perfektes LD (LOD O 2, D6 = 1), wei C fg¢
D6 O 1) und Rott°ne f¢r dazwischenliegendes LD (LOD
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Tab. 4.4: Detektierte ALP-, ANKH- und ENPP1-Haplotypen in PXE-Patienten und Kontrollen.

Haplotyp  Frequenz Arllzoamlr;T(eE, Fre@gﬁgzlfga OR (95 % CI) p! Prorriert>
Block 1
cT 0,845 318:62, 325:55 0,836; 0,854 1,15 (0,78-1,71) 0,501 1,000
cc 0,099 42:338, 33:347 0,111; 0,087 0,77 (0,47-1,24) 0,263 1,000
TT 0,056 20:360, 23:357 0,053; 0,059 1,16 (0,63-2,15) 0,694 1,000
Block 2
CAG 0,495 188:192, 188:192 0,494; 0,496 1,00 (0,75-1,33) 0,972 1,000
CCG 0,295 98:283, 127:253 0,257; 0,334 1,45 (1,06-1,98) 0,019 0,228
AAG 0,080 37:343, 24:356 0,097; 0,062 0,63 (0,37-1,07) 0,072 0,858
CCA 0,065 28:352, 21:359 0,073; 0,056 0,74 (0,41-1,32) 0,357 1,000
ACG 0,060 29:351, 17:363 0,075; 0,044 1,76 (0,95-3,27) 0,066 0,796
Block 3
AG 0,947 354:26, 366:14 0,931; 0,963 1,92 (0,99-3,74) 0,054 0,653
GG 0,033 13:367, 12:368 0,034; 0,032 1,09 (0,49-2,41) 0,872 1,000
AT 0,020 13:367, 2:378 0,034; 0,005 6,70 (1,50-29,88) 0,004 0,048
Block 4
AA 0,841 319:57, 316:62 0,848; 0,835 0,91 (0,62-1,35) 0,635 1,000
cc 0,112 42:334, 42:336 0,112; 0,112 1,01 (0,64-1,58) 0,993 1,000
AC 0,024 6:370, 12:366 0,017; 0,031 0,49 (0,18-1,33) 0,221 1,000
CA 0,023 9:367, 8:370 0,023; 0,022 1,13 (0,43-2,97) 0,942 1,000

' Allelfrequenzen wurden verglichen zwischen PXE-Patienten und Kontrollen mittels zweiseitigen exakten Fisher-
Tests. 2 P-Werte < 0,05 sind signifikant nach Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen, Piorigen=p ( U) =%k2, Kk

Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Interaktionen wurden mittels der Multifactor Dimensionality
Reduction (MDR)-Software untersucht. Diese Software reduziert die Dimensionalitat der
Multilokus-Genotypen-Information, um eine mdgliche SNV-Kombination mit dem Krankheits-
risiko zu identifizieren (Hahn et al. 2003). Abbildung 4.3 zeigt ein Baumdiagramm, welches
die Interaktionen der Genotypen (12 SNV) mit dem Phéanotyp der kardiovaskularen Beteili-
gung darstellt. Blaue und grine Linien reprasentieren eine synergetische Interaktion mit
unterschiedlicher Intensitat, blaue Interaktionen sind stérker als griine. Rote und orange
Linien beschreiben antagonistische Interaktionseffekte, wobei rote Interaktionen starker sind
als orange. Das Farbschema im Diagramm zeigt einen starken synergetischen Effekt
zwischen der Variante ¢.294C>T (rs17251667) im ANKH-Gen und der kardiovaskularen
Beteiligung. zwischen den Varianten
€.1190-65C>A (ALP), ¢.2101-14delT (ENPP1), ¢.294C>T (ANKH) und der kardiovaskularen
Beteiligung, zwischen c.-978delC, c.-4G>A (beide ANKH) und ¢.313+9G>T (ENPP1), eben-

so wie zwischen ¢.787T>C und ¢.876A>G (beide ALP) beobachtet werden.

Schwéchere synergetische Effekte konnten
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c.963A>G

c.787T>C
c.876A>G
¢.330C>T
c.-4G>A
c.-978delC
¢.313+9G>T
c.517A>C

c.511A>C

¢.1190-65C>A

c.2101-14delT

|: c.294C>T

—— Synergie ++ —— Redundanz ++ Kardiovaskulare
) Beteiligung
Synergie + Redundanz +
Interaktion
schwach stark

Abb. 4.3: Baumdiagramm der Interaktionen zwischen den untersuchten 12 SNV und der kardio-
vaskularen Beteiligung in PXE mittels MDR-Analyse. Blaue und griine Linien représentieren eine
synergetische Interaktion mit unterschiedlicher Intensitat, blaue Interaktionen sind starker als griine.
Rote und orange Linien beschreiben antagonistische Interaktionseffekte, wahrend rote Interaktionen
starker sind als orange.
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4.2 Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Kalzifizierungsinduktoren auf

die ektopische Kalzifizierung bei PXE

Aufgrund der ektopen Mineralisierung des Bindegewebes bei PXE ist die Untersuchung
dieses Kalzifizierungsprozesses fir die Aufklarung des PXE-Pathomechanismus essentiell.
Zur Untersuchung des Kalzifizierungsprozesses stehen heute zwei Mausmodelle und ein
Zebrafischmodell zur Verfigung (Jiang et al. 2007; Li et al. 2010; Gorgels et al. 2012). Diese
Modelle allerdings eignen sich nicht flr Untersuchungen des Kalzifizierungsprozesses in der
Dermis, da sich Aufbau und Zusammensetzung stark von der Humanen unterscheiden.
Deshalb wurde in dieser Arbeit der Kalzifizierungsprozess in dermalen Fibroblasten, welche
aus Hautbiopsien von PXE-Patienten und gesunden Kontrollpersonen stammen, untersucht.
Eine Induktion der Kalzifizierung ist in in vitro-Modellen im Gegensatz zu der Kalzifizierungs-
fahigkeit der Zellen in vivo notwendig, da FCS-Bestandteile wie z. B. Fetuin A oder MGP die
Kalzifizierung hemmen. Aufgrund dessen wurden im Folgenden verschiedene Kalzifizie-
rungsinduktoren und ihr Einfluss auf den beobachteten PXE-Phanotyp im Zellkulturmodell
untersucht. Im Folgenden wurde der Einfluss drei verschiedener Kalzifizierungsinduktoren
auf die Kalzifizierung in PXE mittels dermalen Fibroblasten untersucht. 3-Glycerophosphat
und Dinatriumhydrogenphosphat sowie Kalziumchlorid kamen als Induktoren zum Einsatz.

4.2.1 R-Glycerophosphat als Kalzifizierungsinduktor

Viele in vitro-Studien nutzen R-Glycerophosphat (RGlyPO,) als Induktor fur die Kalzifizierung
in humanen und tierischen Zellen. Die Inkubation mit BGlyPO, induziert in vitro die Ab-
lagerung von Kalziumphosphatkristallen in der ECM, indem es als anorganische Phosphat-
quelle dient. Im Rahmen dieser Arbeit wurden jeweils vier dermale Fibroblastenzelllinien von
PXE-Patienten und gesunden Kontrollen Uber 21 Tage im Standardmedium (DMEM + 10 %
FCS + 10 % DPBS + 1 % AB/AM + 5 % DPBS) oder in Kalzifizierungsmedium mit RBGlyPO,
als Induktor (DMEM + 10 % FCS + 10 mmol/L BGlyPO, + 50 pg/mL Ascorbinsaure + 1 %
AB/AM + 5 % DPBS) kultiviert. Die Konzentrationen wurden in Anlehnung an andere in vitro-
Kalzifizierungsstudien gewahlt (Boraldi et al. 2012). Das Medium wurde alle drei Tage er-
neuert. Nach 21 Tagen Kultivierung wurde der Kalzifizierungsstatus mittels ARS-Farbung
anhand der sich bei erfolgreicher Kalzifizierungsinduktion bildenden roten kalziumreichen
Kristalle Uberprtft. Unter den beschriebenen Kulturbedingungen konnte nach 21 Tagen his-

tochemisch keine Kalzifizierung nachgewiesen werden (Abb. 4.4).
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Kalzifizierungsmedium
DMEM +RGlyPO,
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Abb. 4.4;. Bestimmung des Kalzifizierungsstatus nach 21-tdgiger Behandlung mit RGlyPO,
mittels Alizarin-Rot-S-(ARS)-Farbung. Kontroll- (A) und PXE-Fibroblasten (B) wurden in Standard-
medium (DMEM) oder in Kalzifizierungsmedium supplementiert mit R-Glycerophosphat (BGlyPOy,,
10 mmol/L BGlyPO, und 50 pg/mL AA) fir 21 Tage kultiviert. Eine Kalzifizierung konnte nach 21 Ta-
gen mittels Mikroskopie histochemisch nicht nachgewiesen werden.

4.2.2 Dinatriumhydrogenphosphat und Kalziumchlorid als Kalzifizierungsinduktoren

Im n&chsten Schritt wurden zwei weitere mogliche Kalzifizierungsinduktoren auf ihre Fahig-
keit, eine histochemische Kalzifizierung in vitro zu induzieren getestet. Hierbei kamen ein
weiteres Phosphat, das Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) und Kalzium in Form des
Kalziumchlorids (CaCl,) zum Einsatz. Jeweils vier dermale Fibroblastenzelllinien von PXE-
Patienten und gesunden Kontrollen wurden lber 21 Tage im Standardmedium (DMEM
+ 10 % FCS + 10 % DPBS + 1 % AB/AM + 5 % DPBS) oder im Kalzifizierungsmedium mit
Na,HPO, oder CaCl, als Induktor (DMEM + 10 % FCS + 2,5 mmol/L Na,HPO, oder
8 mmol/L CaCl, + 1 % AB/AM + 5 % DPBS) kultiviert. Die Konzentrationen wurden in Anleh-
nung an andere in vitro-Kalzifizierungsstudien gewahlt (Trion et al. 2008). Das Medium
wurde alle drei Tage erneuert. Nach 21 Tagen der Kalzifzierungsbehandlung wurde der
Status der Kalzifizierung mittels ARS-Farbung Uberprift. Sowohl Na,HPO, als auch CaCl,
konnten die Kalzifizierung in den Kontroll- sowie in den PXE-Zellen nach 21 Tagen induzie-
ren (Abb. 4.5 A+B). Anhand der Farbung kann die Intensitét der Kalzifizierung allerdings nur
abgeschéatzt werden. Deshalb wurden im néchsten Schritt die roten kalziumreichen Kristalle
quantifiziert. Die Quantifizierung ergab eine verstarkte Kalzifizierung in den PXE-Fibroblasten
unabhéngig vom eingesetzten Kalzifizierungsmedium im Vergleich zu den Kontrollzellen
(Abb. 4.5 C). Die starkste Kalzifizierung konnte nach CacCl,-Induktion beobachtet werden.
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Abb. 4.5: Bestimmung des Kalzifizierungsstatus nach 21-tdgiger Behandlung mit Na,PO4 und
CaCl, mittels Alizarin-Rot-S-(ARS)-Farbung und -Quantifizierung. Kontroll- (A) und PXE-
Fibroblasten (B) wurden in Standardmedium (DMEM) oder in Kalzifizierungsmedium supplementiert
mit Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,, 2,5 mmol/L) oder Kalziumchlorid (CaCl,, 8 mmol/L) fur
21 Tage kultiviert. Die Kalzifizierung konnte nach 21 Tagen mittels Mikroskopie durch rote kalzium-
reiche Kristalle beurteilt werden. Die Mittelwerte der ARS-Quantifizierung (C) sind als Absorption bei
405 nm/pug DNA mit korrespondierendem Standardfehler dargestellt. Kontrollzellen (n = 4) sind als
weil3e Balken gezeigt und PXE-Zellen (n = 4) als graue Balken. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-
Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE (* P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und
als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005).

Die erfolgreiche Induktion der Kalzifizierung mittels Na,HPO, und CaCl, ermdglichte die
Untersuchung des Kalzifizierungsprozesses in PXE. Hierzu wurden die Zellen unter den
oben beschriebenen Bedingungen 6, 12 und 21 Tage lang kultiviert. Die Zwischenzeitpunkte
wurden gewahlt, um nicht eine reine Endpunktanalyse des Kalzifizierungsprozesses durch-
zufiihren, sondern auch mdgliche Regulationen im friihen Stadium zu entdecken. Intra- und
extrazellulare Kalziumkonzentration wurden zusatzlich zu den genannten Zeitpunkten noch
bei Versuchsstart (Tag 0) in Zelllysaten und Zellkulturiiberstanden bestimmt. Bei Versuchs-
start waren die intrazellularen Kalziumkonzentrationen in den PXE-Fibroblasten signifikant
hoher als in den Kontrollzellen (Abb. 4.6 A). Die kalzifizierten Kontrollzellen wiesen nach
21-tagiger Behandlung mit Na,HPO, signifikant erhdhte intrazellulare Kalziumkonzentration
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen und den PXE-Fibroblasten auf (Abb. 4.6 D).
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Die CaCl,-Behandlung flihrte zu einer Sattigung der Kalziumkonzentration in der intra- und

extrazellularen Umgebung. Aufgrund der hohen Kalziumkonzentrationen konnten keine
Unterschiede zwischen Kontroll- und PXE-Zellen detektiert werden (Kontrollzellen
1,85 mmol/L/pg DNA vs. PXE-Zellen 1,74 mmol/L/ug DNA). Die extrazellularen Kalzium-
konzentrationen waren an Tag 6 in den mit Na,HPO,-behandelten PXE-Fibroblasten im
Vergleich zu den Kontrollen reduziert (Abb. 4.6 B). An Tag 12 konnte keine Veranderung der
Kalziumkonzentrationen zwischen den beiden Kohorten beobachtet werden (Abb. 4.6 C).
Nach 21-tagiger Kultivierung wiesen die PXE-Zellen erhdhte und die kalzifizierten Kontroll-

zellen erniedrigte extrazellulare Kalziumkonzentrationen auf (Abb. 4.6 D).
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Abb. 4.6: Analyse der intra- und extrazellularen Kalziumkonzentrationen. Gezeigt sind die
Kontrollfibroblasten (n = 4) unterteilt als wei3e Balken und die PXE-Fibroblasten (n = 4) als graue
Balken. Die Messungen erfolgten nach 0 (A), 6 (B), 12 (C) und 21 (D)-tdgiger Behandlung mit
Na,HPO,. Intrazellulare Kalziumkonzentrationen sind auf der linken und extrazellulare Werte auf der
rechten Seite dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als
Kontrolle vs. PXE (* P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte
Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005).
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Die Genexpressionsprofile der kalzifizierungsassoziierten Gene BMP2, Runx2, MGP und

OPN wurden in den unbehandelten und behandelten Kontroll- und PXE-Zellen nach 6, 12
und 21 Tagen bestimmt. Die Zellen wurden mit dem entsprechenden Kontroll- oder Kalzifi-
zierungsmedium kultiviert, geerntet und die Gesamt-RNA isoliert. Anschliel3end erfolgte
exemplarisch die Bestimmung der RNA-Integritat zur Uberpriifung der mRNA-Qualitéat. 2 pg
der jeweiligen RNA wurden revers transkribiert und die cDNA fur die Quantifizierung 1:10
verdinnt. Zur Minimierung der Streuung wurden von jedem biologischen Replikat drei tech-
nische Replikate analysiert. Die relative Quantifizierung der mRNA-Genexpression erfolgte
mittels real-time PCR. Fir die Vergleichbarkeit der verschiedenen Messungen wurde ein
cDNA-Kalibrator in jedem PCR-Ansatz mitgefuhrt. Zudem wurde jeweils eine Negativkontrol-
le quantifiziert um potentielle Verunreinigungen auszuschlieRen. Die Rohdaten jeder Genex-
pression wurden auf den Index der konstant exprimierten Haushaltsgene GAPDH, b2M und
HPRT1 normalisiert. Die angewendete effizienzkorrigierte relative Quantifizierung beruht auf
der p@+-Methode (Vandesompele et al. 2002). Alle relativen Genexpressionen wurden auf
eine geschlechts-adjustierte, unbehandelte Probe reskaliert. Der entsprechende Wert fir die
nicht behandelte Kontrolle lag somit bei eins und ist in jeder Abbildung durch eine gestrichel-
te Linie gekennzeichnet.

Die Kalzifizierungsinduktion mit Na,HPO, und CaCl, fiihrte mit Ausnahme der weiblichen
PXE-Zellen zu einem signifikanten 2-fachen Anstieg der BMP2-Genexpression in allen
behandelten Zellen nach 6 Tagen der Kultivierung (Abb. 4.7 A). Nach 21 Tagen konnten
niedrigere BMP2-Transkriptlevel in allen unbehandelten weiblichen Fibroblasten im Vergleich
zu den mannlichen beobachtet werden (Abb. 4.9 A). Die Na,HPO,-Behandlung fuhrte zu
einem bis zu 10-fachen Anstieg der BMP2-Level in den mannlichen Kontrollzellen, wahrend
die Behandlung auf alle anderen eingesetzten Zelllinien keinen Einfluss hatte (Abb. 4.9 A).
Die CaCl,-Behandlung hingegen flhrte zusatzlich zum Anstieg in den mannlichen Kontroll-
zellen auch in den weiblichen Kontrollzellen zu einem 2-fachen Anstieg der BMP2-
Genexpression. Unabhangig vom eingesetzten Kalzifizierungsinduktor konnte weder in den
mannlichen noch in den weiblichen PXE-Fibroblasten die Genexpression von BMP2 induziert
werden (Abb. 4.9 A).
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Abb. 4.7: Relative BMP2- (A) und Runx2- (B) mRNA-Expression von Kontroll- und PXE-
Fibroblasten nach 6-tagiger Inkubation mit Na,HPO, und CaCl,. Gezeigt sind die normalisierten
Genexpressionen der Kontrollfibroblasten unterteilt in mannliche und weibliche Zellen (jeweils n = 2)
als weiRe Balken und die der PXE-Fibroblasten ebenfalls unterteilt in mannliche und weibliche Zellen
(jeweils n = 2) als graue Balken. Die relativen Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondie-
rendem Standardfehler dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und
abgebildet als Kontrolle vs. PXE (* P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und als unbehandelte vs.
behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die
geschlechtsspezifische Normalisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und
M45D.

In den frihen Tagen des Kalzifizierungsprozesses konnte eine Regulation der Runx2-
Transkriptlevel nur in den weiblichen Fibroblasten beobachtet werden. Dort resultierte eine
Behandlung mit Na,HPO, oder CaCl, zu einer bis zu 1,5-fachen Erhéhung der Runx2-
Genexpression in weiblichen Kontrollfibroblasten am Tag 6 (Abb. 4.7 B). Dieser Effekt wurde
bis zum 12. Tag der Kultivierung bis zu einer 2,5-fachen Erhdhung intensiviert (Abb. 4.8 B).
In den méannlichen Fibroblasten konnte eine Erhéhung der Runx2-Genexpression nicht vor
dem 21. Tag detektiert werden. Im Gegensatz zur Expression in den weiblichen Zellen
konnte in den mannlichen Kontrollzellen (2,5-fach) ein starkerer Anstieg als in den
mannlichen PXE-Zellen (0,5-fach) gemessen werden (Abb. 4.9 B). Die CaCl,-Behandlung
induzierte eine moderate Inhibierung der Runx2-mRNA-Expression in PXE-Fibroblasten
nach 21-tagiger Kultivierung (Abb. 4.9 B).
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Abb. 4.8: Relative BMP2- (A) und Runx2- (B) mRNA-Expression von Kontroll- und PXE-
Fibroblasten nach 12-tagiger Inkubation mit Na,HPO, und CacCl,. Gezeigt sind die normalisierten
Genexpressionen der Kontrollfibroblasten unterteilt in ménnliche und weibliche Zellen (jeweils n = 2)
als weiRe Balken und die der PXE-Fibroblasten ebenfalls unterteilt in mannliche und weibliche Zellen
(jeweils n = 2) als graue Balken. Die relativen Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondie-
rendem Standardfehler dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und
abgebildet als Kontrolle vs. PXE (* P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und als unbehandelte vs.
behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die
geschlechtsspezifische Normalisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und
M45D.
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Abb. 4.9: Relative BMP2- (A) und Runx2- (B) mRNA-Expression von Kontroll- und PXE-
Fibroblasten nach 21-tagiger Inkubation mit Na,HPO, und CacCl,. Gezeigt sind die normalisierten
Genexpressionen der Kontrollfibroblasten unterteilt in ménnliche und weibliche Zellen (jeweils n = 2)
als weiRe Balken und die der PXE-Fibroblasten ebenfalls unterteilt in mannliche und weibliche Zellen
(jeweils n = 2) als graue Balken. Die relativen Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondie-
rendem Standardfehler dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und
abgebildet als Kontrolle vs. PXE (* P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und als unbehandelte vs.
behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die
geschlechtsspezifische Normalisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und
M45D.

Die Analyse der MGP-Transkriptlevel in den mannlichen und weiblichen PXE-Fibroblasten
ergab in den frilhen Tagen des Kalzifizierungsprozesses niedrigere Level verglichen mit
denen der Kontroll-Fibroblasten (Abb. 4.10 A). Die Behandlung mit dem Kalzifizierungs-
medium fuhrte zu einer 0,5-fach erhéhten MGP-Genexpression in den mannlichen Fibro-
blasten an Tag 12 (Abb. 4.11 A). Im Gegensatz dazu konnte eine Erhéhung der MGP-Level
in den weiblichen Zellen nicht vor dem 21. Tag detektiert werden. In den unbehandelten
Zellen konnten in den mannlichen Kontroll- und in den weiblichen PXE-Zellen erhéhte MGP-
Transkriptlevel im Gegensatz zu reduzierten MGP-Expressionen in weiblichen Kontroll- und
in mannlichen PXE-Fibroblasten beobachtet werden (Abb. 4.12 A). Die Induktion der MGP-
Genexpression war in kalzifizierten weiblichen PXE-Zellen (bis zu 5-fach) signifikant starker
als in den weiblichen Kontrollzellen (bis zu 2,5-fach). Mit einer bis zu 10-fachen Erhdhung
der MGP-mRNA-Expression in den méannlichen Kontrollzellen verglichen mit der der behan-
delten PXE-Fibroblasten (bis zu 5-fach) fuhrt die Inkubation mit dem Kalzifizierungsmedium
zu einem deutlichen Unterschied (Abb. 4.12 A).
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Abb. 4.10: Relative MGP- (A) und OPN- (B) mRNA-Expression von Kontroll- und PXE-
Fibroblasten nach 6-tagiger Inkubation mit Na,HPO, und CaCl,. Gezeigt sind die normalisierten
Genexpressionen der Kontrollfibroblasten unterteilt in ménnliche und weibliche Zellen (jeweils n = 2)
als weiRe Balken und die der PXE-Fibroblasten ebenfalls unterteilt in mannliche und weibliche Zellen
(jeweils n = 2) als graue Balken. Die relativen Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondie-
rendem Standardfehler dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und
abgebildet als Kontrolle vs. PXE (* P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und als unbehandelte vs.
behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die
geschlechtsspezifische Normalisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und
M45D.

Humane MGP-Proteinkonzentrationen konnten im Zellkulturiiberstand aufgrund der Nach-
weisgrenze der verfiigbaren Testsysteme erst nach 21-tagiger Kultivierung nachgewiesen
werden. Korrespondierend zu den Genexpressionsergebnissen zeigten die Messungen der
MGP-Proteinkonzentration in méannlichen PXE-Fibroblasten im Vergleich zu den unbe-
handelten mannlichen Kontrollzellen signifikant erniedrigte Werte (Abb. 4.12 B). Bei den
unbehandelten weiblichen Kontroll- und PXE-Fibroblasten fanden sich 2-fach héhere MGP-
Proteinexpressionen als die méannlichen Zellen. Die Na,HPO,-Kalzifizierungsbehandlung
fuhrte zu einem Anstieg der MGP-Proteinkonzentrationen in ménnlichen PXE-Fibroblasten.
Dieser Anstieg konnte in mannlichen PXE-Fibroblasten nach CaCl,-Behandlung nicht detek-
tiert werden. Die Kalzifizierungsbehandlung mit beiden Reagenzien resultierte in signifikant
geringeren MGP-Proteinkonzentrationen in mannlichen und weiblichen Kontrollen sowie in
weiblichen PXE-Fibroblasten (Abb. 4.12 B).
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Abb. 4.11: Relative MGP- (A) und OPN- (B) mRNA-Expression von Kontroll- und PXE-
Fibroblasten nach 12-tagiger Inkubation mit Na,HPO, und CaCl,. Gezeigt sind die normalisierten
Genexpressionen der Kontrollfibroblasten unterteilt in ménnliche und weibliche Zellen (jeweils n = 2)
als weiRe Balken und die der PXE-Fibroblasten ebenfalls unterteilt in mannliche und weibliche Zellen
(jeweils n = 2) als graue Balken. Die relativen Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondie-
rendem Standardfehler dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und
abgebildet als Kontrolle vs. PXE (* P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und als unbehandelte vs.
behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die
geschlechtsspezifische Normalisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und
M45D.

In den frihen Tagen des Kalzifizierungsprozesses wiesen die PXE-Fibroblasten, verglichen
mit den Kontrollzellen, stark reduzierte OPN-Transkriptlevel auf (Abb. 4.10 B). An Tag 12
konnte ein moderater Anstieg der OPN-Genexpression in den mannlichen PXE-Zellen beo-
bachtet werden, welcher sich bis zum 21. Tag der Kalzifizierungsbehandlung intensivierte
(bis zu 6-fach, Abb. 4.11 B, Abb. 4.12 C). Der gleiche Trend, jedoch mit geringerer Intensitat
(2-fach) konnte fur die mannlichen und weiblichen Kontrollzellen nach Na,HPO,-Induktion
detektiert werden. Die gleiche Behandlung fiihrte in den weiblichen PXE-Fibroblasten zu
reduzierten OPN-Genexpressionsleveln, wahrend die Kalzifizierungsbehandlung mit CacCl,
zu einem signifikanten Anstieg (bis zu 4-fach) in allen Zelllinien fihrte. Die OPN-mRNA-
Transkriptlevel in den unbehandelten weiblichen PXE-Zellen waren im Vergleich zu den
weiblichen Kontrollen deutlich reduziert, wahrend die Expression in den mannlichen Zellen
der Kontrollen und der PXE-Patienten vergleichbar war (Abb. 4.12 C).
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Abb. 4.12: Analyse von MGP- und OPN-Transkript- und Proteinlevel nach 21-tdgiger Inkubation
mit Na,HPO, und CacCl,. Gezeigt sind die normalisierten Genexpressionen der Kontrollfibroblasten
unterteilt in ménnliche und weibliche Zellen (jeweils n = 2) als wei3e Balken und die der PXE-
Fibroblasten ebenfalls unterteilt in mannliche und weibliche Zellen (jeweils n = 2) als graue Balken.
Die relativen Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondierendem Standardfehler dargestellt.
Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE
(* P <0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05;
++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie représentiert die geschlechtsspezifische Norma-
lisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und M45D.
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Die Ergebnisse der Na,HPO,-Behandlung konnten auf Proteinebene mittels Messung der

OPN-Konzentration im Zellkulturiiberstand verifiziert werden (Abb. 4.12 D). Im Gegensatz
dazu konnte der Anstieg der OPN-Expression nach der Kalzifizierungsinduktion mit CacCl,
nur in den Kontrollzelllinien beobachtet werden. Eine Erhéhung der OPN-Protein-
konzentration nach CaCl,-Behandlung im Zellkulturiberstand konnte in den PXE-Fibro-

blasten an Tag 21 nicht nachgewiesen werden (Abb. 4.12 D).

Die lineare Regressionsanalyse wurde zur Analyse potentieller Korrelationen zwischen
ENPP1- und OPN-, zwischen Runx2-, OPN- und BMP2-Expressionen eingesetzt. In den
Kontroll- und den unbehandelten PXE-Zellen konnten keine Korrelationen gefunden werden.
Die ENPP1- und OPN-Genexpressionslevel korrelierten in den behandelten PXE-
Fibroblasten an jedem uberpriften Zeitpunkt im Kalzifizierungsprozess. Die héchste Korrela-
tion wurde zwischen ENPP1 und OPN nach 21-tdgiger CaCl,-Behandlung detektiert
(R =0,49; P =0,0001; Abb. 4.13 A). Zwischen Runx2 und OPN konnte eine Korrelation nur
an Tag 21 nach Behandlung mit Na,HPO, beobachtet werden (P = 0,03; R = 0,15;
Abb. 4.13 B), wahrend die Korrelationen zwischen Runx2 und BMP2 nach beiden Behand-
lungen an Tag 21 nachweisbar waren (Na,HPO,: P = 0,0001; R = 0,68. CaCl,: P = 0,0002;
R =0,44; Abb. 4.13 C).
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Abb. 4.13: Korrelationen von ENPP1 - OPN, Runx2 - OPN und Runx2 - BMP2 mRNA-
Expressionen in behandelten PXE-Zellen (n = 4) nach 21-tdgiger Inkubation mit Na,HPO, und
CaCl,. Die lineare Regressionsanalyse zeigt positive Korrelationen zwischen den Genexpressionen
von ENPP1 und OPN (A), zwischen Runx2 und OPN (B) und zwischen Runx2 und BMP2 (C) in
behandelten PXE-Fibroblasten.
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4.3 Untersuchungen zur Matrixkalzifizierung bei PXE

Die Genexpression von Struktur- und Regulatorproteinen der ECM wurde nach 21 Tagen
Kultivierungszeit mittels CaCl, als Kalzifizierungsinduktor in Kontroll- und PXE-Fibroblasten
untersucht. Eine Kalzifizierung konnte mittels ARS-Farbung sowohl in Kontroll- als auch in
PXE-Fibroblasten nach 21 Tagen sichtbar gemacht werden (Abb. 4.5). Eine signifikante, bis
zu 2,5-fache Erhohung der Transkriptlevel der MMP2 konnte in Kkalzifizierten PXE-
Fibroblasten detektiert werden (Abb. 4.14 A). Der gleiche Trend, allerdings mit signifikant
geringeren Werten (1,5-fach) konnte in den kalzifizierten Kontrollfibroblasten beobachtet
werden. Die Kalzifizierungsbehandlung fuhrte in den PXE-Zellen zu einem 6,5-fachen, signi-
fikanten Anstieg der MMP12-Genexpression (Abb. 4.14 B). Dieser Anstieg konnte in den

behandelten Kontrollfibroblasten nicht beobachtet werden.
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Abb. 4.14: Relative MMP2- (A) und MMP12- (B) mRNA-Expression von Kontroll- und PXE-
Fibroblasten nach 21 Tagen. Gezeigt sind die normalisierten Genexpressionen der Kontroll-
fibroblasten (n = 4) als weilRe Balken und die der PXE-Fibroblasten (n = 4) als graue Balken. Die rela-
tiven Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondierendem Standardfehler dargestellt. Die Sig-
nifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE
(* P <0,05; * P < 0,005; ** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05;
++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die geschlechtsspezifische Norma-
lisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und M45D.

Die mRNA-Transkriptraten der Kollagene 1A1 (COL1A1) und 3A1 (COL3A1) zeigten sowohl
in Kontroll- als auch in PXE-Fibroblasten eine 50 %ige Reduzierung nach der 21-tdgigen
Kalzifizierungsbehandlung (Abb. 4.15 A+B). Die unbehandelten PXE-Fibroblasten hingegen
wiesen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollfibroblasten eine 50 %ig geringere
COL1A1- und COL3A1-Expression auf. Die ELN-Transkriptlevel in PXE-Fibroblasten waren
signifikant reduziert. Die Kalzifizierungsbehandlung induzierte eine starke Deregulation der

ELN-Genexpression in allen kalzifizierten Fibroblasten (Abb. 4.15 C).
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Abb. 4.15: Relative COL1A1- (A), COL3A1l- (B) und ELN- (C) mRNA-Expression von Kontroll-
und PXE-Fibroblasten nach 21 Tagen. Gezeigt sind die normalisierten Genexpressionen der
Kontrollfibroblasten (n = 4) als wei3e Balken und die der PXE-Fibroblasten (n = 4) als graue Balken.
Die relativen Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondierendem Standardfehler dargestellt.
Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE
(* P <0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05;
++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die geschlechtsspezifische Norma-
lisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und M45D.

In den Kontrollzellen konnte keine Regulation der FN-mRNA-Mengen detektiert werden,
wahrend die FN-Expression in PXE-Fibroblasten eine 60 %ige Reduktion im Vergleich zu
den Kontrollzellen aufwies (Abb. 4.16 A). Die FBN1- und LOX-Transkriptraten waren in kalzi-
fizierten Kontroll- und PXE-Zellen signifikant reduziert. Im Vergleich zu den Kontrollen konnte
in den PXE-Zellen eine 50 %ige Reduktion der FBN1- und LOX-Expression hachgewiesen
werden (Abb. 4.16 B+C). Nach 21-tgiger Inkubation mit CaCl, konnte eine Erhéhung der
TGFB1-Expression in den Kontrollzellen festgestellt werden, wahrend in kalzifizierten PXE-
Fibroblasten eine deutliche Erniedrigung der TGFB1-Expressionslevel beobachtet wurde
(Abb. 4.16 D).
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Abb. 4.16: Relative FN- (A), FNB1- (B) LOX- (C) und TGFB1- (D) mRNA-Expression von Kontroll-
und PXE-Fibroblasten nach 21 Tagen. Gezeigt sind die normalisierten Genexpressionen der
Kontrollfibroblasten (n = 4) als weil3e Balken und die der PXE-Fibroblasten (n = 4) als graue Balken.
Die relativen Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondierendem Standardfehler dargestellt.
Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE
(* P <0,05; * P < 0,005; ** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05;
++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die geschlechtsspezifische Norma-
lisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und M45D.
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4.4  Untersuchung der Pyrophosphat-Homdostase bei PXE

Des Weiteren wurde die Pyrophosphat-Homoostase in kalzifizierten Kontroll- und PXE-
Fibroblasten mittels CaCl, als Kalzifizierungsinduktor untersucht. Dazu wurden die Gen-
expressionen der PP;-regulierenden Genen ALP, ANKH, ENPP1, PIT-1 und PIT-2, sowie die
extra- und intrazellularen PP;-Konzentrationen zu verschiedenen Zeitpunkten im Kalzifizie-
rungsprozess (nach 6-, 12- und 21-tagiger Kultivierung) bestimmt. Eine histochemische
Kalzifizierung konnte mittels ARS-Farbung sowohl in Kontroll- als auch in PXE-Fibroblasten
nach 21 Tagen sichtbar gemacht werden (Abb. 4.5). Die ALP-Transkriptlevel in den Kontroll-
fibroblasten waren nach 21-tagiger Behandlung mit Kalzifizierungsmedium signifikant bis zu
4-fach erhoht, wahrend CaCl, in den PXE-Zellen zu einer signifikanten Reduzierung der
Genexpression fuhrte (Abb. 4.17 A). Eine signifikante 2-fache ANKH-Expressionserhdhung
konnte sowohl in den behandelten Kontroll- sowie in den PXE-Zellen beobachtet werden
(Abb. 4.17 B). Die Kontrollfibroblasten wiesen nach 21-tagiger CaCl,-Behandlung eine um
20 % reduzierte ENPP1-mRNA-Expression auf, wahrend die ENPP1-Transkriptlevel in den
PXE-Fibroblasten hoch signifikant auf 50 % reduziert vorlagen (P = 0,0005; Abb. 4.17 C). Die
Kalzifizierungsbehandlung fuhrte zu einer signifikanten Erhéhung der Genexpression des
Na/P;-Kotransporters PIT-1 in den Kontroll- und PXE-Zellen (Abb. 4.18 A). Die Transkript-
level des Transporters PIT-2 zeigten leicht verminderte Werte in den behandelten PXE-
Fibroblasten. Ein Unterschied in den Kontrollzellen konnte nicht detektiert werden
(Abb. 4.18 B).
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Abb. 4.17: Relative ALP- (A), ANKH- (B) und ENPP1- (C) mRNA-Expression von Kontroll- und
PXE-Fibroblasten nach 21 Tagen. Gezeigt sind die normalisierten Genexpressionen der Kontroll-
fibroblasten (n = 4) als weiRe Balken und die der PXE-Fibroblasten (n = 4) als graue Balken. Die rela-
tiven Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondierendem Standardfehler dargestellt. Die Sig-
nifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE
(* P <0,05; ** P < 0,005; ** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05;
++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die geschlechtsspezifische Norma-
lisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und M45D.
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Abb. 4.18: Relative PIT-1- (A) und PIT-2- (B) mRNA-Expression von Kontroll- und PXE-
Fibroblasten nach 21 Tagen. Gezeigt sind die normalisierten Genexpressionen der Kontrollfibroblas-
ten (n = 4) als weilRe Balken und die der PXE-Fibroblasten (n = 4) als graue Balken. Die relativen
Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondierendem Standardfehler dargestellt. Die Signifi-
kanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE
(* P <0,05; ** P < 0,005; ** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05;
++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die geschlechtsspezifische Norma-
lisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und M45D.

Die ENPP1-Aktivitat wurde in den Fibroblasten nach 21-tdgiger Kalzifizierungsbehandlung
bestimmt (Abb. 4.19). In den kalzifizierten Fibroblasten wurde eine niedrigere Aktivitat als in
den unbehandelten Zellen gemessen, welche in den kalzifizierten PXE-Fibroblasten signifi-

kant geringer war.
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Abb. 4.19: Bestimmung der ENPP1-Aktivitat in Kontroll- und PXE-Fibroblasten nach 21-tagiger
Kultivierung. Die Kontrollfibroblasten (n = 4) sind als weil3e Balken und die PXE-Fibroblasten (n = 4)
als graue Balken dargestellt. Die Konzentrationen sind als Mittelwerte der ENPP1-Aktivitat normalisiert
auf ug DNA-Gehalt der Zellen mit ihrem korrespondierenden Standardfehler abgebildet. Die Signifi-
kanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE
(* P <0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05;
++ P < 0,005; +++ P < 0,0005).

Die detektierten Genexpressionen der PP; regulierenden Genen ALP, ANKH, ENPP1, PIT-1
und PIT-2 in den frihen Tagen des Kalzifizierungsprozesses nach 6 und 12 Tagen Kultivie-
rung sind in Tabelle 4.5 zusammengefasst. In den Kontrollzellen konnten keine Unterschiede
in den ALP-, ANKH- und ENPP1-Transkriptlevel abhangig von der Kalzifizierungsbehandlung
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wiesen die PXE-Fibroblasten stark reduzierte ALP-
Genexpressionen auf. Die Kalzifizierungsbehandlung fiihrte tber die Kultivierungszeit zu

signifikant reduzierten ENPP1-mRNA-Expressionen, wahrend in den Kontrollzellen eine
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leichte Abnahme der ENPP1-Expressionen erst an Tag 12 detektiert werden konnte. Die

PIT-1-Genexpression wird schon in den frihen Tagen des Kalzifizierungsprozesses durch

die CaCl,-Behandlung induziert, wahrend die PIT-2-Expression abnahm.

Tab. 4.5: Relative ALP-, ANKH-, ENPP1-, PIT-1- und PIT-2-mRNA-Expression von Kontroll- und
PXE-Fibroblasten nach 6 und 12 Tagen.

DMEM Kalzifizierungsmedium
+CaC|2
Tag 6
ALP
Kontrolle 1,09 £ 0,07 0,82 + 0,15
PXE 0,47 £ 0,06 0,02 + 0,002 *** +++
ENPP1
Kontrolle 1,47 £ 0,20 1,46 £ 0,15
PXE 0,90 = 0,04 0,67 = 0,05 **
ANKH
Kontrolle 1,05 + 0,08 1,21 + 0,07
PXE 0,69 + 0,03 ** 1,08 £ 0,05 ** +++
PIT-1
Kontrolle 1,27 £ 0,15 1,53+0,15
PXE 0,70 + 0,06 * 1,21+ 0,11 ++
PIT-2
Kontrolle 1,18 £ 0,08 0,91 + 0,06
PXE 1,19 £ 0,08 0,94 + 0,04
Tag 12
ALP
Kontrolle 0,93+0,12 0,78 + 0,16
PXE 0,28 + 0,03 0,04 + 0,009 *** +++
ENPP1
Kontrolle 0,98 £ 0,09 0,78 = 0,07
PXE 0,50 + 0,02 *** 0,36 = 0,04 ***
ANKH
Kontrolle 0,99 + 0,08 0,79 = 0,05
PXE 0,44 + 0,03 *** 0,76 = 0,06 +++
PIT-1
Kontrolle 1,39+£0,12 1,64 + 0,16
PXE 0,56 + 0,05 *** 1,34 + 0,16 ++
PIT-2
Kontrolle 0,89 + 0,08 0,42 + 0,06 +++
PXE 0,40 + 0,04 *** 0,27 + 0,03

Die relativen Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondierendem Standardfehler dargestellt.
Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE
(* P <0,05; * P < 0,005; ** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05;
++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die geschlechtsspezifische Norma-
lisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und M45D.

Extra- (e) und intrazellulare (i) PP;-Konzentrationen wurden in den kultivierten dermalen
Fibroblasten nach 6, 12 und 21 Tagen bestimmt (Abb. 4.20). In allen Proben konnten
generell 5- bis 10-fach hohere ePP;-Konzentrationen als iPP-Level detektiert werden. Zudem
lagen die PP;-Konzentrationen in den Kontrollzellen signifikant héher als in den PXE-Zellen.
Nach 6-tagiger Kalzifizierungsbehandlung zeigten die Kontrollfibroblasten eine signifikante
Erhdhung der ePP;-Konzentrationen (1,5-fach) im Vergleich zu den PXE-Zellen
(Abb. 4.19 A). An Tag 12 konnte eine Regulierung der iPP;-Level mit einer Erhéhung der
Konzentrationen in den behandelten Kontrollzellen (P = 0,0005) beobachtet werden,
wahrend die iPPi-Level in den PXE-Zellen weiter sanken (Abb. 4.20 B). Die iPP;-
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Konzentrationen gingen in den PXE-Fibroblasten wéahrend der Mineralisierung bis zum Tag
21 bis zu einem Drittel (5,8 ng/L/pg DNA = 0,7) zurick (Abb. 4.20 C). Die ePP;-

Konzentrationen im Zellkulturiiberstand sanken mit Zunahme der Kultivierungszeit. Dieser

Trend war signifikant starker in den kalzifizierten PXE-Zellen zu beobachten (Kontrolle
59,7 ng/L/ug DNA + 7,5; PXE 24,2 ng/L/ug DNA + 2,5). Die eingesetzte Methode erlaubte
eine initiale Messung der ATP-Konzentrationen. Hierbei konnten zwischen den Kontroll- und
PXE-Fibroblasten keine Unterschiede in den extra- und intrazellularen ATP-Konzentrationen
gemessen werden (Abb. 4.21).
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Abb. 4.20: Bestimmung der extra- und intrazelluldren PP;-Konzentrationen in Kontroll- und
PXE-Fibroblasten nach 6-, 12-, und 21-tédgiger Kultivierung. Die Kontrollfibroblasten (n = 4) sind
als weilRe Balken und die PXE-Fibroblasten (n = 4) als graue Balken dargestellt. Die Konzentrationen
sind als Mittelwerte in ng/L/pg DNA mit ihrem korrespondierenden Standardfehler abgebildet. Die Sig-
nifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE (* P < 0,05;
** P < 0,005; ** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005;
+++ P < 0,0005).
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Abb. 4.21: Bestimmung der extra- und intrazellularen ATP-Konzentrationen in Kontroll- und
PXE-Fibroblasten nach 6-, 12-, und 21-tdgiger Kultivierung. Die Kontrollfibroblasten (n = 4) sind
als weilRe Balken und die PXE-Fibroblasten (n = 4) als graue Balken dargestellt. Die Konzentrationen
sind als Mittelwerte in ng/L/pg DNA mit ihrem korrespondierenden Standardfehler abgebildet. Die Sig-
nifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE (* P < 0,05;
** P < 0,005; ** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005;
+++ P < 0,0005).
Die ABCC6-Transkriptlevel wurden in den Kontrollzellen nach 6-, 12- und 21-tagiger CaCl,-
Behandlung ermittelt (Abb. 4.22 A). Die Kalzifizierungsbehandlung induzierte wahrend der
Kultivierungszeit eine leichte Erhohung der ABCCG6-Genexpression in den Kontroll-
fibroblasten. Die ABCCG6-Transkript- und Proteinexpressionen konnten in den PXE-
Fibroblasten P128M und P255F aufgrund von Nonsense-vermitteltem Abbau durch
irregulare Stoppkodons nicht detektiert werden. Die beiden anderen PXE-Fibroblasten
P265F und P308M offenbarten geringe ABCC6-Transkriptlevel, welche unabhéngig von
Behandlung und Kultivierungszeit waren (Daten nicht gezeigt). ABCC6-Proteinexpressionen
konnten in diesen beiden PXE-Fibroblasten nicht nachgewiesen werden. Die Westernblot-
Analyse ergab 80 % hohere Expressionen des ABCC6-Proteins in Hepatozyten (HepG2) und
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in humanen embryonalen Nierenzellen (Hek293) als in unbehandelten Kontrollfibroblasten

(Abb. 4.22 B). Diese geringen ABCCB6-Proteinexpressionen machten eine Quantifizierung
einer nur geringen Erhéhung der ABCC6-Genexpression auf Proteinebene unmdéglich. Die
Westernblot-Analyse wurde auch mit Zellkulturiberstanden als negative Kontrolle durch-

gefuhrt um die unspezifische Bindung von Antikdrpern, z. B. gegen Serumproteine, auszu-

schliel3en.
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Abb. 4.22: A) ABCC6-Genexpressionsprofil in den Kontrollfibroblasten nach 6, 12 und 21 Tagen
Kultivierung. Die relativen Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondierendem Standardfeh-
ler dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als unbe-
handelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie re-
prasentiert die geschlechtsspezifische Normalisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblas-
ten F42A und M45D. B) Bestimmung der ABCCG6-Proteinexpressionen. ABCC6-Protein-
expressionen wurden in verschiedenen Zelllinien in Zelllysaten und Zellkulturiiberstdnden mittels Wes-
ternblot analysiert, Auftragung von links nach rechts: Marker (Peglab Proteinmarker VII, 43-300 kDa),
Hepatozyten (HepG2), humane embryonale Nierenzellen (Hek293), M55UA (NHDF) und M2FS
(NHDF).
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4.5 Einfluss verschiedener Seren auf die Kalzifizierung bei PXE

Bei der Durchfuihrung der oben beschriebenen Experimente konnte beobachtet werden, dass
die Initiation der Matrixkalzifizierung nicht alleine vom Kalzifizierungsinduktor, sondern auch
von der eingesetzten FCS-Charge abhéangig ist. Zur Bestatigung dieser Annahme wurden
16 verschiedener Seren von Rindern mehrerer Hersteller (Biochrom, Berlin; Gibco, Invitro-
gen, Karlsruhe; PAA Laboratories, Pasching, Osterreich; PAN Biotech, Aidenbach) sowie
vom Menschen (gepoolte Seren von gesunden Kontrollpersonen und PXE-Patienten) auf
kultivierte dermale Fibroblasten ohne Einsatz eines Kalzifizierungsinduktors analysiert
(Tab. 4.6). In den Kontrollzellen konnte nach 21-tagiger Kultivierung unter dem Einfluss
16 verschiedener Seren keine Kalzifizierung induziert werden, wahrend in den PXE-Zellen
nach 21-tagiger Kultivierung in den FCS-Chargen 4, 10, 11 und 12 eine Matrixkalzifizierung
mittels ARS-Farbung detektiert werden konnte. Allerdings flhrte die ARS-Farbung in den
PXE-Fibroblasten, kultiviert in den Seren 10, 11 und 12, nur in zwei der vier eingesetzten
Zelllinien zu nachweisbaren Kalziumkristallen. Allein die Kultivierung im FCS der Charge 4
fihrte zu einer Induktion der Matrixkalzifizierung in allen vier untersuchten PXE-Zelllinien,
jedoch nicht in den Kontrollzellen. Auch die ARS-Quantifizierung bestatigte einen signifikant
hoheren Kalzifizierungsgrad in den im FCS 4 kultivierten PXE-Fibroblasten im Vergleich zu
den Kontrollzellen (Abb. 4.23).

Tab. 4.6: Nachweis einer Matrixkalzifizierung mittels Alizarin-Rot-Farbung in PXE- und Kon-
trollzellen nach 21-tadgiger Kultvierung und Quantifizierung von Kalzium-, P;-, ALP-, PP;-, ATP-
und Gesamtproteingehalte in 16 verschiedenen Seren.

Serum Matrixkalzifizierung Kalzium P; ALP PP; ATP  Gesamt-
nach 21 Tagen [mmol/L] [mg/L] [U/L] [ng/L] [ng/L] protein
[9/L]
Kontrolle PXE
1 nein (0/4) nein (0/4) 3,57 91,1 425 6,20 0,47 37,7
2 nein (0/4) nein (0/4) 3,57 93,1 427 0,20 0,27 37,5
3 nein (0/4) nein (0/4) 3,56 88,4 479 10,92 0,35 38,0
4 nein (0/4) ja (4/4) 3,49 86,0 471 0,06 0,37 37,4
3 nein (0/4) nein (0/4) 3,22 77,7 368 2,01 0,63 31,8
6 nein (0/4) nein (0/4) 2,68 77,4 288 3,82 0,60 37,3
7 nein (0/4) nein (0/4) 3,08 100,9 180 1,65 0,53 37,7
8 nein (0/4) nein (0/4) 3,72 113,3 214 1,93 0,43 37,2
9 nein (0/4) nein (0/4) 3,67 113,5 216 1,12 0,50 36,7
10 nein (0/4) ja (2/4) 3,55 90,8 400 0,51 0,36 39,0
11 nein (0/4) ja (2/4) 3,51 89,6 403 0,50 0,31 39,0
12 nein (0/4) ja (2/4) 3,14 76,0 356 0,70 0,29 33,9
13 nein (0/4) nein (0/4) 2,85 92,4 177 1,76 0,37 34,3
14 nein (0/4) nein (0/4) 1,53 28,3 n. n. 29,4 0,90 10,5
KoFr:(t)rooIIIe nein (0/4) nein (0/4) 2,53 40,3 115 3,52 0,48 75
E?(OEI nein (0/4) nein (0/4) 2,36 37,8 89 2,01 0,62 64

n. d.: nicht nachweisbar
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Abb. 4.23: Bestimmung des Kalzifizierungsstatus nach 21-tagiger Kultivierung mit FCS der
Charge 4 mittels Alizarin-Rot-S-(ARS)-Farbung und -Quantifizierung. Kontroll- (A) und PXE-
Fibroblasten (B) wurden in Standardmedium (DMEM) supplementiert mit FCS 4 fur 21 Tage kultiviert.
Die Kalzifizierung konnte nach 21 Tagen mittels Mikroskopie durch den Nachweis roter kalziumreicher
Kristalle beurteilt werden. Die Mittelwerte der ARS-Quantifizierung (C) sind als Absorption/ug DNA mit
korrespondierendem Standardfehler dargestellt. Kontrollzellen (n = 4) sind als wei3e Balken gezeigt
und PXE-Zellen (n = 4) als graue Balken. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt
und abgebildet als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005).

Die Konzentrationen von Kalzium, P;, PP; und ATP sowie der Gesamtproteingehalt und die
ALP-Aktivitdt wurden in allen 16 Seren bestimmt (Tab. 4.6). Kalzium-, P- und Gesamtpro-
teingehalt differieren zwischen den kommerziellen FCS-Seren (1-14), aber lagen, mit Aus-
nahme des FCS 14, in den empfohlenen Referenzbereichen. Serum Nr. 14 ist ein chemisch
definiertes Serum fir den Einsatz in der Zellkultur, welches nicht den Chargenvarianzen aus
tierischem Ursprung unterliegt. Die ALP-Aktivitat reicht von unter der Nachweisgrenze in
FCS 14 bis hin zu 479 U/L in FCS 3. Die PP;-Konzentrationen variieren von 0,06 ng/L in FCS
4 bis zu 29,4 ng/L in FCS 14. In der Abb. 4.24 wurden die ermittelten PP;-Konzentrationen
der 14 Seren, unterteilt in die Seren in denen die PXE-Zellen kalzifizierten und in denen sie
nicht kalzifizierten, dargestellt. Die FCS-Chargen, in denen Kalziumkristalle detektiert werden
konnten, wiesen signifikant niedrigere PP;-Konzentrationen auf (0,44 + 0,14 ng/L vs.
5,94 + 2,8 ng/L, Abb. 4.23). Die Konzentrationen von Kalzium, P;, ATP und Gesamtprotein
sowie der ALP-Aktivitat in den gepoolten Seren der gesunden Kontrollen und PXE-Patienten
lagen in den publizierten Referenzbereichen.
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Abb. 4.24: Bestimmung der Kalzium- (A), P;- (B), ALP- (C), PP;- (D) und ATP-Konzentrationen (E)
Inkubation, die zu keiner bzw. deutlich nachweisbarer Matrixkalzifikation in

nach 21-tagiger

PXE-Fibroblasten fUhrten. Die Konzentrationen sind als Mittelwerte mit korrespondierendem
Standardfehler dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt (* P < 0,05;
** P < (0,005; *** P <0,0005).

Zur Uberprifung der Ergebnisse aus den vorherigen Versuchsreihen in denen anorgani-
sches Phosphat oder Kalzium zur Induktion der Matrixkalzifizierung eingesetzt wurde,
wurden die Versuche nur mit dem FCS der Charge 4 als Zusatz wiederholt. Durch dieses
Versuchsdesign sollten die molekularen Mechanismen aufgeklart werden, die es Kontroll-
fibroblasten im Gegensatz zu PXE-Fibroblasten ermdglichen, die Matrixkalzifizierung zu
inhibieren, da unter diesen Versuchsbedingungen nur die PXE-Fibroblasten histochemisch
nachweisbar kalzifizieren (Abb. 4.23). AuRerdem sollten die irregularen Zusatze vermieden
werden, die das Kalzium-Phosphat-Produkt verandern, welches normalerweise in PXE nicht
veréandert ist.
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Nach 21-tagiger Kultivierung der Kontroll- und PXE-Fibroblasten in DMEM supplementiert
mit FCS der Charge 4, wurden die ALP-, OPN- und ENPP1-Genexpression bestimmt
(Abb. 4.25). Die ALP-mRNA-Expression in den PXE-Zellen wies im Gegensatz zu den
Kontrollzellen signifikante bis zu 2-fach erhdhte Werte auf (Abb. 4.25 A). Eine signifikante
3-fache Erhéhung der OPN-Expression konnte in den PXE-Fibroblasten detektiert werden
(Abb. 4.25 B). Die ENPP1-Transkriptlevel in den PXE-Zellen zeigten eine hoch signifikante
Reduzierung bis zu 50 % (P = 0,0005; Abb. 4.25 C). In den kalzifizierten PXE-Fibroblasten
lag die TGFB1-Expression um 50 % reduziert vor, wahrend die Genexpression in den

Kontrollzellen moderat mit zunehmender Kultivierungszeit anstieg (Abb. 4.25 C).
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Abb. 4.25: Relative ALP- (A), OPN- (B), ENPP1- (C) und TGFB1- (D) mRNA-Expression in Kon-
troll- und PXE-Fibroblasten nach 21 Tagen. Kontroll- und PXE-Fibroblasten wurden in DMEM supp-
lementiert mit 10 % FCS der Charge 4 kultiviert. Gezeigt sind die normalisierten Genexpressionen der
Kontrollfibroblasten (n = 4) als weil3e Balken und die der PXE-Fibroblasten (n = 4) als graue Balken.
Die relativen Transkriptraten sind als Mittelwerte mit korrespondierendem Standardfehler dargestellt.
Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE
(* P <0,05; ** P < 0,005; ** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05;
++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte Linie reprasentiert die geschlechtsspezifische Norma-
lisierung jeweils auf die unbehandelten Kontrollfibroblasten F42A und M45D.
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Die reduzierte ENPP1-mRNA-Expression wurde begleitet von einer signifikant reduzierten
ENPP1-Aktivitat in den kalzifizierten PXE-Fibroblasten verglichen mit den Kontrollzellen
(Abb. 4.26 A). AuRerdem wurden die intrazellularen (i) und extrazellularen (e) PP;-
Konzentrationen bestimmt (Abb. 4.26 B+C). Die ePP;-Konzentrationen im Zellkulturiiberstand
der Kontrollzellen waren im Vergleich zu denen der PXE-Zellen signifikant erhoht
(Abb. 4.26 B). Die Messung der iPP;-Level ergab signifikant reduzierte Konzentrationen in
den PXE-Fibroblasten verglichen mit den Kontrollen (Abb. 4.26 C).
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Abb. 4.26: Bestimmung der ENPP1-Aktivitat (A) und der extrazellularen (B) und intrazellularen
PP;-Konzentrationen (C) von Kontroll- und PXE-Fibroblasten nach 21 Tagen. Kontroll- und PXE-
Fibroblasten wurden in DMEM supplementiert mit 10 % FCS der Charge 4 kultiviert. Gezeigt sind die
Konzentrationen in den Kontrollfibroblasten (n = 4) als weiRe Balken und die der PXE-Fibroblasten
(n = 4) als graue Balken. Die Daten sind als Mittelwerte mit korrespondierendem Standardfehler dar-
gestellt. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs.
PXE (* P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05;
++ P < 0,005; +++ P < 0,0005).
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4.6 Einfluss der Pyrophosphate auf die Matrixkalzifizierung bei PXE

Die beobachteten reduzierten PP-Konzentrationen in den kalzifizierten PXE-Zellen warfen
die Frage auf, ob eine Supplementierung von PP; im Medium zu einer reduzierten oder
inhibierten Matrixkalzifizierung in PXE-Fibroblasten fihren koénnte. Daher wurden die
Kontroll- und PXE-Fibroblasten tber 21 Tage in DMEM mit FCS der Charge 4 und dem
Zusatz von Zoledronsaure (ZOL, Endkonzentration 1 pg/L), Geranylgeranylpyrophosphat
(GGPP, Endkonzentration 400 ng/mL) und Farnesylpyrophosphat (FPP, Endkonzentration
400 ng/mL) kultiviert, um die ePP;-Konzentrationen zu erhéhen (Hooff et al. 2008; Agil et al.
2011). Die Matrixkalzifizierung konnte histochemisch nach 21-tdgiger Kultivierung in den
PXE-Fibroblasten nach PP;-Supplementierung noch beobachtet werden (Abb. 4.27). Aller-
dings zeigte die ARS-Quantifizierung einen signifikant héheren Kalzifizierungsgrad in den
PXE-Fibroblasten, welche nicht mit zugesetzten PP; kultiviert wurden. Dartber hinaus flhrte

die Supplementierung von ZOL, GGPP und FPP zu signifikant reduzierter Matrixkalzifizie-
rung (Abb. 4.27 C).
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Abb. 4.27: Bestimmung des Kalzifizierungsgrades mittels Alizarin-Rot-S-(ARS)-Farbung und
-Quantifizierung nach 21-tdgiger Behandlung mit ZOL, GGPP und FPP. Kontroll- (A) und PXE-
Fibroblasten (B) wurden in Standardmedium (DMEM) mit 10 % FCS der Charge 4 und Zusatz von
ZOL, GGPP und FPP fur 21 Tage kultiviert. Kalzifizierung konnte nach 21 Tagen mittels Mikroskopie
durch rote kalziumreiche Kristalle beurteilt werden. Die Mittelwerte der ARS-Quantifizierung (C) sind
als Absorption/ug DNA mit korrespondierendem Standardfehler dargestellt. Kontrollzellen (n = 4) sind
als weil3e Balken gezeigt und PXE-Zellen (n = 4) als graue Balken. Die Signifikanz wurde mittels
Kruskal-Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE (* P < 0,05; ** P < 0,005; *** P <
0,0005) und als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005).
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Die Supplementierung der PP-Analoga fiihrte nicht zu einer Veradnderung der ALP-
Transkriptlevel in den Kontrollzellen, wahrend die ALP-mRNA-Level in den behandelten
PXE-Fibroblasten verglichen mit den unbehandelten PXE-Zellen signifikant reduzierte Level
aufwiesen (Abb. 4.28 A). Des Weiteren wurden reduzierte OPN-mRNA-Expressionen in allen
behandelten Fibroblasten (Kontrollen und PXE) detektiert (Abb. 4.28 B). Eine starke Erho-
hung der ENPP1-Genexpression konnte in allen behandelten PXE-Zellen beobachtet werden
(Abb. 4.28 C). Die TGFB1-Genexpression wurde durch die Zugabe von ZOL und FPP in den
Kontrollzellen leicht induziert, wahrend die Zugabe in den PXE-Fibroblasten in einer signifi-
kanten Erhohung resultierte (Abb. 4.28 D).
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Abb. 4.28: Relative ALP- (A), OPN- (B), ENPP1- (C) und TGFB1- (D) mRNA-Expression in
Kontroll- und PXE-Fibroblasten nach 21 Tagen. Kontroll- und PXE-Fibroblasten wurden in Stan-
dardmedium (DMEM) mit 10 % FCS der Charge 4 und Zusatz von ZOL, GGPP und FPP fur 21 Tage
kultiviert. Gezeigt sind die normalisierten Genexpressionen der Kontrollfibroblasten (n = 4) als weiRe
Balken und die der PXE-Fibroblasten (n = 4) als graue Balken. Die relativen Transkriptraten sind als
Mittelwerte mit korrespondierendem Standardfehler dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels Kruskal-
Wallis-Test ermittelt und abgebildet als Kontrolle vs. PXE (* P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005) und
als unbehandelte vs. behandelte Zellen (+ P < 0,05; ++ P < 0,005; +++ P < 0,0005). Die gestrichelte
Linie reprasentiert die geschlechtsspezifische Normalisierung jeweils auf die unbehandelten Kontroll-
fibroblasten F42A und M45D.
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