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1. FORSCHUNGSSCHWERPUNKTE

Untersuchung von Plasma-Bindeproteinen durch Gen-Knockout in Mausen (B. Denecke, S. Ensslen, J. Goldstein, A.
Heiss, W. Jahnen-Dechent, C. Schéfer, N. Tsuchida-Straten, R. Westenfeld)

Fetuine (a2-HS-Glykoproteine) sind Plasma-Bindeproteine, die zur Homgdostase des extrazellularen Calciums beitragen,
indem sie spontane Apatitbildung in der Zirkulation verhindern. Diese Funktion der Fetuine haben wir durch Gen-Knock-
out in Mausen belegt. In Zusammenarbeit mit Kollegen aus der Inneren Medizin Il untersuchten wir Dialysepatienten und
konnten zeigen, dass Fetuin-A-Mangel ein hochsignifikanter Mortalitétsfaktor ist. Einen weiteren Vertreter der Familie,
Fetuin-B, haben wir erstmals auf Proteinebene untersucht. Einen weiteren Gen-Knockout haben wir fiir ein verwandtes
Protein, das Histidin-reiche Glykoprotein (HRG) hergestellt. In diesem Projekt untersuchen wir die Rolle von HRG bei der
Hamostase und im angeborenen Immunsystem in Kooperation mit Partnern aus der Universitat Himeji, Japan. Beson-
ders wichtig erscheint uns die Rolle dieser Proteine im pathophysiologischen Zusammenspiel mit Komponenten des
angeborenen Immunsystems, der Knochenbildung sowie des Fettstoffwechsels. Das gilt fir manifeste Erkrankungen wie
Uramie und Atherosklerose aber auch fir den physiologischen oder pathologischen Gewebeumbau (remodeling) bis hin
zu Autoimmunerkrankungen.

Struktur und Regulation der zugehérigen murinen Gene (B. Denecke, J. Goldstein, W. Jahnen-Dechent, N. Tsuchida, M.
Wéltje)

Zur Erzeugung von Gen-Knockout-Mausen ist die Klonierung der entsprechenden Gene eine Grundvoraussetzung.
Dabei werden typischerweise Phagen oder Cosmid-Klone von bis zu 100 KB isoliert und subkloniert. Diese genomischen
Sequenzen enthalten auch regulatorische Genelemente, die zur Klonierung von Promoter-Reporterkonstrukten dienen.
Nach Transfektion der Konstrukte in etablierte Zelllinien studieren wir den Aufbau der Promotoren sowie ihre Regulation
durch externe Stimuli.

Analyse von Calcifierungsmechanismen in vitro und in vivo (S. Brincker, A. Heiss, W. Jahnen-Dechent)

Im Rahmen des DFG-Schwerpunktprogramms 1117 "Prinzipien der Biomineralisation" untersuchen wir nattrliche Inhi-
bitoren der Calcifizerung am Beispiel von a2-HS-Glykoprotein/Fetuin-A. Ziel dieser Untersuchungen ist ein genaues
Verstandis des molekularen Mechanismus, der spontanes Ausfallen unléslicher Calciumphosphate in Gegenwart von
Fetuin-A verhindert. Dabei kooperieren wir mit Kollegen des Schwerpunktprogramms und haben so Zugang zu apparativ
aufwéandigen Methoden beteiligter Forschungseinrichtungen, darunter Rdntgen-/Neutronen Kleinwinkelstreuung, Syn-
chrotronradiometrie und Rasterkraftmikroskopie.

Requlation der Zytokinwirkung durch Plasmabindeproteine (R. Westenfeld, M. Wéltje)
Losliche Proteine und Komponenten der Extrazellularmatrix steuern die Aktivitat, Verflgbarkeit und biologische Halb-
wertzeit von Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren durch Komplexierung. Fetuin-A trédgt Bindungsstellen fir
TGF und HGF. In Gen-Knockout-M&usen konnten wir die Modulation der TGF-beta-Wirkung wahrend der Leberregene-
ration nach partieller Hepatektomie durch Fetuin-A demonstrieren. Umgekehrt weisen Untersuchungen mit Promotor-
Reporterkonstrukten darauf hin, dass Zytokine die Expression von Fetuin-A regulieren.

Zell- und molekularbiologische Methoden der Biomaterialtestung (C. Cordes, B. Denecke, T. Gréf)

Bei der Entwicklung optimaler Biomaterialien stellt sich neben den technischen Fragen nach Material- und Produktions-
verfahren stets auch das Problem der Biokompatibilitdt. Dem Medizinproduktegesetz gemaf wird diese Fragestellung im
Kontakt mit etablierten Zelllinien oder im Tierversuch untersucht. Zunehmend sind aber die komplexen Regelmecha-
nismen bekannt, die zur zelluldren Aktivierung Biomaterial-relevanter Zellen fiihren. Neben der genomweiten Analyse
der Genexpression ist die DNA-Chip-Technologie auch fiir weniger komplexe Fragestellungen verwendbar. Zur Uber-
prifung Biomaterial-relevanter Probleme werden adaptierte "BIOMAT.-Chips" entwickelt, die gezielt die Untersuchung
der relevanten Regulationsmechanismen zulassen. Diese Arbeiten wurden durch eine Anschubfinanzierung des Stamm-
zellnetzwerks NRW geférdert.
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Potenzial von Stammzellen beim tissue engineering (B. Denecke, S. Neuss-Stein, S. Reepschldger C. Szesny, B.

Tschoke, M. Wdltje,)

Die Differenzierung in Richtung mesothelialer Zellen, die in der Embryogenese aus dem Mesoderm entstehen, soll Auf-
schlisse Uber die mogliche Verwendbarkeit autologer humaner mesenchymaler Stammzellen zur Herstellung eines
Bauchwandersatzes liefern. Mit der zunehmenden Anzahl an Publikationen, die adulten MSC ein weitaus gré3eres Diffe-
renzierungspotential zusprechen als bisher angenommen, stellt sich die Frage, ob diese Zellen in vitro Gber die Keim-
blattgrenzen hinaus differenzierbar sind. Aus diesem Grund werden in diesem Teilvorhaben zusatzlich MSC gezielt in
Richtung neuronaler Zellen (Ektoderm) und Hepatozyten (Endoderm) differenziert. Darliber hinaus analysieren wir
Mechanismen der Stammzell-Mobilisierung aus dem Knochenmark sowie ihre potenzielle Rolle bei der Wundheilung.
Hier ist insbesondere die Makrophagendifferenzierung aus Vorlauferzellen sowie deren anschlie@ende Aktivierung Ge-

genstand unserer Untersuchungen.
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3.4 Diplomarbeiten, Disserta__tionen, Habil.-schriften
Diplomarbeiten:

[1] Reepschlager, Svenja. Transdifferenzierung muriner
mesenchymaler Stammzellen zu leberdhnlichen
Zellen unter Verwendung eines Extraktes aus prima-
ren Hepatozyten. FH Jilich Feb/2004

Dissertationen:

[1] Neuss-Stein, Sabine. Untersuchungen zur Bedeu-
tung mesenchymaler Stammzellen in der Gewebe-
regeneration. RWTH Aachen Dez/2004
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5. METHODEN

Zellkultur, pro- und eukaryontisch, Stammzellkultur,
Molekularbiologie, alle Standard-Techniken

DNA-, RNA- Protein-Analytik, DNA-Array Analyse
Expression und Reinigung rekombinanter Proteine
Antikdrpererzeugung und Analyse, polyklonal und mo-
noklonal

Transgene und knockout Mause

Histologie, Mikroskopie

Durchfluss-Zytometrie




