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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem ist ein entwicklungsgeschichtlich alter und hoch
konservierter Teil des angeborenen Immunsystems [161]. Es besteht aus I6slichen,
in der Leber produzierten und ins Plasma abgegebenen Proteinen und
membranstandigen Rezeptoren auf Zelloberflachen. Das Komplementsystem dient
der Abwehr von Pathogenen wie Bakterien, Parasiten und Pilzen sowie der
Beseitigung apoptotischer Zellen. Dartber hinaus ist es an der Regulierung einer
systemischen Inflammation beteiligt [59]. Es wirkt einerseits Uber die Opsonierung,
dem Kenntlichmachen von Antigenen, die anschlieBend von Zellen des
Immunsystems  beseitigt werden  konnen. Andererseits kann das
Komplementsystem uber die Perforation von Zellmembranen direkt zur Lyse von
Zellen fuhren. Des Weiteren kénnen Endprodukte der Spaltungskaskade,
Anaphylatoxine  genannt, durch  proinflammatorische @ Reize  diverse
Entzindungsreaktionen auslosen.

Das Komplementsystem besteht aus dUber 30 Proteasen, welche in einer
Spaltungskaskade angeordnet sind und Uber drei Wege aktiviert werden kdnnen:
dem klassischen, dem alternativen und dem Lektin-Weg (siehe Abb. 1).

Der klassische Weg kann durch die Bindung des Komplementfaktors C1q an IgM-
oder IgG-Antikdrper-Antigen-Komplexe, DNA-Fragmente, das C-Reaktive Protein
sowie verschiedener Kollagene aktiviert werden [86]. Dabei befindet sich der Faktor
C1qg zusammen mit jeweils zwei Faktoren C1r und C1s im C1-Komplex. Bindet nun
C1q ein Antigen, so fuhrt dies zur Aktivierung der Serinproteasen C1s. Diese
wiederum spaltet die Komplementfaktoren C2 und C4 in ihre jeweiligen
Spaltprodukte C2a und C2b sowie C4a und C4b. Durch die Anlagerung von C4b an
C2a bildet sich der C4b2a-Komplex, der als C3-Konvertase des klassischen Wegs
fungiert [93] (siehe Abb. 1).

Unter physiologischen Bedingungen ist der alternative Weg standig aktiv, wobei C3
spontan in C3a und C3b gespalten wird. Kérpereigne Zellen werden dabei durch
die Komplementinhibitoren H und | vor der Opsonierung mit C3b geschutzt. Bindet
C3b hingegen an die Oberflache von Mikroorganismen kommt es unter
Einbeziehung des Faktors Bb zur Formation des C3bBb-Komplexes, welcher als

C3-Konvertase des alternativen Wegs gesehen wird [154] (Siehe Abb. 1).
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Der Lektin-Weg wird durch die Bindung des Mannose-bindenden Lektins (MBL) an
Mannose auf der Zelloberflache von Pathogenen ausgeldst [86]. Hierbei aktiviert
diese Bindung die Mannose-bindenden Lektin assoziierten Serinproteasen (MASP)
-1, -2 und -3. Die MASPs Iésen anschlieBend durch Spaltung der
Komplementfaktoren C2 und C4 denselben Reaktionsweg aus, welcher bereits
beim klassischen Weg beschrieben wurde (Siehe Abb. 1).

Die drei Wege enden alle mit der Bildung einer C3-Konvertase, welche zur Spaltung
des Komplementfaktors C3 in C3a und C3b fuhrt. C3a wirkt Uber Bindung an den
C3a-Rezeptor (C3aR) proinflammatorisch, C3b aktiviert die C5-Konvertase und
agiert als wichtiges Opsonin. Die C5-Konvertase spaltet wiederum C5 in C5a und
C5b. C5b bildet zusammen mit C6, C7, C8 sowie C9 den terminalen Komplement-
Komplex (TCC), welcher zur Zelllyse fuhren kann [86]. Das C5a Fragment wirkt Uber
die beiden Cb5a-Rezeptoren C5aR1 und Cb5aR2 regulierend auf
Entziindungsreaktionen ein [38] (Siehe Abb. 1).

Zelllyse

e
C5aR1
Inflammation Inflammation

Abb. 1 Vereinfachtes Schema des Komplementsystems

C5 bis C9: Komplementfaktoren, TCC: terminal complement complex, MBL: Mannose-bindendes Lektin,
MASP: Mannose-bindendes Lektin assoziierte Serinprotease. Eigene Darstellung in Anlehnung an Médinger
et al. [87]

= (Cb5a/C5a-des-Arg

Das Cb5a-Molekul ist ein aus 74 Aminosauren (AS) bestehendes stark positiv
geladenes Polypeptid. Es besitzt vier antiparallel verlaufende a-Helices (AS 4-12,
18-26, 32-39, 46-63), welche durch drei Disulfidbriicken (AS 21->47, 22->54,
34->55) stabilisiert und Uber drei Loop-Segmente (AS 13-17, 27-33, 40-45)
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verbunden werden [91, 162]. FUr das Binden des C5a-Molekuls an die Cb5a-
Rezeptoren und das Auslosen einer biologische Funktion ist das in einer a-Helix
angeordnete C-terminale Ende des Peptids (AS 69-74) ausschlaggebend [96]
(siehe Abb. 2). Das N-terminale Ende bindet nicht an die Rezeptoren, ist jedoch an

der Regulation der Aktivitat des Anaphylatoxins beteiligt [32].

Loop AS 40-45 Loop AS 13-17

N-Terminus

Loop AS 64-68

Abb. 2 Schematische Struktur des C5a Molekiils
AS: Aminosaure Nr.; DSB: Disulfidbriicken; C-t Rest: C-terminaler Rest. Eigene Darstellung in Anlehnung an
Monk et al. [91]

Neu gebildetes C5a wird innerhalb weniger Minuten zu C5a-des-Arg abgebaut.
Dafur wird das am Carboxy-Terminus gelegene Arginin durch eine
Carboxypeptidase abgespalten [10]. C5a-des-Arg besitzt nur noch etwa 3 - 10 %
der chemotaktischen Wirkung des urspringlichen C5a-Molekuls auf neutrophile
Granulozyten und unter 1 % des spasmogenen Potentials auf lleumgewebe.
Aufgrund dieses raschen Abbaus des Molekils ist C5a im Serum gesunder
Individuen im physiologischen Gleichgewicht nahezu nicht nachweisbar (< 1 nM/l)
[91]. Bevor das C5a Molekul die oben genannten Effekte erzielen kann, muss das

Cb5a Molekul an einen der beiden C5a Rezeptoren binden.

= C5aR1

Der C5a-Rezeptor Subtyp 1 (C5aR1, auch Cluster of Differentiation (CD) 88) ist ein
aus 350 Aminosauren aufgebauter G-Protein gekoppelter Transmembranrezeptor
des aktivierten Komplementfaktors C5a [96]. Er besitzt dabei mindestens zwei
Bindungsstellen fir das C5a Molekul, wobei die Bindung eines einzelnen C5a
Molekulls genugt, um den Rezeptor zu aktivieren [96, 127]. Bindet C5a an den
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C5aR1 Rezeptor, so wird der C5a-C5aR1-Komplex rasch internalisiert. Nach Abbau
des Cb5a wird der C5aR1 wieder an die Zelloberflache transportiert und kann dort
erneut ein C5a Molekul binden [94].

Der C5aR1 wird auf einer Vielzahl von Zellen exprimiert: So exprimieren nahezu
alle Zellen der myeloischen Linie, wie beispielsweise basophile [52], eosinophile
[66] und neutrophile Granulozyten sowie Makrophagen [83], Kupfferzellen [76],
Chondrozyten [99] und Mikroglia [91, 119, 156] den Rezeptor. Es konnte auch in
CD4 positiven Lymphozyten die Anwesenheit des C5aR1-Gens nachgewiesen
werden [46], wobei die Rolle und die Expression des Rezeptors in der
lymphatischen Zelllinie noch nicht abschlieliend geklart ist [91]. Ignatius et al.
konnte 2011 zudem zeigen, dass der C5aR1 auch auf Knochenzellen, wie den
Osteoblasten, Osteoklasten und osteogen differenzierten mesenchymalen
Stammzellen (MSC) exprimiert wird [61].

Das Gen, welches fur den C5aR1 Rezeptor kodiert, ist auf Chromosom 19 (q13.33)
lokalisiert [40]. Die Expression des Rezeptors wird dabei von verschiedenen
Zytokinen reguliert. So fuhrt Prostaglandin E2 zu einer erhdhten Expression des
C5aR1 auf dendritischen Zellen [148]. Auch konnte gezeigt werden, dass
Interleukin-6 (IL-6) wahrend einer Sepsis zu einer Hochregulierung des C5aR1 in
mehreren Gewebetypen fuhrt [110, 111]. Des Weiteren fuhrt Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) zu einer erhdhten Expression des C5aR1 im Gehirn nach Schadeltrauma
oder Listeriose [134, 135]. Durch die Erhohung der Dichte an Rezeptoren wird die
Entziindungsreaktion und somit die Bekampfung von Pathogenen in den befallenen
Geweben verstarkt [117]. Mause, in denen der C5aR1 Rezeptor durch einen
Knockout des Gens nicht exprimiert wird, sind lebensfahig, zeigen aber eine
verminderte Mukosa-assoziierte Infektabwehr [54]. Darlber hinaus zeigen die
Rezeptor-defizienten Tiere einen milderen Krankheitsverlauf in einer Reihe von
immunvermittelten Pathologien, wie beispielsweise der rheumatoiden Arthritis [63]
oder diversen Hypersensitivitatsreaktionen [55, 126]. Zusammenfassend wird der
C5aR1 Rezeptor auf der einen Seite zur effektiven Bekampfung von Pathogenen
bendtigt, auf der anderen Seite zeigt sich der C5aR1 Rezeptor bei fehl gerichteter
Immunaktivitat als wesentlicher Akteur in immunvermittelter Gewebsschadigung
[70]. Zur Auslésung von proinflammatorischen Effekten ist die Bindung des Cb5a-

Molekuls an den C5aR1 Rezeptor notig.
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= (Cb5a-C5aR1-Achse

Die intrazellularen Signalwege, die bei Bindung des C5a Molekils an den C5aR1
Rezeptor ausgelost werden, sind komplex und vom jeweiligen Zelltyp abhangig. So
ist der C5aR1 Rezeptor vor allem an das Pertussis-Toxin-sensitive G-Protein Gi2a
gekoppelt, kann jedoch in Monozyten und Nierenzellen auch mit Gitea interagieren
[19, 90, 129]. Uber die G-Proteine kann der aktivierte C5aR1 Rezeptor wiederum
mit diversen intrazellularen Proteinen interagieren. Beispielsweise fuhrt die
Interaktion mit B-Arrestin zur Clathrin vermittelten Internalisierung des C5a-C5aR1-
Komplexes [16]. Weiter kann C5aR1 Uber die G-Protein vermittelte Aktivierung der
p21-aktivierte Kinase (PAK) und Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) zur Aktivierung
von Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPK) fuhren [57]. Diese aktivieren
wiederum die MAPK-Signalkaskade, die zu einer veranderten Aktivitat nuklearer
Transkriptionsfaktoren, wie dem cAMP responsive element-binding protein (CREB)
[102], dem signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) [78] oder dem
nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B-cells (NF-kB) [157] fUhren
kann (siehe Abb. 3). Daruber hinaus kann die C5a Bindung an den C5aR1 je nach
Zelltyp eine Vielzahl an weiteren Transduktionswegen zur Folge haben [20, 27, 64,
94, 96].

C5aR1

fa)
I/
J/

Internalisierung

B-Arrestin

.
»

w C5aR1

MAPK-Signalkaskade

Transkription 1.

Zellkern Zytokine

Abb. 3 Vereinfachtes Schema der Signaltransduktion des C5aR1 Rezeptors

GBy: G-Protein Untereinheit f und vy, Gi2a/Gitea: a-Untereinheit des Gi- bzw. Gite-Proteins, PI3K:
Phosphoinositid-3-Kinase, PAK: p21-aktivierte Kinase, MAPK: Mitogen-aktivierte Protein-Kinase, CREB:
cAMP responsive element-binding protein, STAT3: signal transducer and activator of transcription 3, NF-«B:
nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B-cells. Eigene Darstellung.
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Die unterschiedlichen Signaltransduktionswege flihren zu diversen Effekten der
Cb5a-C5aR1 Interaktion. Dabei kommt es vorrangig zu proinflammatorischen
Vorgangen, wie zu der Ausschuttung von Zytokinen [27, 49], der
Histaminfreisetzung von basophilen Granulozyten und Mastzellen [39, 52, 65], der
Induktion des oxidativen Burst in Monozyten [17] und der Chemotaxis von
neutrophile Granulozyten und Makrophagen [49, 130]. Zudem kommt es in Folge
der Ausschuttung der Zytokine, wie TNFa, IL-183, IL-6 und IL-8 [53, 64, 137] zur
Auslosung weiterer proinflammatorischer Effekte, welche von lokal begrenzten
Entzundungsreaktionen, bis zum Multiorganversagen reichen kdnnen [38].

Die Effekte der C5a-C5aR1 Interaktion sind jedoch nicht nur auf Zellen des
Immunsystems beschrankt. So konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation von
glatten Muskelzellen mit C5a zur Kontraktion dieser Zellen fuhrt [120, 136], C5a als
Wachstumsfaktor wahrend der Leberregeneration fungieren kann [33] und die C5a-
C5aR1-Achse eine entscheidende Rolle in der Knochenhomdostase einnimmt [62,
73].

» Cb5a-C5aR2-Achse

Wahrend der C5aR1 Rezeptor relativ gut untersucht und verstanden ist, ist die
Funktion des C5aR2 (auch C5CL2) Rezeptor noch unklar [158]. Der C5aR2 ist ein
aus sieben Transmembranhelixes bestehender Rezeptor, welcher anders als
C5aR1 nicht an ein G-Protein gekoppelt ist [97]. Der C5aR2 Rezeptor bindet
hauptsachlich C5a und Cb5a-des-arg, wobei weitere Liganden, wie C3a und C4a
diskutiert werden [22]. Dabei wird bei Ligandenbindung kein klassischer
Rezeptorpathway ausgeldst [97]. Eine Hypothese besteht darin, dass es sich um
einen so genannten Decoyrezeptor handelt, welcher aktivierte Komplementfaktoren
aus dem Extrazellularraum beseitigt [125]. Hierflur spricht, dass das Fehlen des
C5aR2 Rezeptors mit einem schwereren Verlauf von allergischer Kontaktdermatitis
[146] und Lipopolysaccharid-induziertem Lungenschaden [147] assoziiert werden
konnte. Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass C5aR2-Knockout-
Mause mildere Symptome, geringere Inflammation sowie weniger Gewebsschaden
nach experimentell allergischem Asthma [159], akutem Nierenschaden [11] und
Sepsis [112] aufweisen [158]. Aktuell wird daher angenommen, dass der C5aR2

Rezeptor modulierend auf die komplementvermittelte Immunreaktion einwirkt [158].
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Auch fir den C5aR2 Rezeptor konnte eine Beteiligung an der Knochenhomdoostase

nachgewiesen werden [73].

1.2 Knochen

Knochen zahlt wie Fett- oder Knorpelgewebe zur Grundgewebsart des Binde- und
Stutzgewebes. Knochen Uben dabei eine Vielzahl an Funktionen aus. Sie sorgen
beispielsweise fur den Schutz innerer Organe, der Bildung von Blutzellen und
ermdglichen zusammen mit Muskeln und Sehnen die Mobilitdt des Menschen. Des
Weiteren dient das Knochengewebe als Mineralienspeicher und tragt dadurch zur
Aufrechterhaltung des Mineralhaushalts bei.

Knochen werden auf Grund ihres Aufbaus in verschiedene Formen unterteilt. Es
wird unterschieden zwischen langen, in Epi-, Meta- und Diaphyse aufgeteilte
Roéhrenknochen (Ossa longa), welche blutbildendes Knochenmark enthalten, platte
marklose Knochen (Ossa plana), die beispielsweise einen Grofteil des Schadels
bilden, sowie irregular geformte Knochen (Ossa irregularia), wie die Wirbelkorper
der Wirbelsaule. Allen Knochenformen ist gemein, dass sie aus kortikalen und
trabekularen Anteilen bestehen. Die kortikalen Anteile bilden dabei die stabile
aullere Schicht des Knochens (Substantia cortikalis), wohingegen sich die
schwammartigen, trabekularen Anteile im Inneren des Knochens befinden
(Substantia spongiosa).

Obwohl Knochen aus hartem, kalzifiziertem Material bestehen, handelt es sich um
metabolisch aktives, gut durchblutetes Gewebe, das einem lebenslangen
dynamischen Auf- und Abbau, dem so genannten Knochen-Remodeling, unterliegt.
Hierbei wird altes oder beschadigtes Knochengewebe abgebaut und durch neues
ersetzt. Weiter kann der Knochen uber das Knochen-Remodeling an veranderte
mechanische Anspriche angepasst werden. So werden pro Jahr zwischen 2-5 %
der kortikalen und 28 % der trabekularen Knochenmasse erneuert [44]. Durch
diesen Mechanismus kann der Organismus auf veranderte mechanische
Beanspruchung des Knochens reagieren und Materialermidung entgegenwirken.

1.2.1 Knochengewebe
Die Extrazellularmatrix des Knochengewebes besteht aus organischen und

anorganischen Anteilen. Dabei nehmen die anorganischen Anteile etwa 60 % und
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die organischen Komponenten weitere 30 % ein. Die restlichen 10 % der
Extrazellularmatrix bestehen aus Wasser.

Das organische Knochengewebe, auch Osteoid genannt, bildet die Grundsubstanz
des Knochens. Es besteht zu etwa 90 % aus Kollagen Typ |, welches flr die hohe
Zugfestigkeit des Knochengewebes verantwortlich ist und den Hydroxylapatit-
Kristallen als Leitstruktur dient [140]. Die restlichen 10 % des Osteoids werden von
verschiedenen Proteinen gebildet, die unter anderem eine Rolle bei der
Zelladhasion (Osteopontin, Fibronectin, Osteoadherin) und der Regulation des
Knochenumbaus (Osteocalcin, Osteonectin, Decorin) einnehmen [5]. Neben der

Extrazellularmatrix sind auch die Knochenzellen Teil des Knochengewebes.

1.2.2 Knochenzellen

Es gibt drei knochenspezifische Zellpopulationen: die knochenbildenden
Osteoblasten, die von Knochen umgebenen Osteozyten sowie die
knochenresorbierenden Osteoklasten (siehe Abb. 4).

Abb. 4 Darstellung der Knochenzellen

Osteoklasten (roter Pfeil), Osteoblasten (blauer Pfeil) und Osteozyten (gelber Pfeil), 400x VergréRerung,
Anfarbung mit der Tartrateresistente saure Phosphatase(TRAP)-Farbung. Eigene Darstellung.
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= Osteoblasten

Osteoblasten sind einkernige Knochenzellen, die dem Aufbau und der
Mineralisierung der Knochengrundsubstanz dienen. Osteoblasten entstehen
wahrend der so genannten Osteoblastogenese aus MSCs. Dabei differenzieren die
MSCs zunachst unter dem Einfluss von Transkriptionsfaktoren, wie dem runt-
related transcription factor 2 (Runx2) [71] und Osterix, von Wachstumsfaktoren, wie
dem bone morphogenetic protein (BMP), dem fibroblast growth factor und dem
epidermal growth factor sowie dem wingless Int-1-Signalweg zu Pra-Osteoblasten
und schlief3lich zu reifen Osteoblasten [47, 58].

Reife, aktive Osteoblasten besitzen eine kubische Form und sitzen dem Osteoid,
welches sie bilden und mineralisieren, einreihig auf. Hierzu sezernieren die
Osteoblasten zunachst die Kollagene und Strukturproteine des Osteoids in den
Interzellularraum. In diesem Prozess werden neben den stabilitatsgebenden
Strukturproteinen auch eine Reihe regulatorischer Proteine freigesetzt. So bilden
Osteoblasten das Peptidhormon Osteocalcin, welches die Knochenformation
stimuliert, das Glykoprotein Osteopontin, welches an der Vermittlung der
Verankerung der Osteoklasten an die Knochenmatrix beteiligt ist, sowie das Enzym
alkalische Phosphatase [58], dessen Funktion im Knochenmetabolismus zwar noch
nicht vollstandig bekannt ist [150], allerdings als Marker der Osteoblastenaktivitat
Verwendung findet. In einem zweiten Schritt setzen die Osteoblasten Calcium- und
Phosphationen per Exozytose frei, welche sich an die Proteine des zuvor gebildeten
Osteoids anlagern und zu Hydroxylapatit auskristallisieren. Dieser Prozess wird
auch Biomineralisation genannt und verleiht dem Knochen seine Druckstabilitat.
Auf ihrer Oberflache exprimieren Osteoblasten den receptor activator of NF-kB-
Ligand (RANKL), welcher bei Bindung an den Rezeptor receptor activator of NF-kB
(RANK) auf Osteoklasten-Vorlauferzellen als potenter Stimulus flr deren
Differenzierung zu reifen Osteoklasten fungiert [115]. Wahrend sich ein Grol3teil der
Osteoblasten nach Bildung des mineralisierten Knochengewebes in Apoptose

begibt, differenzieren einige zu Osteozyten.
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= Osteozyten

Osteozyten sind die am haufigsten vorkommenden Knochenzellen. Sie sind
vollstandig von mineralisiertem Knochengewebe umgebene, ausdifferenzierte
Osteoblasten mit langen dendritischen Auslaufern. Uber die Auslaufer stehen die
einzelnen Osteozyten eines Knochens untereinander via Gap Junctions in Kontakt
und bilden so ein Synzytium, das den gesamten Knochen durchzieht. Dadurch sind
sie in der Lage mechanische Belastungen des Knochens zu detektieren und
daraufhin regulatorisch auf das Knochengewebe einzuwirken [21]. Hierzu
sezernieren Osteozyten unter anderem das Glykoprotein Sclerostin, welches das
Knochen-Remodeling inhibiert. Dies hat auch zur Folge, dass in
Gewebsabschnitten, in denen Osteozyten untergehen, durch das Fehlen der
Sclerostin  Freisetzung das Knochengewebe von Osteoklasten ab- und

anschlieend von Osteoblasten wieder aufgebaut wird [34].

= Osteoklasten

Osteoklasten sind aus der Fusion hamatogener Monozyten hervorgehende,
mehrkernige Riesenzellen, welche Knochengewebe durch Bildung von Proteasen
und saurem Milieu abbauen. Im Knochen kommen die Osteoklasten vor allem an
Stellen erhdhten Umbaus, wie beispielsweise der Epiphysenfuge, vor. Im restlichen
Gewebe finden sich hingegen deutlich weniger Osteoklasten [114]. Die
Osteoklastogenese, d.h. die Bildung neuer Osteoklasten, wird hauptsachlich durch
das Zytokin Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) und dem auf
Osteoblasten exprimierten Tumornektrosefaktor RANKL reguliert, wobei weitere
Wachstumsfaktoren beteiligt sind [13]. Die Osteoklasten entstehen durch
Verschmelzung mehrerer colony-forming unit granulocyte/monocyte
Vorlauferzellen, die der Zelllinie der Monozyten/Makrophagen angehdéren [114]. Die
so entstandenen Zellen besitzen im Schnitt sieben Zellkerne und einen
Durchmesser von 50-100 um [103]. Osteoklasten sind durch amoéboide Bewegung
im Stande, sich von Chemokinen wie Matrix-Metalloprotease-9, M-CSF oder
RANKL geleitet [67, 133] zwischen Resorptionszonen zu bewegen. Gelangt ein
Osteoklast an eine Resorptionszone, organisiert sich das Cytoskelett in einen
apikalen und basalen Pol (siehe Abb. 5). Am apikalen Pol bildet sich zentral durch
Auffaltung der Zellmembran die so genannte ,ruffled border” aus. Um diesen

Resorptionsraum von der Ubrigen Extrazellularmatrix abzugrenzen, wird in der
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umgebenden sealing zone durch Integrin-haltige Podosomen ein enger Kontakt
zwischen dem Osteoklasten und der Knochensubstanz hergestellt. In diese
abgegrenzten Resoptionslakunen sezerniert der Osteoklast die von der intrazellular
gelegenen Carboanhydrase |l (CA IlI) produzierten Protonen Uber eine H*-
Adenosintriphosphatase (ATPse) (siehe Abb. 5). Zusatzlich zu diesem chemischen
Abbau der anorganischen Anteile der Knochenmatrix durch das saure Milieu,
sezerniert der Osteoklast lytische Enzyme wie beispielsweise die Protease
Cathepsin K und die tartrate ressistente saure Phosphatase (TRAP) [45]. Wahrend
Cathepsin K der Spaltung von Kollagen Typ 1 dient [4], ist das TRAP Enzym am
Abbau von Phosphoproteinen beteiligt [48]. Nachdem die einzelnen Komponenten
aus der Knochenmatrix geldst wurden, werden diese durch Transzytose in die

Extrazellularmatrix abgegeben.
C5aR1

Osteoklast
, RANKL
co, ; >\
H*-ATPse . ! y
oy CAll . ———— RANK
CO,+H,0 —»H,CO, 3
ruffled border
Podosom

geldste Knochen-

komponenten = T—_|
——— | ytische Enzyme

T Resorptionslakune

Knochengeweb

N

Osteozyten

Abb. 5 Skizze Osteoklast wiahrend der Knochenresorption

H*-ATPse: H*-Adenosintriphhosphatase, CO2: Kohlenstoffdioxid, H20: Wasser, CA II: Carboanhydrase lI,
H2COs: Kohlensaure, H*: Proton, HCOs": Hydrogencarbonat, RANK: Rezeptor receptor activator of NF-kB,
RANKL: RANK Ligand. Eigene Darstellung in Anlehnung an Cappariello et al. [23].

* Regulation des Knochenumsatzes

Far die Funktionalitdt des Knochengewebes ist das Gleichgewicht zwischen
Knochenresorption und Knochenformation entscheidend. Verschiebt sich das
Gleichgewicht auf die Seite der knochenresorbierenden Osteoklasten, so kann sich
das Krankheitsbild der Osteoporose entwickeln. Im Gegensatz dazu fuhrt ein
Ungleichgewicht zu Gunsten des Knochenaufbaus zu Osteosklerose oder

Osteopetrose [24]. Es bedarf also einer genauen Regulierung der Knochenzellen.
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Diese Regulierung wird vor allem durch direkte Kommunikation der Knochenzellen
miteinander erreicht [82]. Einer der Hauptakteure ist hierbei das Osteoprotegerin
(OPG)-RANK-RANKL-System. Osteoblastare Zellen exprimieren auf ihrer
Oberflache RANKL, Osteoklasten-Vorlauferzellen den entsprechenden Rezeptor
RANK. Osteoklastogenese in vivo kann nur stattfinden, indem ein direkter Zell-Zell-
Kontakt erfolgt [139]. In frlhen Studien wurde gezeigt, dass Osteoklasten
zusammen mit osteoblastaren Zellen in vitro angezichtet werden kdnnen, eine
Osteoklastenkultur getrennt von osteoblastaren Zellen jedoch nicht moglich war
[138]. Spater wurde dies durch Zugabe von léslichem RANKL ermdoglicht [107].
Auch reife Osteoklasten bendtigen zur Aufrechterhaltung der Aktivitdt und zur
Verhinderung der Apoptose eine Stimulation mit RANKL [13]. Neben dem
membranstandigen RANKL exprimieren osteoblastare Zellen den I6slichen RANKL-
Decoy-Rezeptor OPG, der an RANKL bindet und so die RANK-RANKL-Interaktion
verhindert. Durch das OPG-RANK-RANKL-System sind osteoblastare Zellen in der
Lage, die Knochenresorption durch Osteoklasten zu regulieren [80, 113]. Viele
Stimuli der Knochenresorption haben keinen direkten Einfluss auf die Bildung oder
Aktivitat von Osteoklasten, sondern werden erst indirekt Uber das OPG-RANK-
RANKL-System von osteoblastaren Zellen vermittelt. Beispiele hierflr sind das
Parathormon, eines der Haupthormone des Calciumstoffwechsels, 1,25(OH)2-
Cholecalciferol (Calcitriol/Vitamin D) oder das weibliche Sexualhormon Estradiol
[51, 104, 128].

Neben dem OPG-RANK-RANKL System kdnnen Osteoblasten Uber weitere
Signalwege, wie dem M-CSF/M-CSF-Rezeptor-, Lysophosphatidic acid (LPA)/LPA-
Rezeptor- oder dem Fas-Ligand/Fas-Rezeptor-Weg Einfluss auf die Proliferation
und Differenzierung (M-CSF) [68], Zellfusion (LPA) [85] oder Apoptose (Fas) [145]
der Osteokasten nehmen [25].

Im Gegenzug koénnen Osteoklasten ebenfalls die Aktivitdt von Osteoblasten
beeinflussen. Dies erfolgt zum einen durch Expression von Signalmolekulen, wie
dem Semaphorin 4D (Inhibition von Osteoblasten-Aktivitat) [95] oder dem Ephrin 2
(Stimulation der Osteoblasten-Differenzierung) [160], zum anderen werden
wahrend der Resorption der Knochenmatrix die zuvor von Osteoblasten
eingelagerten ,coupling factors®, wie z.B. Insulin-like growth factors (IGF) | und Il

und dem transforming growth factor 8 (TGF-B), aus dem Gewebe freigesetzt und
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aktiviert [56, 81]. IGF I/ll und TGF-B flihren anschlieRend zur Stimulation der

Osteoblasten und somit zum Knochenaufbau.

1.2.3 Ossifikation und Knochenwachstum

Wie der Knochenumsatz, ist auch die Ossifikation, also die Knochenbildung, ein
komplexer Prozess, der von verschiedenen Faktoren streng reguliert wird. Dabei
wird zwischen desmaler und chondraler Ossifikation unterschieden. Durch die
desmale Ossifikation werden unter anderem die platten Knochen des Schadels und
das Schlisselbein gebildet. Hier wird das Knochengewebe direkt aus dem
mesenchymalen Bindegewebe gebildet [8]. Bei der chondralen Ossifikation
hingegen wird zunachst ein knorpeliges Knochenmodell gebildet, welches sekundar
verkndchert. Diese Form der Ossifikation tritt in der Embryonalphase wahrend der
primaren Osteogenese der langen Réhrenknochen und der Wirbelkérper auf sowie
wahrend des pubertaren Langenwachstums [8].

Im Bereich der Epiphysenfuge, in der das Langenwachstum des Knochens
stattfindet, tritt die enchondrale Ossifikation in einer spezialisierten Form auf. Hier
gliedert sich der hyaline Knorpel der Wachstumsfuge in vier Zonen. Direkt an der
Epiphyse liegt die Reservezone, in der die Chondrozytenvorlauferzellen liegen.
Diese differenzieren zu Chondrozyten und wandern in die Proliferationszone ein,
wo sie sich in longitudinalen Chondrozytensdulen anlagern und beginnen
Knorpelgewebe zu produzieren. Durch den stetigen Nachschub an Zellen aus der
Reservezone werden die Chondrozyten weiter in Richtung Diaphyse gedrangt.
Dabei durchlaufen die Chondrozyten die hypertrophe Zone, in der sie durch
Wasseraufnahme eine Volumenzunahme erfahren, wodurch es zur weiteren
Dehnung der Wachstumsfuge und somit zu einer Zunahme der Lange des
Roéhrenknochens kommt. An die hypertrophe Zone schliel3t sich die Eréffnungszone
an, in der die eigentliche Ossifikation stattfindet. Hier wird der Knorpel von
Chondroklasten bzw. Osteoklasten abgebaut und anschlief3iend von Osteoblasten
mit Osteoid ersetzt (siehe Abb. 6). Im letzten Schritt wird das Osteoid durch
Mineralisation in Knochengewebe umgewandelt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass ein Teil der Chondrozyten in Osteoblasten transformiert werden kann [155].
Der Wachstumsprozess in der Epiphysenfuge wird durch lokale und systemische
Faktoren reguliert. Hauptakteure sind hier das indian hedgehog protein, welches die

Proliferation und Hypertrophie der Chondrozyten sowie die Differenzierung der
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Osteoblasten stimuliert [79], das parathormon-related protein, welches die
Hypertrophie der Saulenchondrozyten inhibiert [79], sowie BMP, welche als
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren fungieren und daruber hinaus Einfluss
auf die Form des spateren Knochens nehmen [8, 69]. Neben diesen klassischen
Mediatoren scheint bei der Ossifikation auch das Komplementsystem eine Rolle zu

spielen.
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1.3 Komplement und Knochen

1.3.1 Komplement und Ossifikation

Zusatzlich zu der klassischen Wirkung des Komplementsystems als Teil des
angeborenen Immunsystems kann das Komplementsystem Einfluss auf das
Knochengewebe haben [87, 122]. Dies wird bereits wahrend der
Knochenentwicklung deutlich, da gezeigt werden konnte, dass die
Komplementfaktoren C3, C5, C9 und Faktor B wahrend der enchondralen
Ossifikation in der Epiphysenfuge zu finden sind [3]. Weiter konnte eine Zonen-
spezifische Lokalisation der einzelnen Faktoren gezeigt werden. In der
Reservezone und der Proliferationszone wurden vorrangig Faktor C3, Faktor B und
Properdin, ein Protein, welches die Proteasen des alternativen Wegs stabilisiert,
exprimiert, wahrend in der hypertrophen Zone vor allem C5 und C9 vorhanden
waren [3] (siehe Abb. 6).

Reservezone

c3
Faktor B
Properdin

Proliferationszone

Hypertrophe Zone

Er6ffnungszone

Metaphyse

Abb. 6 Zonen-spezifische Aufteilung der Komplementfaktoren in der Epiphysenfuge
C1s bis C9: Komplementfaktoren. Eigene Darstellung in Anlehnung an Mddinger et al. [87]

Dieses Verteilungsmuster fuhrte zur Annahme, dass das Komplementsystem an der

Regulation der Knorpel-Knochen-Transformation beteiligt ist [3, 87]. Ebenfalls
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konnte gezeigt werden, dass Chondrozyten in der Lage sind C1s, C2, C3 und C4
zu bilden und somit Einfluss auf die lokale Komplementaktivitdt zu nehmen [15].
C1s ist dabei an der Spaltung von Kollagen Typ | und Il beteiligt und wird
zunehmend wahrend der Differenzierung der Chondrozyten exprimiert, wobei im
hypertrophen Chondrozyt am meisten C1s exprimiert wird [141]. Ebenfalls scheinen
C3 und C5 einen Einfluss auf die Knorpel-Knochen-Transformation in der
Wachstumsfuge zu besitzen, da Mause, welche diese Faktoren nicht exprimieren,
zwar einen makroskopisch unauffalligen Knochenphanotyp aufweisen, jedoch eine

signifikant verbreiterte Epiphysenfuge besitzen [36].

1.3.2 Einfluss des Komplementsystems auf Knochenzellen

Das Komplementsystem ist auch an der Regulierung der Differenzierung von
verschiedenen Knochenzellen beteiligt, wodurch es Einfluss auf die
Knochenhomdostase nimmt.  Zahlreiche  Studien zeigten, dass das
Komplementsystem die Osteoklastogenese positiv beeinflusst [122]. Zunachst
wurde gezeigt, dass fur eine effiziente Osteoklastogenese die Aktivierung durch
lokale Komplementfaktoren benétigt wird [118, 142]. Weiter konnte gezeigt werden,
dass Knochenmarkszellen, die defizient fir den Faktor C3 sind, weniger RANKL
und IL-6 exprimieren, was zu einer Verringerung der Anzahl an TRAP-positiven
Osteoklasten fuhrt [142]. Ebenso fluhrt das Fehlen der Rezeptoren C3aR und
C5aR1 auf Knochenmarkszellen zu einer Beeintrachtigung der Osteoklastogenese
[142]. Diese Ergebnisse bestatigend wurden in spateren Studien die C3aR, C5aR1
und C5aR2 Rezeptoren auf Osteoklasten und deren Vorlauferzellen nachgewiesen
[61, 62, 122]. Weiter zeigte sich, dass eine Stimulation dieser Rezeptoren auf
peripheren Mononuklearen Blutzellen mit C3a und Cb5a zu einer signifikanten
Steigerung der Osteoklastogenese fluhrt [62]. Ob es sich dabei um direkte oder
indirekte, durch Osteoblasten vermittelte Effekte handelt, konnte bisher nicht
abschlie®end geklart werden, da auch MSCs, Osteoblasten und Osteozyten C3aR,
C5aR1 und C5aR2 auf ihrer Oberflache exprimieren [73, 123]. Wahrend der
Differenzierung von MSCs zu reifen Osteoblasten exprimieren MSCs vermehrt
C3aR und C5aR [62]. Zudem flhrt die Stimulation von MSCs mit C3a und C5a zu
einer beschleunigten Osteoblasten-Differenzierung [124]. Da MSCs selbst in der

Lage sind bei Zugabe von Blutserum C3a und C5a zu bilden [89], wird eine



Einleitung 17

Beteiligung der beiden Anaphylatoxine an der Differenzierung von MSCs Uber einen
autokrinen Signalweg vermutet [87].

Werden C3aR und C5aR1 auf Osteoblasten mittels IL-B und des jeweiligen
Anaphylatoxins stimuliert, fuhrt dies zur Produktion von IL-6 und IL-8 [62]. IL-6 fUhrt
dabei Uber die Erhohung der RANKL Expression zu einer gesteigerten
Osteoklastogenese [153]. Da es sich dabei um proinflammatorische Zytokine
handelt, wird angenommen, dass die Aktivierung dieser Rezeptoren zu einer
Immunreaktion in den Zellen fuhrt und das Komplementsystem besonders in
entzundlichen Prozessen eine wichtige Rolle im Knochenmetabolismus einnimmt
[73]. Ubereinstimmend mit diesen Vermutungen konnte gezeigt werden, dass C3aR
und C5aR defiziente Mause gegen eine Antikorper-induzierte Arthritis resistent sind
[6]. Ebenso sind C5aR defiziente Mause gegen den Verlust von Knochenmasse
durch Parodontitis geschitzt [77]. Wahrend der inflammatorischen Phase der
Frakturheilung wird der C5aR1 Rezeptor verstarkt auf Osteoblasten exprimiert,
wodurch vermehrt Osteoblasten rekrutiert werden kénnen [61]. Besonders wahrend
der Frakturheilung scheint dabei die genaue Regulierung der Aktivitat der C5a-
C5aR1-Achse entscheidend zu sein. Es zeigte sich, dass eine Uberexpression des
C5aR1 Rezeptors auf Osteoblasten die Frakturheilung signifikant beeintrachtigt [9].
Beispielsweise zeigte sich im frakturierten Knochen eine signifikant geringere
Knochenmasse, eine geringere Knochenmineraldichte sowie eine verringerte
Biegesteifigkeit im Vergleich zu Kontrolltieren. Hierbei wurde vermutet, dass dies
die Folge eines veranderten RANKL/OPG Verhaltnisses ist, welches in einer
sekundar erhohten Resorption durch Osteoklasten resultiert [9]. In einer weiteren
Studie konnte gezeigt werden, dass die Gabe eines C5aR1 Antagonisten die
Beeintrachtigung der Frakturheilung durch eine systemische Inflammation
verhindern kann [109]. Demnach scheint sich einerseits eine zu hohe Aktivitat der
C5a-C5aR1-Achse und andererseits die komplette Abwesenheit des
Komplementfaktors C5 negativ auf die Frakturheilung auszuwirken [36], wonach
eine ausgeglichene C5a-C5aR Aktivitat fur eine erfolgreiche Frakturheilung nétig
ist. Dabei kdnnte die Beeinflussung der Migration von Osteoblasten und MSCs
sowie von regulatorischen Zytokinen durch das Komplementsystems eine
entscheidende Rolle spielen [122].

Um die Mechanismen und die Effekte der beiden Cb5a-Rezeptoren auf die

Knochenhomdostase besser zu verstehen, wurden Mause mit globalen C5aR1 bzw.
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C5aR2 Knockout auf ihre Knochenphanotypen hin untersucht [73]. Die
Untersuchung der Cb5aR2-defizienten Tiere ergab eine signifikant erhdhte
Knochenmasse, wobei Marker des Knochenauf- und abbaus nicht signifikant
verandert waren. Auf zellularer Ebene zeigte sich keine Veranderung in der Anzahl
an Osteoklasten, die Anzahl an Osteoblasten war allerdings signifikant erhéht [73].
Die Autoren vermuteten daher, dass die erhohte Knochenmasse in diesen Tieren
durch die erhdhte Anzahl an Osteoblasten zu begrinden ist [73]

Die CbaR1-defizienten Mause zeigten ebenfalls eine signifikant erhohte
Knochenmasse, kortikale Dicke und Biegesteifigkeit des Femurs, wobei diese
Effekte deutlich starker ausgepragt waren, als im C5aR2 Knockout. Ebenso zeigten
sich im trabekularen Knochen eine hohere Anzahl und Dicke der Trabekel im
Vergleich zu den Kontrolltieren. Histologisch konnte eine reduzierte Anzahl an
Osteoklasten festgestellt werden, wobei der Serumspiegel des C-terminale
Telopeptids, welches als Aktivitatsmarker des Knochenabbaus und somit indirekt
als Marker der Aktivitat der Osteoklasten dient, nicht signifikant verringert waren.
Die Marker des Knochenaufbaus (Procollagen Typ 1 N-terminale Propeptide) sowie
die Knochenbildungsrate waren signifikant erhéht. In in vitro Versuchen mit C5aR1-
defizienten Osteoklasten-Vorlauferzellen, welche aus dem Knochenmark der
langen RoOhrenknochen isoliert wurden, zeigte sich anhand einer signifikant
verringerten  Generierung TRAP-positiver Zellen eine deutlich gestorte
Osteoklastogenese. In Folge dessen zeigte sich eine verringerte Anzahl an reifen
Osteoklasten. Die Anzahl und Aktivitat der Osteoblasten war hingegen nicht
signifikant beeinflusst [73]. Zusammenfassend deuten die Daten des globalen
C5aR1 Knockouts darauf hin, dass die erhohte Knochenmasse in C5aR1
defizienten Mause die Folge einer verringerten Knochenresorption und nicht eines
erhdhten Knochenaufbaus ist. Dabei scheint die Knochenresorption durch die
Beeintrachtigung der Osteoklastogenese verringert zu sein. Ob es sich dabei um
direkte Einflisse des Komplementsystems, insbesondere des C5aR1, auf die
Osteoklasten handelt oder um indirekte Effekte Uber Osteoblasten oder andere

Zellen des Immunsystems konnte bisher noch nicht geklart werden.
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1.4 Ziele der Arbeit

Die aktuelle Studienlage weist auf eine komplexe Rolle des Komplementsystems,
insbesondere der C5a-C5aR1-Achse in der Knochenhomdostase hin. Mause, die
einen globalen C5aR1 Knockout besitzen weisen eine erhdhte Knochenmasse, eine
erhohte Biegesteifigkeit inrer Femora sowie eine signifikant verringerte Anzahl an
Osteoklasten auf [73]. Da in diesem globalen C5aR1 Knockout jedoch alle Zelltypen
des Knochens betroffen sind, konnten bisher nur begrenzt Rickschlusse auf die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen bzw. die Effektor-Zellpopulationen
gezogen werden. Zur Aufklarung zugrundeliegender zellularer Mechanismen ist die
Differenzierung von direkten Effekten des Komplementsystems auf Osteoklasten
und indirekten, beispielsweise Uber Osteoblasten und Osteozyten vermittelten
Effekten nétig. Um diese Differenzierung vornehmen zu kénnen, bedarf es Zell-
spezifische Knockoutmodelle. Hier setzt die vorliegende Arbeit an und untersucht
erstmalig den Knochenphanotyp eines Osteoklasten-spezifischen C5aR1 Knockout
in der Maus. Dazu wurden Knochen von weiblichen und mannlichen C5aR1-GFP-
fl/fl-Lysozym M (LysM)-Cre Mausen sowie deren Kontroll-Geschwistertieren
untersucht. Hierbei wurden die Wirbelkorper und Femora der Tiere mittels nicht-
destruktiver Dreipunktbiegung, micro-computertomographischer (M-CT),

immunhistochemischer und histologischer Analysen charakterisiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Losungen

Tabelle 1 Liste der verwendeten Chemikalien und Kits

Bezeichnung

Hersteller/Vertrieb, Ort

Aqua destillata

Aquatex

Avidin-Biotin blocking Kit

Citronensaure-Monohydrat

Dinatriumtetraborat Decahydrat

EDTA

Ethanol (unvergallt)

Fast-Red-TR-Salz

Fluoromount

Formaldehyd (37%)

Hamatoxylin

HCI

Hoechst 33342

Isofluran

Isofluran

Apotheke Universitats-klinikum, Ulm

(DE)

Merk Chemicals GmbH, Saarbrtcken
(DE)

Vector Labratories LTD., Peterborough
(UK)

Merk Chemicals GmbH, Saarbrtcken
(DE)

Merk Chemicals GmbH, Saarbricken
(DE)

VWR International GmbH, Darmstadt
(DE)

Apotheke Universitats-klinikum, Ulm
(DE)

Sigma-Aldrich, St. Louis (US)
Thermo Fisher Scientific, Waltham
(US)

Merk Chemicals GmbH, Saarbrucken
(DE)

Waldeck GmbH & Co. KG, Munster
(DE)

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(US)

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(US)

Baxter GmbH, Unterschleil3heim (DE)
Abbott Biotechnology GmbH,
Wiesbaden (DE)
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L(+)-Weinsaure

Mayers Hamalaunldsung

NaCl 0,9%

Naphthol-AS-MX-phosphat-dinatrium

Salz
Natrium-Acetat

Natriumcarbonat

Natriumthiosulfat-Pentahydrat

NovaRed Substrat Kit

Pyronin G

Silbernitrat

Toluidinblau
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

TRIS

Triton X 100

Vectastain Avidin-Biotin-Komplex
Elite Kit

Vitro-Clud

Wasserstoffperoxid

Xylol

Merk Chemicals GmbH, Saarbricken
(DE)

Merk Chemicals GmbH, Saarbrtcken
(DE)

Braun AG, Melsungen (DE)
Sigma-Aldrich, St. Louis (US)

Sigma-Aldrich, St. Louis (US)

Merk Chemicals GmbH, Saarbrticken
(DE)

Merk Chemicals GmbH, Saarbrtcken
(DE)

Vector Labratories LTD., Peterborough
(UK)

Merk Chemicals GmbH, Saarbrtcken
(DE)

Serva, Heidelberg (DE)

Waldeck, Munster (DE)
Sigma-Aldrich, St. Louis (US)
ATLAS Biolabs GmbH, Berlin (DE)
Sigma-Aldrich, St. Louis (US)

Vector Labratories LTD., Peterborough
(UK)

R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen (DE)

Sigma-Aldrich, St. Louis (US)
Thermo Fisher Scientific, Waltham
(US)
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Tabelle 2

Liste der angesetzten Lésungen und Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

0,1M Citronenséaure

0,1M Natriumcitrat

10x TBS Stock-Losung

1x TBS Gebrauchsldsung

Ammoniakwasser

BSA Serumblock
Citratpuffer

Hamatoxylin Ulm

Mayers Hamalaun Verdinnung

Natriumcarbonat-Formaldehyd-Losung

Natriumthiosulfat

Peroxidase-Block

Pikro-Fuchsin-Farbeldsung

Silbernitratldsung

5,25 g Citronensaure-Monohydrat
ad 250 ml Aqua dest.

14,7 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat
ad 500 ml Aqua dest.

60,55 g TRIS

88,00 g NaCl

ad 1| Aqua dest.

pH mit 25 % HCI auf 7,6 einstellen

100ml 10x TBS

ad 1| Aqua dest.

pH Uberprifen und ggf. auf 7,6
einstellen

13,8 ml 25 % Ammoniak

ad 500 ml Aqua dest.

5,4 ml 0,1M Citronensaure

24,6 ml 0,1M Natriumcitrat

ad 300 ml Aqua dest.

pH Uberprifen und ggf. auf 6,0
einstellen

Hamatoxylin 1:5 Verdinnung in Aqua
dest.

1:5 Verdinnung mit Aqua dest.

10 g Natriumcarbonat

50 ml Formaldehyd (37%)

150 ml Aqua dest.

10 g in 200 ml Aqua dest.

10 ml 30% Wasserstoffperoxid

ad 100ml Aqua dest.

1:10 Verdinnung mit Aqua dest.

6 g Silbernitrat in 200 ml Aqua dest.
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TBS-T

Toluidinblau-Farbeldésung A

Toluidinblau-Farbeldésung B

TRAP-Farbelosung

TTBS

Tabelle 3 Liste der Primarantikérper

0,1% Tween20 in TBS

1,6 g Dinatriumtetraborat Decahydrat

1,6 g Toluidinblau

ad 160 ml Aqua dest.

+ 0,4 g Pyronin G ad 40 ml A. dest

1,36 g Natriumacetat ad 100 ml Aqua

dest.

+ 0,1 g Toluidinblau

1,64 g Natriumacetat

0,75 g L(+)-Weinsaure 50 mM

ad. 100 ml Aqua dest.

0,05 g Naphtol-AS-MX phosphat
Dinatrium-Salz

0,11 g Fast-Red-TR-Salz

0,1% Triton X 100 in TBS

Bezeichnung

Artikelnummer

Hersteller/Vertrieb, Ort

Primar Antikorper

Kaninchen anti

#AP06508PU-N

OriGene Technologies

C5aR/CD88 GmbH, Herford (DE)
Kaninchen anti #ab19027 Abcam, Cambridge (UK)
Cathepsin K

Tabelle 4 Liste der Sekundarantikdrper

Sekundar-Antikorper Artikelnummer Hersteller/Vertrieb, Ort

Alexa Fluor® 488 Esel
anti-Kaninchen

Alexa Fluor® 594 Esel
anti-Kaninchen

Ziege anti-Kaninchen

biotinyliert

Thermo Fisher Scientific,
Waltham (US)
Thermo Fisher Scientific,
Waltham (US)
Thermo Fisher Scientific,
Waltham (US)
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Tabelle 5 Liste der Seren

Seren

Artikelnummer

Hersteller/Vertrieb, Ort

Normal Goat Serum

Normal Rabbit Serum

2.1.2 Gerate und Software

Tabelle 6 Verwendete Gerate

#005-000-121

#011-000-120

Jackson
ImmunoResearch
Europe, Ely (UK)
Jackson
ImmunoResearch
Europe, Ely (UK)

Bezeichnung

Hersteller/Vertrieb, Ort

p-CT Skyscan 1172

Elektrische Pipettierhilfe ,Pipetus®
Fettstift DAKO-Pen
Kompositzement iCem self adhesive
Kraftsensor 20 N

Kuhlschrank

Magnetruhrer MAG RCT-B
Materialprifmaschine Z10
Mikro-Computertomograph Skyscan
1172

Mikroskop Axiphot 451887
Mikroskop Leica DMI6GO00B

Mikroskop Zeiss 095711

Rontgenkammer Faxitron MX-20

Skyscan, Heerbrugg (CH)

Hirschmann Laborgerate GmbH &Co.
KG, Eberstadt (DE)

Agilent Technologies, Santa Clara
(US)

Kulzer GmbH, Hanau (DE)

ZwickRoell GmbH & Co. KG, Ulm (DE)
Liebherr, Biberach (DE)

IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
(DE)

ZwickRoell GmbH & Co. KG, Ulm (DE)

Bruker Corporation, Billerica (US)

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
(DE)

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
(DE)

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
(DE)

Faxitron Bioptics, Tuscon (US)
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Waage 440-47

Warmeschrank 37°C
Warmeschrank 60°C
Wasserbad VWB6

Tabelle 7 Verwendete Software

KERN & SOHN GmbH, Balingen-
Frommern (DE)

Heraeus Holding GmbH, Hanau (DE)
Heraeus Holding GmbH, Hanau (DE)
VWR International, Radnor (US)

Software

Entwickler

p-CT Bild Konvertierungs Programm
NRecon

M-CT Skyscan 1172 Kontrollprogramm
Ct-Analyse

CT-Bild Rotationssoftware DataViewer
EndNote

Graphpad Prism

LAS X

Osteomeasure

testXpert Il

Skyscan, Kontrich (BEL)

Skyscan, Kontrich (BEL)

Skyscan, Kontrich (BEL)

Skyscan, Kontrich (BEL)

Clarivate analytics, Philadelphia (US)
GraphPad Software, La Jolla (US)
Leica, Heerbrugg (CH)
Osteometrics, Decatur (US)

Zwick, Ulm (DE)
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2.2 Methoden
2.2.1 Mausmodell und Studiendesign

FUr die Untersuchung der Auswirkung eines Osteoklasten-spezifischen C5aR1
Knockouts wurden 9 weibliche und 7 mannliche C5aR1-GFP-fl/fl-LysM-Cre Mause
im Alter von 12 Wochen verwendet. Der Knockout auf den Osteoklasten wurde
durch den Einsatz des Cre/loxP-Systems erzielt. Hierfur wurden vor und hinter den
Genabschnitt, der die Informationen des C5aR1 Rezeptors kodiert, loxP Stellen
eingefigt. Die mit den loxP Stellen versehenen Tiere (C5aR1-GFP-fl/fl, zur
Verfligung gestellt von Prof. Kohl, Universitat Libeck) wurden mit Tieren, die eine
in das LysM Gen, welches spezifisch fur Osteoklasten und deren Vorlauferzellen
ist, integrierte Cre-Rekombinase (LysM-Cre, zur Verfugung gestellt von Prof.
Tuckermann, Universitat Ulm) exprimieren, verpaart. Die zellspezifische Cre-
Rekombinase bindet an die loxP Stellen und schneidet den C5aR1 Rezeptor
spezifisch auf Osteoklasten aus. Als Kontrollgruppe dienten 8 weibliche bzw. 9
mannliche C5aR1-GFP-fl/fl-LysM-Cre-negative Geschwistertiere.

Die Haltung der Tiere erfolgte im Tierforschungszentrum der Universitat Ulm in
klimatisierten Raumen mit einem kunstlichen Tag-Nacht-Rhythmus von 12 zu 12
Stunden. Hierbei waren bis zu 5 Tiere zusammen in Kafigen mit einer Grundflache
von 370 cm? untergebracht und erhielten Standardfutter und Wasser ad libitum.
Zur Untersuchung der Auswirkungen des Knockouts auf den Knochenphanotyp der
Mause wurden die Wirbelkorper und Femora der Tiere mittels nicht-destruktiver
Dreipunktbiegung, micro-computertomographischer (u-CT), immunhistochemischer
und histologischer Analysen charakterisiert und anschliefend mit den Knochen der

Kontrolltiere vergleichen.

2.2.2 Organentnahme und Probenaufbereitung

Die Organentnahme wurde von der lokalen Behdrde (Regierungsprasidium
Tubingen) genehmigt (Mitteilung nach §4 Abs. 3 des TierSchG, 0.135-6.) und unter
Achtung internationaler Vorschriften durchgefiihrt. Die Mause wurden mittels einer
Uberdosierung des Narkosegases Isofluran und anschlieRender intrakardialen
Blutentnahme getdtet. Das Gewicht der Mause wurde gemessen. Vor
Organentnahme wurden Ganzkérper-Rontgenaufnahmen der Tiere in einer
Rontgenkammer (Faxitron MX-20) aufgenommen. Fur die Untersuchung des

Knochenphanotyps wurden das linke Femur und die Wirbelsaule entnommen.



Material und Methoden 27

Anschlielend wurden die Femora bis zur biomechanischen Testung in 0,9 %
Kochsalzlésung aufbewahrt. Die Wirbelsdulen wurden flir zwei Wochen in
Formaldehyd fixiert. Nach Ablauf der zwei Wochen wurden die lumbalen
Wirbelkdrper aus den Wirbelsaulen heraus prapariert und mittels aufsteigender

Alkoholreihe (Leitungswasser., 40 % Ethanol, 70 % Ethanol) entwassert.

2.2.3 Nicht-destruktive Dreipunktbiegung

Zur Untersuchung der Biegesteifigkeit wurden die Femora am Tag der Totung einer
nicht-destruktiven maschinellen Dreipunktbiegung unterzogen. Hierzu wurden die
Knochen zunachst von Muskel- und Sehnenresten befreit, mittels eines
Messschiebers ihre Lange gemessen und anschlieBend an der proximalen Seite
mittels Kompositzement in einen Aluminiumzylinder zementiert. Die fixierten
Knochen wurden so in die Materialprifmaschine eingespannt, dass die posterioren
Anteile der Femurkondylen einem Metallbalken frei auflagen. AnschlieRend wurde
die Druckfinne der Materialprifmaschine mittig und orthogonal zum Femur
positioniert (siehe Abb. 7 A, B).

Druckfinne

A
Zement

Aluminiumzylinder | eingespannter

Femur

Lv

Abb. 7 Versuchsaufbau der nicht-destruktiven Dreipunktbiegung
A Skizze der Biegesteifigkeitstestung an der Materialprifmaschine. F: Kraft, a: Strecke proximale Fixierung-
Druckfinne, b: Strecke Druckfinne-Auflagepunkt Femur, Lv: Strecke proximale Fixierung-Auflagepunkt

Femur, B Fotographie des Versuchsaufbaus. Eigene Darstellungen

Die Druckfinne war an einer 20 N Kraftmessdose befestigt und es wurde eine Kraft
von maximal 4 N mittig auf die Diaphyse des Femurs aufgebracht. Die
Materialprifmaschine zeichnete dabei die von der jeweiligen Kraft abhangige
Verformung des Femurs in einem Kraft-Verformungs-Diagramm auf. Die Messung
wurde pro Knochen dreimal durchgeflihrt, wobei die dritte Messung zur Auswertung
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der Biegesteifigkeit (E*lx) verwendet wurde. Hierzu wurde die Steigung (k) der
Messkurve, die Strecke zwischen proximaler Fixierung und Druckfinne (a), die
Strecke zwischen Druckfinne und Auflagepunkt des Femurs auf dem Metallbalken
(b) sowie die gesamte Strecke zwischen proximaler Fixierung und Auflagepunkt (Lv)

zur Ermittlung der Biegesteifigkeit gemal} folgender Formel verwendet.

a’b?

Formel der Biegesteifigkeit: Exl, =k o

Nach Abschluss der biomechanischen Testung wurden die Femora flr 48 h in

Formaldehyd fixiert und mittels y-CT untersucht.

224 p-CT

Um mogliche Einflisse des C5aR1 Knockouts auf die strukturellen
Knochenparameter zu erfassen, wurden die Femora mit Hilfe eines Mikro-
Computertomographen (U-CT Skyscan 1172) untersucht. Die p-CT-Aufnahmen
wurden bei 50 kV und 200 pA bei einer raumlichen Auflosung von 8 um erstellt. Die
Proben wurden zusammen mit zwei Hydroxylapatit-Phantomen der definierten
Knochenmineraldichte von 250 mg HA/cm?® bzw. 750 mg HA/cm?3 gescannt.

Die Wirbelkdrper wurden in 70 % Ethanol, die Femora in 4 % Formaldehyd
gescannt. Nach der Erstellung der CT-Aufnahmen, wurden die einzelnen
Schnittbilder mithilfe des Programms NRecon in ein Dataset rekonstruiert.
AnschlieRend wurden die Proben im Programm Dataviewer einheitlich im Raum
ausgerichtet (siehe Abb. 8 und Abb. 9)

Abb. 8 Ausrichtung der Femora im Raum

A Frontalebene, B Sagitalebene, C Horizontalebene. Eigene Darstellungen
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Abb. 9 Ausrichtung der Wirbelsédulen im Raum

A Frontalebene, B Sagitalebene, C Horizontalebene. Eigene Darstellungen

Die Analyse der aufbereiteten CT-Aufnahmen erfolgte im Programm CT-Analyser.
Dabei wurde als erster Schritt eine Kalibrierung der Knochenmineraldichte durch
die Réntgenstrahlungsabsorption beider Referenzproben vorgenommen.

Far die Untersuchung der Femora wurden zwei Auswertungsbereiche festgelegt:
ein trabekularer in der Metaphyse und ein kortikaler Bereich in der Diaphyse (siehe
Abb. 10 A, B). Der trabekulare Bereich begann 360 um proximal der Epiphysenfuge
und endet nach weiteren 280 um proximal davon. Der kortikale Bereich begann am
distalen Ende des Trochanter major und endete 160 um distal davon.

FUr die Messung in der Wirbelsdule wurde der trabekulare Bereich im 5. - 6.
Lumbalwirbel Gber eine Schichtdicke von 160 um ausgewertet. Die nach proximal
und distal bzw. ventral und dorsal definierten Auswertungsbereiche wurden
anschlie®end in ihrer Ausbreitung in der Horizontalebene begrenzt (siehe Abb. 10
C).

Abb. 10 Lage der Auswertungsbereiche in Femur und Wirbelkorper

A Auswertungsbereich im trabekuldren und B im kortikalen Bereich des Femurs. C Auswertungsbereich im

Lendenwirbelkorper. Eigene Darstellungen.
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Um zwischen nicht-mineralisiertem und mineralisiertem Gewebe unterscheiden zu
konnen, wurden Grenzwerte fir die Gewebsmineraldichte von 394 mg HA/cm3 fir
den trabekuldren Bereich und von 642 mg HA/cm? flr den kortikalen Bereich
festgelegt [92].

Als trabekulare Messparameter des Femurs und der Wirbelsaule wurden die
Knochenmineraldichte (TMD in mg HA/cm3), der Anteil des Knochenvolumen am
Gesamtvolumen (BV/TV in %), die Anzahl (Tb. N. in 1/mm) sowie die Dicke der
Trabekel (Tb. Th. in mm) und der Abstand zwischen den einzelnen Trabekeln (Tb.
Sp. in mm) erfasst. Flr den kortikalen Bereich der Diaphyse wurden die TMD, die
kortikale Dicke (C. Th. in mm) sowie das Flachentragheitsmoment (Ix in mm?)
bestimmt. Die im u-CT ermittelten Parameter wurden gemaf der ,American society
of bone and mineral research” erfasst [12].

Das Flachentragheitsmoment Ix wurde dabei naherungsweise mithilfe der Formel
des axialen Flachentragheitsmoments 2. Grades flr Ellipsenringe errechnet. Dabei
entspricht die Richtung x des Flachentragheitsmoments Ix der Richtung der in der

Materialprufmaschine aufgebrachten Kraft F (siehe Abb. 11).

Formel des x-axialen Flachentragheitsmoments des Ellipsenrings:

1x=%x(A3><B—a3xb)

-
EAN

Abb. 11 Skizze Berechnung des axialen Flachentragheitsmoment im Ellipsenring

Wi

!

Buchstaben A, a, B und b: Zur Berechnung des Flachentragheitsmoments benétigte Mafle. Buchstaben x

und y: mégliche Richtungen der Krafteinwirkung. Eigene Darstellung.

Nach der radiologischen Analyse wurden die Femora fir 12 Tage mittels EDTA
entkalkt. Die Wirbelkdrper wurden in 70 % Ethanol gelagert und anschlie3end in
Methacrylat eingebettet.
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2.2.5 Histologie

» Histologische Aufarbeitung der Femora

Nach der Entkalkung in EDTA wurden die Femora durch eine aufsteigende
Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90%, 3 x 100 % je 2 h) entwassert und anschliel3end in
Xylol gegeben (2x 100 % Xylol fur je 2 h). Danach wurden die Knochen mittels eines
Vakuum-Gewebeeinbettautomaten in 60° C warmes Paraffin eingebettet. Die
Paraffinblocke wurden mit einem Mikrotom in Schnitte von 6-7 um Dicke geschnitten
und auf Objekttrager aufgebracht.

Um die in Paraffin eingebetteten Schnitte flr die Farbungen zuganglich zu machen,
wurden diese Uber Nacht bei 37 °C im Warmeschrank gelagert und anschliel’end
das Paraffin bei 60 °C im Warmeschrank geschmolzen. Bei Raumtemperatur
wurden die Schnitte nun in histologischen Glaskuvetten in Xylol und einer
absteigenden Alkoholreihe (EtOH 100 %, EtOH 90 %, EtOH80 %, EtOH 70 %, EtOH
50 %, je 5 min) rehydriert und anschlieend fur 5 min in Aqua dest. gewaschen. Es
folgten die Toluidinblau-Farbung sowie die immunhistochemische und

Immunfluoreszenz-Farbungen.

» Histologische Aufarbeitung der Wirbelsaulen

Nach der Lagerung in 70 % Ethanol wurden die Wirbelsaulen fur 8-14 Tage mit
einer LOsung aus entstabilisiertem Methacrylsauremethylester, Benzoylperoxid und
Nonylphenyl-Pokyethylenglycolacetat infiltriert. AnschlieRend wurde die Ldsung
neu angesetzt und zusatzlich Dimethyl-p-Toluidin hinzugefliigt, was zu einem
Ausharten des Kunststoffs fihrt. Der ausgehartete Kunststoff wurde mit Hilfe eines
Hartschnittmikrotoms in 6-7 pym dicke Schnitte geschnitten, welche Uber Nacht bei
50 °C im Warmeschrank gepresst und anschliel3end abgekuhlt wurden.
Unmittelbar vor der Farbung der Schnitte wurden diese 10 min mittels 2-
Methoxyethyl-acetat vom Kunststoff befreit und in Aqua dest. gewaschen. Es

folgten die TRAP-, Toluidinblau- und von-Kossa/van-Gieson-Farbungen.

2.2.5.1 Standardfarbungen

» TRAP Féarbung

In der TRAP Farbung wird die Tartrate-resistente saure Phosphatase, die von
Osteoklasten und Makrophagen exprimiert wird, rot angefarbt. Durch eine

Gegenfarbung mit Hamatoxylin wird das restliche Gewebe blau gefarbt.



Material und Methoden 32

Die entplasteten Wirbelsaulen wurden bei 37 °C fur 45 min in TRAP-Farbeldsung
inkubiert. Anschliefiend wurden die Schnitte zur Beendigung der Farbereaktion in
Aqua dest. gewaschen. Es folgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin Ulm far 1,5
min und das Blauen mittels Ammoniakwassers. Die Schnitte wurden anschliel3end

mit Aquatex und Deckglasern eingedeckt.

* Toluidinblau Farbung

Die Toluidinblau Farbung farbt saure Molekule, wie RNA und DNA, an. Dadurch
erscheinen Zellkerne, Plasma und Kollagen blau, Knorpelmatrix und die
Mineralisierungszone rotviolett. Osteoblasten werden hellblau angefarbt und
konnen unter Einbeziehung weiterer Kriterien quantifiziert werden.

Hierzu wurden die entparafinierten und rehydrierten Femoraschnitte fir 10 min in
der Toluidinblau-Farbelésung A inkubiert und anschliel3end dreimal in Aqua dest.
gewaschen. Die Wirbelsaulenschnitte wurden fir 4 min in der Toluidinblau-
Farbelosung B inkubiert und dreimal in Aqua dest. gewaschen. Es folgte in beiden
Fallen die aufsteigende Alkoholreihe (70 % EtOH fur 10-15 min, 90 % EtOH, 2x 100
% EtOH, 2x Xylol je 5 min) und das Eindecken der Schnitte mit Vitro-Clud und

Deckglasern.

»= Versilberung nach von Kossa mit van-Gieson-Farbung

Durch die Versilberung nach von Kossa wurden die mineralisierten
Knochengewebsanteile der Wirbelsaulen schwarz angefarbt. Zur Gegenfarbung
wurde eine Pikro-Fuchsin Farbung nach van-Gieson durchgefuhrt, welche Kollagen
und Bindegewebe rot und die Muskulatur gelb-orange anfarbt.

Zur Durchfuhrung der Farbung wurden die entplasteten Metacrylatschnitte aus dem
Aqua dest. fir 5 min in Silbernitratidsung gegeben. Danach wurden die Schnitte
dreimal in Aqua dest. gespdilt, fir 2 min in Natriumcarbonat-Formaldehyd-Lésung
geschwarzt und anschlielend fur 10 min in Leitungswasser gewaschen.
Anschlieend wurden die Proben in Natriumthiosulfat fixiert und fir 10 min in
Leitungswasser gewaschen. Nach dem Waschen der Schnitte in Aqua dest. folgte
die van-Gieson Farbung fir 10 min mittels Pikro-Fuchsin-Farbelésung.
AnschlieRend wurden die Schnitte in Aqua dest. gewaschen, der aufsteigenden
Alkoholreihe (90 % EtOH, 2x 100 % EtOH, 2x Xylol je 5 min) unterzogen und mit
Vitro-Clud und Deckglasern eingedeckt.
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2.2.5.2 Auswertung histologischer Standardfarbungen
Zur Betrachtung der Standardfarbungen wurde das Lichtmikroskop Axiophot der
Firma Zeiss verwendet. Fur die Auswertung der histologischen Schnitte wurde das

Programm Osteomeasure verwendet.

* Quantifizierung der Breite der Epiphysenfuge

Die mit Toluidinblau gefarbten Langsschnitte des Femurs wurden bei 100-facher
VergroRerung betrachtet. Die Lange der blau-violett gefarbten Epiphysenfuge
wurde an drei Stellen gemessen: median, medial und lateral im Femur. Gemessen
wurde die Lange einer vollstandigen Chondrozytensaule (siehe Abb. 12). Aus den
erhobenen Werten wurde anschlieRend der Mittelwert berechnet. Zudem wurde die
Anzahl der in den gemessenen Chondrozytensaulen vorhandenen Knorpelzellen

ermittelt.

Chondroblasten

100x VergréRerung, Toluidinblau, Eigene Darstellung.

» Quantifizierung der Anzahl und Aktivitat der Knochenzellen

Zur Erhebung der Anzahl und der Aktivitat der Osteoklasten wurden die
histologischen Schnitte der Wirbelsaulen mit der TRAP-Farbung gefarbt und bei
200-facher VergroRerung betrachtet. Es wurden im trabekuldren Bereich des
Wirbelkdrpers insgesamt 6 Gesichtsfelder mit den Maflten 500 ym x 350 ym im
Abstand von 250 pm zur Grundplatte ausgewertet (siehe Abb. 13 A). Es wurde die
Anzahl der Osteoklasten (N. Oc.), die Auflageflache der Osteoklasten auf den
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Knochentrabekeln (Oc. S. [mm?]) sowie der Umfang der Trabekel (B.Pm. [mm])
ermittelt. Osteoklasten wurden dabei definiert als rot angefarbte, mehrkernige
Zellen, welche den Trabekeln direkt aufliegen (siehe Abb. 13 B). Daraus wurde die
Anzahl der Osteoklasten pro Trabekelumfang (N. Oc./B. Pm. [1/mm]) und das
Verhaltnis der Auflageflache der Osteoklasten zur Trabekeloberflache (Oc. S./BS
[%]) ermittelt.

P
x, S
P

Abb. 13 Auswertungsbereich und Zdahlung der Osteoklasten
A Auswertungsbereich der Zahlung der Osteoblasten und Osteoklasten, 50x VergréRerung, Toluidinblau, B
Osteoklasten (Pfeile), 400x Vergrofierung, Anfarbung mit der Tartrateresistente saure Phosphatase(TRAP)-

Farbung. Eigene Darstellung.

Die Zahlung der Osteoblasten erfolgte im selben Auswertungsbereich und bei
selber VergrolRerung wie die Zahlung der Osteoklasten. Hierfur wurde die
Toluidinblau-Farbung verwendet, in der sich die Osteoblasten als hellblau
angefarbte, kubische Zellen, die der Trabekeloberflache aufliegen darstellen (siehe
Abb. 14). Es wurde die Anzahl der Osteoblasten (N. Ob.), die Auflageflache der
Osteoblasten auf den Knochentrabekeln (Ob. S. [mm?]), und der Trabekelumfang
(B. Pm. [mm]) erhoben. Dabei wurde die Anzahl an Osteoblasten pro
Trabekelumfang (N. Ob./B. Pm. [1/mm]) sowie das Verhaltnis der Auflageflache der
Osteoblasten zur Trabekeloberflache (Ob. S./BS [%]) ermittelt.
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Abb. 12 Zahlung der Osteoblasten

Osteoblasten (Pfeile) an Trabekeloberflache, 400x VergroRerung, Toluidinblau. Eigene Darstellung

Die mittels von-Kossa/van-Gieson gefarbten Schnitte wurden als reprasentative
Ubersichtsaufnahmen des Verkndcherungsgrads der Wirbelkérper verwendet.
Dabei stellten sich die mineralisierten Anteile des Knochens schwarz dar (siehe
Abb. 15). Das Muskelgewebe und das Knochenmark wurde rot-orange angefarbt.

Es erfolgte keine quantitative Auswertung der Schnitte.

Abb. 15 Farbung eines Wirbelkéi‘pers mit von-Kossalvan-Gieson-Férbuné
50x VergréRerung, von-Kossa/van-Gieson-Farbung. Eigene Darstellung
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2.2.5.3 Immunhistochemie

= C5aR1 Farbung

Die C5aR1 (CD88) Farbung dient dem Anfarben der C5aR1 Rezeptoren auf der
Oberflache von Zellen. Die Gegenfarbung mit Hamatoxylin farbte das ubrige
Gewebe blau an. Aufgrund unspezifischer Farbung des C5aR1 im bereits
vorhandenen Protokoll, wurde dieses optimiert. Hierbei fuhrte die Verwendung von
5 % Rinderserum Albumin (BSA) in TBS-T im Block-Schritt bei 37 °C fur 30 min zu
einer Etablierung eins neuen Protokolls.

Die Femora wurden nach der absteigenden Alkoholreihe und dem Waschen in Aqua
dest. mit Hilfe des Heat-induced Epitope Retrieval demaskiert. Dazu wurden die
Proben fur 20 min in 10 mM Citratpuffer (pH 6) im Wasserbad bei 95 °C inkubiert
und anschlielend fur weitere 20 min bei Raumtemperatur abgekuhlt. Die Proben
wurden fur 5 min in Aqua dest. gewaschen. Anschliellend wurden die Schnitte fir
15 min in 3 % Wasserstoffperoxid bei Raumtemperatur inkubiert, wodurch die
endogene Peroxidaseaktivitat des Gewebes abgeschwacht wird. Es folgte ein
Waschschritt fur 5 min in TBS-T. Die Fc-Rezeptoren und unspezifischen
Antikorperbindestellen wurden mit 5 % BSA flr 30 min bei 37 °C blockiert.
Anschliel3end erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikérper Kaninchen a C5aR
(Acris #AP06508PU-N, 1mg/ml, polyclonal) in einer 1:100 Verdinnung in TBS-T bei
4 °C Uber Nacht. Als negativ Kontrolle wurde unspezifisches Kaninchen 1gG (Santa
Cruz, sc-2027) in einer 1:100 Verduinnung in TBS-T verwendet. Am
darauffolgenden Tag wurden die Proben dreimal fur jeweils 5 min in TBS-T
gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Proben mit dem biotinylierten
Sekundarantikorper Ziege a Kaninchen (Thermo Fisher Scientific, #82770) in 1:100
Verdinnung in TBS-T fur 1 h bei Raumtemperatur. Nach drei Waschschritt fur
jeweils 5 min in TBS-T wurde der Avidin-Biotin-Komplex aufgetragen und fir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Avidin-Biotin-Komplex enthalt das an
Streptavidin gebundene Enzym Meerrettichperoxidase und bindet an den
biotinylierten Sekundarantikorper. Nach drei weiteren Waschschritten fur jeweils 5
min in TBS-T folgte die durch Meerrettichperoxidase katalysierte Farbereaktion
durch das Substrat NovaRed (siehe Abb. 16). Das Substrat inkubierte dabei fur 2-6
min wahrend es unter dem Lichtmikroskop beobachtet wurde, um eine optimale
Rotfarbung zu erzielen. Nach der Inkubation folgte die Spulung in Aqua dest. fur 5

min und die anschlieBende Kernfarbung mittels Hamatoxylin Ulm fir 50 Sekunden.
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Die Schnitte wurden anschlieBend unter flieRendem Leitungswasser fur 5 min
geblaut. Als letzter Schritt folgte die aufsteigende Alkoholreihe (90 % EtOH, 100 %
EtOH je 1 min, 2x Xylol je 5 min) und das Eindecken der Schnitte mit Vitro-Clud und

einem Deckglas.

Meerrettichperoxidase

\ 4
Nova Red /v

Streptavidin

Biotin

Anti-Kaninchen-AK
(Biotinyliert)

Anti-C5aR1-AK
Serumantikarper (Kaninchen)
(Block)

unspezifische
AK-Bindungsstelle

C OO CO

Abb. 16 Skizze des Prinzips der ABC-Immunhistochemie am Beispiel der C5aR1 Farbung

AK: Antikdrper. Eigene Darstellung.
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2.2.5.4 Immunfluoreszenz-Farbungen

Immunfluoreszenz-Farbungen bieten den Vorteil, dass in einem Schnitt mehr als
ein Protein angefarbt werden kann. Dadurch konnen beispielsweise gleichzeitig
spezifische Zell-Markerproteine und der C5aR1 Rezeptor angefarbt und so das
spezifische Vorkommen des Rezeptors auf verschiedenen Zellpopulationen
untersucht werden. In den verwendeten Fluoreszenzfarbungen wurde ein indirektes
Farbeverfahren angewandt, wobei das zu farbende Epitop zunachst von einem
nicht fluoreszenzmarkierten Primarantikorper gebunden und erst durch die Bindung
eines fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikérpers an den Primarantikdrper
indirekt angefarbt wurde (siehe Abb. 17). In der vorliegenden Arbeit wurden die
Protokolle zur Immunfluoreszenz-Farbung des C5aR1 sowie von Cathepsin K
etabliert.

Fluoreszenzfarbstoff

Anti-Hase-AK

C5aR1

Anti-C5aR1-AK
Serumantikérper (Hase)
(Block)
unspezifische
AK-Bindungsstelle

Abb. 17 Skizze des Prinzips der indirekten Fluoreszenzfarbung am Beispiel C5aR1 Farbung

AK: Antikorper. Eigene Darstllung.

= C5aR1 und Cathepsin K Immunfluoreszenz-Farbung

Mit Hilfe der C5aR1 Immunfluoreszenz-Farbung wurden die Zellen, die den C5aR1
Rezeptor im Knochen exprimieren, mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff angefarbt.
Die Cathepsin K Farbung farbt das vor allem in den Osteoklasten vorkommende
Enzym Cathepsin K mit einem grinen Fluoreszenzfarbstoff an. Bei beiden
Farbungen erfolgte zusatzlich eine Blaufarbung der Zellkerne mittels des
Fluoreszenzfarbstoffs Hoechst 33342.

Fir die Fluoreszenzfarbungen wurden die entparaffinierten und rehydrierten
Schnitte bei 95 °C fur 20 min in 10 mM Citratpuffer demaskiert und anschlief3end
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fur 20 min im Puffer bei Raumtemperatur abgekuhlt. Fur die Cathepsin K Farbung
wurde dem 10 mM Citratpuffer zusatzlich 0,1 % des Detergens Tween20
hinzugegeben. AnschlieRend wurden die Schnitte fur je 5 min in Aqua dest. und
TBS-T gewaschen. Es folgte der Serumblock je nach Farbung entweder mit 5%
(C5aR1) oder 2,5% (CatK) BSA in TBS-T fur 30 min bei 37 °C. Anschliel3end
wurden die jeweiligen Primarantikorper aufgebracht und Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Fur die C5aR1 Farbung wurden polyklonale Kaninchen anti-C5aR
Antikorper (Acris, #AP06508PU-N, 1 mg/ml) in einer 1:100 Verdunnung in TBS-T
verwendet. Fur die Cathepsin K Farbung wurden polyklonale Kaninchen anti-
Cathepsin K Antikorper (Abcam, #ab19027, 0,5 mg/ml) in einer 1:100 Verdinnung
in TBS-T verwendet. Als Negativkontrolle wurde in beiden Farbungen
unspezifisches Kaninchen IgG (Santa Cruz, sc-2027, 0,4 mg/ml) in einer 1:100
Verdinnung in TBS-T verwendet. Es folgten drei Waschschritte flir je 5 min in TBS-
T und die Inkubation des jeweiligen fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpers fur
1 h bei Raumtemperatur. Hierfur wurden fur die C5aR1 Farbung polyklonale Alexa
Fluor® 594 gekoppelte Esel anti-Kaninchen Antikdrper (ThermoFisher, #A-21207,
2 mg/ml) in einer 1:200 Verdinnung in TBS-T verwendet. Fur die Cathepsin K
Farbung wurden polyklonale Alexa Flour® 488 gelabelte anti-Kaninchen Antikorper
(ThermoFisher, #A-21206, 2 mg/ml) in einer 1:400 Verdunnung verwendet.

Nach der Inkubation folgten drei Waschschritte fur je 5 min in TBS-T. Es folgte die
Kernfarbung mit einer Hoechst 1:200 Verdinnung fir 1 min und ein letzter
Waschschritt in TBS fur 5 min. Die Schnitte wurden mit Fluoromount und

Deckglasern eingedeckt und mit Nagellack versiegelt.

2.2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism. Die
einzelnen Gruppen wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung getestet
und anschlief3end bei Vorliegen einer Normalverteilung mittels Student’s t-Test auf
statistisch  signifikante Unterschiede untersucht. Bei Nichtvorliegen einer
Normalverteilung wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verwendet. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgesetzt.

Die Mittelwerte der Gruppen wurden graphisch als Balkendiagramme mit den
entsprechenden Standartabweichungen dargestellt. Signifikante Unterschiede (p <

0,05) zwischen zwei Gruppen wurden mit einem Asterisk (*) gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Makroskopische Untersuchung des Skelettsystems

Im Vergleich der Ganzkdrper-Rontgenaufnahmen der Kontrolltiere und der LysM-
C5aR1---Tiere zeigten sich im Alter von 12 Wochen weder bei den mannlichen noch
bei den weiblichen Tieren signifikante makroskopische Unterschiede des
Skelettsystems (siehe Abb. 18 A, B, D, E). Weiter zeigten sich in beiden
Geschlechtern keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Gewicht der
Kontroll- und der LysM-C5aR1---Tiere (Abb. 18 C und F).

C Gewicht
25-_
] ——
20
15+
o
10-_
5
0 T T ),
Kontrolle LysM-C5aR1™
n= 7 9
F Gewicht
40
304 1
—

0 T T
Kontrolle LysM-C5aR1”
n= 9 7

Abb. 18 Rontgenaufnahmen und Gewicht 12 Wochen alter Tiere
Réntgenaufnahmen A weibliches Kontroll- und B LysM-C5aR1--Tier sowie C Gewicht der weiblichen Tiere.
Roéntgenaufnahmen D méannliches Kontroll- und E LysM-C5aR1---Tier sowie F Gewicht der mannlichen Tiere.
Mittelwert + Standardabweichung; n: Anzahl der untersuchten Tiere.

Zusammenfassend konnten weder bei den weiblichen noch bei den mannlichen
Tieren signifikante Unterschiede zwischen den Kontroll- und LysM-C5aR1---Tieren

in Bezug auf die SkelettgrofRe und -gestalt sowie das Gewicht gezeigt werden.
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3.2 Untersuchung des Langenwachstums des Femurs

Der Einfluss des C5aR1 Knockout auf das Langenwachstum wurde im Femur
untersucht. Dabei ergaben sich bei den weiblichen Tieren keine Unterschiede in
Bezug auf die Lange des Femurs und der Epiphysenfuge sowie kein Unterschied in
der Anzahl der Chondrozyten pro Chondrozytensaule (N.Chond/CS) zwischen den
Kontroll- und LysM-C5aR1-~-Tieren (Abb. 19 A bis C).

Auch bei den mannlichen Tieren zeigten sich hinsichtlich dieser Parameter keine

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Abb. 19 D bis F).

A Fermurlinge B Linge der Epiphysenfuge C N. Chond./CS
204 0.20 159
]
T -
154 0.15+
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o T T - 0.00 T T - o T T -
Kontrolle LysM-C5aR1™" Kontrolle LysM-C5aR1" Kontrolle LysM-C5aR1"
n= 8 g n= 5 9 n= 5 9
D Fermurlange E Lange der Epiphysenfuge F N. Chond./CS
204 0.204 154
J —— -1
15+ 0.15+
] o 10
£ 10 £ 0.10- =
] 5
5+ 0.05+
0 T T - 0.00 T T - o T T -
Kontrolle LysM-C5aR1" Kontrolle LysM-C5aR1" Kontrolle LysM-C5aR1"™
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Abb. 19 Charakterisierung des Langenwachstums der Femora

A Femurldnge, B Lange der Epiphysenfuge und C Chondrozytenanzahl pro Chondrozytensaule
(N.Chond./CS) in der Epiphysenfuge weiblicher Kontroll- und LysM-C5aR1--Tiere. D Femurlange, E Lange
der Epiphysenfuge und F Chondrozytenanzahl pro Chondrozytensaule in der Epiphysenfuge mannlicher

Kontroll- und LysM-C5aR1---Tiere. Mittelwert + Standardabweichung; n: Anzahl der untersuchten Tiere.

Zusammenfassend konnten weder bei den weiblichen noch bei den mannlichen
Tieren signifikante Unterschiede zwischen den Kontroll- und LysM-C5aR1---Tieren

in Bezug auf das Langenwachstum des Femurs nachgewiesen werden.
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3.3 Untersuchung des kortikalen Knochens

3.3.1 Biomechanische Charakterisierung

Die biomechanische Charakterisierung der Femora zeigte in den weiblichen Tieren
eine signifikante (p = 0,0248) Erhéhung der Biegesteifigkeit (E*lx) sowie eine
signifikante (p = 0,0357) Erh6hung des Flachentragheitsmoments (Ix) der Kortikalis
der LysM-C5aR1--Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren (Abb. 20. A und B).

Bei den mannlichen Tieren zeigten sich hingegen weder in E*Ix (Abb. 20 C), noch

in Ix (Abb. 20 D) signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
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Abb. 20 Biomechanische Charakterisierung der Femora
A Biegesteifigkeit (E*Ix) und B Flachentragheitsmoment (Ix) der weiblichen Kontroll- und LysM-C5aR1---
Tiere. C Biegesteifigkeit und D Flachentragheitsmoment der mannlichen Kontroll- und LysM-C5aR1--Tiere.

Mittelwert + Standardabweichung; n: Anzahl der untersuchten Tiere; *: p < 0,05.
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3.3.2 Radiologische Charakterisierung

Zur Untersuchung der Mikroarchitektur wurde der kortikale Bereich der Femora
mittels des p-CTs auf die Gewebsmineraldichte (Ct. TMD) und die Dicke der
Kortikalis (Ct. Th.) untersucht. Bei den weiblichen Tieren zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in Ct. TMD und in Ct. Th. zwischen den Kontroll- und
LysM-C5aR1---Tieren (Abb. 23 A und B). Dies ist auch in den reprasentativen 3D-
Rekonstruktionen der u-CT-Schnittbilder zu erkennen (Abb. 23 C bis F).

A B
Ct. TMD Ct. Th.
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| - .
1 0.15-
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i E 0.10-
o |
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Kontrolle LysM-C5aR1™ Kontrolle LysM-C5aR1™
n= 8 9 n= 8 9
C D
Kontrolle LysM-C5aR1"

Abb. 21 Analyse der kortikalen Knochenparameter in der Diaphyse der Femora der Weibchen
A Gewebsmineraldichte der Kortikalis (Ct. TMD) und B Dicke der Kortikalis (Ct. Th.) von weiblichen Kontroll-
und LysM-C5aR1*-Tieren. Mittelwert + Standardabweichung; n: Anzahl der untersuchten Tiere. 3D-

Rekonstruktion der Diaphyse eines C Kontroll- und D LysM-C5aR1--Tieres.

Bei den mannlichen Tieren konnten ebenfalls keine Unterschiede in der Ct. TMD
und der Ct. Th. zwischen den Gruppen gezeigt werden (Abb. 22 A und B), was auch
an den reprasentativen 3D-Rekonstruktionen der pu-CT-Schnittbilder zu sehen ist
(Abb. 22 C bis F).



Ergebnisse 44

A B
Ct. TMD Ct. Th.
1500~ 0.20-
- — _
1 0.15-
“g 1000
E .
£ i
§ £ 010
-Rm -1
£ 500
; 0.05-
0 T T 0.00 T T
Kontrolle LysM-C5aR1" Kontrolle LysM-C5aR1”
n= 9 7 n= 9 7
C D

N\ ~~

Kontrolle LysM-C5aR1"

Abb. 22 Analyse der kortikalen Knochenparameter in der Diaphyse der Femora der Mdannchen

A Gewebsmineraldichte der Kortikalis (Ct. TMD) und B Dicke der Kortikalis (Ct. Th.) von mannlichen Kontroll-
und LysM-C5aR1*-Tieren. Mittelwert + Standardabweichung; n: Anzahl der untersuchten Tiere. 3D-
Rekonstruktion der Diaphyse eines C Kontroll- und D LysM-C5aR1--Tieres.

Zusammenfassend konnten weder bei den weiblichen noch bei den mannlichen
Tieren Auswirkungen des Osteoklasten-spezifischen C5aR1 Knockouts auf den

kortikalen Knochenphanotyp gezeigt werden.
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3.4 Untersuchung des trabekularen Knochens

3.4.1 Untersuchung des Femurs

Zur Untersuchung des trabekularen Knochens wurde zunachst die Metaphyse des
Femurs radiologisch charakterisiert. Bei den weiblichen Tieren zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Kontroll- und LysM-C5aR1-”-Tieren
hinsichtlich der Gewebsmineraldichte (TMD), dem Knochenvolumen (BV/TV) sowie
der Trabekel-Anzahl (Tb. N.), -Dichte (Tb. Th.) und deren Abstand zueinander (Tb.
S.) (Abb. 23 A bis E). Dies ist auch in den reprasentativen y-CT-Schnittbilder und
deren 3D-Rekonstruktionen erkennbar (Abb. 23 F bis I).
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Abb. 23 Analyse der trabekuldren Knochenparameter in der Metaphyse des Femurs der Weibchen

A Gewebsmineraldichte (TMD), B %-Anteil des Knochenvolumen am Gesamtvolumen (BV/TV), C Trabekel-
Dicke (Tb. Th.), D -Anzahl (Tb. N.), E -Abstand zueinander (Tb. S.) von weiblichen Kontroll- und LysM-
C5aR1*-Tieren. Mittelwert + Standardabweichung; n: Anzahl der untersuchten Tiere. Reprasentative u-CT-
Axialaufname eines F Kontroll- und H LysM-C5aR1/-Tieres. 3D-Rekonstruktion der Metaphyse eines G

Kontroll- und | LysM-C5aR1---Tieres.

Bei den mannlichen Tieren zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
TMD und im BV/TV zwischen den beiden Gruppen (Abb. 24 A bis D). Auch die
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Tb. N. und Tb. Th. unterschieden sich nicht signifikant, jedoch war in der Tb. S. eine
signifikante (p=0,0415) Erhéhung in den LysM-C5aR1---Tieren im Vergleich zu den
Kontrolltieren zu beobachten (Abb. 24 E, I).
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Abb. 24 Analyse der trabekularen Knochenparameter in der Metaphyse des Femurs der Mdnnchen
A Gewebsmineraldichte (TMD), B %-Anteil des Knochenvolumen am Gesamtvolumen (BV/TV), C Trabekel-
Dicke (Tb. Th.), D -Anzahl (Tb. N.), E -Abstand zueinander (Tb. S.) von mannlichen Kontroll- und LysM-
C5aR1”-Tieren. Mittelwert + Standardabweichung; n: Anzahl der untersuchten Tiere; *: p < 0,05.
Reprasentatives p-CT-Schnittbild eines F Kontroll- und H LysM-C5aR1--Tieres. 3D-Rekonstruktion der
Metaphyse eines G Kontroll- und | LysM-C5aR1---Tieres.
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3.4.2 Untersuchung der Wirbelkorper

Des Weiteren wurde der trabekulare Knochen im Bereich der Wirbelkorper
radiologisch untersucht. Dabei zeigten sich bei den weiblichen Tieren keine
signifikanten Unterschiede in der TMD, dem BV/TV, der Tb. Th., der Tb. N. sowie
der Tb. S. zwischen den Kontroll- und LysM-C5aR1---Tieren (Abb. 25 A bis E). In
den reprasentativen p-CT-Schnittbildern und deren 3D-Rekonstruktionen lassen
sich Ubereinstimmend keine signifikanten Unterschiede in der Trabekelstruktur
erkennen (Abb. 25. F bis I)
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Abb. 25 Analyse der trabekuldren Knochenparameter im Wirbelkorper der Weibchen

A Gewebsmineraldichte (TMD), B %-Anteil des Knochenvolumen am Gesamtvolumen (BV/TV), C
Trabekel-Dicke (Tb. Th.), D -Anzahl (Tb. N.), E -Abstand zueinander (Tb. S.) von weiblichen Kontroll- und
LysM-C5aR1---Tieren. Mittelwert + Standardabweichung; n: Anzahl der untersuchten Tiere.
Reprasentatives u-CT-Schnittbild eines F Kontroll- und H LysM-C5aR1---Tieres. 3D-Rekonstruktion des
Wirbelkdrpers eines G Kontroll- und | LysM-C5aR1*-Tieres.
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In den Wirbelkérpern der mannlichen Tiere zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in der TMD und im BV/TV sowie den trabekularen Parametern (Abb.
26 A bis E). In den reprasentativen y-CT-Schnittbildern und 3D-Rekonstruktionen
lassen sich ebenfalls keine Unterschiede im trabekularen Knochen zwischen
Kontroll- und LysM-C5aR1---Tieren erkennen (Abb. 26 F bis I).
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Abb. 26 Analyse der trabekularen Knochenparameter im Wirbelkorper der Mannchen

A Gewebsmineraldichte (TMD), B %-Anteil des Knochenvolumen am Gesamtvolumen (BV/TV), C Trabekel-
Dicke (Tb. Th.), D -Anzahl (Tb. N.), E -Abstand zueinander (Tb. S.) von mannlichen Kontroll- und LysM-
C5aR1”-Tieren. Mittelwert + Standardabweichung; n: Anzahl der untersuchten Tiere. Reprasentatives
u-CT-Schnittbild eines F Kontroll- und H LysM-C5aR1--Tieres. 3D-Rekonstruktion des Wirbelkdrpers eines
G Kontroll- und | LysM-C5aR1--Tieres.

Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse, dass der Osteoklasten-spezifische
C5aR1 Knockout weder in weiblichen noch in mannlichen Tieren deutliche Effekte

auf den trabekularen Knochenphanotyp hat.
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3.5 Histologische Untersuchung

Mittels histologischer Untersuchungen wurden die zellularen Parameter im
Wirbelkdrper der Mause bestimmt. Dabei ergaben sich fur die weiblichen Tiere
weder in der Anzahl der Osteoblasten pro Knochentrabekelumfang (N. Ob./B. Pm)
und dem Anteil der Osteoklasten-Oberflache an der Knochentrabekeloberflache
(Ob. S./BS), noch in der Anzahl der Osteoklasten pro Knochentrabekelumfang (N.
Oc./B. Pm.) und Anteil der Osteoblasten-Oberflache an  der
Knochentrabekeloberflache (Oc. S./BS) signifikante Unterschiede zwischen den
Kontroll- und den LysM-C5aR1---Tieren (Abb. 27 A bis D).
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Abb. 27 Histologische Analyse des trabekuldren Bereichs der Wirbelkorper der Weibchen

A Anzahl der Osteoblasten pro Knochentrabekelumfang (N. Ob./B. Pm), B Anteil der Osteoblasten-
Oberflache an der Knochentrabekeloberfliche (Ob. S/BS), C Anzahl der Osteoklasten pro
Knochentrabekelumfang (N. Oc./B. Pm) und D Anteil der Osteoklasten-Oberfliche an der
Knochentrabekeloberflache (Ob. S/BS) von weiblichen Kontrol- und LysM-C5aR1-*-Tieren. Mittelwert +
Standardabweichung; n: Anzahl der untersuchten Tiere.
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In der histologischen Untersuchung der mannlichen Tiere zeigte sich bei den LysM-
C5aR1-~-Tieren eine signifikante (p = 0,0296) Erniedrigung der N. Ob./B. Pm. sowie
ein signifikant (p = 0,0061) verringerte Ob. S./BS (Abb. 28 A und B). Hingegen
ergaben sich keine Unterschiede in der N. Oc./B. Pm. und der Oc. S./BS zwischen
Kontroll- und LysM-C5aR1-~-Tieren.
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Abb. 28 Histologische Analyse des trabekuldren Bereichs der Wirbelkorper der Méannchen

A Anzahl der Osteoblasten pro Knochentrabekelumfang (N. Ob./B. Pm), B Anteil der Osteoblasten-
Oberflache an der Knochentrabekeloberfliche (Ob. S/BS), C Anzahl der Osteoklasten pro
Knochentrabekelumfang (N. Oc./B. Pm) und D Anteil der Osteoklasten-Oberfliche an der
Knochentrabekeloberflaiche (Ob. S./BS) von ménnlichen Kontrol- und LysM-C5aR1--Tieren. Mittelwert +

Standardabweichung; n: Anzahl der untersuchten Tiere; *: p < 0,05.

Zusammenfassend wurden in den weiblichen Tieren keine Veranderungen der
zellularen Parameter durch den C5aR1 Knockout auf Osteoklasten beobachtet. Die
mannlichen LysM-C5aR1---Tiere wiesen leicht verringerte Osteoblasten-Parameter

auf.
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3.6 Etablierte histologische Farbungen

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden drei immunhistochemische Farbungen
etabliert. Dabei sollte zum einen der C5aR1-Rezeptor und zum anderen das
Osteoklasten-spezifische Cathepsin K Protein angefarbt werden.

Bei den gezeigten Abbildungen handelt es sich um Wildtyp-Tiere. Die etablierten
Farbungen sollen in weiteren Projekten zur Etablierung von Doppelfarbungen
eingesetzt werden, wobei auch der Osteoklasten-spezifische Knockout der LysM-

Tiere verifiziert werden soll.

3.6.1 C5aR1 Farbung

Mittels eines Anti-C5aR1-Antikorpers wurde der C5aR1 Rezeptor im trabekularen
Bereich des Femurs angefarbt. Hierbei zeigten sich die C5aR1 positiven Zellen
rotbraun, das umgebene Knochenmarksgewebe blaulich-violett sowie das
Knorpelgewebe violett. Knochengewebe wurde hellblau angefarbt (siehe Abb. 29
A). In der IgG Kontrolle war keine Farbung erkennbar (siehe Abb. 29 B), weshalb
die Farbung mit dem Anti-C5aR1-Antikorper spezifisch erfolgte.

Der C5aR1 Rezeptor wird gemal’ der Farbung vor allem auf Knochenmarkszellen
exprimiert. Allerding exprimieren auch Zellen, die den Knochentrabekeln direkt
aufsitzen den C5aR1 Rezeptor. Aufgrund derer Morphologie handelt es sich hierbei

sowohl um Osteoblasten als auch Osteoklasten.

aus

A Immunhistochemische Farbung mit Anti- C5aR1-Antikérper des Femurs (Epiphysenfugen naher Trabekel).
C5aR1 positive Zellen sind rotbraun, Knochenmarkszellen blau-violett, Knorpelgewebe violett und
Knochengewebe hellblau angefarbt. B IgG-Kontrolle der Farbung. 200x Vergréerung.
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3.6.2 C5aR1 Fluoreszenz-Farbung

Zur spateren Etablierung von Doppelfarbungen, wurde der C5aR1 im Femur auch
mittels Immunfluoreszenz angefarbt. Hierbei stellten sich die C5aR1 positiven
Zellen rot dar, da der Sekundarantikdrper Alexa Fluor® 594 gekoppelt war. Die
Zellkerne des Ubrigen Gewebes wurden mit einer Hoechst-Farbung blau angefarbt.
Knochengewebe wurde nicht angefarbt und zeigt sich schwarz (Siehe Abb. 30 A).
In der IgG-Kontrolle war keine Farbung erkennbar (Siehe Abb. 30 B), was auf eine
spezifische Farbung mit dem Anti-C5aR1-Antikdrper hindeutet.

Der Cb5aR1 Rezeptor wird gemal dieser Farbung vor allem auf

Knochenmarkszellen exprimiert.

Abb. 30 Anti-C5aR1 Fluoreszenz-Farbung und IgG-Kontrolle des Femurs der Maus

A Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-C5aR1-Antikorper im Femur (Metaphyse). C5aR1 positive Zellen sind

rot und Zellkerne blau dargestellt. B IgG-Kontrolle der Farbung. Beide 200x Vergroferung.
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3.6.3 Cathepsin K Fluoreszenz-Farbung

Mittels eines Anti-Cathepsin K-Antikérpers wurden spezifisch Osteoklasten im
Femur angefarbt. Dabei stellten sich durch die Verwendung eines mit Alexa Fluor®
488 gekoppelten sekundaren Antikorpers die Osteoklasten in grun dar. Die
Zellkerne des Uubrigen Gewebes wurde mittels einer Hoechst-Farbung blau
gegengefarbt. Knochengewebe wurde nicht angefarbt und zeigt sich schwarz (siehe
Abb. 31 A). In der IgG-Kontrolle der Farbung ist keine grine Farbung zu erkennen
(sieche Abb. 31 B). Die Farbung erfolgte somit Anti-Cathepsin K-Antikorper
spezifisch.

Die Farbung zeigt, wie die gefarbten Zellen den Knochentrabekeln direkt aufliegen.

Im Knochenmark sind keine angefarbten Zellen zu erkennen.

Abb. 31 Anti-Cathepsin K Fluoreszenz-Farbung und IgG-Kontrolle des Femurs der Maus

A Immunfluoreszenz-Farbung mit Anti-Cathepsin K-Antikérper im Femur (Metaphyse). Cathepsin K positive
Zellen sind rot und Zellkerne blau dargestellt. B IgG-Kontrolle der Farbung. Beide 200x VergroRerung.



Diskussion 54

4 Diskussion

Immer mehr Studien weisen auf regulatorische Verbindungen zwischen dem
Immunsystem und dem Knochengewebe hin [7, 26, 41, 42, 98, 131, 149]. Auch das
Komplementsystem, ein Teil des angeborenen Immunsystems, scheint Einfluss auf
die Knochenentwicklung, das Knochen-Remodeling sowie auf die Frakturheilung zu
besitzen [3, 9, 36, 61, 73, 87, 109, 122, 142, 149]. Speziell der C5aR1 Rezeptor
konnte dabei eine zentrale Rolle einnehmen [9, 61, 73, 88, 109, 122]. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass ein globaler C5aR1 Knockout zu einer signifikanten
Erhdhung der Knochenmasse fuhrt [73]. Da die bisherigen Untersuchungen jedoch
keine Ruckschlisse auf die Effektor-Zellpopulation erlauben, soll in weiteren
Studien das Zell-spezifische Fehlen des C5aR1 Rezeptors auf verschiedenen
Knochenzelltypen untersucht werden. Die vorliegende Arbeit hat sich mit der
Untersuchung der Effekte eines Osteoklasten-spezifischen C5aR1 Knockout auf
den Knochenphanotyp befasst. Hierfir wurde der trabekulare und kortikale
Knochen von insgesamt 33 zwolf Wochen alten Mausen mittels mechanischer,
radiologischer und histologischer Analysen untersucht. Dabei zeigte sich, dass ein
Osteoklasten-spezifisches Fehlen des C5aR1 keine wesentlichen Effekte auf den

Knochenphanotyp der Maus hat.

4.1 Der Knochenphanotyp

Die deskriptive Auswertung der Rontgenbilder der Tiere ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen der makroskopischen Skelettstruktur der LysM-C5aR1--
Mause und der Kontrolltiere. Dieses Ergebnis konnte auch in der Untersuchung des
globalen C5aR1 Knockouts gezeigt werden [73]. Dies zeigt, dass das Fehlen des
C5aR1 Rezeptors auf Osteoklasten zu keinen schwerwiegenden Stérungen in der
Knochenentwicklung fihrt. Auch im Vergleich des Gesamtgewichts der LysM-
C5aR1"-Tiere und der Kontrolltiere zeigten sich keine Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen. Hierbei ist zu bertcksichtigen, dass der Anteil des Skeletts am
Gesamtgewicht der Maus lediglich 3-4 % betragt [105] und somit geringe
Veranderungen des Knochengewichts nicht zuverlassig durch Wiegen der Tiere

erfasst werden konnen.
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Um Auswirkungen des Knockouts auf das Langenwachstum der Knochen zu
ermitteln, wurde die Lange der Femora bestimmt. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Femurlangen der LysM-C5aR1-- und der
Kontrollmause. Auch die Anzahl an Chondrozyten pro Chondrozytensaule in der
Epiphysenfuge sowie die Breite der Epiphysenfuge waren nicht signifikant
verandert. Diese Ergebnisse bestatigen die rontgenologischen Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit.

In einer Studie an Cb5-defiziente Mausen konnten jedoch signifikant breitere
Wachstumsfugen beobachtet werden, was auf eine Verzdgerung der enchondralen
Ossifikation hinweist [36]. Auch andere Autoren bestatigen, dass das
Komplementsystem eine regulatorische Rolle in der enchondralen Ossifikation
spielen konnte, wie beispielsweise im Abbau von Kollagenen sowie im Einwachsen
von Gefalden in die Epiphysenfuge [87, 116]. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit weisen aber darauf hin, dass der osteoklastare C5aR1 Rezeptor daran nicht
beteiligt ist (vgl. Abb. 19). Die zugrundeliegenden Effekte scheinen Uber andere
Mechanismen oder Zelltypen vermittelt zu werden.

Im globalen C5aR1 Knockout konnte eine gestérten Knorpel-zu-Knochen-
Transformation im Frakturkallus wahrend der Frakturheilung beobachtet werden
[73]. Die Autoren beobachteten einen erhdhten Knorpelanteil im Frakturkallus nach
14 Tagen infolge einer verringerten Resorption des Knorpels durch Osteoklasten
[73]. Im Gegensatz zur Wachstumsfuge wird jedoch nach einer Fraktur das
Komplementsystem lokal stark aktiviert und viel C5a gebildet, was zu einer
Aktivierung des C5aR1 fuhren kann. Es wurde zudem gezeigt, dass der C5aR1 im
Frakturkallus sowohl auf Osteoblasten als auch auf Osteoklasten vermehrt
exprimiert wird [61]. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass im Falle der
Frakturheilung der C5aR1 auf Osteoklasten eine regulatorische Funktion bei der
enchondralen Ossifikation besitzt. Dies sollte in weitergehenden Untersuchungen

geklart werden.

In der vorliegenden Arbeit unterschieden sich auch die mechanischen
Knocheneigenschaften der LysM-C5aR1--Tiere nicht oder nur gering von den
Kontrolltieren. Bei den mannlichen Mausen waren keine signifikante Veranderung
zu beobachten, wohingegen die Biegesteifigkeit der Femora der weiblichen LysM-

C5aR1"-Tiere geringfligig, aber signifikant erhoht war. Dabei héangt die
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Biegesteifigkeit im Wesentlichen von der Ct. Th. und Ct. TMD sowie von der Form
der Kortex ab. Die geometrische Form der Kortex wird wiederum durch das
Flachentragheitsmoment Ix beschrieben [37], welches im p-CT bestimmt wurde. Bei
den weiblichen Tieren zeigten sich weder in Ct. Th., noch in Ct. TMD signifikante
Unterschiede zwischen den Kontroll- und LysM-C5aR1”-Tieren. Das
Flachentragheitsmoment Ix war hingegen in den LysM-C5aR1--Tieren signifikant
erhoht. Hierdurch kann die erhohte Biegesteifigkeit bei den weiblichen Tieren erklart
werden. Bei den mannlichen Tieren zeigten sich Ubereinstimmend mit der
unveranderten Biegesteifigkeit keine Unterschiede in Ct. Th., Ct. TMD sowie im
Flachentragheitsmoment Ix zwischen den Kontroll- und LysM-C5aR1---Tieren. Die
beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschiede in der vorliegenden Arbeit
konnten auf Unterschiede im Hormonhaushalt der Tiere, beispielsweise im
Ostrogenspiegel, zurlckzufihren sein. Um dies zu bewerten sind jedoch
vergleichbare Studien an weiblichen Tieren noétig. Die Ergebnisse der
biomechanischen Testung bestatigen die fehlenden Unterschiede in den
strukturellen Knochenanalysen, die nachfolgend diskutiert werden.

Sowohl die Knochenmineraldichte als auch die kortikalen und trabekularen
Knochenparameter in Femur und Wirbelsaule von LysM-C5aR1---Tieren waren
unverandert. Dies wird durch die weitgehend unveranderten zellularen Parameter
bestatigt. Hier zeigten sich die osteoklastaren Parameter sowohl in den weiblichen
als auch in den mannlichen Tieren unverandert. Auch die Anzahl und Aktivitat der
Osteoblasten der weiblichen Tiere zeigte sich in Ubereinstimmung mit der
unveranderten Knochenmasse unverandert. Lediglich die Anzahl und Aktivitat der
Osteoblasten der mannlichen LysM-C5aR1--Tieren zeigte sich geringfligig, aber
signifikant verringert. Dabei ist einschrankend zu beachten, dass in der
histologischen Untersuchung der Knochenzellen versuchsbedingt weniger Tiere
untersucht wurden als in der radiologischen Analyse.

Zusammenfassend zeigte sich eine unveranderte Knochenmasse und -struktur der
LysM-C5aR1---Tiere, die durch eine unverdnderte Anzahl und Aktivitat der
Osteoblasten und Osteoklasten bestatigt wird. Konsekutiv zeigten sich auch die
biomechanischen Eigenschaften der untersuchten Knochen weitgehend
unverandert. Der Osteoklasten-spezifische C5aR1 Knockout hat somit keinen

Einfluss auf den physiologischen Knochenphanotyp der Maus.
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Im Gegensatz zum Osteoklasten-spezifischen C5aR1 Knockout zeigten sich im
globalen C5aR1 Knockout eine erhdhte kortikale und trabekulare Knochenmasse
sowie eine signifikante Erhdhung der Biegesteifigkeit der Femora [73]. Dabei zeigte
sich die Anzahl und Aktivitdt der Osteoblasten sowohl in vivo als auch in vitro
unverandert. Die Anzahl der Osteoklasten der C5aR1-defizienten Tiere war
hingegen signifikant verringert [73]. Diese reduzierte Anzahl an Osteoklasten
bestatigte sich weiter in den in vitro Untersuchungen an primaren Osteoklasten.
Hierbei wiesen die C5aR1-defizienten Zellen eine verringerte Osteoklastogenese
auf [73]. Zudem zeigte sich bei den Cb5aR1-defizienten Osteoklasten eine
gesteigerte Apoptose, was zur geringeren Osteoklasten-Anzahl der C5aR1-
defizienten Tiere beitragen konnte.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die erhohte Knochenmasse im globalen
C5aR1 Knockout aus einer verringerten Anzahl an Osteoklasten resultiert. Die
Autoren vermuteten daher, dass im physiologischen Zustand C5a direkt und
indirekt, Uber die C5aR1 vermittelte Verstarkung der Expression von RANKL in
Osteoblasten, die Osteoklastogenese stimulieren kann [73]. Da im Osteoklasten-
spezifischen C5aR1 Knockout jedoch keine Veranderung des Knochenphanotyps
zu beobachten war, kann gefolgert werden, dass die erhéhte Knochenmasse im
globalen C5aR1 Knockout nicht direkt iber den C5aR1 auf Osteoklasten, sondern
indirekt, Uber den C5aR1 auf Osteoblasten oder auf Zellen des Immunsystems,

vermittelt werden konnte.

Diese Hypothese wird von einer Untersuchung an isolierten Osteoklasten aus
LysM-C5aR1--Tieren unterstitzt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass primare
Osteoklasten aus LysM-C5aR1---Tieren trotz des Fehlens des C5aR1 im Vergleich
zu Wildtyp-Tieren keine signifikant veranderte Anzahl an reifen Osteoklasten
hervorbringen. Auch die Expression der Osteoklasten-spezifischen Gene Trap und
Cathepsin K war nicht signifikant verandert (Ulm: unpub. Bacherlorarbeit 2019).
Dies deutet auf eine unveranderte Osteoklastogenese und Aktivitat der LysM-
C5aR1"-Osteoklasten hin, was die in vivo Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
bestatigen. Der C5aR1 scheint gemaf dieser Daten keinen direkten Einfluss auf
den physiologischen Knochenphanotyp zu besitzen.

Im Gegensatz dazu konnte eine Studie an isolierten Osteoklasten-ahnlichen Zellen
(mittels RANKL differenzierte RAW264.7 Zellen) zeigen, dass nach Zugabe eines
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pharmakologischen C5aR1-Antagonisten signifikant weniger osteoklastogene
Marker wie Cathepsin K, Matrix-Metallo-Protease-9 und TRAP exprimiert werden
[31]. Weiter zeigte sich die Knochenresorption dieser Zellen unter C5aR1
Antagonismus um 25% reduziert [31]. Der C5aR1 Rezeptor scheint also auf diesen
isolierten Osteoklasten-ahnlichen Zellen eine Rolle in der Reifung und der Aktivitat
der Zellen zu spielen. Jedoch weisen RAW264.7-Osteoklasten eine Reihe an
Unterschieden zu natirlichen Osteoklasten auf, wie beispielsweise die Expression
abweichender Oberflachenrezeptoren und intrazellularer Proteine [28, 72]. Um
direkte Auswirkungen des C5aR1 auf die Osteoklasten in vitro weiter zu
untersuchen, konnte die Aktivitat von isolierten C5aR1-defizienten Osteoklasten

beispielsweise durch Resorptionsassays bestimmt werden.

Die Hypothese, dass der Cb5aR1 ausgepragte indirekte Effekte auf die
Osteoklastogenese  besitzt, bestatigt eine Studie, in der murine
Knochenmarkszellen aus Tibia und Femur isoliert und in vitro mit C5a stimuliert
wurden [142]. Dabei wurden die Zelliberstande hinsichtlich osteoklastogener
Effekte untersucht. Zunachst konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation von
Knochenmarkszellen mit C5a, C3a und C5a + C3a zu einer Erhéhung der Anzahl
an TRAP-positiven Zellen fuhrt. Dies zeigt, dass das Komplementsystem eine
wichtige Rolle in der Regulation der Osteoklastogenese einnehmen koénnte. Jedoch
konnte hier nicht unterschieden werden, ob es sich um direkte oder indirekte Effekte
auf die Osteoklasten handelt. Deshalb wurde in einem zweiten Schritt untersucht,
welche Auswirkung das Fehlen der Rezeptoren C5aR1 und C3aR auf die
Zytokinexpression der Knochenmarkszellen besitzt. Hier zeigte sich, dass C3aR"--
C5aR1/-Knochenmarkszellen signifikant weniger IL-6 produzieren als Zellen aus
Wildtyp-Kontrolltieren. Dies deutet darauf hin, dass C3a und C5a zu einem Anstieg
der IL-6 Expression in Knochenmarkszellen fihren. In einem dritten Schritt wurden
nun die Auswirkungen von IL-6 auf die Osteoklastogenese anhand der Zahlung von
TRAP-positiven Zellen nach Stimulation untersucht. Hierzu wurde einerseits
gezeigt, dass eine Beeintrachtigung der Osteoklastogenese in C3-defizienten
Knochenmarkszellen durch die Zugabe von IL-6 aufgehoben werden kann.
Andererseits konnte die anfangs beobachtete Erhdhung der Osteoklastogenese
durch die Zugabe von C5a und C3a auf Knochenmarkszellen durch Zugabe eines

IL-6-Antagonisten auf den Ausgangswert unbehandelter Knochenmarkszellen
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gesenkt werden [142]. Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass Anaphylatoxine,
insbesondere C5a, Uber den C5aR1 Rezeptor auf Knochenmarkszellen zu einer
erhohten Expression von Botenstoffen, wie IL-6 fihren. Diese Botenstoffe kdnnen
wiederum die Osteoklastogenese positiv beeinflussen [142]. Dies bestatigend
konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass IL-6 nach Cb5a Stimulation
vermehrt von Knochenzellen exprimiert wird und die Osteoklastogenese
beeinflussen kann [62, 74, 84, 143, 153]. Ein ahnlicher Mechanismus konnte auch
fur die Zytokine IL-1, IL-7, IL-17A, TGF-B und INFy gezeigt werden [74, 149]. Weiter
konnte fur den klassischen Differenzierungsfaktor der Osteoklastogenese RANKL
gezeigt werden, dass dieser bei Uberexpression des C5aR1 auf Osteoblasten

signifikant starker exprimiert wird [9].

Aufgrund der starken Vernetzung des Komplementsystems mit dem Immunsystem
gibt es zahlreiche weitere Zelltypen die C5a-C5aR1-vermittelt Zytokine oder andere
Botenstoffe exprimieren und somit Einfluss auf den Knochenmetabolismus und
insbesondere auf die Osteoklastogenese nehmen kdnnen. Beispielsweise kann
Cb5a in Mastzellen, neutrophilen und basophilen Granulozyten zur Ausschittung von
Interleukinen und Zytokinen, wie TNF-qa, IL-1-B, IL-8 und IL-6 fihren [43]. Weiter
kommt es in mit Influenza A infizierten C5aR1-defizienten Mausen zu einer
signifikant verringerten Ausschuttung von IL-6, TNF-a und INF-y aus T-Zellen und
Endothelzellen als in Wildtyp-Kontrolltiere [132]. IL-6, TNF-a sowie IFN-y kdnnen
wiederum Einfluss auf die Osteoklastogenese nehmen [2, 74].

Zusammenfassend deuten die genannten Studien in Kombination mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass der C5aR1 auf Osteoklasten
keine direkten Auswirkungen auf die physiologische Osteoklastogenese und
Aktivitat der Zellen zu haben scheint. Allerdings zeigt die Literatur, dass die Bindung
von C5a an den C5aR1 auf Osteoblasten und auf einer Vielzahl von Immunzellen
zur Ausschuttung von osteoklastogenen Faktoren fuhrt. Bezogen auf die
vorliegende Arbeit bedeutet dies, dass die indirekte Stimulation der Osteoklasten
uber den C5aR1 auf Osteoblasten weiterhin intakt bleiben kdnnte. Dadurch kénnte
der unveranderte Knochenphanotyp, insbesondere im Vergleich mit dem globalen
C5aR1 Knockout, erklart werden. Um die indirekte Stimulierung der

Osteoklastogenese genauer zu untersuchen, konnte die Expression von lokalen
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und systemischen Zytokinen sowie von RANKL in LysM-C5aR1---Tieren und Tieren

des globalen C5aR1 Knockouts verglichen werden.

Auf diese indirekte Stimulierung der Osteoklasten durch den C5aR1 auf
Osteoblasten weist auch eine Studie hin, in der eine Osteoblasten-spezifische
Uberexpression des C5aR1 untersucht wurde. Dabei konnte gezeigt werden, dass
es im physiologischen Zustand dieser Tiere zu keinem veranderten
Knochenphanotyp kommt. Untersuchungen von Frakturen der Tiere zeigten jedoch
eine signifikant erhéhte Anzahl an Osteoklasten im Bereich der Fraktur im Vergleich
zu Wildtyp-Tieren und eine signifikant beeintrachtigte Frakturheilung [9]. Dieser
Unterschied kdnnte dadurch erklart werden, dass im physiologischen Zustand C5a
rasch abgebaut wird und so die Aktivitat der C5a-C5aR1-Achse nicht durch die
Anzahl der Rezeptoren, sondern durch die Anzahl der C5a-Moleklile limitiert ist [10,
91]. Im Bereich der Fraktur steigt die C5a Konzentration auf den etwa siebenfachen
Wert der Normalkonzentration an [9]. Dadurch kénnten die zusatzlichen C5aR1
aktiviert werden und zu einer verstarkten Ausschittung osteoklastogener Faktoren
fuhren. Die geringe Konzentration an C5a im physiologischen Zustand ware
ebenfalls eine mogliche Erklarung flr das Ausbleiben von Effekten in der
vorliegenden Arbeit.

Moglicherweise zeigen sich Effekte des Osteoklasten-spezifischen Cb5aR1
Knockouts daher erst unter erhohten Ilokalen oder systemischen Cb5a
Konzentrationen, wie beispielsweise wahrend Inflammationsprozessen [9, 73, 87].
Hier konnte die erhdhte C5a Konzentration die C5a-C5aR1-Achse in den Kontroll-
Osteoklasten starker aktivieren und so eine grofere Differenz zu den C5aR1-
defizienten Zellen zur Folge haben. Dabei konnte bereits gezeigt werden, dass das
globale Fehlen des C5aR1 zu einer signifikanten Beeintrachtigung der
Frakturheilung fuhrt [73]. Um das Osteoklasten-spezifische Fehlen des C5aR1 in
Inflammationsprozessen zu untersuchen, kdnnten in vitro Untersuchungen an
LysM-C5aR1---Osteoklasten unter Zugabe von hohen Dosen Cb5a weitere
Ergebnisse in Hinblick auf Aktivitdt und Anzahl der Osteoklasten liefern. AuRerdem
konnten in vivo LysM-C5aR1”--Tiere unter inflammatorischen Bedingungen, wie
beispielsweise bei der Kombination von Fraktur und Thoraxtrauma, untersucht
werden, da hier ebenfalls mit einer erhdhten C5a Konzentration zu rechnen ist [59].

Des Weiteren konnten durch eine experimentell induzierte Osteomyelitis die
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Auswirkungen einer lokal gesteigerten C5a Konzentration im Knochen untersucht
werden [87]. Unter diesen inflammatorischen Bedingungen kénnte der C5aR auf
Osteoklasten wichtige regulatorische Funktionen Ubernehmen, wie z.B. die
Migration der Zellen steuern.

Fir Makrophagen, die aus der gleichen Zellpopulation wie Osteoklasten
hervorgehen, wurde bereits gezeigt, dass die C5a-C5aR1-Achse die Migration bei
Entzindungsprozessen steuert [144]. Auch wurde gezeigt, dass Osteoblasten und
MSCs einem Cba Gradienten folgen [61]. Ein Cb5a Gradient tritt auch bei
Knochenfrakturen auf [60], bei welchen es im Frakturhamatom frih zu einer
Komplementaktivierung mit der Freisetzung von C3a und C5a kommt [121].
Allerdings war im globalen C5aR1 Knockout die Anzahl an Osteoklasten im
Frakturareal nicht signifikant verandert. Jedoch vermuteten die Autoren, dass die
unveranderte Osteoklastenanzahl auf kompensatorische Mechanismen, wie
beispielsweise eine starkere lokale Stimulation der Osteoklastogenese,

zuruckzufuhren sein kénnte [73].

Einen weiteren Einfluss auf die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung konnte
das verwendete Modell haben. Zur Generierung des Osteoklasten-spezifischen
C5aR1 Knockouts wurde das Lysozym M Gen als Marker fur die Osteoklasten
verwendet. LysM eignet sich, da es von anderen Knochenzellen, wie Osteoblasten
und Osteozyten nicht exprimiert wird [29]. LysM wird jedoch nicht exklusiv in
Osteoklasten exprimiert, sondern auch in einigen anderen Zellen, z.B.
Myeloblasten, Microglia und Makrophagen [29, 100]. Der C5aR1 Knockout ist daher
vermutlich nicht vollig spezifisch. Ob weitere Zellen vom C5aR1 Knockout betroffen
sind und inwieweit sie Einfluss auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nehmen,
kann bisher nicht abschlieRend geklart werden [14]. Der Einsatz verschiedener
Doppelfarbungen in LysM-C5aR1-- und Wildtyp-Tieren, die sowohl den C5aR1 als
auch den jeweiligen Zelltypus anfarben, kdnnten hierbei aufschlussreich sein.

Obwohl LysM auch von wenigen anderen Zellen exprimiert wird, findet LysM als
Osteoklasten-Marker  breite  Anwendung in Osteoklasten-spezifischen
Knockoutmodellen [18, 75, 108]. Alternativ kdnnte das Cathepsin K kodierende Gen
CtsK verwendet werden, das jedoch erst spat in reifen Osteoklasten exprimiert wird
[30]. Dadurch kdnnte der Einfluss des C5aR1 Rezeptors auf die Osteoklastogenese

nicht untersucht werden.
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4.2 Etablierte histologische Farbungen

Zusatzlich zur Charakterisierung des Knochenphanotyps des Osteoklasten-
spezifischen C5aR1 Knockouts wurden in der vorliegenden Arbeit drei
immunhistologische Farbungen etabliert. Diese sollen in spateren Untersuchungen
zur spezifischen Detektion des Cb5aR1 Rezeptors auf unterschiedlichen
Zellpopulationen dienen. Hierfur wurde zunachst eine Farbung des C5aR1 im
Knochen mittels Meerrettich-Peroxidase in Wildtyp-Tieren etabliert. Dabei farbten
sich vor allem Zellen im Knochenmark rot an. Hierbei konnte es sich um
verschiedene Immunzellen, wie beispielsweise Granulozyten und Mastzellen
handeln, fur die gezeigt werden konnte, dass diese Knochenmarkszellen den
C5aR1 Rezeptor exprimieren [91]. Bei den Zellen, die den Trabekeln direkt
aufliegen und rot angefarbt wurden, kénnte es sich sowohl um Osteoblasten als
auch Osteoklasten handeln. Fir beide Zelltypen konnte die Expression des C5aR1
Rezeptors bereits gezeigt werden [87]. Zudem weist die typische Morphologie auf
beide Zelltypen hin. Aktive Osteoblasten nehmen eine kubische Form an und sitzen
den Trabekeln einreihig auf. Osteoklasten besitzen mehrere Zellkerne, liegen dem
Knochen langlich auf und sind wesentlich groRer als die Zellen des Ubrigen
Knochen- und Markgewebes. Beide Zellformen wurden in der Farbung rot angefarbt
(siehe Abb. 29).

In einem zweiten Schritt sollte die C5aR1 Farbung im Knochen nun auch mittels
eines Fluoreszenzfarbstoffs etabliert werden, da mit dieser Technik eine
Doppelfarbung mit weiteren Zellmarkern, wie dem Runx2 fur Osteoblasten oder
Cathepsin K fir Osteoklasten durchgefliihrt werden kann. In dieser C5aR1
Fluoreszenz-Farbung zeigte sich die starkste Anfarbung wieder im Knochenmark.
Auch hier waren Zellen nahe dem Knochen rot angefarbt, wobei es sich vermutlich
ebenfalls um Osteoblasten und Osteoklasten handelt. Jedoch liefert hier erst eine
Doppelfarbung mit weiteren zellspezifischen Markern Aufschluss Gber die genaue
C5aR1 Expression im Knochen.

Mit der Cathepsin K Farbung sollte diese zweite Farbung spezifisch flr
Osteoklasten etabliert werden. Hier waren lediglich einzelne langliche Zellen,
welche dem Knochen direkt auflagen, griin angefarbt (siehe Abb. 31). Da es sich
bei Cathepsin K um ein Protein handelt, welches im Knochen nahezu ausschlief3lich

in Osteoklasten exprimiert wird [35, 101], und die Form der angefarbten Zellen mit
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derer von Osteoklasten Ubereinstimmt, kann angenommen werden, dass es sich
hier um Osteoklasten handelt. Die Farbung kann zuklnftig zur Etablierung einer
Doppelfarbung von C5aR und Cathepsin K eingesetzt werden. Mit einer solchen
Doppelfarbung konnte das Fehlen des C5aR1 Rezeptors auf den Osteoklasten
Uberpruft und somit das Knockoutmodell verifiziert werden. Auch eine Kombination
der C5aR1 Farbung mit einer Anfarbung anderer Zellmarker, wie Runx2 fir
Osteoblasten oder CD68 fur Makrophagen, waren denkbar. Damit lieRe sich das
Vorhandensein des C5aR1 auf verschiedenen Zellpopulationen und mdgliche

Veranderungen im Knockoutmodell untersuchen.

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass der Osteoklasten-spezifische C5aR1
Knockout keinen wesentlich veranderten Knochenphanotyp zur Folge hat.
Insbesondere die Aktivitat und die Anzahl der Osteoklasten ist unverandert. Die
Veranderungen der Anzahl und der Aktivitat der Osteoklasten, wie sie im globalen
C5aR1 Knockout beobachtet wurden, scheinen daher indirekt Gber andere Zellen,
wie beispielsweise Osteoblasten oder Immunzellen, vermittelt zu werden und nicht
direkte Folge des Fehlens des C5aR1 Rezeptors auf Osteoklasten zu sein.

FUr die weitere Untersuchung der Rolle des C5aR1 Rezeptors im Osteoklasten
konnten weitere Experimente durchgefuhrt werden. Zunachst sollte eine
Untersuchung der systemischen und lokalen Zytokinexpression der LysM-C5aR1-
-Mause im Vergleich mit Tieren des globalen C5aR1 Knockouts erfolgen.
Besonders Zytokine, wie IL-6, TNF-a oder INF-f sollten untersucht werden, da
diese die Osteoklastogenese beeinflussen und in Abhangigkeit von C5a exprimiert
werden konnen [2, 64, 74].

Neben in vivo Versuchen sind fur das Aufdecken molekularer Mechanismen in vitro
Untersuchungen ndétig. Hier kdnnte die Zytokinexpression, insbesondere von
Interleukinen, sowie die Resorptionskapazitat von isolierten LysM-C5aR1---
Osteoklasten quantifiziert werden. Anschlie3end sollte die Rolle des C5aR1 auf den
Osteoklasten in inflammatorischen Zustanden untersucht werden, da hier mit
erhdhten lokalen und systemischen C5a Konzentrationen zu rechnen ist [9]. Dazu
konnten die Effekte des Osteoklasten-spezifischen C5aR1 Knockouts auf die
Frakturheilung und wahrend systemischer Inflammation untersucht werden. Hier

zeigte sich im globalen Knockout eine signifikante Beeintrachtigung durch das
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Fehlen des C5aR1 [73]. Weiter ist im Frakturareal die C5a-Konzentration um ein
Vielfaches hoher als im gesunden Knochen [9]. Mdglicherweise hat das Fehlen des
Cb5aR1 auf Osteoklasten unter diesen inflammatorischen Bedingungen einen
Einfluss auf den Knochenmetabolismus und die Knochenregeneration im Verlauf
der Frakturheilung.

Als nachsten Schritt sollte die in vivo Untersuchung eines Osteoblasten-
spezifischen C5aR1 Knockouts (Runx2) erfolgen. Hier kdénnen analog zur
vorliegenden Arbeit der Knochenphanotyp charakterisiert und konsekutiv in vitro
Untersuchungen durchgefuhrt werden. Dadurch kann gezeigt werden, ob die
verringerte Knochenmasse in Tieren mit globalen C5aR1 Knockout durch den
C5aR1 Rezeptor auf den Osteoblasten vermittelt wird, oder ob andere Zellen fir
diesen Phanotyp verantwortlich sind [73]. Aul3erdem kann so zwischen direkten
Effekten des C5aR1 auf Osteoklasten und indirekten, Uber Osteoblasten
vermittelten Effekten, unterschieden werden.

In Bezug auf die etablierten Farbungen kénnen nun Fluoreszenz-Doppelfarbungen
etabliert werden, welche beispielsweise zugleich Osteoblasten (Runx2) oder
Osteoklasten (Cathepsin K) und den Cb5aR1 anfarben koénnen. Letztere
Doppelfarbung ist fir den Nachweis einer Osteoklasten-spezifischen C5aR1
Deletion notwendig. Zudem kann Uberpruft werden, ob auch andere Zellen, welche

das LysM-Gen tragen, von der C5aR1 Deletion betroffen sind.

Das Komplementsystem nimmt eine wichtige Rolle im Knochenmetabolismus ein
[9, 31, 36, 59-62, 73, 87, 109, 122, 142], jedoch sind die molekularen Mechanismen
und Zielzellen noch nicht eindeutig identifiziert. Die Aufdeckung dieser
Mechanismen und der Effektor-Zellpopulationen ist relevant, um mdgliche Targets
fur neue pharmakologische oder biotechnologische Therapien zu identifizieren.
Diesbezlglich wurde bereits tierexperimentell gezeigt, dass eine Antagonisierung
des Cb5aR1 die Beeintrachtigung der Frakturheilung durch ein zusatzliches
Thoraxtrauma verhindern kann [109]. Dies konnte bei der Versorgung
polytraumatisierter Patienten wichtig sein. Ebenso konnte an Mausen gezeigt
werden, dass eine Antagonisierung des C5aR1 Rezeptors wahrend Parodontitis vor
Entzindungs-bedingtem Verlust von Knochenmasse schitzt [1]. Auch bei
Gelenkserkrankungen mit Knochenbeteiligung, wie der rheumatoiden Arthritis,

konnte an Ratten gezeigt werden, dass sich der Krankheitsverlauf durch Inhibition
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von Cb5a positiv beeinflussen lasst [151]. Daruber hinaus sind tber 20 weitere
Inhibitoren der C5-C5a-Achse in der Entwicklung, welche zur Behandlung von
rheumatischen, hamatologischen sowie diverser neurodegenerativer Erkrankungen
eingesetzt werden sollen [106, 152]. Der erste zugelassene C5-Antikorper
Eculizumab wird bereits in der Klinik zur Hemmung des Komplementsystems bei
der paroxismalen nachtlichen Hamoglobinurie eingesetzt [50]. Aus diesen
klinischen  Beispielen wird ersichtlich, dass die Erforschung des
Komplementsystems, insbesondere der C5a-C5aR1-Achse, hochst relevant ist und
mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ein kleiner Teil zum weiteren

Verstandnis des Komplementsystems beigetragen wurde.
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5 Zusammenfassung

In immer mehr Studien wird eine wichtige Rolle des Komplementsystems in der
Regulation des Knochengewebes beschrieben. Besonders der Rezeptor des
aktivierten Komplementfaktors 5, C5aR1 genannt, scheint hierbei eine zentrale
Stellung einzunehmen. In einer vorrangegangenen Studie konnte gezeigt werden,
dass das globale Fehlen des C5aR1 in Mausen zu einer signifikant erhdhten
Knochenmasse flhrt, welche mit einer geringeren Anzahl an Osteoklasten
verbunden war. Allerdings konnte bisher nur wenig auf die molekularen
Mechanismen und auf die Effektor-Zellpopulationen des C5aR1 im Knochen
zuruckgeschlossen werden. Hierflr werden Zell-spezifische Modelle bendtigt. In der
vorliegenden  Arbeit wurden daher Osteoklasten-spezifische  C5aR1
Knockoutmause (C5aR1-GFP-fl/fl-LysM-Cre, = Cre-Rekombinase-positiv; im
Folgenden als LysM-C5aR1”-Tiere bezeichnet) auf ihren Knochenphanotyp hin
untersucht und mit ihren Geschwistertieren, welche weiterhin den C5aR1 auf den
Osteoklasten exprimierten (C5aR1-GFP-fl/fl-LysM-Cre, Cre-Rekombinase-negativ;
im Folgenden als Kontrolltiere bezeichnet) verglichen. Hierzu wurden die Femora
und Wirbelsaulen von insgesamt 33 mannliche und weibliche Mause im Alter von
12 Wochen entnommen. AnschlieBend wurden die Femora auf ihr
Langenwachstum untersucht und ihre biomechanischen Eigenschaften mittels
nicht-destruktiver Dreipunktbiegung bestimmt. Die Femora und Wirbelkorper
wurden mit Hilfe eines Mikro-Computertomographen auf inre Gewebsmineraldichte
sowie auf die dreidimensionale Mikroarchitektur der Kortex und des trabekularen
Bereichs untersucht. Im letzten Schritt wurden die Anzahl und die Aktivitat der
Osteoklasten und Osteoblasten in den Wirbelkérpern und Femora histologisch
bestimmt.

Die Ergebnisse zeigten in beiden Geschlechtern keine signifikanten Unterschiede
im Langenwachstum der Femora zwischen LysM-C5aR1”- und Kontrolltieren.
Ebenfalls waren die biomechanischen Parameter der Femora der mannlichen
LysM-C5aR1--Tiere nicht signifikant verandert. Bei den weiblichen LysM-C5aR 1
Tieren zeigten sich eine gering erhdhte Biegesteifigkeit, die auf ein erhdhtes
Flachentragheitsmoment zurlickzufihren war. In beiden Geschlechtern zeigte die
radiologische Analyse der Femora und der Wirbelkdrper keine signifikanten
Unterschiede in den kortikalen und trabekularen Parametern zwischen den LysM-

C5aR1”-- und Kontrolltieren. In der histologischen Untersuchung zeigte sich bei den
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mannlichen LysM-C5aR1--Tieren eine leicht erhdhte Anzahl an Osteoblasten in
den Wirbelkorpern. Die Untersuchung der Wirbelkorper der weiblichen Tiere zeigte
weder bei den Osteoblasten noch bei den Osteoklasten signifikante Unterschiede
in Anzahl oder Aktivitat der Zellen zwischen den beiden Gruppen.
Zusammenfassend flhrte der Osteoklasten-spezifische C5aR1 Knockout zu
keinem wesentlich veranderten Knochenphanotyp.

Diese Ergebnisse deutet darauf hin, dass die erhohte Knochenmasse im globalen
C5aR1 Knockout nicht die direkte Folge des Fehlens des C5aR1 Rezeptors auf
Osteoklasten ist. Da im globalen C5aR1 Knockout keine Koérperzelle den C5aR1
exprimiert, kdnnten die beobachteten Effekte auf den Knochenphanotyp und die
Osteoklasten indirekt Uber das Fehlen des C5aR1 Rezeptors auf Osteoblasten,
Immunzellen oder weiteren Zellen vermittelt werden. Um diese Hypothese zu
untersuchen, konnte konsekutiv in einem Osteoblasten-spezifischen C5aR1
Knockout der Knochenphanotyp charakterisiert werden. Weiter konnte die lokale
und systemische Zytokinexpression des Osteoklasten- und Osteoblasten-
spezifischen C5aR1 Knockout in vivo und in vitro untersucht werden. Zudem
konnten die Effekte des Osteoklasten-spezifischen C5aR1 Knockouts unter
inflammatorischen Bedingungen untersucht werden, da sich die dort erhdhte C5a
Konzentrationen wesentlich auf den Knochenmetabolismus auswirken konnten.
Diese Erforschung und Beeinflussung des Komplementsystems, konnte die
Grundlage fir zuklnftige, klinische Therapiemdglichkeiten beispielsweise von

Frakturen, Osteomyelitis oder rheumatischen Erkrankungen bringen.
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