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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

1.1 Knochengewebe und osteoblastare Differenzierung

Im Knochengewebe, das reich an extrazellularer ikast, finden sich hauptséachlich
Vorlauferzellen, Osteoblasten, Osteocyten und @&dsten, die sich aus den multipotenten
Stammzellen im Knochenmark ableiten:

Die Vorlauferzellen oder mesenchymalen Progenitzekdnnen sich unter anderem zu
Chondrocyten, Adipocyten, Myoblasten, Fibroblasten Osteoblasten entwickeln [1] und
werden mittels bestimmter Signale zur Differenzigrangeregt [2, 3].

Die Osteoblasten sind die eigentlichen knochenbdde Zellen. Sie lagern sich auf
vorhandenem Gewebe ab und sezernieren die Pratemextrazellularen Matrix, die zu ca.
90 % aus Kollagen I-Fasern und zu ca. 10 % augskaltagenen Glykoproteinen besteht. Die
Mineralisierung des neugebildeten sogenannten @@stemxfolgt in erster Linie durch die
Ablagerung von Calciumphosphatkristallen [4], welche Knochenmatrix festigen und einen
Grof3teil des Knochenminerals ausmachen. Die sez&Fniund in der fortlaufenden
Entwicklung mineralisierte Matrix schlie3t die Zl sukzessiv ein und fordert die
Differenzierung des Osteoblasten zum Osteocyten.

Der Osteocyt ist eine ausgereifte Knochenzelle, whdkommen in die mineralisierte
extrazellulare Matrix eingeschlossen ist. Osteatyefinden sich in den Lakunen im Inneren
des Knochens und sind tber lange cytoplasmatisciséadfer in Kanalewaler mineralisierten
Matrix mit anderen Osteocyten verbunden [5].

Die aus mehreren Vorlauferzellen hamatopoetischesprungs fusionierten mehrkernigen
Osteoklasten [6] sind die resorptiven Zellen desdfrens.

Die Osteoblastogenese von der unreifen mesenchgmalerlauferzelle Gber den
Osteoblasten zum Osteocyten wird in drei Hauptetadinterteilt: die Proliferation, die
Matrixbildung und die Mineralisierung. Diese sindrch die Expression von Markergenen
wie H4, OP, BSP, AP, KOLL-1 und OC gekennzeichedr Proliferationsmarker H4 wird
wahrend der Proliferationsphase und KOLL-1 zu Beguoter Differenzierung verstarkt
exprimiert, die Expression dieser Gene sinkt jedeéhrend der weiteren Entwicklung der
Zelle. Die Expression der Gene OP, AP und BSP igéthder Matrixbildung einher. Wahrend
die Expression von AP im weiteren Differenzierurggtauf wieder sinkt, steigt die
Expression von OC und BSP in der Mineralisierungsghweiter an. Letztere binden an den

Hydroxyapatit der mineralisierten extrazellulareathk [7, 8].
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Aus mesenchymalen Vorlauferzellen, die auch alsgéhiborzellen bezeichnet werden,
kénnen sowohl Chondroblasten als auch Osteoblabmorgehen. Wahrend fir das
chondrogene Zellschicksal der Transkriptionsfakt8OX-9 benotigt wird, ist der
Transkriptionsfaktor RUNX-2 (auch CBFA-1 genannij tlie osteogene Weiterentwicklung
der Vorlauferzelle entscheidend [9]. Unreife Ostasten und eine fehlende Knochenbildung
im transgenen Mausmodell sowie die fehlende Exmesser charakteristischen Gene OP,
KOLL-1, AP und OC verdeutlichen die Schlusselraiten RUNX-2 in der Osteoblastogenese
[10-14]. Am Knock-outMausmodell wurde ein weiterer, fur die terminaleti@cklung des
Osteoblasten essentielle Transkriptionsfaktor O8ilexkt [15]. Er moduliert ebenfalls die
Expression osteogener Marker. Die Tatsache, daRbhX-2-defizienten Mausen kein OSX,
aber in OSX-defizienten Mausen RUNX-2 exprimiertdyilasst darauf schliel3en, dass OSX
nach RUNX-2 aktiv ist. Somit kénnte OSX flr eingréiteren Zeitpunkt der Differenzierung
notwendig sein, wobei RUNX-2 keinen direkten Eis#tauf dessen Expression hat [16]. Die

wichtigsten Gene der osteoblastaren Differenziesind in Abbildung 1.1 zusammengefasst.

KNOCHENMARK KNOCHEN

@O
] @@

Lﬂl D 'F.-”n z’ 1 , 1

> Praosteoblast > Osteoblast >  Osteocyt

RUNX-2 KOLL-1 B-CAT KOLL-1
BSP 0OSX ocC
TCF/LEF1 AP
RUNX-2 BSP
Abbildung 1.1

Expression osteogener Marker und bedeutender Mi@leles WNTB-CAT-Signaltransduktionsweges im
Differenzierungsverlauf nach Robling et al. [1FJCAT, beta-Catenin; AP, alkalische Phosphatase;, B&Re
Sialoprotein KOLL-1, Kollagen 1; LEF-1,Lymphoid enhancer-binding factor; MSZ, mesenchymale
Stammezelle; OC, Osteokalzin; OSX, Osterix; RUNXRint-related transcription factd?; TCF, T cell factor

Einen weiteren positiven Einfluss auf die osteogdaetwicklung haben auch die
Transkriptionsfaktoren c-FOS [18] und ATF-4 [19]ePWeiteren kdnnen Cytokine wie FGF
[20] oder BMP-2 die Osteoblastogenese lber diekimoln von RUNX-2 und OSX [15, 21]

modulieren. Der Transkriptionsfaktor LEF-1 kann theminale Reifung des Osteoblasten im
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fortgeschrittenen Differenzierungsstadium inhibnef22]. Nach einer Aktivierung des WNT-
Signaltransduktionsweges reguliert er zusammer3rUAT die Expression WNT-sensitiver
Gene im Zellkern. Im frihen Entwicklungsstadium desteoblastaren Zelle fordert der
WNT/B-CAT-Signaltransduktionsweg zusammen mit dem IHBRSItransduktionsweg den
osteogenen Fortschritt [23].

Die osteogene Differenzierung von VorlauferzellBraosteoblasten oder Osteoblastemxst
vivo moglich. Schon in mesenchymalen Vorlauferzellennkalie osteogene Entwicklung
durch die Zugabe des synthetischen GlucocorticBidgamethason oder von Vitaming D
gefordert werden [24, 25]. Die praosteoblastarajmewZelllinie MC3T3-E1 [26] ist aufgrund
ihrer Fahigkeit zur Differenzierung und ihrer Mdaglkeit zu mineralisieren als vitro-
Modell fur die osteoblastare Entwicklung etablierid gut untersucht. Die Differenzierung
dieser Zellen kann mit Ascorbat-2-Phosphat {gr@lycerophosphat induziert werden [27,
28]. Nach Zusatz von Ascorbat-2-Phosphat erholit die Synthese der mRNA fir Typ |
Prokollagen in MC3T3-E1-Zellen nachweislich [29]duaine extrazellulare Kollagenmatrix
kann wiederum die Differenzierung von Vorlaufereall férdern [30, 31]. Primére
Osteoblasten kénnen aus den Calvarien neonatalesévidder Ratten gewonnen werden und
nach Supplementierung des Kulturmediums mit Asde2b@ahosphat unf3-Glycerophosphat
im Kultivierungsverlauf weiter differenzieren undmeralisieren [32]. Sie stellen somit ein

weiteres Zellkulturmodell fiir die osteogene Difiezeerungin vitro dar.

1.2 Regulation des Knochen-Remodelings

Der Knochen hat vielfaltige Funktionen als Kalzigegher, Stlitzapparat, Anhaftungsstelle
fur Muskeln und Sehnen sowie als Schutzhiille figa@e. Das Knochengewebe ist standiger
Dynamik unterworfen und enthalt viele Knochen-undrale Einheiten, die auch dasic
Multicellular Units (BMU) bezeichnet werden. In einer BMU werden alle Knochenumbau
beteiligten Zellen zusammengefasst. Das Remodadingin physiologischer Vorgang im
Knochengewebe, bei dem sich die Resorption undKaerchenaufbau im Gleichgewicht
befinden.

Die wichtigsten bekannten Faktoren und Signalmd&kdie in den Remodelingprozess
eingreifen, sind in Abbildung 1.2 zusammengefaS&siwohl das Parathormon als auch
Vitamin Ds; als Regulatoren der Kalziumhomdostase sowie Skeoomone und
Wachstumsfaktoren haben biochemische Einflisse daisf Remodeling [33, 34]. Auch
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physikalische Reize in Form von Dehnung oder Komgmn sind fur den Erhalt der
Knochenmasse essentiell [35, 36].

Veranderungen der Balance zwischen Knochenabbauauridau fihren zu Knochenverlust
(z.B. Osteoporose [37]) oder Ubermassigem Wach&tun Osteopetrose [38]).

mechanische
LRPS/WNt  pry Belastung
BMP intermittierend l Androgene

| |
‘ Alterung

p-adrenerg —)
Immobilisierung
Leptin
Knochenbildung Knochenresorption
Ostrogen-
Defizienz Ca
e erniedrigt
Knochenmasse l Immobilisierung (PTH)
Ostrogen Calcitonin Calcium |1
VitaminD |
Abbildung 1.2

Ubersicht der Einflussfaktoren auf die Knochenhostése nach Harada & Rodan 2003 [33]. BMP, Bone
morphogenetic protein; Ca, Kalzium; LRP%0ow density lipoprotein receptor-related proteirPTH,

Parathormon¥nt,zusammengesetze Abkirzung aimglessund Integration-1.

Die koordinierte Interaktion von Osteoklasten urgtgdblasten bzw. Osteocyten sind fur das
Remodeling von Knochen auf zellularer Ebene verarttigh. Die Osteoblasten kénnen den
Umbauprozess aktivieren. Sie exprimieren versttdd€SF und RANKL als Antwort auf
z.B. Vitamin D; [39], PTH [40] oder bestimmte Cytokine [41]. Oditasten induzieren Uber
M-CSF und die Interaktion zwischen RANKL/RANK mitimatopoetischen Vorlauferzellen
deren verstarkte Proliferation sowie darauf folgedié terminale Differenzierung der

Praosteoklasten zum multinuklearen Osteoklasten 482 Ein kompetitives Molekll als
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Gegenspieler der Osteoklastenreifung Uber die RAMRANK-Interaktion ist das von
Osteoblasten synthetisierte 16sliche OPG [44, B8}. polare aktive Osteoklast sezerniert auf
der knochenzugewandten Seite Salzsaure, die zstdBong eines sauren Milieus fuhrt, das
die anorganischen Bestandteile des Knochens |6se E€benfalls ausgeschitteten
proteolytischen Enzyme wie Cathepsin K und Metatitginasen degradieren die freigelegten
organischen Bestandteile. Eine Inaktivierung dete@dasten kann iber Ostrogene und
Bisphosphonate, die die apoptotischen Signalkaskaddiesen Zellen stimulieren, erfolgen
und dadurch indirekt die Absorption des Knochenduzeeren [46]. Eine Kopplung der
Knochenresorption mit dem Knochenwiederaufbau findeich Uber frei werdende
Wachstumshormone wie IGF-I/Il und TGFaus der abgebauten Matrix statt. Eine weitere
Maoglichkeit besteht darin, dass die Osteoklastébss&Vachstumsfaktoren fir osteoblastare
Vorlauferzellen sezernieren [47]. Eine weitere Falen Rekrutierung konnte tber die Signale
der Osteocyten, von denen ca. 60% aul3erhalb deersdwine das Vorgehen der
Osteoklasten Uberleben [48], eingeleitet werderted@sasten werden mittels freigesetzter
Faktoren, die eine mitogene Wirkung haben (zum @BelisTGF{1 [49]), rekrutiert und
bauen den resorbierten Knochen wieder auf. Sie enissh an spezifischen Stellen anlagern,

das Osteoid sezernieren und die neue Matrix ameftdrid mineralisieren.

1.3 Bedeutung des mechanischen Reizes fir das Kneanemodeling

1.3.1 Mechanotransduktion

Wolff postulierte schon 1982 das Gesetz ,Form félghktion* und erkannte damit, dass die
Mechanik ein wichtiger Faktor fur die Bildung unérdErhalt des Knochens ist [S@Is
Mechanotransduktion wird die Umwandlung des biojkalischen Reizes in eine zelluléare,
biochemische Antwort bezeichnet. Externe Krafterdidhzu einer flissigkeitsinduzierten
Scherspannung oder zu einer Deformation. Hierbeinkaufgrund ihrer Lokalisation im
Knochengewebe angenommen werden, dass Osteobkdséenauf eine Deformation der
Matrix und Osteocyten eher auf die flussigkeitsiidtte Scherspannung reagieren [51, 52].
Fur die Transduktion des biophysikalischen Signalglen Zellkern sind unterschiedliche
Rezeptoren und Signaltransduktionswege verantwbrtli Die Komplexitat dieses

Mechanismus ist aus Abbildung 1.3 ersichtlich.
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Extrazellulare Matrix Wachstumsfaktoren

IGF EGF Wnt BMP/TGF-f GPCR

N |
@0 ‘

| PLC
|
Ras . / @ .

SMAD 2/3

A\

A J
\ TCEILEF  Osterix y CREB
Y

T —— «—

4 A RUNX2
AR PROLIFERATION AP1
SELEGS DIFFERENZIERUNG
OBERLEBEN
Abbildung 1.3

Ubersicht der an der Mechanotransduktion beteiligtektoren nach Liedert 2006 et al. [53]. A#achidonic
acid; AC, adenylatyclase Akt/PKB, protein kinaseB; AP1, activator proteinl; BMP, bone morphogenetic
protein, CAM, Calmodulin; COX 1/2, Cyclooxygenase 1/2; BRE-AMP response element—binding protein
c-Src, Tyrosin Proteinkinase; DAG, Diacylglycer&iGF, epidermal growth factoreNOS, endothelial nitric
oxide synthaseERu, estrogen recepton; ERK-1/2, extracellular signal regulated protein kinagd2; FAK,
focal adhesion kinaseGSK-3B , glycogen synthase kinasg-3 Gs , stimulatory G—protein GPCR seven-
transmembrane-domain G-protein—coupled recept@q , protein with aq subunit (acitvates PLC;
phospholipase @& ); IGF, insulin—like growth factagr iNOS, inducible nitric oxide synthasdP3: inositol
trisphosphate LEF, lymphoid enhancer-binding factoMEK, mitogen-activated protein kinase extracellular
signal regulated protein kinaseNF«B, nuclear factorxB; PI3K, phosphoinositide 3-kinasePGE2,
prostaglandin E2; PGES,prostaglandin synthasePKA, protein kinaseA; PKC, protein kinaseC; PL,
phospholipid Raf, rat fibrosarcoma serin/Threonine protein kinas&MAD, small, mother against
decapentaplegicRas,rat sarcoma monomeric GTP-binding proteifCF, T—cell factor; TGH-, transforming

growth factorg ; wnt, wingless/integration-1

Spannungs-regulierte und mechanosensitive Kalzindlka werden nach mechanischer

Stimulation gedffnet und filhren zu einer Erhdhumg Kalziumkonzentration in der Zelle
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[54, 55]. Eine Erh6hung des Kalziumspiegels im @lgema kann z.B. zu einer
Translokation des Transkriptionsfaktors ®B-in den Zellkern fihren. Dort reguliert er zum
Beispiel die Expression von COX-2 [56].

Ein weiterer second Messengerlessen Konzentration nach mechanischer Stimulation
ansteigt, ist CAMP [57]. Ein Anstieg der cAMP-Komzeation fuhrt zur verstarkten Aktivitat
von PKA. Diese wiederrum kann Uber die Aktivierungrschiedener Kinasen die
Phosphorylierung von ERK-1/2 initiieren. Der voreskm Signaltransduktionsweg aktivierte
Transkriptionsfaktor AP-1 moduliert die Expressimechanosensitiver Gene wie z.B. c-FOS
oder COX-2 [58]. Sowohl Kalziumionen als auch cAM®nnen Uber digGap Junctions
deren Anzahl unter mechanischem Einfluss ebenddigit, das Signal in die Nachbarzellen
Ubertragen [59, 60].

Weitere Mechanorezeptoren stellen die Integrine 8gr verbinden die extrazellulare Matrix
mit dem Zytoskelett der Zelle [61]. Integrine irdgieren mit FAK und kdnnen weitere
Kinasen rekrutieren, die in der anschlieBenden K@sERK-1/2 phosphorylieren [62].

Auch das Zytoskelett ist an der Mechanorezeptiahdar Weiterleitung des Signals beteiligt.
Multiproteinkomplexe bilden aus spezifischen Adamiglekilen und Transkriptionsfaktoren
die sogenannten Mechanosomen. Diese Mechanosomennerkd unterschiedlich
zusammengesetzt sein. Sie wandern in den Nukleds nmuwdulieren abhéngig von den

beteiligten Transkriptionsfaktoren die Expressienschiedener Gene [63].

1.3.2 Effekte mechanischer Reize auf osteoblastéZellen

Mechanische Stimulation beeinflusst die ProlifenatiDifferenzierung und Orientierung von
Osteoblastenvorlauferzellen [64, 65]. In humanente@sdasten fihrte mechanische
Stimulation zum Beispiel zu einer Erhéhung der Esgron von Proliferationsmarkern und zu
einer Erniedrigung der Expression von OC sowie AllerAktivitat [66]. Sie verandert die

Signaltransduktion in Osteoblasten und fuhrt dadune einer Veranderung der Expression
verschiedener Gene [67, 68]. In Osteocyten ist @i Transkription der Gene c-FOS, COX-
2, IGF-I und OC nach zyklischer Dehnumg vitro verandert [69]. Auch die Art der

mechanischen Stimulation ist von Bedeutung. Kagpal. berichteten von einem Einfluss
der Zyklenzahl und Frequenz im vitro-Versuchen [70]. Zusatzlich zu den bereits
beschriebenen Faktoren werden immer mehr Molekuleeziehungsweise

Signaltransduktionswege entdeckt, die an der Memthansduktion beteiligt sind.
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Auch der WNTB-CAT-Signaltransduktionsweg, der ein wichtiger Mtadar in der
Knochenentwicklung und osteoblastdren Differenzigruist, wird durch mechanische
Einflusse verdndert. Lau et al. untersuchten diene@pression von murinen priméren
osteoblastaren Zellen nach Stimulation mit einéisgigkeitsstromung imitro und konnten
eine Veranderung der Transkription der Gene des YWACRAT-Signaltransduktionsweges
nachweisenln vivo-Versuche an murinen Tibien konnten diese Erkesatnbestatigen [71].
In weiteren Versuchen an transgenen Mausen kometefals die Beeinflussung der WNBF/
CAT-Signalkaskade durch Mechanik nachgewiesen werdedem scheint eine Aktivierung
dieses Signaltransduktionsweges die Mechanosatiitivon Knochenzellen zusatzlich zu
erhohen [71, 72]. Untersuchungen auf Proteinebeiesen eine Translokation v@iCAT
nach Flussigkeitsstromung oder mechanischer Dehnaaly.3-CAT kumulierte im Zellkern
und interagierte mit den Transkriptionsfaktoren T@Rd LEF-1 [73, 74]. Detaillierte
Analysen zur Rolle der einzelnen, am WRCAT-Signaltransduktionsweg beteiligten
Molekdile in der Mechanotransduktion stehen jedamthraus.

Nach mechanischer Stimulation konnten vitro und in vivo Verdnderungen der
Genexpression des zur Familie der Heparin-bindetgypeptide gehdrenden Faktors PTN
nachgewiesen werden [75-77]. Der Einfluss mechaeis8timulation auf die Expression des

verwandten Wachstumsfaktors MK wurde jedoch im Krescnoch nicht untersucht.

1.4 Bedeutung des WNTB-CAT-Signaltransduktionsweges fiir die Regulation de

Knochenmasse

Der von den Glykoproteinen der WNT-Familie indutgekanonische Signaltransduktionsweg
reguliert die Entwicklung in zahlreichen unterschighen Geweben und ist in Abbildung 1.4
dargestellt. Spezifische WNT-Molekile UbertragerreihSignale mittels Bindung an
Rezeptoren der Frizzled-Familie [78] und den Rememt LRP5 und LRP6 [79]. Uber eine
Signalkaskade stabilisieren die WNT-Molek{peCAT, das das Signal in den Zellkern
Ubermittelt. Im Komplex mit den Transkriptionsfai@a LEF-1 und TCF-1 regulie-CAT
die Transkription WNT-sensitiver Gene [80]. Die ®endie vom WNTB-CAT-
Signaltransduktionsweg reguliert werden, moduligrearster Linie die Zellproliferation und

Zelldifferenzierung [81].



EINLEITUNG 9

Frizzied LRP Frizzled

e

Huc\eus

ge [

Abbildung 1.4:

Uberblick tiber den kanonischen WNSCatenin-Signaltransduktionsweg nach Gordon & N(82g

Linke Abbildung: ohne WNT wird3-Catenin vom Axin/APC/GSK3-Komplex phosphorylieriduso fir den
Abbau markiert. Zur selben Zeit werden die Zielgdee WNTB-Catenin-Signaltransduktionsweges uber eine
Interaktion von Groucho mit TCF reprimiert.

Rechte Abbildung: WNT bindet an den Frizzled- uriRP-Rezeptor, induziert die Phosphorylierung von LRP
und darauf folgend die Rekrutierung von Axin. DSHrdwvebenfalls phosphoryliert und inhibiert den
Axin/APC/GSK3-Komplex, was zu einer Akkumulierungn/f3-Catenin im Zytoplasma fiihrg-Catenin kann

in den Nukleus wandern, Groucho verdrangen undraosn mit LEF-1 (in Abbildung nicht dargestellt) und
TCF die Expression von Zielgenen des WBFCZatenin-Signaltransduktionsweges regulieren.

APC, adenomatous polyposis colDSH, dishevelled GSK3, glycogen synthase kinase-BEF, lymphoid
enhancer-binding factoiT CF, T-cell factor WNT, wingless/integration-1

Die Entdeckung eineloss-of-functioriMutation im humanen LRP5-Rezeptor, deren Trager
das Osteoporose-Pseudogliom-Syndrom hatten, kegéeste Hinweise auf die Bedeutung des
WNT/B-CAT-Signaltransduktionsweges in der Knochenentimiog und im Knochenerhalt
[83]. Ein anderer Aminosaurenaustausch in eineetémheit des LRP5-Rezeptors flhrte zu
einer gain-of-functioaMutation und einer erhéhten Knochendichte bei destroffenen
Personen [38]. In einer Vielzahl von Studien wusggédem der Einfluss des WNFCAT-

Signaltransduktionsweges auf die Differenzierungs d@steoblasten sowie auf die
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Osteoklastogenese untersucht und die Ergebnissgteaeidie Bedeutsamkeit dieses
Signaltransduktionsweges in der Regulation der Keomasse.

Die mRNA-Expression vieler Gene, die am WRTAT-Signaltransduktionsweg beteiligt
sind, ist nach Induktion der Differenzierung mitXaenethason in humanen Osteoblasten

vitro verandert [84]. In einem Tiermodell konnte nachpkation des osteoinduktiven

Wachstumsfaktors BMP-2 im murinen Muskel ebenfaise verstarkte Expression von
WNT-Genen festgestellt werden [85]. Zum einen fénddie WNT-Molekiile das Uberleben
der frihen Vorlauferzellen [86], zum anderen ist diktivierung des kanonischen Signals
entscheidend fir das weitere Zellschicksal und dsteogene Differenzierung (siehe
Abbildung 1.5).

osteoprogenitor preosteoblast

preadipocyte - Osterix -
—_—

Runx2
|_— wWnt10b 1[}-Catenln

® '

mesenchymal osteochondro-
precursor progenitor

lﬁ—catenin
Sox9
OSOXS‘SOXG,SOXQ @
—

prechondrocyte chondrocyte

Abbildung 1.5

Einfluss des WNTICAT-Signaltransduktionsweges auf die osteogeneeifizierung nach Glass & Karsenty
2007 [87]

Dunkelgrau: Einfluss des WNBCAT-Signaltransduktionsweges, hellgrau: MarkergaeeDifferenzierung.
RUNX-2, Runt-related transcription factd; Sox, SRYbox containing genaVNT, wingless/integration-1

Das Polypeptid WNT10b wurde im transgenen Mausnhaggersucht. Es férdert bereits in
der friihen Entwicklung die Festlegung des osteodiagenen Zellschicksals, wéahrend es die
adipogene Weiterentwicklung hemmt [88]. Hill et stellten fest, dass in Vorlauferzellen mit
einer Mutation in B-CAT die Osteoblastogenese blockiert ist und sitatt sdessen
Chondrozyten entwickeln [89]. Eine andere Arbeiipge inaktivierte B-CAT in
mesenchymalen Vorlauferzellen und erzielte untersiehsbedingungen, die eigentlich nur
die osteoblastare Weiterentwicklung zulie3en, eimendrogene Differenzierung [90]. Beide
Arbeitsgruppen postulierten, dass die quantitatieeanderung vorg-CAT als molekularer
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Schalter bei der Entscheidung zwischen dem osteomgennd dem chondrogenen
Zellschicksal agiert.

Obwohl die Vermutung nahe liegt, dass der WBOAT-Signaltransduktionsweg die
Expression des Differenzierungsmarkers RUNX-2 fle dveiterfihrende osteogene
Entwicklung reguliert, ist die RUNX-2-Expressionalohangig von LEF-1 [91]. Sclerostin
(SOST) ist ein Antagonist der WNT-Molekile und kamm LRP5 und 6 anbinden. Sein
Verlust fuhrt Gber einen verstarkt aktivierten WRIZAT-Signaltransduktionsweg zu einer
erhohten Knochenmasse [92].

Die Effekte der Aktivierung des WN[PF/CAT-Signaltransduktionsweges sind jedoch
abhangig vom Differenzierungsstadium der Zelledifferenzierten Osteoblasten wird der
WNT/B-CAT-Signaltransduktionsweg fir die weitere Entwiclg nicht mehr bendtigt [93]

und dbernimmt andere Funktionen: In reifen Ostesibla kann die Differenzierung von
Osteoklasten Uber die zuséatzliche Aktivierung deNTVB-CAT-Signaltransduktionsweges
moduliert werden. In diesem Fall kontrolliHCAT zusammen mit TCF die Expression von
OPG, das uber einen kompetitiven Mechanismus miiRAlie Entstehung des Osteoklasten
steuert [94].

1.5 Die Familie der Heparin-bindenden Polypeptide

1.5.1 Struktur, Vorkommen und Funktionen

PTN (auch HB-GAM, OSF-1, HBNF genannt) und MK bildeine hochkonservierte,
eigenstandige Familie von Wachstumsfaktoren, dideremander eine ca. 45%-ige
Homologie ihrer Aminosauresequenz besitzen undHeparin- und Chondroitinsulfatketten
der extrazellularen Matrix assoziieren [95, 96]idéeProteine bestehen aus zwei Doménen,
die von Disulfidbriicken gehalten werden und jeweils drei antiparallele (-
Faltblattstrukturen unterteilt sind [97, 98]. PTNunde bei der Analyse neuronaler
Wachstumsfaktoren im Rattengehirn und MK bei detethuchung Retinolsaure-induzierter
Faktoren fur die Zelldifferenzierung entdeckt [990]. Wachstumsfaktoren kontrollieren die
Entwicklung eines Gewebes, indem sie das Wachstdie, Differenzierung und das
Uberleben vieler Zelltypen regulieren. Erste Uniehsingen postulierten fur beide Proteine

zunachst eine Rolle in der Embryogenese und inTdemorentwicklung [101-103]. Jedoch
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scheinen die beiden Molekile auch im Knochengevegte besondere Funktion zu besitzen.
Sie sind in die Frakturheilung und in die Knochdahlong involviert:

Frakturheilungsstudien an murinen Tibien beschnebemunhistologisch eine verstarkte
Expression von MK in Chondrocyten wéahrend der knddd¢ilung und Knochenentwicklung.
Wenn MK in Knorpelzellen Uberexprimiert wurde, Zeig diese eine erhdéhte Chondrogenese
[104]. In einem weiteren Knochenfrakturmodell inr d@atte wurde ebenfalls eine erhdhte
Menge PTN im neugebildeten Knochengewebe nachgewifH05]. In vivo-Mausmodelle
mit einer PTN-Uberexpression wiesen eine erhohteocKandichte auf [106, 107],
wohingegen die PTN-Defizienz keinen Einfluss a idhochenbildung und Mineralisierung
hatte [108]. Des Weiteren wurde der Verlust der ¢tfremmasse nach Ovarektomie in Mausen
durch PTN-Uberexpression kompensiert. Dies untctt die knochenanabole Wirkung
dieses Proteins [109]. PTN forderte im vitro-Versuchen die Proliferation und
Differenzierung osteoblastarer MC3T3-E1l-Zellen [L1hd induzierte die Proliferation,
Differenzierung und Knochenbildung humaner Vorlézéden [111]. Wie eine Studie zur
murinen embryonalen Zahnentwicklung beschrieb, iathder Effekt von MK auf die
Proliferation von anderen Wachstumsfaktoren in dieekten Umgebung der betroffenen

Zellen abhangig zu sein [112].

1.5.2 Rezeptoren und Signaltransduktionswege

Potentielle Rezeptoren fir die beiden Heparin-hidée Proteine (siehe auch Abbildung 1.6)
sind sowohl die Syndecan-Rezeptoren, insbesondgh-35[113-115] als auch PTHR
[116, 117] und ALK [118, 119]. Fur MK wurde zuséthl LRP, der ein Modulator des
WNT/B-CAT-Signaltransduktionsweges ist, als Rezeptochuésben [120].
Syndecan-Rezeptoren sind membranstandig, der Zigds® Teil kann einen
Kinasenkomplex binden, der die Kinasen c-SRC und\NF¥owie das c-SRC-Substrat
Cortactinenthélt. Bei einer Bindung von PTN an den Rezepiodt dieser Komplex aktiviert
und konnte Uber einen regulatorischen Einfluss dag Zytoskelett die Zellmobiliat und
Morphologie verandern [121, 122].
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Abbildung 1.6

Potentielle Rezeptoren fur PTN und MK. AKThymoma viral proto-oncogene ALK, Anaplastic Lymphoma
Kinase; Fz, Frizzled; GSK-&lycogen synthase KinaselEF-1, Lymphoid enhancer-binding factor LRP,
Low density lipoprotein receptor-related proteMK, Midkine; P13 KinasePhosphatidylinositoB Kinase;
PTN, Pleiotrophin; PTPR Protein Tyrosin Phosphatase Rezeptor-Jyyprc, TCF,T cell factor;Wnt,

zusammengesetze Abkiirzung &imglessundintegrationl.

Kuo et al. wiesen nach, dass fur den wachstumgfiddea Effekt der MK/ALK Interaktion
die Aktivierung von IRS-1 und N&B notwendig ist [123]. PTN kann dber die
Phosphorylierung von ALK die Phosphorylierung degi-apoptotischen Proteins AKT
fordern und so zum Beispiel das Wachstum von neleonTumorzellen induzieren [124]. In
fibroblastaren Zellen wird der anti-apoptotischdekf der PTN/ALK-Interaktion tber die
Aktivierung der PI3-Kinase und MAPK gefdrdert [125]

Die Bindung von MK an PTP& unterdriickt die Apoptose embryonaler Neuronerhnac
Serumentzug. Uber Versuche mit Inhibitoren konmestdestellt werden, dass dieser Effekt
ebenfalls Gber SRC weitervermittelt wird [126]. Eitnteraktion von MK oder PTN mit
PTPR1 induziert die haptotaktische Migration von Ostasten-ahnlichen Zellen und
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aktiviert hierzu die PI3-Kinase und PKC. MK kannsiatelich tber PTPR die MAPK
aktivieren [127]. PTN kann Uber die Bindung von RTP vermutlich den WNT-CAT-
Signaltransduktionsweg modulieren, indem es diesptharylierung vonB-CAT reguliert
[128]. Durch diese Phosphorylierung kann auch deoziation vor-CAT mit N-Cadherin
unterbunden werden. Dieser Komplex beeinflussZdié Zell-Adhéasion und fuhrt Gber einen
Umbau des Zytoskeletts wahrscheinlich zu einertgdroZellmigration [129].

Fur MK konnte bereits eine Interaktion mit den Repeen LRP1 und LRP6 nachgewiesen
werden. Die Bindung von MK an LRP1 férdert das walthstum und fir die Interaktion von
MK mit LRP6 wurde PTPRL als Korezeptor nachgewiesen [126, 130].

Da die LRP-Rezeptoren als Bestandteil des Rezeptgolexes mit Frizzled im WNTPB-
CAT-Signaltransduktionsweg eine Rolle spielen undTPR[1 ebenfalls diesen
Signaltransduktionsweg modulieren kann, kdnnte Z2isammenhang zwischen den beiden
Proteinen PTN und MK der Familie der Heparin-birgdtm Polypeptide und dem WN3F/

CAT-Signaltransduktionsweg bestehen.
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1.6 Ziel der Arbeit

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass der komplezess der osteogenen Reifung einer
Knochenzelle die Aktivitdt unterschiedlicher Faktor zu spezifischen Zeitpunkten
voraussetzt, von denen bisher lediglich ein kleiarteil untersucht ist. Auch die
Mechanotransduktion im Zusammenhang mit der Diffeierung in Knochenzellen ist noch
unzureichend analysiert. Im Rahmen der vorliegentibeit sollte ein Schwerpunkt auf die
Bedeutung der Heparin-bindenden Polypeptide PTN i sowie des WNTRB-CAT-
Signaltransduktionsweges in der Differenzierung undder Mechanotransduktion von
osteoblastaren Zellen gelegt werden.

Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortetiesm:

1. Wie verdndert sich die Genexpression der beidenhgfamsfaktoren PTN und MK
sowie von Genen des WNT-Signaltransduktionswegebremdl der osteogenen
Differenzierung von MC3T3-E1-Zellen und osteoblestéZellen aus Mauskalvarien?

2. Sind diese Gene auch durch mechanische Belast@igflossbar?

3. Zeigen PTPR1-Knockout-Zellen Veranderungen bezuglich der Défezierung und
der Mechanotransduktion im Vergleich zum Wildtyp?

4. Welchen Einfluss hat MK auf die Proliferation undethanotransduktion muriner

primarer osteoblastarer Zellen?



MATERIAL UND METHODEN 16

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Zellen

MC3T3-E1- Zellen

Die von den Calvarien-Zellen embryonaler C57BL/6tigé abgeleitete, préosteoblastare

Zelllinie MC3T3-E1 wurde von der Deutschen Sammlwign Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH in Braunschweig (Deutschland)dmggen.

Priméarzellen

Murine primare osteoblastare Zellen wurden in ugsetaboren aus den Kalvarien von
neonatalen C57BL/6 Mausen, die im universitarenfédischungszentrum gehalten wurden,
isoliert. Murine PTPR1-KnockoutZellen sowie die entsprechenden Wildtyp-Zellen areur
im Rahmen einer Kooperation (DFG AM 103/10-1, 1931B) von der Arbeitsgruppe Prof.
Dr. M. Amling aus dem Universitatsklinikum in HamigeEppendorf zur Verfigung gestellt.

2.1.2 Zellkulturmedien

Alle Zellen wurden in Alpha-MEM mit entsprechend@unséatzen kultiviert (Tabelle 2.1). Fur
die primaren osteoblastaren Zellen wurde das FG&tzlich fir 30 min bei 56 °C Hitze

inaktiviert.

Tabelle 2.1 Zellkulturmedien

Zusétze im Expansionsmedium

Penicillin/Streptomycin 100 U/ml, 100ug/ml
L-Glutamin 2mM

FCS 10 %

Zuséatze im Differenzierungsmedium

Penicillin/Streptomycin 100 U/ml, 100ug/ml
L-Glutamin 2mM

FCS 10 %
B-Glycerophosphat 10 mM
Ascorbat-2-phosphat 0,2 mM
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2.1.3 Oligonukleotide Primer)

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (Ebleerg, Deutschland) hergestellt
(Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2 Oligonukleotide

Zielgen Sequenz
AP links: 5"-GCT GAT CAT TCC CAC GTT TT-3
rechts: 5"-GAG CCA GAC CAA AGA TGG AG-3
B-CAT links: 5"-GAT TCG AAACCT TGC CCT TT-3
rechts: 5°-GTC GTG GAA TAG CAC CCT GT-3
BSP links: 5"-GAA GCA GGT GCA GAA GGA AC-3’
rechts: 5"-GAA ACC CGT TCA GAA GGA CA-3
c-FOS links: 5°-CCA GTC AAG AGC ATC AGC AA-3’
rechts: 5°-ATG ATG CCG GAA ACA AGA AG-3
GAPDH links: 5"-ACC CAG AAG ACT GTG GAT GG-3°
rechts: 5'-GGA TGC AGG GAT GAT GTT CT-3
H4 links: 5°-ATG TCA GGA CGA GGA AAA GG-3’
rechts: 5°-CTT GGT AAT GCC CTG GAT GT-3°
KOLL-1 links: 5"-GCT GCA TAC ACA ATG GCC TA-3
rechts: 5-TCA AGC ATA CCT CGG GTT TC-3°
LEF-1 links: 5°- TCA TCA CCT ACA GCG ACG AG-3
rechts: 5°- TGA CAT CTG ACG GGA TGT GT-3°
LRP6 links: 5"-TCA CTG AGT GCG AAG ACC AC-3
rechts: 5-CTG GCA CAC TGG AAC TGA GA-3’
MK links: 5"-AGA CCA TCC GCG TGA CTA AG-3
rechts: 5'-GGC TTT GGT CTT TGA CTT GG-3°
ocC links: 5"-GCG CTC TGT CTC TCT GAC CT-3
rechts: 5"-ACC TTATTG CCC TCC TGC TT-3°
PTN links: 5"-GAC CTC AAT ACC GCC TTG AA-3
rechts: 5-GGC TTG GAG ATG GTG ACA GT-3°
PTPR 1 links: 5"-AAT CCC GGG AAA AGG TAATG-3
rechts: 5-TGG GTC ACT CTG ATC CAC AA-3’
RUNX-2 links: 5"-CCA CCA CTC ACT ACC ACA CG-3’
rechts: 5'-CAC TCT GGC TTT GGG AAG AG-3
SYN-3 links: 5-ATA CTG GAG CGG AAG GAG GT-3
rechts: 5'-GTA GAT GAG CAG CGT GAC CA-3’

2.1.4 Kits

Tabelle 2.3 Kits

Bezeichnung Verwendung Hersteller Ort
B-Galactosidase Enzymelransfektion Promega Madison, USA
Assay System
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Alkaline Phosphataselmmunhistologie Sigma Deisenhofen,

Staining Kit Deutschland

FUGENE® Transfection Transfektion Roche Indianapolis, USA

Kit

HotStarTag Master Mix PCR Qiagen Hilden, Deutschland

Kit

Luciferase Assay System|  Transfektion Promega Madid&A

Omniscript RT Kit cDNA-Synthese Qiagen Hilden, Dsaltland

Platinum SYBR GreenReal-time-PCR Invitrogen Karlsruhe, Deutschland

gPCR SuperMix-UDG

Qiafilter Plasmid Midi Kit | Plasmid-Isolierung Qiage Hilden, Deutschland

RNase Free DNase Set RNA-Isolierung | Qiagen Hilden, Deutschland
(DNA-Abbauenzym)

RNeasy Mini Kit mit Qia] RNA-Isolierung Qiagen Hilden, Deutschland

Shredder

TOPO TA Cloning Kit Klonierung Invitrogen | Karlsruhe, Deutschland

X-Gal Staining Kit Transfektion Biosciences  MarbsiFrankreich

2.1.5 Lésungen und Puffer

Tabelle 2.4 Lésungen und Puffer

Bezeichnung Verwendung Zusammensetzung
Fixiernatriumlésung Von Kossa-Farbung 5 % w/v Natrihiosulfat-
Pentahydrat
Kollagenverdaulosung Isolation primarefAlpha-MEM
Osteoblasten 0,1 % Kollagenase Typ la

0,2 % Dispase
sterilfiltrieren

Lysepuffer RNA-Isolation RLT-Puffer (Qiagen)
143 mM[-Mercaptoethanol
MTT-L6sung MTT-Test 0,5 % w/v MTT in PBS, steril
filtriert
Pyrogalluslosung Von Kossa-Farbung 1 % w /v Pyltoba
Silbernitratlosung Von Kossa-Farbung 5 % w/v Sifineat
TAE-Puffer Agarose- 40 mM Tris/Essigsaure, pH 8,0
Gelelektrophorese 1 mMEDTA

2.1.6 Chemikalien

Tabelle 2.5 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller / Vertrieb Ort
-Glycerophosphat Sigma Deisenhofen, Deutschland
(Dinatriumsalz)
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[3-Mercaptoethanol Fluka Buchs, Schweiz

Agarose Invitrogen Karlsruhe, Deutschland
Alpha-MEM Biochrom Berlin, Deutschland
Ampicillin Sigma Deisenhofen, Deutschland
Ascorbat-2-phosphat Sigma Deisenhofen, Deutschland
(Sesquimagenesium Salz)

Basenpaarleiter (100 bp) Gibco BRL Karlsruhe, Dehltsnd
Basenpaarleiter (5000 bp) Applichem Darmstadt, Behland
Dispase Roche Indianapolis, USA
DMSO Serva Heidelberg, Deutschland
EDTA Merck Darmstadt, Deutschland
Eisessig Merck Darmstadt, Deutschland
Ethanol absolut Merck Darmstadt, Deutschland
Ethidiumbromid Serva Heidelberg, Deutschland
FCS PAA Laboratories Pasching, Osterreich
Formaldehyd Merck Darmstadt, Deutschland
Glycerin Merck Darmstadt, Deutschland
Glycin Fluka Buchs, Schweiz
Haematoxylinlosung Chroma Munster, Deutschland
Hefeextrakt Gibco BRL Karlsruhe, Deutschland
Kollagenase Typ la Sigma Deisenhofen, Deutschlan
Ladepuffer (6x) Sigma Deisenhofen, Deutschlang
L-Glutamin Biochrom Berlin, Deutschland
Methanol Merck Darmstadt, Deutschland
Midkine (human,| Dianova Hamburg, Deutschland
rekombinant)

MTT Fluka Buchs, Schweiz
Natriumchlorid Riedel-de Haen Seelze, Deutschland
Natriumhydroxid Merck Darmstadt, Deutschland
Natriumphosphat Baker Gross-Gerau, Deutschlan
Paraformaldehyd Merck Darmstadt, Deutschland
PBS PAA Laboratories Pasching, Osterreich
Penicillin/Streptomycin Gibco BRL Karlsruhe, Deuitand
Pyrogallol Merck Darmstadt, Deutschland
Salzsaure Merck Darmstadt, Deutschland
Select Agar Gibco BRL Karlsruhe, Deutschland
Select Yeast Extract Gibco BRL Karlsruhe, Deutsuothla
Silbernitrat Roth Karlsruhe, Deutschland
TopFlash-Vektor Upstate Hamburg, Deutschland
(TCF-Reporter-Plasmid)

Tris Merck Darmstadt, Deutschland
Triton X-100 Merck Darmstadt, Deutschland
Trypan Blau Sigma Deisenhofen, Deutschland
Trypsin/EDTA Biochrom Berlin, Deutschland

0,05 %/0,02 %
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2.1.7 Restriktionsenzyme

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden von ttogen (Karlsruhe, Deutschland)
bezogen (Tabelle 2.6).

Tabelle 2.6 Restriktionsenzyme

Bezeichnung Restriktionsenzym

EcoRI + Puffer 3

Mlul + Puffer 3

Ncol + Puffer 3

Pstl + Puffer 3

Sspl + Puffer 6

2.1.8 Gerate

Tabelle 2.7 Gerate

Bezeichnung Modellbezeichnung Hersteller Ort

Bildverarbeitungs- |AnalySIS Soft Imaging Munster, Deutschland

software System

Brutschrank Hera Cell 240 Heraeus Hanau, Deutsdhla

Digitale Kamera Coolpix 950 Nikon Dusseldorf, Daignd

Digitalkamera IX70 Olympus Hamburg, Deutschland

DNA-Workstation UV Cleaner Kisker Steinfurt, Deutschland
UVC/T-AR

ELISA-Reader Versamax Molecular Devigedsmaning, Deutschland

Geldokumentations+1 75503227 Biorad Minchen, Deutschland

gerat

Gelelektrophorese-
kammer

Horizon11-14

Life Technologies
GmbH

sKarlsruhe, Deutschland

iCycler

Optical Module

Biorad

Munchen, Deutschland

Luminometer

Centro LB 960

Bertholt

Bad Wildbad, Deutschland

DLReady Technologies
Magnetrthrer RCT basic IKA Labortechnjk StaufeeuBchland
Mikroskop IX 70 Olympus Hamburg, Deutschland
Mikroskop Axiophot 451887 Zeiss Oberkochen, Dehitsed
PCR-Gerét Robocycler 96 Stratagene Amsterdam, Holland
Gradient Combo
Spektralphotometer| Ultrospec Plus Pharmacia LKB ibkrg, Deutschland
Warmeschdittler SM-30 EB Labortechnik  Hechingen, tBehland
Wasserbad 1012 GFL Burgwedel, Deutschland
Zellstimulations- Eigenbau Ulm, Deutschland

gerate




MATERIAL UND METHODEN 21

Zellstimulationsgeréat

Zur Applikation zyklischer, uniaxialer Reize in emschiedlichen Frequenzen und
Dehnungsamplituden wurde in unserer ArbeitsgrugpeZellstimulationsgerat (Abbildung
2.1) entwickelt [131]. In dieses Gerat kbnnen zdibdelte Silikonschalen eingespannt und
mit Hilfe eines motorgesteuerten, rotierenden Etamngedehnt werden. Fir die Dauer der
mechanischen Stimulation (30 min) verblieben dasribegsgerat und die Proben im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % GO

Abbildung 2.1
Zellstimulationsgerat zur Applikation uniaxialeriRe auf die Zellen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Zellinie

MC3T3-E1-Zellen wurden im Expansionsmedium bei &, % % CQ und gesattigter
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Kulturmedium wurdeweimal die Woche gewechselt. Mit
Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit 0%5Trypsin/0,02 % EDTA abgeldst und
im Verhaltnis 1 : 4 gesplittet.

Isolierung und Zellkultur muriner, priméarer Ostemdibn aus den Schadelddchern neonataler

Mause

Das Ziel war die Gewinnung osteoblasten-ahnlicredled nach einer von Mikuni-Takagaki

et al. [32] veroffentlichten Methode. In neugeb@erMausen ist die Mineralisierung des
Knochens noch nicht vollstandig abgeschlossen. lieblgkdnnen die enthaltenen

Knochenzellen durch einen enzymatischen Verdalviddtix gewonnen werden.

Die jungen Méause wurden mit einer scharfen Schekagitiert und vor der Préparation zur
Desinfektion kurz in 80 % Alkohol getaucht. Mit de8chere wurde uUber dem

Hinterhauptsloch die Haut eingeschnitten und diathait der Pinzette bis zur Nasenwurzel
abgezogen. AnschlieBend wurde die Nasenwurzel eritRinzette festgehalten. Mit der
Schere wurden zwei Schnitte vom Hinterhauptsloshzibi den Augen durchgefiihrt. So liel3
sich das Schadeldach hochklappen und abtrennendeviit Skalpell konnten weitere Teile,

die nicht zum Schadeldach gehoren, entfernt weldenSchadeldacher wurden in einem 50-
ml-Falconréhrchen in eiskaltem PBS gesammelt.

Nach der Praparation wurde das PBS entfernt, 1&atiagen-Verdaulésung hinzugegeben
und der Ansatz fiir 10 min bei 37 °C geschitteltr Dberstand mit der Zellsuspension des
ersten Verdauschrittes wurde vorsichtig abgenomorah verworfen, 10 ml Verdaulésung

zur Schadelsuspension hinzugeftigt und fir den ewaierdau 10 min bei 37 °C geschittelt.
Die Verdauschritte zwei bis funf wurden zusammeiigefdie gesammelte Zellsuspension
mit einem Zell-Filter filtriert und bei 1200 rpmt® min zentrifugiert. Die Zellen wurden im

Expansionsmedium resuspendiert und in einer Digbte ca. 15.000 Zellen/cirausgesat.

Am folgenden Tag wurde ein Medienwechsel durchgfiiim tote Zellen zu entfernen.
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Differenzierunqg der Zellen

Um eine osteogene Differenzierung sowohl der MCEIL2Zellen als auch der murinen
primaren osteoblastaren Zellen zu induzieren, kemedie Zellen ab dem vierten
Versuchstag, an dem sie in der Regel zu 70-80 %uesrt waren, Differenzierungsmedium.
Das Kulturmedium wurde zweimal die Woche ausgetatugie Zellen wurden bei 37 °C, 5
% CQO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit bis zu 28 Tagéiliert.

2.2.2 Mechanische Stimulation

Zellen wurden in einer Dichte von 11.000 Zellerdcmit 5 ml Expansionsmedium in
vorkonditionierte Silikonschalen ausgesat. 24 hder mechanischen Stimulation wurde die
FCS-Konzentration auf 2 % reduziert. Fir die Untelsingen zum Einfluss von MK wurde
die FCS-Konzentration auf 0,5 % reduziert und 10npgMK dem Kulturmedium
hinzugeflgt. In allen Versuchsblocken wurde dienBtation der Zellen mit 1800 Lastzyklen
(entspricht 30 min) bei einer Dehnung von 1 % (IDA8train) und einer Frequenz von 1 Hz

durchgefuhrt. Der Versuchsabbruch erfolgte sofadhnder Stimulation.

2.2.3 MTT-Test

Der MTT-Test ist ein kolorimetrisches Verfahren Adessung der Stoffwechselaktivitat
vitaler Zellen. MTT-Tetrazolium wird durch mitochdmale Succinatdehydrogenasen zu
blauem, wasserunldslichen MTT-Formazan reduziert.

Die Zellen wurden in einer Dichte von 2000 Zeliatll in eine 96WellPlatte ausgesat.

Nach Adhéasion der Zellen (2-3 h) wurde das Medilogesaugt und PTN oder MK in einer
Konzentration von 1 pg/ml im Kulturmedium mit 0,5B&S hinzugefiigt. Der Ansatz wurde
fur zwei bzw. funf Tage bei 37 °C, 5 % @Qund gesattigter Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Darauffolgend wurden 10 pl MTT-L6sung zu jedéffell hinzugeflgt und die Platten far

weitere 4 h inkubiert. AnschlieBend wurden die @alten fir 10 min bei 4000 rpm

zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgekidper Niederschlag wurde in 100 pl
DMSO geldst und die optische Dichte im ELISA-Redaer550 nm gemessen.
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2.2.4 Immunbhistologie

Histochemischer Nachweis von Alkalischer Phospleafddivitat

Die Farbungen wurden sowohl an Zellen in Silikorséeh als auch an Zellen in Sedhei+

Platten durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen einmmai PBS gespilt und dann nach
Anweisung des Herstellers mit Hilfe des AlkalineoBphatase Staining-Kit mittels einer
Zitrat-Aceton-Formaldehyd-Losung fixiert und un@ugabe eines Alkalifarbstoffgemisches

gefarbt. Eine Gegenfarbung erfolgte mit Hamatobikaing.

Von Kossa-Farbung

Bei der von Kossa-Farbung wird das Kalzium in Phaspn und Karbonaten gegen
Silberionen ausgetauscht und dadurch kalziumhaBtgekturen braunschwarz angefarbt. Mit
Hilfe dieser Methode konnte Mineralisierung in agfen differenzierten Zellen nachgewiesen
werden.

Die Farbung wurde mit Zellen in Silikonschalen umdt Zellen in Sech&AellPlatten
durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen zweimal mitSPBespult, fir 10 min mit 4 %
Paraformaldehyd fixiert, mit PBS gespult und furm# in Silbernitratidsung inkubiert. Nach
einem weiteren Spulschritt mit Aqua dest. erfolgtgne 10-minltige Inkubation in
Pyrogallusldsung mit anschlielendem Aqua dest.-W&asgitt. Zuletzt wurden die Zellen fir

5 min in Fixiernatriumlésung inkubiert und mit Lieitgswasser gesplilt.

2.2.5 Nachweis der Veranderungen der Genexpressianf mRNA-Ebene

Um Veranderungen in der Menge der mRNA nach meebhar Stimulation zu messen,
wurde die Gesamt-RNA einer Versuchsprobe aus ddlenZesoliert und mittels reverser
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Anhand did3sybe konntenReal-TimePCR-
Untersuchungen durchgefuhrt werden. Fir den Nachdesi Genexpression wurden fiur jedes
Gen spezifische OligonukleotidePrimer) auf Basis publizierter Sequenzen (PubMed
Datenbank) mit Hilfe eines speziellen Computerpaogns (Primer3 V.04.0, Whitehead
Institute for Biomedical Research, USA) entworfBmesePrimer wurden in deReal-Time
PCR eingesetzt, um die Intensitat der ExpressioreseiZielgens zu bestimmen. Die
Expression des Zielgens wurde anhand einer Eictigerguantifiziert und auf die ebenfalls

mittels einer Eichgeraden quantifizierte Expressidas Housekeepingsens GAPDH
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(Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) normiént. die Erstellung einer Eichgeraden
wurde eine 1 : 10 Verdinnungsreihe mit einer Stazkntration von 0,1 pg/pl mit der
Plasmid-DNA, die die zu amplifizierende Sequenzhestf, hergestellt. Die Plasmid-DNA
wurde durch Klonierung des gewiinschten PCR-Stickseinen pCR4-TOPO-Vektor,
anschlieBende Transformation in kompetente E.cakt&ien, Vermehrung und nach

Isolierung, Sequenzanalyse und Linearisierung &rhal

Gesamt-RNA-Isolation

Die Zellen wurden bei Versuchsabbruch einmal miSRigwaschen, sofort in RLT-Puffer
mit Mercaptoethanol aufgenommen und eingefroree. \leitere Aufarbeitung erfolgte Uber
Affinitatsbindung an Silica-Gel-Membranen mit Hildies RNeasy Mini-Kit mit Qia Shredder
nach den Anweisungen des Herstellers. Die Probelevanit Hilfe einer Shredder-Saule
lysiert und fur die Anbindung an die RNeasy-Affitg-Saule mit 70 % Ethanol versetzt.
Nach einem DNase-Verdau und mehreren Waschschrittede die Gesamt-RNA von der
Saule eluiert, die Quantitat und die Qualitat l&0/280 nm photometrisch bestimmt und die
RNA bei —80 °C gelagert.

cDNA-Synthese
Zur Untersuchung der Expression von Genen mitt€IR Rird die mRNA als Matrize fur die

Synthese einer komplementaren DNA (cDNA) benutatdeise gegeniber einem Abbau in
Losung stabiler ist als die mRNA. Fiur die Synthesel das Enzym Reverse Transkriptase
bendttigt, welches eine RNA-abhéngige DNA-PolymeaksBeitat besitzt. Oligo-dT-Primer
und Random-Hexamer-Primer dienen als Startpunkt dig&r cDNA-Synthese. Fur die
Synthese von cDNA aus 1 pg RNA in einem 20 pl-Ansatirde der Omniscript-Kit
verwendet. Zuerst wurde die RNA-Losung (1 pg RNARNase-freiem Aqua dest.) mit
Wasser auf ein Volumen von 12 pl aufgefillt und & min bei 65°C im PCR-Geréat
denaturiert. Zum Reaktionsansatz wurden 2 pl Reagpiuffer (10-fache Konzentration), 2 pl
dNTPs (5 mM), 1 ul RNase Inhibitor (10 U/ul; Signd&@ U/ml), 1 ul Oligo-dT-Primer (0,1
mM), 1 ul Random-Hexamer-Primer (1 mM) und 1 ul Gsonpt (4 U) pipettiert und
sorgfaltig gemischt. Die cDNA Synthese erfolgte RGR-Gerét erst 60 min bei 37 °C, dann
60 min bei 42 °C.
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Standard-PCR

Die Standard-Polymerase Kettenreaktion diente emniguantitativen Quantifizierung und fur
die Amplifikation von Sequenzen als Ausgangspurikt Klonierungsreaktionen. Fur die
Synthese wurde der HotStarTaq Master Mix-Kit naaigd@ben des Herstellers eingesetzt.
Dazu wurden cDNA (ca. 100 ng), Primer-Mix (0,5 pM)nd 10 pl PCR-Mix
zusammenpipettiert, mit Aqua dest. auf ein Gesalmtven von 20 pl aufgeftllt und in die
PCR-Maschine gestellt. Das PCR-Protokoll startateemer initialen Enzymaktivierung von
14 min bei 95 °C, darauf folgend 32 Zyklen mit Demgrung von 1 min bei 94 °C,
Annealing von 45 s bei 60 °C, Extension von 1 man T2 °C und eine finale Extension fur
20 min bei 72 °C.

Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, deit DNA-Molekile mit Hilfe eines
elektrischen Feldes nach ihrer Grof3e aufgetrenrdemekdnnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode e@let, um Produkte der Standard-PCR,
der Real-TimePCR und aufgereinigte Plasmid-DNA auf ihre Gréded WReinheit zu
Uberprufen. Fur die PCR-Produkte, deren Gréf3e neis&80 und 150 bp lag, wurde ein 3%-
iges Agarose-Gel hergestellt, die ca. 4000 bp gré&dasmid-DNA wurde in einem 1%-igen
Agarose-Gel untersucht. Dafir wurden 3 g bzw. 1gardse abgewogen und mit 100 mi
TAE-Puffer in der Mikrowelle fir 3 min aufgekocHis die Agarose gelést war. Nach einem
ersten Abkuhlen der Agarose-Lésung wurde Ethidiwuntd in einer Endkonzentration von
0,1 pg/ml zugegeben. Die Agarose wurde dann natseEen des gewlnschten Gel-Kamms
in den Gelschlitten gegossen. Nach vollstandigenef@a wurde der Gelschlitten mit dem
Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt und @ak mit TAE-Puffer bedeckt. Die
Proben wurden mit dem sechsfachen Gel-Lade-Pufénisght und nach vorsichtigem
Auftragen von 10 pl Probenvolumen in die GeltaschenElektrophoresebedingungen von
ca. 85-110 V fur 30—-60 min aufgetrennt. Die DNA Ban wurden unter UV-Licht mit einem
Geldokumentationsgerat analysiert. Fur die semiggaséine Quantifizierung wurde ein Bild
des Agarose-Gels abgespeichert und mit Hilfe del Bec 2000 Software (Gel-

Dokumentationssystem, BIO-RAD) ausgewertet.

Real-TimePCR
Das Prinzip deReal-TimePCR beruht auf der Quantifizierung des PCR-Praakikiber die
mit der Menge des PCR-Produktes proportionalen Homea des DNA-bindenden
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Fluoreszenzfarbstoffs (SYBR Green) wahrend der ebmen PCR-Zyklen. Die
Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der Standard-DNAlie zusammen mit den zu
untersuchenden Proben amplifiziert wurden. Um dimzéntration der DNA in den Proben
zu bestimmen, wurden diese stets auf das Houselge&en GAPDHnormiert.

Fur die Auswertung mittelReal-TimePCR wurde der Platinum SYBR Green Supermix-Kit
nach Angaben des Herstellers verwendet. Nach Misdee Losung wurden 23 pl des Mixes
pro Well vorgelegt und 2 pl der bis 1 : 4 verdinnten unbeten cDNA-Probe, Standard-
cDNA oder Aqua dest. erganzt, wobei alle ProberDoppelbestimmungen aufgetragen
wurden. Fiur dieReal-TimePCR im i-Cycler wurde folgendes Protokoll eingesdTabelle
2.8):

Tabelle 2.8 Protokoll fiir die Real-Time-PCR

Schritt Zyklenzahl Temperatur Dauer
1. Initiale Denaturierung 1 95 °C 8min 30 s
2. Denaturierung/ 38 95 °C 1 min
Annealing/Elongation 60 °C 1min
3. Erstellung der 76 60 °C 8s
Schmelzkurve 15°C Ende

4. Ende

2.2.6 Herstellung der Standard-DNA fur dieReal-Time-PCR

Mit Hilfe des TOPO TA Cloning-Kit wurde die cDNA deinzelnen Zielgene, die mit Hilfe
spezifischer Primerpaare durch PCR amplifiziert deyrin einen Plasmid-Vektor (pCR4-
TOPO) eingeflgt. Die isolierte Plasmid-Vektor-DNAr dann als Standard fur dieal-
TimePCR verwendet werden. Das Plasmid, in das dadfisgbe Amplifikationsprodukt
kloniert wurde, enthalt ein Ampicillin-ResistenzgerBakterien, die das Plasmid
aufgenommen hatten, wurden gegen Ampicillin reststed konnten auf ampicillinhaltigem
Nahrboden wachsen. Die Plasmid-DNA der positiveani€l wurde nach ihrer Vermehrung
und Isolation mittels Sequenzanalyse durch die &Ir®ATC Biotech in Konstanz
kontrolliert. AnschlielRend wurde das Plasmid dueah spezifisches Restriktionsenzym, das
das enthaltene Insert nicht schneidet, linearisiemtd als Standard in einem

Konzentrationsbereich von 0,0001-100.000 pg/ptféiReal-TimePCR eingesetzt.



MATERIAL UND METHODEN 28

Herstellung der Agar-Platten und des LB-Mediums

Fur die Herstellung des LB-Mediums wurden 10 g Bagpton, 5 g Hefeextrakt und 10 g

Natriumchlorid mit 1 | destilliertes Wasser (pH )/,8emischt und autoklaviert. Nach

Abkuhlen des Mediums wurde das Antibiotikum {g§/ml) zur selektiven Anreicherung der

Ampicillin-resistenten Bakterienklone zugegeben.r Flie Herstellung der Agarplatten

wurden zu dem gleichen Ansatz noch 15 g Bacto-Amayegeben und der warme, noch
flussige Agar wurde unter der Sterilbank in steritetrischalen gegossen, die bis zur
vollstandigen Gelierung und Trocknung leicht geéftfhlieben.

Klonierungsreaktion und Transformation der Bakierie

Fur jeden Ansatz wurde das entsprechende PCR-Rrodok Angaben des Herstellers in den
pCR4-TOPO-Vektor kloniert. Pro Ansatz wurd@illPCR-Produkt, Jul TOPO-Vektor (pCR
4-TOPO), 1 pl Salzlésung und 2l steriles HO zu einem Reaktionsansatz
zusammenpipettiert und vorsichtig gemischt. Angflend erfolgte eine Inkubation fir 5 min
bei Raumtemperatur. Fur die sich anschlieRendesioanation wurde der Reaktionsansatz
auf Eis gestellt oder tber Nacht bei —20 °C gelad2e Transformation des kompetenten
E.coli Bakterienstammes (Topl0 One Shot Chemicahfi@ent E.coli) erfolgte ebenfalls
nach dem Protokoll des Herstellers. Fur die Transédon wurde der kompetente E. coli
Bakterienstamm vorsichtig auf Eis aufgetaut. Nachugabe von 2 pl des
Transformationsansatzes zu dem Bakterienstamm wnsictatigem Mischen erfolgte die
Transformation der Zellen mittels Hitzeschock fi0-45 s bei 42 °C im Heizblock. Der
Ansatz wurde anschliel3end sofort auf Eis Uberfihd mit 250ul SOC-Medium fur 1 h bei
37 °C und 200 rpm geschittelt. 50 und 2@0der transformierten Bakterien wurden
anschlieBend auf vorgewarmten, ampicillinhaltigeB-Agar-Platten mit einem sterilen
Drigalskispatel ausplattiert. Die Ansatze wurden Brutschrank bei 37 °C Uber Nacht

inkubiert.

Bakterienkultur

Die erfolgreich transformierten Bakterien wurdenterevermehrt, indem von jeder LB-Platte
eine Kolonie gepickt und in ein Réhrchen mit 5 nB-Medium Gberfihrt wurde. Die
Kulturen wurden fir ca. 8 h bei 37 °C und 250 rpasahittelt. Um die Klonierung zu
Uberprifen, wurde mit den zugehoérigen Primerpaagere Standard-PCR  mit 1 pl
Bakteriensuspension durchgefihrt und das Reaktiodsgt auf einem Agarosegel

aufgetrennt. Positive Vorkulturen wurden in 100 bB-Medium in Erlenmeyerkolben
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Uberfuhrt und flr 12-16 h bei 37 °C und 250 rpmuinikert. Aus diesen Bakterien wurde am

nachsten Tag die Plasmid-DNA isoliert.

Isolation der Plasmid-DNA

Die Isolierung der Plasmide erfolgte mit Hilfe deasmid Midi-Kits nach Protokoll des

Herstellers mit Hilfe der Affinitats-Bindung tUbeime Saule. Die Bakterienkulturen wurden
abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert und diaktBrien mit dem Puffersystem des
Herstellers resuspendiert, lysiert und neutralkisias Lysat wurde filtriert und die Plasmid-
DNA an Affinitatssaulen gebunden. Nach einem Wadatitt wurde die DNA, eluiert und
mit Isopropanol préaziptiert. Das DNA-Pellet wurde Aqua dest. aufgenommen. Zur
Quantifizierung und Uberprufung der Reinheit wudie erhaltene DNA im Photometer bei
260 und 280 nm gemessen. Die isolierte Plasmid-Dde auf das enthaltene Insert durch
Sequenzierung (GATC, Konstanz) uberprift. Zusdtzlwurde die Funktionalitdt der
Standards fir diReal-TimePCR im iCycler Uberpruft.

Linearisierung des Plasmids
Fur die Verwendung der Plasmid-DNA als StandardraéihderReal-TimePCR musste die
Plasmid-DNA  mittels geeigneter Restriktionsenzymanedrisiert werden. Die

Restriktionsenzyme wurden so ausgewahlt, dass rdastinicht zerschnitten wird. Fur die
Restriktion wurden 1Qug Plasmid-DNA mit 1ul Restriktionsenzym (10 i), und 1 pl
zehnfacher Reaktionspuffer gemischt und miOHauf 10l Endvolumen aufgefillt. Der
Reaktionsansatz wurde 1 h bei 37 °C inkubiert uasl Enzym fir weitere 10 min bei 65 °C
hitzeinaktiviert. Von diesem Ansatz wurden Verdimgen in einem Konzentrationsbereich
von 100.000-0,0001 pg/ul erstellt, welche dann Stisndardreihe fir di®Real-TimePCR

dienten.

2.2.7 Transfektion

Die Transfektion beschreibt das Einschleusen frenialdA mittels physikalischer oder
biochemischer Verfahren in eukaryontische Zellen.dér vorliegenden Arbeit wurde ein
chemisches Verfahren, die Lipofektion angewendei. d&r Lipofektion werden Plasmide,
die das gewinschte Gen enthalten, mit Hilfe vono&gmen in eukaryontische Zellen
eingebracht. Mit dieser Methode ist es z.B. mogliElinktionsanalysen von bestimmten
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Genabschnitten mit Hilfe von Reportervektoren bezigsweise von Proteinen mit Hilfe von
Expressionsplasmiden durchzufiihren. In dieser Axberde der TopFlash-Vektor eingesetzt,
der Bindungsstellen fiur den Uber den WNT-Signattidaktionsweg aktivierten
Transkriptionsfaktor TCF besitzt. Durch die Bindumigs Transkriptionsfaktors an die
entsprechende Bindungsstselle der Promoterregion Raportervektor wird das
nachgeschaltete Reportergen aktiviert. Als Repgeterdiente das Enzym Luciferase, das
somit indirekt Uber die Enzymaktivitat die Aktivitdes TCF anzeigte. Zur Normierung der
gemessenen Aktivitdt und zur Bestimmung der Trdtisieseffizienz wurde der pSB-Gal-

Control-Vektor zusammen mit dem ReportervektoriemZEllen transfiziert.

Transfektion von MC3T3-E1-Zellen und priméren obtastaren Zellen

Fur die Transfektion wurden die Zellen in einer lid&von 22.000 Zellen/chausgesat. Fir
die Transfektion wurde das FUGENE 6 Transfectioage@z nach dem Protokoll des
Fabrikanten verwendet. Die TransfektionsansatzZeietgn 94 pl Serum-freies Medium, 6 pl
FUGENE-Reagenz und jeweils 2 pg DNA der entspredtenvektoren. Der TopFlash-
Vektor wurde mit dem pS\8-Gal-Control-Vektor kotransfiziert. Die Transfektierfolgte,
indem die Transfektionsansatze tropfenweise deleiZeligegeben wurden. Die mechanische
Stimulation der Zellen wurde am zweiten Tag nach deansfektion, 24 h nach der
Serumreduktion auf 2 % durchgefuhrt. Sofort nacim@ationsende wurden die Zellen
einmal mit PBS gewaschen, in 400 ul Reporter-LiAiffer aufgenommen, auf Trockeneis

Uberfuhrt und nach dem Auftauen fir 2 min bei 18.2@ und 4 °C zentrifugiert.

Bestimmung der Luciferaseaktivitat

Die Proben wurden mit dem Luciferase Assay SystetmBEch Anleitung des Herstellers
aufgearbeitet und die Luciferaseaktivitat im Lunmmeder gemessen. Dazu wurden die Zellen
lysiert, Zellbestandteile abzentrifugiert und debetstand in 96A/ell-Platten pipettiert. Im
Luminometer wurde das Luciferase-Assay-Reagenz natisch hinzugefigt und die
Aktivitat der Luciferase Uber die Intensitat der nhineszenz gemessen. Die

Luciferaseaktivitat wurde auf dgGalaktosidase-Aktivitdt normalisiert.

Bestimmung def-Galaktosidase-Aktivitat

Zur Bestimmung def-Galaktosidase-Aktivitat wurde df¥-Galactosidase Enzyme Assay
System-Kit nach Protokoll des Herstellers verwendet die Enzymaktivitat kolorimetrisch

mit Hilfe einer Standardreihe im Spektrophotomdtestimmt. Dazu wurden 50 pl Zelllysat
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in eine 96Well-Platte pipettiert, 50 ul 2x Assay Puffer hinzuggfiind die Proben fir 30 min
bei 37 °C inkubiert. Nach Abstoppen der ReaktioncdwZugabe von 150 pl 1M Natrium-
Carbonat-L6sung wurde die Absorption bei 420 nnEinfSA-Reader gemessen.

Bestimmung der Transfektionseffizienz

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz wurde d&rGal Staining-Kit nach
Herstellerangaben benutzt. Dazu wurden die ZelléenPBS gewaschen, fixiert und mit X-
Gal-Lésung inkubiert. Die Detektion der blauen gelerfolgte unter dem Lichtmikroskop. In
zufallig ausgewahlten Feldern wurden die blauen diedungeféarbten Zellen ausgezahlt und

der Prozentsatz gefarbter Zellen von der Gesamét#lberechnet.

2.2.8 Statistik

Fur die statistische Uberpriifung des mechanischienuiitionseffekts und des Effekts der
Differenzierung der Zellen durch Kultivierung mitifferenzierungsmedium wurde der
Wilcoxon-Rangsummen-Test verwendet, ein nicht-patesthes Verfahren, das fur nicht
normalverteilte, ungepaarte Variablen und Kleineichfproben geeignet ist. Ein
nichtparametrisches Verfahren ist bei kleinen $tiohen, wie es in diesen Experimenten der
Fall war geeigneter. Wird ein parametrisches Vegah verwendet, obwohl keine
Normalverteilung vorhanden ist, sind die erhalteResultate nicht mehr zuverlassig.
Unabhéngige Experimente wurden viermal in doppebeer dreifachen Kulturansétzen
durchgefuhrt. Die mittelfReal-TimeRT-PCR ermittelte Expression der ausgewahlten Gene
wurde immer zuerst auf die Expression ttemisekeepingsens GAPDH normiert. Um die
Verdanderung der Genexpression zwischen stimuliedasatzen und Kontrollansatzen
verschiedener Zeitpunkte zu berechnen, wurde deoti€u der Genexpression der
stimulierten Proben und der zugehorigen Kontrodibilglet.

Die Nullhypothese nahm den Wert eins an, falls kéiterschied in der Genexpression von
stimulierten Ansatzen und Kontrollansatzen war. Bigothese wurde mit dem Wilcoxon-
Rangsummen-Test beurteilt. Das Signifikanzniveamdeauf 5 % festgelegt, d.h. bei einem
p-Wert von < 0,05 wurde die Nullhypothese abgelelint den Diagrammen wurden
signifikante Ergebnisse jeweils mit einem Sterncti@¢markiert. In dieser Arbeit wurden im
Boxplot-Diagramm das Maximum, der Bereich vom 78&rz@éntil zum 25. Perzentil, der

Median und das Minimum dargestellt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Differenzierung osteoblastarer Zellen

3.1.1 Histologischer Nachweis der AP-Aktivitdt undder Mineralisierung in Kulturen

von MC3T3-E1-Zellen und priméren osteoblastaren Zéén aus Mauskalvarien

Die AP-Aktivitat von in Silikonschalen kultiviertetMC3T3-E1-Zellen wurde Uber den
Kultivierungsverlauf hinweg histochemisch nachgeeie (Abbildung 3.1, A-E). Als
Vergleich dienten die Kulturen am Tag 5. Ab dem Tdg der Differenzierung konnte eine
schwache AP-Aktivitat detektiert werden, derenmgtgit sich am Tag 21 und 28 verstarkte.
Des Weiteren wurde die Mineralisierung der Ostesiblakulturen mit Hilfe der von Kossa-
Farbung nachgewiesen (Abbildung 3.1, F-J). Als Kallg dienten die Kulturen am Tag 5 des
Kultivierungsverlaufs. Differenzierende MC3T3-E1lHKalturen waren in der Lage eine
mineralisierte Matrix zu bilden. 14 Tage nach Indluk der Differenzierung konnte Mineral
nachgewiesen werden. Die Menge stieg im weiterettiiierungsverlauf stetig an, war
jedoch inhomogen uber den Zellrasen verteilt.

Die AP-Aktivitat der Kulturen primarer osteoblag&iZellen aus Mauskalvarien wurde am
Tag 14 Uberpruft und der histochmische Nachweisatéven AP war hier deutlich starker
als in den MC3T3-E1-Zellkulturen am Tag 14 (Abbid.3.2 C).

In den primaren osteoblastaren Zellenkulturen kemitereits am Tag 7 kleine mineralisierte
Bereiche nachgewiesen werden. Am Tag 28 konnte sirkere Mineralisierung als in den
MC3T3-E1-Zellkulturen am Tag 28 detektiert werdéblfildung 3.2 A und B). Deutlich
erkennbar war die inhomogene Differenzierung derllkidéuren innerhalb einer

Silikonschale.
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Abbildung 3.1

Histochemische Farbungen an Kulturen von MC3T3-E1-2llen. Linke Spalte: AP-Nachweis (A-E). Rechte
Spalte: Nachweis der Mineralisierung mit der vonsaFéarbung (F-J). Zellen wurden fuir 5 Tage im
Expansionsmedium (A/F) und anschlieBend fir 2 (Tad/G), 9 (Tag 14, C/H), 16 (Tag 21, D/l) und 23
(Tag28, E/J) Tage im Differenzierungsmedium kuétivi Die Pfeile in Abbildung C weisen auf eine posi

AP-Farbung hin. Die Bilder wurden mit einer 200Han VergréRerung aufgenommen.
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Abbildung 3.2

Histochemische Farbungen an Kulturen von osteobladten Zellen aus Mauskalvarien.Bilder A und B:

Nachweis der Mineralisierung mit der von Kossa-kéd Bild C: Histochemischer AP-Nachweis. Zellen
wurden fur 5 Tage im Expansionsmedium und ansobtidir 2 (Tag 7, A), 9 (Tag 14, C) und 23 (Tag B8,
Tage im Differenzierungsmedium kultiviert. Die Baid wurden mit einer 40-fachen Vergrof3erung
aufgenommen.

3.1.2 Veranderung der Expression osteogener Markeeme im Kultivierungsverlauf von
MC3T3-E1-Zellen

Die osteogene Differenzierung in MC3T3-E1-Zellkuén wurde auch tber die Verdnderung
der relativen Expression der osteoblastaren Mafiéerund RUNX-2 mittels quantitativer
Real-Time-PCRharakterisiert (Abbildung 3.3).

Die Expression von AP war am 5. und am 7. Tag ddtiHerungsperiode so gering, dass sie
mittels Real-Time-PCHhnicht bestimmt werden konnte, stieg aber signifikan 14., 21. und
28. Tag der Kultivierung an. RUNX-2 war am Tag % d@ultivierungsverlaufs signifikant
erhoht und erreichte am 14. Tag ein Maximum miteeivVerdoppelung der mRNA-
Expression im Vergleich zu den undifferenziertefetien am Tag 5.
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Abbildung 3.3

Quantitative Expressionsanalyse mittelsReal-Time-PCR. In Boxplots dargestellt ist die Expression der
Gene, die an der Osteoblastendifferenzierung giteiind (n=4). MC3T3-E1-Zellen wurden fur 5 Tage i
Expansionsmedium und anschliel3end fur 2 (7), 9, @&)21) und 23 (28) Tage im Differenzierungsmediu
kultiviert. Zur Normalisierung wurde die Expressioon GAPDH herangezogen.* :0,05.

A) Da AP am Tag 5 (= undifferenzierte Kontrolle)cmi nachweisbar war, sind hier die Absolutwerte
dargestellt. AP, alkalische Phosphatase.

B) Dargestellt ist der Quotient der Genexpressiendifferenzierten Probe und der undifferenziekentrolle

am Tag 5 (Kontrolllinie = 1). RUNX-ZRunt-related transcription factdt

Die Gene OC, BSP und H4 waren f&eal-Time-PCRAnalysen in den MC3T3-E1l-
Zellkulturen unter den gegebenen Versuchsbedingungieht ausreichend exprimiert.
KOLL-1, OP und c-FOS wiesen im Kultivierungsverlairf ihrer Expression keine

signifikanten Veranderungen auf.

3.1.3 Veranderung der Expression von PTN, MK und Geen des WNTB-CAT-

Signaltransduktionsweges im Kultivierungsverlauf v MC3T3-E1-Zellen

Die relative Expression von PTN, MK und Genen des NT/B-CAT-
Signaltransduktionsweges in  MC3T3-E1-Zellkulturen urde im Zeitverlauf der
Differenzierung mittels quantitativéteal-Time-PCRanalysiert (Abbildung 3.4).

Die Expression von PTN und MK war am Tag 7 im Veighh zu den nicht-differenzierten
Kontrollen leicht erh6ht und ereichte am Tag 14eeasignifikante maximale Expression. Ein
ahnliches  Expressionsmuster wiesen die beiden Gedes WNTB-CAT-
Signaltransduktionsweges LRP6 uBdCAT im Kultivierungsverlauf auf. Die maximale
Expression war ebenfalls am Tag 14 mit einer zwbga Erhdhung gegeniber den nicht-

differenzierten Zellkulturen erreicht.
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Abbildung 3.4

Quantitative Expressionsanalyse mittelsReal-Time-PCR. In Boxplots dargestellt istie Expression der
Gene PTN, MK und die Gene des WIRBTCAT-Signaltransduktionsweges (n=4). MC3T3-E1-Zeligurden
fur 5 Tage im Expansionsmedium (Kontrolllinie =dnd anschlieBend fur 2 (7), 9 (14), 16 (21) und28
Tage im Differenzierungsmedium kultiviert. Zur Naahisierung wurde die Expression von GAPDH
herangezogen und anschlieBend der Quotient der x@ession der differenzierten Probe und der
undifferenzierten Kontrolle am Tag 5 gebildet.f< 0,05.

bCAT, beta-Catenin; LEF-lenhancer-binding factor ;1LRP6, Low density lipoprotein receptor-related
protein 6;MK, Midkine; PTN, Pleiotrophin.

Die Expression des Transkriptionsfaktors LEF-1 edrigte sich im Kultivierungsverlauf
stetig und war am Tag 21 und 28 signifikant um ld#éfte reduziert. Unter den gegebenen
Versuchsbedingungen veranderte sich die ExpressianSYN-3 nicht signifikant und das
Gen PTPR1 war fir Real-Time-PCRAnalysen in den MC3T3-E1-Zellkulturen nicht

ausreichend exprimiert.
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3.1.4 Veranderung der Expression osteogener Markeeme im Kultivierungsverlauf von

primaren osteoblastaren Zellen aus Mauskalvarien

Die osteogene Differenzierung der primaren ostestéitan Zellen aus Mauskalvarien wurde
Uber die Veranderungen der relativen Expressiorogigoblastaren Markergene AP, RUNX-
2 und BSP und des Proliferationsmarkergens H4 Isittpiantitativer Real-Time-PCR
charakterisiert (Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5

Quantitative Expressionsanalyse mittelfeal-Time-PCR. In Boxplots dargestellt ist die Expression @Gane,

die an der Osteoblastendifferenzierung beteiligt $n=4, bei BSP logarithmische Achse). Primarealsastare
Zellen aus Mauskalvarien wurden fir 5 Tage im Eggamsmedium (Kontrolllinie = 1) und anschliel3end 2i
(7), 9 (14), 16 (21) und 23 (28) Tage im Differesrmingsmedium kultiviert. Zur Normalisierung wurdie d
Expression von GAPDH herangezogen und anschlie@enduotient der Genexpression der differenzierten
Probe und der undifferenzierten Kontrolle am Tagebildet. * : p< 0,05. AP, alkalische Phosphatase; BSP,
Bone Sialoprotein; H4, Histon 4; RUNX-Runt-related transcription factdt

Die Expression der Markergene AP und BSP wurde dberKultivierungsverlauf ab Tag 14

signifikant erhoht, die Expression von BSP am T&gsagar um das ca. 1000-fache. Die
RUNX-2-Expression stieg tendenziell an. Die Expi@ssles Proliferationsmarkers H4 war
zu Beginn der Differenzierung noch signifikant drhéan den Kultivierungstagen 21 und 28

jedoch wieder auf die Expression der undifferetereiProben erniedrigt. Die Expression der
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Gene KOLL-1, OP und c-FOS wies im Kultivierungseefl unter den gegebenen
Versuchsbedingungen keine signifikanten Verandesnragif. Das Gen OC war fir Analysen
mit Real-Time-PCRn den Kulturen primérer osteoblastarer Zellen lasiskalvarien unter

den gegebenen Bedingungen nicht ausreichend exgotimi

3.1.5 Veranderung der Expression von PTN, MK, PTPRL und Genen des WNTB-
CAT-Signaltransduktionsweges im Kaultivierungsverlad von primaren osteoblastaren

Zellen aus Mauskalvarien
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Abbildung 3.6

Quantitative Expressionsanalyse mittelsReal-Time-PCR. In Boxplots dargestellt ist die Expressialer
Gene PTN, MK, PTPRL und LEF-1 (n=4). Priméare osteoblastare ZellenMasskalvarien wurden fiir 5 Tage
im Expansionsmedium (Kontrolllinie = 1) und anseBlend fur 2 (7), 9 (14), 16 (21) und 23 (28) Tage i
Differenzierungsmedium kultiviert. Zur Normalisiemy wurde die Expression von GAPDH herangezogen und
anschlieRend der Quotient der Genexpression dieraliizierten Probe und der undifferenzierten Kdlgtram

Tag 5 gebildet. * : x 0,05. LEF-1,enhancer-binding factor;IMK, Midkine; PTN, Pleiotrophin; PTPH,,
Proteintyrosinphosphatase Rezeptor-T$p

Der Einfluss der Differenzierung auf die relative&pEession von PTN, MK, PTRR und
Genen des WNTPRLCAT-Signaltransduktionsweges in primaren ostedétas Zellkulturen

aus Mauskalvarien wurde mittels quantitati®eal-Time-PCRuntersucht (Abbildung 3.6).
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Die Expression von PTN wurde nach Induktion defddé@nzierung ab Tag 14 signifikant um
mindestens 5-fach, von MK ab Tag 21 um ca. 2-fadiold. Ein weiteres Gen, dessen
Expression im Kultivierungsverlauf signifikant ura.cl0-fach induziert wurde, war PTER
LEF-1 wurde am Tag 14 der Differenzierung signifikaschwécher exprimiert. Die
Genexpression von LRP6, SYN3 ufeCAT wurde wéahrend der Differenzierung unter den

gegebenen Versuchsbedingungen nicht signifikaiirer Expression beeinflusst.

3.1.6 Zusammenfassung

Histochemisch konnte mittels AP- und von Kossa-Béagodie Differenzierung von MC3T3-
E1-Zellkulturen und Kulturen primarer osteoblastéfellen aus Mauskalvarien auf Silikon
gezeigt werden. In MC3T3-E1-Zellkulturen konnte Kultivierungsverlauf eine Erh6hung
der Expression der Gene AP und RUNX-2 und in dem&eellkulturen der Gene AP,
RUNX-2 und BSP nachgewiesen werden. Des Weiteremdevuin den MC3T3-E1-

Zellkulturen die Expression der Gene PTN, MK, LRR&I 3-CAT bis Tag 14, sowie in den
Primérzellkulturen die Expression der Gene PTN, Wil PTPR1 im Kultivierungsverlauf

bis Tag 28 induziert. Die Expression des Transkniysfaktors LEF-1 erniedrigte sich in den
MC3T3-E1-Zellkulturen tGber den Kultivierungsverlanihweg und in den Primarzellkulturen

am Tag 14 signifikant.

3.2 Einfluss uniaxialer Dehnung auf osteoblastéareellen

3.2.1 Beeinflussung der Genexpression in MC3T3-Elellen zu unterschiedlichen

Zeitpunkten der Kultivierung

Die Effekte mechanischer Stimulation auf die Expi@s von PTN, MK und Genen des
WNT/B-CAT-Signaltransduktionsweges wurden im Zeitverldef Kultivierung der MC3T3-

E1-Zellen im Differenzierungsmedium analysiert. Macosensitive Gene sind in Abbildung
3.7 dargestellt. Die Expression von RUNX-2, SYN33CAT und LEF-1 veranderte sich nach
mechanischer Stimulation unter den gegebenen Mesbedingungen nicht signifikant.
Wahrend die Expression von PTN in undifferenziemerZellen nach mechanischer

Stimulation ca. 1,3-fach leicht aber signifikanh@&nt wurde, zeigte MK eine signifikante 1,5-
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fache Erhohung der mRNA-Expression am Tag 21 unai@8Differenzierung. Auch die
Expression von LRP6 war am Tag 21 schwach verstBikt Expression von c-FOS war zu
jedem Zeitpunkt erhdht und ereichte am Tag 21 ilMaxrimalwert.
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Abbildung 3.7

Quantitative Expressionsanalyse mittelsReal-Time-PCR. In Boxplots dargestellt ist die Expression der
Gene PTN, MK, cFOS und LRP6 (n=4). MC3T3-E1-Zelaurden fir 5 Tage im Expansionsmedium (5) und
anschlieBend fur 2 (7), 9 (14), 16 (21) und 23 (ZB)ge im Differenzierungsmedium kultiviert. Die
mechanische Stimulation erfolgte einmalig (1%, 1 B2 min) am entsprechenden Differenzierungstag. Zu
Normalisierung wurde die Expression von GAPDH hgemogen und anschlielend der Quotient der
Genexpression der mechanisch stimulierten Probe derdunstimulierten Kontrolle (Kontrolllinie = 1)
gebildet. * : p< 0,05. c-FOSFBJ Osteosarcoma OncogeneRP6,Low density lipoprotein receptor-related
protein 6;MK, Midkine; PTN, Pleiotrophin.

3.2.2 Beeinflussung der Genexpression in priméaren steoblastaren Zellen aus

Mauskalvarien zu unterschiedlichen Zeitpunkten derKultivierung

Mechanische Stimulation mittels uniaxialer Dehnumgranderte in Kulturen priméarer
osteoblastarer Zellen aus Mauskalvarien die Expmeszahlreicher Gene (Abbildung 3.8).
Auch die osteogenen Markergene RUNX-2 und BSP waeemflussbar.
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Die RUNX-2-Expression wurde am Kultivierungstag ach mechanischer Stimulation
signifikant leicht erniedrigt, wogegen BSP im fatiseitenden Kultivierungsverlauf am Tag
21 und 28 signifikant um das ca. 2- bis 5-fach&lethvurde. Die Expression von PTN, MK,
PTPR1 und LEF-1 wurde am Tag 5 nach uniaxialer Dehmaiggifikant reduziert. Am Tag

7 wurde die Expression von LEF-1 signifikant ermigid

Im Gegensatz dazu wurde PTN unter mechanischenugsnfu diesem Zeitpunkt um das ca.
1,5-fache erhoht. Die Expression von c-FOS wurde Hultivierungsverlauf nach
mechanischer Stimulation zu jedem Zeitpunkt sigaift erhoht. Die ebenfalls untersuchten
Gene SYN3, LRP6B-CAT und H4 wiesen in den primaren osteoblastareltkdlturen aus
Mauskalvarien unter diesen Versuchsbedingungerel®gnifikanten Veranderungen in ihrer

Expression auf.

3.2.3 Zusammenfassung

Die Expression der untersuchten Gene in MC3T3-HledZeaind in primaren osteoblastéren
Zellen aus Mauskalvarien konnte zu unterschiediicZeitpunkten der Differenzierung
mittels mechanischer Belastung beeinflusst wertterden MC3T3-E1-Zellkulturen konnte
eine leichte Expressionserhéhung von PTN am Tagvwiesvon MK und LRP6 in den

differenzierteren Zellen festgestellt werden. DigEession von c-FOS war in den MC3T3-
El-Zellkulturen am Tag 5, 7, 21 und 28 der Kultivieg deutlich erhdht. In den

Primarzellkulturen konnte eine leichte Erniedriguley Expression der Gene RUNX-2, PTN,
MK, PTPR.1 und LEF-1 am Tag 5 sowie eine deutliche Erhéhuog c-FOS zu jedem

Zeitpunkt und von BSP am Tag 21 und 28 der Kultivig nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.8

Quantitative Expressionsanalyse mittel$keal-Time-PCR. In Boxplotsdargestellt ist die Expression déene

RUNX-2, BSP, PTN, MK, PTPRL, LEF-1 und cFOS (n=4). Primére osteoblastareerAelus Mauskalvarien
wurden fur 5 Tage im Expansionsmedium (5) und dieddénd fur 2 (7), 9 (14), 16 (21) und 23 (28) Tage
Differenzierungsmedium kultiviert. Die mechaniscBgmulation erfolgte einmalig (1%, 1 Hz, 30 min) am
entsprechenden Differenzierungstag. Zur Normalisigrwurde die Expression von GAPDH herangezogen und
anschlieend der Quotient der Genexpression dehanech stimulierten Probe und der unstimulierten

Kontrolle (Kontrolllinie = 1) gebildet. * : p< 0,05. BSP, Bone Sialoprotein; c-FOBBJ Osteosarcoma
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OncogeneMK, Midkine; PTN, Pleiotrophin, PTPR, Proteintyrosinphosphatase Rezeptor-{¥p RUNX-2,

Runt-related transcription fact@.

3.4 Untersuchungen an PTPR1-Knockout-Zellen

3.4.1 Verédnderung der Genexpression osteogener Magk im Kultivierungsverlauf von
PTPR{1-Knockout-Zellen

Die Expression osteogener Markergene wurde in EIREockoutund -Wildtypzellkulturen
nach Kultivierung im Standardmedium (bis Tag 5) umdDifferenzierungsmedium (Tag 14
und 21) mittels quantitativeReal-Time-PCRbestimmt (Abbildung 3.9). Die Expression der
untersuchten Gene AP, BSP, RUNX-2 und H4 in derdiyplzellkulturen im Vergleich zu
der Expression in den PTPRKnockoutZellkulturen unterschied sich in den
undifferenzierteren Zellen nicht signifikant vonander. In beiden Zellkulturen wurde die
Expression der osteogenen Marker AP und BSP imiKedtingsverlauf signifikant erhont,
wobei dieKnockoutZellkulturen beide osteogene Marker am Tag 21 e¢anikll schwacher

exprimierten.
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Abbildung 3.9

Quantitative Expressionsanalyse mittelReal-Time-PCR. Dargestellt ist die Expression desteoblastéaren
Marker AP und BSP. Gezeigt sind Mittelwert und Sndabweichung im Liniendiagramm (n=4). Murine
primére osteoblastdre Zellen wurden fir 5 Tage ixpaBsionsmedium (Wildtyp-Kontrolllinie = 1) und
anschlieBend fur 9 (14) und 16 (21) Tage im Diffieierungsmedium kultiviert. Zur Normalisierung wardie
Expression von GAPDH herangezogen und anschlieBendQuotient der Genexpression der differenzierten
Probe und der Kontrolle gebildet. Die ExpressionKieockoutZellen (KO) ist in Relation zur Expression der
Wildtypzellen (WT) am Tag 5 dargestellt. * <0,05. AP, alkalische Phosphatase; BSP, Bone Stkip.
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Die Expression des Transkriptionsfaktors RUNX-2 udds Proliferationsmarkers H4
veranderte sich in beiden Zellkulturen Uber dentikigrungsverlauf nicht signifikant. Beide
Gene wurden in den zwei Zellkulturen nicht untersdich exprimiert.

3.4.2 Veranderung der Genexpression von PTN, MK, LE-1 und c-FOS im

Kultivierungsverlauf von PTPR{1-Knockout-Zellen
Der Vergleich zwischen PTRR-Knockoutund -Wildtypzellkulturen mittels quantitativer
Real-Time-PCRzeigte in der Expression der Gene PTN, MK, LEF{id wc-FOS im

Kultivierungsverlauf weitere Unterschiede (Abbildu.10).
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Abbildung 3.10

Quantitative Expressionsanalyse mittelsReal-Time-PCR. Dargestellt ist die Expression vdATN, MK,
LEF-1 und cFOS. Gezeigt sind Mittelwert und StandardabweichimgLiniendiagramm (n=4). Murir
primare osteoblastare Zellen wurden fiir 5 Tage paisionsmedium (Wildtypcontrolllinie = 1) unc
anschlieBend fur 9 (14) und 16 (21) Tage inffddénzierungsmedium kultiviert. Zur Normalisierumgirde
die Expression von GAPDH herangezogen und ansemilRder Quotient der Genexpression
differenzierten Probe und der Kontrolle gebildeie BExpression deiknockoutZellen (KO) ist in Relation zu
Expression der Wildtypzellen (WT) am Tag 5 dargéste: p < 0,05. c-FOSFBJ Osteosarcoma Oncogen
LEF-1, enhancer-binding factor; MK, Midkine; PTN, Pleiotrophin
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Die PTN-Expression stieg im Differenzierungsverlgweils signifikant an und war in den
PTPR1-KnockoutZellkulturen zu jedem Zeitpunkt tendenziell starkenéht. Am Tag 5 war
die Expression von MK in den PTPRKnockoutZellkulturen zwar signifikant geringer,
stieg jedoch wahrend der Differenzierung signifikara. 2-fach starker an als in den
Wildtypzellkulturen.

Die relative Expression in den PTERKnockoutZellkulturen von LEF-1 wies am Tag 5
keine Abweichung zu den Wildtypzellen auf. Nacheogener Differenzierung konnte am
Tag 14 und am Tag 21 eine signifikant geringerer&ssion von LEF-1 in deKnockout
Zellkulturen festgestellt werden. In beiden Zeltkuén verénderte sich die Expression von c-
FOS uber den Kultivierungsverlauf hinweg nicht #igant. Jedoch exprimierten die
PTPR1-KnockoutZellkulturen am Tag 5 tendenziell und am Tag l4idiigant ca. 1,5-fach
mehr c-FOS als die Wildtypzellkulturen.

3.4.3 Einfluss uniaxialer Dehnung auf die Expressio von c-FOS, PTN und MK in
PTPR{1-Knockout-Zellen

PTPR1-Knockoutund -Wildtypzellkulturen wurden ebenfalls hinsidtt einer verédnderten
Expression der Gene ¢-FOS, PTN und MK nach mectiamiBelastung mittels quantitativer
Real-Time-PCRanalysiert (Abbildung 3.11). Die Expression desnskaiptionsfaktors c-FOS
wurde nach mechanischer Belastung in beiden Z#lifen signifikant erhéht. Zudem war die
Expression in den Wildtypzellkulturen nach mecheimés Belastung signifikant héher als in
den PTPR1-KnockoutZellkulturen.

Die Effekte mechanischer Stimulation auf die Expi@s der Gene PTN und MK
unterschieden sich nicht signifikant voneinande@hvénd in den Wildtypzellkulturen die
Expression beider Gene tendenziell erniedrigt wuedkdhte sich die Expression von PTN
und MK tendenziell in detKnockoutZellkulturen. Die ebenfalls untersuchten Gene LEF-
und RUNX-2 wiesen in den KnockoutZellkulturen unter den gegebenen

Versuchsbedingungen keine signifikanten Verandezorayf.
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Vergleich Mechanaosensitivitit WT-KO

RELATIVE GENEXPRESSION

wWT KC wWT KC WT KC
c-FOS PTN MK

Abbildung 3.11
Quantitative Expressionsanalyse mittelfkeal-Time-PCR. In Boxplots dargestellt ist die Expression @G&ne

PTN, MK und c-FOS (n=4) in Wildtyp- (WT) urnikinockout-(KO) Zellen. Murine priméare osteoblastare Zellen
wurden fur 5 Tage im Expansionsmedium kultivierie inechanische Stimulation erfolgte einmalig (1921

30 min). Zur Normalisierung wurde die Expressiom V®@APDH herangezogen und anschlielend der Quotient
der Genexpression der mechanisch stimulierten Puodeder unstimulierten Kontrolle gebildet (Kontiiole

=1). *: p< 0,05. c-FOSFBJ Osteosarcoma OncogemdK, Midkine; PTN, Pleiotrophin

3.4.4 Einfluss uniaxialer Dehnung auf TopFlash-trasfizierte PTPR{1-Knockout-Zellen

Der TopFlash-Vektor enthalt eine Bindungsstelle fiden UGber den WNPBLCAT-
Signaltransduktionsweg aktivierten Transkriptioktda TCF. Durch Bindung des
Transkriptionsfaktors an die entsprechende Bindstee in der Promotorregion im
Reportervektor wird das nachgeschaltete Reporter@emciferase) aktiviert. Untersucht
wurde also die Aktivierung des WN3I-CAT-Signaltransduktionsweges.

Ein Vergleich von TopFlash-transfizierten PT{RKnockout und Wildtypzellkulturen nach
mechanischer Stimulation wies einen weiteren skpmten Unterschied zwischen diesen
beiden Zellkulturen auf (Abbildung 3.12).

Wahrend die Wildtypzellkulturen nach uniaxialer bahg keine signifikante Veranderung in
der Luciferaseaktivitat zeigten, wurde die TCF-vitigite Transkription des Luciferasegens

in den PTPR1-KnockoutZellkulturen um das ca. 3-fache erhoht.
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Vergleich Mechanosensitivitit WT-KQ

RELATIVE
TRANSKRIFTIONSINDUKTION
w

WT KO

Abbildung 3.12

Quantitative Analyse der TCF-vermittelten Luciferasetranskription. TopFlash-transfizierte PTHR-

Wildtyp- (WT) und Knockout-(KO) Zellen wurden am Tag 5 der Kultivierung nach mestineér Stimulation
(1%, 1 Hz, 30 min) verglichen. Darstellung in Baqgsl (n=4). Die Luciferaseaktivitdt wurde auf die

Galaktosidase-Aktivitat normalisiert und anschlie®®eler Quotient der mechanisch stimulierten Pratueder

unstimulierten Kontrolle gebildet (Kontrolllinie H). * : p< 0,05.

3.4.5 Zusammenfassung

PTPR1-KnockoutZellen wurden mit Wildtypzellen hinsichtlich derxj@ression von
Markergenen der osteogenen Differenzierung, PTN M&FOS und LEF-1 im
Kultivierungsverlauf verglichen. Di&nockoutZellen exprimierten tendenziell weniger AP
und BSP und signifikant weniger LEF-1 als die Wjfgtellen und mehr PTN, MK und c-
FOS. Beide Zelltypen unterschieden sich auch Hutigth der Expression von c-FOS nach
mechanischer Belastung. In den PTRRnockoutZellen wurde die Expression von c-FOS
nach mechanischer Stimulation nicht so stark erhdldpFlash-transfizierte PTRR-
KnockoutZellen zeigten zudem eine verstarkte Aktivierunger dTCF-vermittelten

Transkription nach uniaxialer Dehnung.
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3.5 Einfluss von MK und PTN auf priméare osteoblastée Zellen aus Mauskalvarien und
MC3T3-E1-Zellen

3.5.1 MTT-Test

Fur einen Hinweis der Wirkung der Proteine PTN t€ auf die Proliferation osteoblastéarer
Zellkulturen wurde ein MTT-Test nach Zugabe dert&liree zu MC3T3-E1-Zellkulturen

beziehungsweise primaren osteoblastaren Zellkuitusels Mauskalvarien durchgefiihrt
(Abbildung 3.13).

PTN fuhrte in MC3T3-E1-Zellkulturen zu einer tendmtlen Erhdhung der Zellproliferation

und in murinen priméren osteoblastaren Zellkulturenkeiner Veranderung. In letzteren
fuhrte die Zugabe von MK zum Kulturmedium zu eirggnifikanten Erniedrigung der

Zellproliferation, in MC3T3-E1-Zellkulturen war jedh kein Effekt erkennbar.

MTT-TEST

RELATIVE ZELLPROLIFERATION

MC3T3-E1 + PTN PO + MK

Abbildung 3.13

Kolorimetrische quantitative Analyse der Stoffwechslaktivitat von osteoblastaren Zellen Dargestellt ist

die relative Proliferation der MC3T3-E1l-Zellkultureund der primaren osteoblastaren Zellkulturen aus
Mauskalvarien (PO) in Boxplots (n=4). Die Zellennden fur 5 Tage im Expansionsmedium mit 1 pg/ml PTN
beziehungsweise MK kultiviert. Es wurde der Qudtieler MK- oder PTN-behandelten Probe und der
unbehandelten Kontrolle gebildet (Kontrolllinie ¥ 1: p < 0,05. MK, Midkine; PTN, Pleiotrophin.

3.5.2 Veranderung der Genexpression von c-FOS, HBTN, PTPR(1, LEF-1 und AP in

priméren osteoblastaren Zellen aus Mauskalvarien neh Zugabe von MK

Um die Effekte von MK auf die Genexpression primnaosteoblastarer Zellkulturen aus

Mauskalvarien zu analysieren, wurde MK dem Kultudinen zugefugt.
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Vergleich relative Genexpression

35

RELATIVE GENEXPRESSION

o

cFOS H4

Abbildung 3.14

Quantitative Expressionsanalyse mittels Real-Time-PCR. In Boxplots dargestellt ist die relative
Expression deiGene c-FOS und H4 (n=4). Primare osteoblastare@elus Mauskalvarien wurden fur 5
Tage im Expansionsmedium kultiviert. Die Zugabe vbd pg/ml MK erfolgte einmalig 24 h vor
Versuchsabbruch. Zur Normalisierung wurde die Esgicn von GAPDH herangezogen und anschlie3end
der Quotient der MK-behandelten Probe und unbehtmKontrolle gebildet (Kontrolllinie = 1).

*: p<0,05. c-FOSFBJ Osteosarcoma Oncogerié4, Histon 4.

Die  Veradnderungen der Expression des Transkrigdihsrs c-FOS, des
Proliferationsmarkers H4, des osteogenen MarkersuA#® der Gene PTRR und LEF-1
wurde mittels Real-Time-PCR analysiert (Abbildung 3.14). Die MK-behandelten
Osteoblasten exprimierten signifikant weniger c-F@#l tendenziell weniger H4. Fur die
Gene PTN, PTP&L, LEF-1 und AP konnte unter den gegebenen Kultingeingen kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden.

3.5.3 Veranderung der Genexpression von c-FOS, H®TN, PTPR{1 und LEF-1 in
primaren osteoblastaren Zellen aus Mauskalvarien neh Zugabe von MK und nach

Applikation uniaxialer Dehnung

Der Effekt von MK und mechanischer Stimulation wairanittels Real-TimePCR in
undifferenzierten primaren osteoblastaren Zellkelu aus Mauskalvarien quantitativ
bestimmt (Abbildung 3.15).

Die Expression des Transkriptionsfaktors c-FOS wwowohl mit als auch ohne MK-Zusatz
nach mechanischer Stimulation signifikant erhéhd wmterschied sich in beiden Ansatzen

nicht (nicht dargestellt).
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Vergleich Expressionsveranderung H4

RELATIVE GENEXPRESSION
[i5]

- MK + MK

Abbildung 3.15
Quantitative Expressionsanalyse mittelReal-Time-PCR. In Boxplots dargestellt ist die Expression von

H4 (n=4). Priméare osteoblastare Zellen aus Mauskedm wurden fiir 5 Tage im Expansionsmedium
kultiviert. Die Zugabe von 10 pg/ml MK erfolgte emalig 24 h vor Versuchsabbruch. Die mechanische
Stimulation erfolgte einmalig (1%, 1 Hz, 30 minjJurZNormalisierung wurde die Expression von GAPDH
herangezogen und anschlieRend der Quotient der amisch stimulierten Probe und der unstimulierten

Kontrolle gebildet (Kontrolllinie = 1). * : g 0,05. MK, Midkine

Der Proliferationsmarker H4 wurde in unbehandeletikulturen nach uniaxialer Dehnung
in seiner Expression nicht beeinflusst. In den Qdtesten, die MK im Kulturmedium
erhielten, wurde die Expression von H4 nach medcher Stimulation signifikant leicht
erhoht. Die Expression der Gene PTN, PTPRund LEF-1 veranderte sich unter den

gegebenen Versuchsbedingungen nicht signifikant.

3.5.4 Einfluss uniaxialer Dehnung auf TopFlash-tragfizierte primare osteoblastare

Zellen aus Mauskalvarien nach Zugabe von MK

Um weitere Rickschlisse auf die Bedeutung von MKanMechanotransduktion ziehen zu
kébnnen, wurden primére osteoblastdre Zellkulturers @auskalvarien mit TopFlash
transfiziert, MK zugefuigt und die Zellkulturen mactsch stimuliert. TopFlash-transfizierte
osteoblastare Zellkulturen aus Mauskalvarien ohnk h Kulturmedium dienten als

Kontrolle und zeigten sich nach mechanischer Satm wie in vorhergehenden Versuchen
unbeeinflusst (Abbildung 3.16). MK-behandelte tfamesrte Osteoblastenkulturen wiesen
nach uniaxialer Dehnung eine signifikante 1,5-faBne6hung der Luciferaseaktivitat, also

eine gesteigerte Aktivierung der TCF-vermittelteanskriptionsaktivitat, auf.
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Vergleich Mechanosensitivitat
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RELATIVE
TRANSKRIPTIONSINDUKTION
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- MK + MK

Abbildung 3.16

Quantitative Analyse der TCF-vermittelten Luciferasetranskription. TopFlash-transfizierte priméare
osteoblastére Zellen aus Mauskalvarien wurden agrbTder Kultivierung nach mechanischer Stimulagib¥,

1 Hz, 30 min) verglichen. Darstellung in Boxplots=§4). Die Zugabe von 10 pg/ml MK erfolgte einmélig h
vor Versuchsabbruch. Die Luciferaseaktivitat wurdef die B-Galaktosidase-Aktivitdt normalisiert und
anschlieBend der Quotient der mechanisch stimefieRrobe und der unstimulierten Kontrolle gebildet

(Kontrolllinie = 1). * : p< 0,05. MK, Midkine

3.5.5 Zusammenfassung

In MC3T3-E1-Zellkulturen férderte PTN tendenzieile dProliferation. Fur MK konnte in
osteoblastaren Zellkulturen aus Mauskalvarien eisignifikante Erniedrigung der
Proliferationsrate festgestellt werden. In den @nem osteoblastaren Zellkulturen konnte
nach Zugabe von MK eine geringere Expression dereGeFOS und H4 nachgewiesen
werden. Nach mechanischer Stimulation war die Esgioe des Gens H4 in den Zellkulturen,
die MK erhielten, signifikant leicht erhoht. WurdeopFlash-transfizierten Kulturen MK
zugeflgt und uniaxiale Dehnung appliziert, wiesaa MK-behandelten Kulturen eine

verstarkte TCF-vermittelte Transkriptionsaktivigéif.
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4. DISKUSSION

4.1 Charakterisierung der osteoblastaren Zellen

Der Differenzierungsprozess der osteoblastarere@edlird von unterschiedlichen Proteinen
reguliert und ist fur die Ontogenese notwendig.leéfelder préosteoblastaren Zelllinie
MC3T3-E1 und primare osteoblastare Zellen aus Maluakien wurden im Kulturmedium
mit Zusatz von Ascorbat-2-Phosphat ufidslycerophosphat osteogen differenziert. Zur
Untersuchung der osteogenen Entwicklung wurderkuligvierten Zellen, Gber eine gesamte
Kultivierungsdauer von vier Wochen zu mehreren@akten anhand der mRNA-Expression
in der Literatur beschriebener osteoblastarer Meackarakterisiert.

Die osteogene Differenzierung wurde immunhistoclsemisowohl mittels AP-Farbung zum
Nachweis aktiver alkalischer Phosphatase als auttBlsrvon Kossa-Farbung zum Nachweis
der Mineralisierung Uberprift. Die MC3T3-E1-Zelllmlen und die Kulturen priméarer
osteoblastarer Zellen wiesen im Verlauf der osteegeEntwicklung in den Silikonschalen
eine Erhohung der AP-Aktivitat sowie die Appositioron Mineral auf. Osteogene
Differenzierung von MC3T3-E1l-Zellkulturen und prireéd osteoblastéaren Zellen aus
Mauskalvarien scheint also in Silikonschalen mdghka sein. Andere Autoren hatten bereits
die Erh6hung der AP-Aktivitat und die Appositionnvdineral von MC3T3-E1-Zellkulturen
und priméren osteoblastaren Zellen aus Kalvarienhamdelsiblichen Zellkulturschalen
publiziert [27, 32]. Ein Vergleich der Abbildungeer Kulturen der MC3T3-E1-Zellen und
der murinen primaren osteoblastdren Zellen (AbligdB.1 und 3.2) zeigte, dass die
Primarzellen am Tag 14 eine hohere AP-Aktivitatt uach Tag 28 eine starkere
Mineralapposition als die Kulturen der MC3T3-E142alzu den entsprechenden Zeitpunkten
aufwiesen und somit differenzierter sein konntendié¢ Kulturen der MC3T3-E1-Zellen.
Mittels histochemischer Farbungen konnte eine inbgaene Differenzierung hinsichtlich der
AP-Aktvitat und der Mineralisierung sowohl in demlkiren der MC3T3-E1-Zellen als auch
in den Kulturen der osteoblastaren Zellen aus Malusakien auf Silikon festgestellt werden.
Ein Problem der Monolayerkultur in den Silikonsaralwar die inhomogene Besiedelung
und die damit verbundene unterschiedliche Zell@iahnid Proliferation der Zellen innerhalb
einer Schale. Zelldichte und Zellproliferation haba&nen Einfluss auf die Differenzierung
[8]. Ein einheitlich konfluenter Zellrasen konnt@ ziner homogeneren Differenzierung
innerhalb der Silikonschalen fihren. In Sewleh-Platten konnte jedoch ebenfalls eine

inhomogene Differenzierung der osteoblastaren Hhkilken nachgewiesen werden (in
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vorliegender Arbeit nicht dargestellt), so dass daomogene Differenzierung nicht
ausschlief3lich auf die Silikonschalen zurtickgefisherden kann. Knochenzellen befinden
sich in vivo in der dreidimensionalen Struktur einer aus spEtiEn Proteinen
zusammengesetzten, extrazellularen Matrix, diggtiechmalige Differenzierung der Zellen
beeinflussen kénnte. Zum Beispiel fordert KOLL-Lsadem die extrazellulare Matrix im
Knochen hauptsachlich besteht, in dreidimensionalkenllagengelen die osteogene
Differenzierung mesenchymaler Stammzellen [30]. N&alajzic et al. sind nur ca. 15 %
aller Zellen in mineralisierten Osteoblastenkultuasdifferenziert [132]. Die inhomogene
Differenzierung der Zellen innerhalb der Kultureank auf enthaltene Subpopulationen
zurtckzufihren sein. Die Primarzellkultur von O$ilesten hat den Nachteil, dass sie nicht
zu 100 % aus Osteoblasten, sondern anteilig aushPa@osteoblasten, Osteocyten oder
anderen Zellen wie Fibroblasten zusammengesetazt kann, welche die Ergebnisse
beeinflussen. Des Weiteren konnten die Primarzelidifferenzieren. Garcia et al.
berichteten von der Expression adipogener Markétuituren primarer Mauskalvarienzellen
[133]. Die Inhomogenitat der osteogenen Reifungt&ilu einer erhdhten Variabilitat in den
Versuchen.

Die Matrixbildung ging bei den MC3T3-E1-Zellkulturemit der Erh6hung der Expression
der Gene AP und RUNX-2 einher (Abbildung 3.3). Wikeder histochemischen Farbung
(Abbildung 3.1) die AP-Aktivitdt konnte die mRNA-Bression von AP in den MC3T3-E1-
Zellkulturen auch erst ab Tag 14 detektiert werdgei.den murinen priméren osteoblastéaren
Zellen stieg die Expression von AP, RUNX-2 und Bf&P Verlauf der Kultivierung an
(Abbildung 3.5). Die Expression des Proliferatiomskers H4 war zu Beginn der
Differenzierung noch erhdht, unterschied sich atmeweiteren Differenzierungsverlauf nicht
mehr von den undifferenzierteren Zellen am TagMicroarray-Analysen mit primaren
osteoblastaren Zellen aus Mauskalvarien (in voelmelgr Arbeit nicht dargestellt), in denen
die mRNA-Expression vom Tag 5 mit der Expressionditferenzierteren Zellen am Tag 28
verglichen wurde, zeigten auch die Expressionsekméamgen von AP und BSP. In den
Microarray-Analysen konnte auf3erdem eine Erhéhung der Expressn OC nachgewiesen
werden, was mittelReal-TimePCR nicht méglich war.

RUNX-2 ist ein essentieller Transkriptionsfaktor fiie osteogene Differenzierung [9]. Er
kann die Expression der Markergene fur die osteed#fierenzierung BSP, OC, OP, KOLL-
1 und AP regulieren [10, 13, 14]. Seine erhohter&sgion weist auf die Reifung der Zelle
hin. BSP ist ein Protein der extrazellularen Matrixes kann Dbereits in

Osteoblastenvorlauferzellen detektiert werden usid in reiferen Osteoblasten verstéarkt
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exprimiert. Ein Schlisselenzym im Mineralisierungsess ist AP, das erst in reiferen
Osteoblasten nachweisbar ist [2, 135]. Eine Erhghder Expression von AP und BSP im
Verlauf der Kultivierung sowohl in den MC3T3-E1-Bellturen als auch in den Kulturen
primarer osteoblastarer Zellen ging mit der Erh@hder Expression von RUNX-2 einher und
lant auf differenziertere Zellen am Tag 28 im Vergh zum Tag 5 schlieRen. Stein et al.
berichteten von einer Erhdhung der Expression vdnirHprimaren Zellen zu Beginn des
Kultivierungsverlaufs, die mit fortschreitender f@ifenzierung der Zelle wieder erniedrigt
wurde [8]. Dies entspricht dem Expressionsmusten ¥ in den Kulturen priméarer
osteoblastarer Zellen in der vorliegenden Arbeaitdass eine osteogene Reifung der Zellen
angenommen werden kann.

Die Expression der Gene c-FOS, KOLL-1 und OP vesded sich Uuber die
Kultivierungsdauer in den Kulturen der MC3T3-El42al sowie in den primaren
osteoblastaren Zellen aus Mauskalvarien nicht Skgmit.

Das Protoonkogen c-FOS spielt eine wichtige Raolldar osteoblastaren Differenzierung und
Proliferation. Uberexpression von c¢-FOS in Mauséhrtf zu Osteosarkombildung, hier
scheint die Proliferation der Zellen gestort zuns¢l36, 137]. Eine gleichbleibende
Expression kann also auf eine normale Proliferatiod Differenzierung der MC3T3-E1-
Zellkulturen und primaren osteoblastaren ZellenMasskalvarien hinweisen.

Eine Erhdhung der Expression der osteogenen MazkerdKOLL-1 und OP konnte nicht
nachgewiesen werden. Unterschiede zu den Untersgehu anderer Arbeitsgruppen
hinsichtlich dieser Gene [2, 8] sind mdglicherweséd die Versuchsbedingungen und die
Spezies zuriickzufuhren. Auch die inhomogene Diffeierung innerhalb der Silikonschalen
konnte leichte Expressionsveranderungen in Populati mit differenzierteren Zellen im
Gesamtdurchschnitt aller Zellen wieder ausgleichen.

Zusammenfassend bestéatigen die vorliegenden Daten Ieduktion der Differenzierung
sowohl der MC3T3-E1-Zellkulturen als auch der Krétu muriner primarer osteoblastarer
Zellen in den Silikonschalen. Ein Vergleich derdasi Zellkulturen lasst vermuten, dass die
Priméarzellen aus den murinen Kalvarien bereitseamdvoment, in dem sie isoliert werden,
differenzierter sind als die Zellen der MC3T3-Ellfdge. Bei beiden Zellarten ist die
osteogene Differenzierung nach Induktion mit Asetw®-Phosphat unfl-Glycerophosphat

nicht homogen.
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4.2 Veranderung der Genexpression von PTN, MK, PTP&L und Genen des WNTB-

CAT-Signaltransduktionsweges im Differenzierungsveauf

In den Kulturen der praosteoblastaren Zelllinie MGE1 erhohte sich nach Induktion der
Differenzierung die Expression der Gene PTN, MK,P8Rund(3-CAT bis Tag 14 der
Kultivierungsperiode (Abbildung 3.4). In den mummprimaren osteoblastaren Zellen stieg
die Expression von PTN und MK sowie die Expression PTPR1 nach Supplementation
des Kulturmediums mit Ascorbat-2-Phosphat x&lycerophosphat tber den gesamten
Kultivierungsverlauf hinweg an (Abbildung 3.6). Diexpression des Transkriptionsfaktors
LEF-1 erniedrigte sich in den Kulturen der MC3T3-Elllinie und der primaren
osteoblastaren Zellen im Kultivierungsverlauf. [Eehdhung der Genexpression von PTN,
MK, LRP6, PTPR1 undp-CAT lasst auf einen Einfluss von PTN, MK und PTRRsowie
des WNT-Signaltransduktionsweges auf den Reifurnggfd der osteoblastaren Zelle
schlie3en.

Fur PTN konnte bereits gezeigt werden, dass e®iffierenzierung von MC3T3-E1-Zellen
fordert [110] und die Knochenbildung erhohen kah88, 139]. Die Expression des PTN-
Gens ist sowohl in RUNX-2-Uberexprimierenden C3HLZ¥Fibroblasten als auch in
RUNX-2-defizienten GliedmalRen von murinen Embryoedmiht [14, 140]. Dies lasst einen
Einfluss des osteogenen Transkriptionsfaktors RUN)&uf die Expression von PTN
vermuten.

Die Expression der mRNA des Wachstums- und Diffeemngsfaktors MK wurde im
Kultivierungsverlauf erhoht. MK wird wahrend der leryonalen Entwicklung unter anderem
in skeletalem Gewebe [141] und wahrend der Diffeieming neuroblastérer Zellen verstarkt
exprimiert [142]. In Osteosarkomzellen ist MK Ubgremiert [143]. Auch in
differenzierenden humanen Osteoblasten konnte ImMeroarray-Analysen ein Anstieg der
Expression von MK festgestellt werden [144]. Digé&nisse anderer Arbeitsgruppen und die
Daten der vorliegenden Arbeit deuten auf eine wgehRolle von MK in der osteoblastaren
Differenzierung hin.

In der Entwicklung neuronaler Zellen ist der Exgressverlauf von PTN und MK im
Verlauf der Differenzierung vollkommen verschiededier steigt in P19-Zellkulturen
zunachst die Konzentration der MK-mRNA, wohingegé mRNA von PTN erst zu einem
spateren Stadium detektierbar ist [146]. Herradbmlestellten fest, dass in der murinen
Embryonalentwicklung von MHK<nockoutMausen in verschiedenen Organen mehr PTN-

MRNA zu finden war als in den Wildtyp-Mausen und RTN-KnockoutMausen kein
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Unterschied in der Menge der MK-mRNA im Vergleiahaen Wildtyp-Mausen bestand. Sie
postulierten, dass MK die Expression von PTN regti[l47]. Mitsiadis et al. fanden weitere
Unterschiede zwischen der Expression von PTN und Bl wiesen immunhistochemisch
auf Proteinebene in den Osteoblasten des sich ém@lnden murinen Embryos wenig MK
und viel PTN nach [141]. Lehmann et al. konntendar Knochenentwicklung von PTN-
KnockoutMausen keinen Unterschied zur Knochenentwicklumg Wildtyp-Mausen finden.
Sie differenzierten primare osteoblastare Zelles \Alildtyp-Mauskalvarien mit Ascorbat-2-
Phosphat un@-Glycerophosphat und konnten mittélscroarray-Analysen am Tag 25 der
Differenzierung im Vergleich zu undifferenziertergallen am Tag O keine Veranderung der
Expression von PTN feststellen, aber eine Erhétderg=xpression von MK. Sie nahmen an,
dass MK der physiologische Regulator der Knocheniig ist [108]. In der vorliegenden
Arbeit wurde sowohl die Expression von MK als aulth Expression von PTN im Verlauf
der Differenzierung erhoht. Der Unterschied zu Lahmet al. kdnnte auf unterschiedliche
Methoden der Zellisolation zurtickzufihren sein. Augin Einfluss des FCS kann nicht
ausgeschlossen werden. In diesem befinden sich geh nCharge und Produzent
unterschiedliche wachstums- und differenzierungisiinde Faktoren, die die Expression von
MK und PTN modulieren kdénnen. Aus den Ergebnissen wbrliegenden Arbeit kann
angenommen werden, dass beide Proteine eine Roleri osteoblastaren Differenzierung
spielen.

Wahrend der Differenzierungsperiode der MC3T3-Ellkd#uren wurde die Expression der
beiden am WNTB-CAT-Signaltransduktionsweg beteiligten Gene LRP6d 3-CAT
ebenfalls verstarkt. Untersuchungen anderer Arpeippen bestatigten bereits die wichtige
Rolle des WNTB-CAT-Signaltransduktionsweges in der Knochenentiviogg und in der
Knochenhomdoostase [86, 87, 148]. LRP6 ist ein pmker Rezeptor fiur MK und PTN [120,
149] und wie LRP5 ein bedeutender Rezeptor in deocdkenentwicklung [38, 83, 150].
Weitere Arbeitsgruppen postulierten, dass die qtaive Veranderung vor3-CAT in
mesenchymalen Stammzellen, den VorlauferzellerOd¢eoblasten, als molekularer Schalter
fur die osteogene Weiterentwicklung dient [89, Fdjlglich kann ein Einfluss von LRP6 und
B-CAT und somit des WNTPBFCAT-Signaltransduktionsweges auf die osteogene
Differenzierung muriner osteoblastarer Zellen amgemen werden.

PTPR1 konnte ebenfalls in die osteoblastare Differemiig involviert sein, der Rezeptor
wurde in der vorliegenden Arbeit im Kultivierungshaaif erhoht. Andere Arbeitsgruppen
stellten fest, dass Tyrosinphosphatasen die Skgeteticklung, den Knochenmetabolismus

oder die Funktion der Osteoklasten regulieren [153}. Chengalvala et al. berichteten, dass
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eine PTP, die in Knochen und Hoden von Ratten vorkg Uber den osteogenen
Differenzierungsverlauf erhdht wird und fur die exdblastare Entwicklung notwendig ist
[154]. Diese osteotestikulare PTP wird wahrendrderinen embryonalen Skelettentwicklung
und dort wahrend der Osteoblastenentwicklung vektséprimiert [155, 156]. Folglich kann
davon ausgegangen werden, dass PTPen sowohl iKraemhenentwicklung als auch im
Knochenremodeling von Bedeutung sind. PTPPRat einen Einfluss auf die Knochenbildung
in Mausen [157]. Eine Einfluss von PTER auf -CAT und ein daraus resultierender
Einfluss auf den WNTPB-CAT-Signaltransduktionsweg wird von Meng et akkditiert [128].
PTPR1 ist zudem ein potentieller Rezeptor fur PTN undK Y116, 117], die in der
osteogenen Entwicklung von osteoblastaren Zellea Rolle spielen kdonnten. Fir PTER
kann also eine Rolle in der Differenzierung desOilasten angenommen werden.

Ein weiteres Gen, dass im WNBFCAT-Signaltransduktionsweg eine wichtige Rolleetpi
ist der Transkriptionsfaktor LEF-1. LEF-1 wird Gberden WNTB-CAT-
Signaltransduktionsweg aktiviert und reguliert irllKern die Expression von Zielgenen des
WNT/B-CAT-Signaltransduktionswegs. Von Kahler et al. @eaurdie Erniedrigung der
Expression dieses Faktors im osteoblastdren Enftwigkprozess beschrieben, die fur die
vollstandige Reifung des Osteoblasten notwendid2i8f. Auch in der vorliegenden Arbeit
wurde LEF-1 in den MC3T3-E1l-Zellkulturen uber denff@enzierungsverlauf hinweg
schwacher exprimiert und in der Primarzellkultueen Tag 14 erniedrigt, so dass von einer
osteogenen Weiterentwicklung der Zellen ausgegangeden kann.

Abschlie3end ist festzuhalten, dass PTN und MKdnwbrliegenden Arbeit im Verlauf der
osteogenen Differenzierung in ihrer Expression lerlvdurden, was eine Rolle dieser beiden
Molekule innerhalb der osteoblastaren Reifung veéemu&fRt. Auch die Expression von
PTPR1 und der am WNT-CAT-Signaltransduktionsweg beteiligten Gene LRR®@ (3-
CAT wurde Uber den Differenzierungsverlauf hinweghtht. Die Expression des
Transkriptionsfaktores LEF-1 wurde erniedrigt. [@iedlolekille scheinen ebenfalls in den

osteoblastaren Reifungsprozess involviert zu sein.

4.3Einfluss uniaxialer Dehnung auf osteoblastare Zelle

Der mechanische Stimulus ist ein wichtiger Faktor @ien Erhalt der Knochenmasse.
Mechanische Stimulation von Zellen beeinflusst ili#liferation, Differenzierung und
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Orientierung [64] und setzt dafir Mechanorezeptigiechanotransduktion und die daraus
resultierende Expressionsveranderung bestimmtee @enZellen voraus.

Um den Einfluss uniaxialer Dehnung auf osteoblast@ellen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Differenzierung zu analysieren, dewr die Zellen in Silikonschalen
ausgesat, mit Ascorbat-2-Phosphat Br@lycerophosphat osteogen differenziert und am Tag
5, 7, 14, 21 und 28 der Kultivierung einmalig fi® #&in, mit 1% und 1Hz mechanisch
stimuliert. Dehnungsamplitude, Stimulationsdauet Enequenz haben einen Einfluss auf die
Veranderung der Genexpression nach mechanischenuldtion [70, 158]. Auch der
Zeitpunkt des Versuchsabbruchs hat einen Einflusgdan letztendlich gemessenen Effekt,
da die Expressionsveranderung der Gene schnell geispiel early-responsé&sene) oder
langsam erfolgen kann. In Vorversuchen wurden diealen Versuchsbedingungen
ausgetestet (in vorliegender Arbeit nicht dargéstel

In der vorliegenden Arbeit konnte auf mRNA-Ebene den MC3T3-El-Zellen nach
uniaxialer Dehnung zu bestimmten Zeitpunkten deffeBanzierung eine Erhdhung der
Expression der Gene PTN, MK, LRP6 und c-FOS festjeserden (Abbildung 3.7). In den
murinen primaren osteoblastaren Zellen konnte fIiN,PMK, PTPR(1, LEF-1 und c-FOS
sowie fir die osteogenen Marker RUNX-2 und BSP nadthanischer Stimulation eine
Veranderung in der Menge der mRNA festgestellt werd (Abbildung 3.8).
Microarrayanalysen (in vorliegender Arbeit nichtrgkestellt) wurden durch diReal-Time
PCR-Daten hinsichtlich der mechanisch induzierbatspressionsveranderung von PTN,
MK und c-FOS in Primarzellkulturen am Tag 5 begtati

Die Veranderung der Expression des Protoonkogdr@%-wurde sowohl in den MC3T3-E1-
Zellkulturen als auch in den Kulturen primérer ostastarer Zellen aus Mauskalarien, zu
jedem untersuchten Zeitpunkt der Differenzierunglysiert. Sie diente als interne Kontrolle
zur Verifizierung des mechanischen Stimulus, dakd@®hung der Expression von ¢c-FOS in
osteoblastaren Zellen nach mechanischer Stimulateneits von anderen Autoren
beschrieben wurde [159, 160]. Die Induktion der esgion von c-FOS war nicht zu allen
Zeitpunkten gleich stark. Dies steht im Einklang =zien Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen, die den Zusammenhang zwischen dédfaré&hzierungszustand der Zelle
und der Induzierbarkeit verschiedener Gene nacthamscher Stimulation untersucht haben.
Sie konnten Unterschiede in der Expressionsveranderwischen den unterschiedlich weit
differenzierten Zellen feststellen [52, 69, 161].
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4.3.1 Einfluss uniaxialer Dehnung auf die osteogenen Makr RUNX-2 und BSP

Nach uniaxialer Dehnung in murinen primaren ostestdren Zellen waren die osteogenen
Marker RUNX-2 und BSP in ihrer Expression verandakbildung 3.8). RUNX-2 spielt eine
Schlusselrolle  in  der Modulation der osteoblastarebifferenzierung. Die
UExpressionsveranderung dieses Faktors nach mechaniStimulation wurde bereits in der
Literatur beschrieben [162, 163]. Nukleotide wergen Zellen als Antwort auf mechanische
Stimuli ausgeschiittet. Dieses Signal kann Uber BRISIMAPK den Transkriptionsfaktor
RUNX-2 aktivieren [164, 165]. In der Literatur kdendie veranderte Expression von B8P
vitro nach mechanischer Dehnung und nach ExpositionZd#en in einem Magnetfeld
nachgewiesen werden [166, 167]. Shimizu et al.téihzusatzlich Promoterstudien des BSP-
Gens durch. Bei der Magnetfeld-induzierten Tramglonsveranderung von BSP sind das
FGF2responseElement und der Transkriptionsfaktor PIT-1 invekti Andere
Arbeitsgruppen berichteten von einem cANE#3ponseElement in der Promoterregion von
BSP [168, 169]. Der mittels mechanischer Dehnungduzrerte cAMP/PKA-
Signaltransduktionsweg kdnnte folglich die Expression BSP regulieren.

Die Expression von RUNX-2 wurde nach mechanischetimation in den
undifferenzierteren Zellkulturen am Tag 5 ernietlriga der Transktiptionsfaktor RUNX-2
die Differenzierung der osteoblastaren Zelle farddwnnte eine Erniedrigung seiner
Expression nach uniaxialer Dehnung am Tag 5 bededi®ss mechanische Stimulation zu
diesem Zeitpunkt der Entwicklung die Differenziegurder osteoblastaren Zellen aus
Mauskalvarien zunachst hemmt. Dass mechanische ulation die Proliferation in
Osteoblasten erh6hen und die Differenzierung eriged kann, wurde bereits von anderen
Arbeitsgruppen postuliert [66, 170]. Die Expressimm BSP war am Tag 21 und 28 nach
uniaxialer Dehnung erhoht. Mechanische Stimulatikiinnte die terminale osteogene
Entwicklung in differenzierteren Zellen fordern.

In den MC3T3-E1-Zellkulturen konnte BSP mitt&eal-TimePCR nicht detektiert und eine
signifikante Veranderung der Expression von RUNKaZh mechanischer Stimulation nicht
nachgewiesen werden. Diese Zellkulturen befandeh wiie in Kapitel 4.1 anhand der
Uberprifung osteogener Marker diskutiert, wahrsdi@i in einem anderen
Differenzierungsstadium als die Kulturen primarateoblastéarer Zellen. Sie exprimierten
weniger AP, wiesen ein schwacheres Mineralisierpoggitial auf und erhielten im
Gegensatz zu den Primarzellkulturen kein hitzeingttes FCS was die Proliferation und

Differenzierung dieser Zellen beeinflusst habenritén
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4.3.2 Einfluss uniaxialer Dehnung auf die Expressio von PTN, MK, PTPR{1 und
Genen des WNTB-CAT-Signaltransduktionsweges

Beide Heparin-bindenden Molekille konnten in ihrgptession mittels Mechanik beeinflusst
werden (Abbildung 3.7 und Abbildung 3.8). Die Exgg®n von PTN wurde in den MC3T3-
E1-Zellkulturen und in den Kulturen osteoblast&ellen aus Mauskalvarien nach uniaxialer
Dehnung veréandert. Die Beeinflussung der Expresdes PTN-Gens mittels mechanischer
Stimulation wurde bereits von anderen Autoren besloln, wobei Liedert et ah vitro eine
Erniedrigung der relativen mRNA-Konzentration inG&2-Zellkulturen fanden und die
Arbeitsgruppe um Xingin vivo nach Vier-Punkt-Biegung von murinen Tibien eine
Verstarkung der Expression feststellte [75, 77¢dert et al. untersuchten mittels Inhibitoren
zusatzlich Signaltransduktionswege, die an der ar@sbhhen Regulation der PTN-Expression
beteiligt sein konnten [76]. Potentielle Modulatoreler PTN-Expression waren unter
anderem die Integrine, das Zytoskelett und MAPKaS8lgansduktionswege, fur die ein
Einfluss auf die Mechanotransduktion bereits baesblen wurde [61, 63].

Die Veranderungen der Expression von PTN nach nmestteer Stimulation waren in den
MC3T3-E1-Zellkulturen und in den Primarzellkulturenerschieden. Zunachst ist
festzuhalten, dass der Effekt von PTN auf die Keodildung zeit- und
konzentrationsabhangig ist [139]. Wenn PTN zu MGEI3Zellkulturen hinzugefugt wird,
kann es die osteogene Differenzierung der Zellemuieren [110]. Folglich ware es moglich,
dass eine leichte Erh6hung der Expression von Padk mechanischer Stimulation am Tag 5
in den MC3T3-E1-Zellkulturen die Differenzierungeder praosteoblastaren Zellen fordert. In
den Kulturen primarer osteoblastarer Zellen wurte Ekpression von PTN zusammen mit
der Expression von RUNX-2 am Tag 5 der Kultivierumgch mechanischer Stimulation
erniedrigt, so dass hier ein hemmender EinflusdauDifferenzierung angenommen werden
kann. Nach Induktion der Differenzierung mittels cAgbat-2-Phosphat undp-
Glycerophosphat wird die Expression von PTN am Tagach mechanischer Stimulation
leicht erhdht. Es kbnnte sein, dass mechanischautiion die Expression dieses Gens
abhangig vom Differenzierungszustand der Zelle lregu der mdgliche Einfluss von PTN
auf die Differenzierung osteoblastérer Zellen wurdEapitel 4.2 bereits diskutiert.

Die MK-Expression wurde nach mechanischer Stimohath den MC3T3-E1-Zellkulturen
am Tag 21 und 28 der Differenzierung verstarkt iemert, in den undifferenzierteren
Priméarzellkulturen sank die relative mRNA-Konzetiom am Tag 5. Uber den Einfluss

mechanischer Belastung auf die MK-Expression wumdder Literatur noch nicht berichtet.
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Es liegt jedoch nahe, dass es als PTN-verwandtes €benfalls mittels mechanischer
Stimulation beeinflusst wird. Die Expression von M&nn durch Retinolsdure induziert
werden [100, 112]. In der Promoterregion dieses sGkefindet sich ein Retinolsaure-
responsives Element [171], fur das aus der Literggdoch noch kein Zusammenhang zur
Mechanik hervorgeht. Es sind zudem noch keine adgttien Promoterstudien mit Hinblick
auf Expressionsveranderungen nach mechanischeul8tion zu diesem Gen durchgefihrt
worden. Eine selbst durchgefihrte Suche nach patafiranskriptionsfaktoren fur das MK-
Gen mit dem SuchprogramifiFsearchergab eine mdgliche Bindestelle fir AP-1. Nach
mechanischer Stimulation werden in einer Signaladskdie Kinasen RAF / MEK / ERK1/2
aktiviert und ERK1/2 kann die Aktivitat des Trangkionsfaktors AP-1 beeinflussen [53].
Eine Beteiligung dieses SignaltransduktionswegedeairRegulation der Expression von MK
musste untersucht werden.

Die Expression von MK wurde in den MC3T3-El-Zeltkkuen am Tag 21 und 28 der
Kultivierung nach mechanischer Stimulation sigrafik leicht erhoht und in den
Primarzellkulturen am Tag 5 der Kultivierung ermigtd Wie bei PTN besteht auch hier die
Maglichkeit, dass die Expression des wahrscheiniicidie osteoblastare Differenzierung
involvierten Gens mittels mechanischer Stimulatadaimdngig vom Differenzierungszustand
der Zelle zusatzlich reguliert wird.

Die Expression von PTRR und der am WNT-CAT-Signaltransduktionsweg beteiligten
Molekile LRP6 und LEF-1 war nach mechanischer Satran verandert (Abbildung 3.7 und
Abbildung 3.8).

Der Einfluss von Mechanik auf die Regulation deangkription von PTP&L ist aus der
Literatur noch nicht bekannt. Protein-Tyrosin-PHagpsen haben in der Skelettentwicklung
und der Regulation der Osteoklastenfunktion eindeherende Funktion [151-153]. PTPR

ist in die Differenzierung von Osteoblasten und Klireochenbildung von Mausen involviert
[157].

Die Expression einiger Gene des WRTZAT-Signaltransduktionsweges kann mittels
mechanischer Stimulation beeinflusst werden [74]laul et al. konnten die
Expressionsveranderungen von LRP5 und LEF-1 nachufition in einem Fluid Flow-
Modell bereits feststellen [71]. So liegt es nati@ss die Expression von LEF-1 und LRP6
durch mechanische Stimulation beeinflussbar ist.

In der vorliegenden Arbeit beeinflusste uniaxialehbungB-CAT auf mMRNA-Ebene nicht.
Norvell et al. konntern vitro an Fluidflow-Versuchen eine Translokation JCAT in den

Zellkern nach Stimulation nachweisen [73]. So kamihand der vorliegenden Ergebnisse
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angenommen werden, dass mechanische Stimulafe@AT wahrscheinlich Uber
Phosphorylierung beeinflusst.

In den Kulturen von MC3T3-E1-Zellen korreliertere dixpressionsverdnderungen von LRP6
und MK nach mechanischer Stimulation am Tag 2Hen Primérzellkulturen korrelierte die
Erniedrigung der Expression von PT&HRund LEF-1 und der osteoblastaren Marker RUNX-
2 und BSP ebenfalls mit der Erniedrigung der Exgoesvon PTN und MK. Interaktionen
der Molekile PTN, MK mit ihren putativen Rezeptoraiissen noch weiter auf Proteinebene
untersucht werden. Die unterschiedlichen Ergebrirssken MC3T3-E1-Zellkulturen und in
den Kulturen muriner primarer osteoblastarer ZeBerd darauf zurickzufuhren, dass der

Differenzierungszustand der Zelle die Antwort awdamanische Stimuli beeinflusst [52, 161].

4.4 Untersuchungen an PTPR1-Knockout-Zellen

4.4.1 Differenzierung von osteoblastaren PTP&.-Knockout-Zellen und Veradnderung

der Genexpression von AP, BSP, c-FOS, PTN, MK undBF-1 im Kultivierungsverlauf

Osteoblastare Zellkulturen aus Mauskalvarien vofPRZIL-KnockoutMausen wurden mit
Ascorbat-2-Phosphat un@-Glycerophosphat im Kulturmedium osteogen differerizund

mit osteoblastaren Zellkulturen aus Mauskalvariem Wildtyp-M&ausen hinsichtlich ihrer
Genexpression verglichen. In den Wildtyp- UfaockoutZellkulturen wurde die Expression
des  Transkriptionsfaktors RUNX-2 und des Prolifier@markers H4 im

Differenzierungsverlauf untersucht. Es konnte ksignifikanter Unterschied festgestellt
werden. Die beiden osteoblastaren Marker BSP undwAirden in den Wildtyp- und
KnockoutZellkulturen Gber den Differenzierungsverlauf hagvjedoch unterschiedlich stark
exprimiert (Abbildung 3.9). Am Tag 21 nach Induktider Differenzierung wurden beide
Marker in den PTPRL-KnockoutZellkulturen tendenziell schwécher exprimiert aisden

Wildtyp-Zellkulturen. Dies konnte darauf hindeutedass die PTP&-KnockoutZellen

maoglicherweise verzogert differenzierten. In derliegenden Arbeit nicht dargestellte
Beobachtungen der Zellkultur in unserem Labor wiesef eine verstarkte Proliferation der
PTPR1-KnockoutZellen hin. Schinke et al. stellten eine verringeExpression der
osteogenen Marker OC und BSP, eine erhdhte Praiibmsrate von PTRR-Knockout

Zellen und eine Erniedrigung der Proliferationsraten PTPR1-lUberexprimierenden
MC3T3-E1-Zellen fest [157]. Eine Hemmung der PTRdAkAt mittels Orthovanadat
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stimulierte die Proliferation osteoblastarer Zel[@i4]. Uberexpression von PEhibierte

in endothelialem Gewebe die Zellproliferation [1L75jo liegt nahe, dass die PTE&RIm
Osteoblasten einen Einfluss auf die Proliferatianh und vermutlich durch die Defizienz der
PTPR1 die Zellproliferation gesteigert wird. Dies koanteinen Einfluss auf die
Differenzierung der PTPER.-KnockoutZellen haben.

Das Protoonkogen c-FOS hat eine wichtige Rolle en dlsteoblastaren Proliferation und
Differenzierung [136] und war in den PTPRKnockoutZellkulturen starker exprimiert als
in den Wildtyp-Zellen (Abbildung 3.10). c-FOS bitdmit Proteinen der JUN-Familie einen
dimeren Transkriptionsfaktor, der auch als AP-lei@met wird [176] und beeinflusst die
osteoblastare Entwicklung und Proliferation [13Efhohte c-FOS-Level beeinflussen die
normale Proliferation osteoblastéarer Zellen [13{l c-FOS scheint aufgrund des PTRR
Knockouts anders exprimiert zu sein. Eventuell besteht eusammenhang mit der
verstarkten Proliferation der PTPRKnockoutZellen.

Die Expression von PTN war sowohl in den undiffeferten als auch in den
differenzierteren PTPR. -KnockoutZellkulturen tendenziell hdher als in den Kulturdar
Wildtypzellen (Abbildung 3.10). Am Tag 5 war die MExpression in den PTHR-
KnockoutZellkulturen signifikant geringer, stieg jedoch eiibden Kultivierungsverlauf
signifikant starker an, als in den Kulturen der 8tfipzellen. Die Regulation der Expression
dieser beiden Wachstumsfaktoren im Differenzieruagauf wurde in Kapitel 4.2 bereits
diskutiert und koénnte zusatzlich direkt von einktiveen PTPR1 beeinflusst werden. PTP’s
konnen die MAPK durch Dephosphorylierung eines $yrestes inaktivieren [153]. In
Kapitel 4.3.2 wurde bereits die Madglichkeit der Rkgion von PTN dber MAPK-
Signaltransduktionswege diskutiert [76]. Als PTNwandtes Gen kdnnte die Expression von
MK auch Uber MAPK-Signaltransduktionswege regulisgin. Bei Nichtfunktion von
PTPR1 konnte ein verstarkt aktivierter MAPK-Signalweig &xpression von PTN und MK
erhohen. Eine weitere Moglichkeit besteht darirssddie Expression von PTN und MK als
indirekte Folge einer veranderten Proliferation wifferenzierung der PTRR-Knockout
Zellkulturen beeinflusst wird.

Die PTPR1-KnockoutZellkulturen und die Wildtypzellkulturen unterseden sich auch
hinsichtlich der Expression des TranskriptionsfaktbEF-1 (Abbildung 3.10). PTRR-
KnockoutZellen exprimierten wahrend der osteogenen Diffeieung signifikant weniger
LEF-1 als die Wildtypzellen. LEF-1 wird vom WNJCAT-Signaltransduktionsweg
aktiviert und reguliert die Expression der Zielgenales WNTB-CAT-
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Signaltransduktionswegs, die die Differenzierungl Wroliferation der Zelle beeinflussen
kénnen. Die Expression von LEF-1 kann ebenfalls ribgen WNTB-CAT-
Signaltransduktionsweg reguliert werden [177, 1’8¢ng et al. diskutierten einen Einfluss
von PTPR1 auf3-CAT [128], welcher wiederum den WNIHCAT-Signaltransduktionsweg
modulieren kdnnte. Bei einer Inaktivierung der PTRPROnnte freieP-CAT im Zytoplasma
kumulieren und fir die verstarkte Weiterleitung d&ignale des WNTPR-CAT-
Signaltransduktionsweges zur Verfiigung stehen. #&ménderte Aktivitat des WNEB/CAT-
Signaltransduktionsweges konnte zu einer veramileHgpression von LEF-1 fihren.
Folglich konnte eine veradnderte Aktivitat des WRFQAT-Signaltransduktionsweges in
PTPR 1-KnockoutZellkulturen angenommen werden.

Die Nichtfunktion von PTPRL fuhrte zu einer Veranderung der Proliferation weder
verringerten Expression von AP, BSP und LEF-1 imrldé der Differenzierung. Die
Expression von PTN, MK und c-FOS war in den PTPRnockoutZellkulturen erhéht, so
dass hier ebenfalls ein Einfluss von PTRRauf die Expression dieser Gene angenommen

werden kann.

4.4.2 Einfluss uniaxialer Dehnung auf PTPR1-Knockout-Zellen

PTPR1-KnockoutZellen unterschieden sich von den Wildtyp-Zellemskchtlich ihrer
Reaktion auf mechanische Belastung (Abbildung 3.11)

Die Erhohung der Expression von c-FOS war nach am@sbher Stimulation in den
Wildtypzellen signifikant hoher als in den PT&RKnockoutZellen. Dieser Unterschied
kdnnte einerseits auf die verstarkte Proliferatioser PTPR1-KnockoutZellen
zurlickzufiihren sein. Peake et al. beobachtetendleniches Phanomen hinsichtlich der
Induktion von c¢c-FOS nach mechanischer Stimulatioei kunterschiedlich stark
proliferierenden Knochenzellen. Sie postulierterrsgbiedene Matrixzusammensetzungen
aufgrund der Proliferationsrate als Ursache [18@Hererseits war die Expression von c-FOS
bereits in den unstimulierten PTPRKnockoutZellkulturen hoher, so dass Mechanik als
Expressions-regulierender Mechanismus ein zush#&tlic modulierender Faktor der
Expression von c-FOS sein kénnte.

Der Vergleich der PTPR-KnockoutZellkulturen mit den Wildtypzellkulturen zeigt &n

tendenzielle Umkehrung der Expressionsverdnderuagh nmechanischer Stimulation
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hinsichtlich der Expression von PTN und MK. PTRRat mdglicherweise einen regulativen
Einfluss auf die Expression von PTN und MK bei nmetbcher Stimulation.

PTPR 1-KnockoutZellkulturen und Wildtypzellkulturen wurden mitr&im TopFlash-Vektor
transfiziert und mechanisch stimuliert. Der Tophis&ktor enthédlt im Promoter eine
Bindungsstelle fur den Uber den WIBICAT-Signaltransduktionsweg aktivierten
Transkriptionsfaktor TCF. TCF bildet zusammen BHCAT und LEF-1 einen Komplex und
reguliert die Expression der Zielgene des WHNT/AT-Signaltransduktionsweges. Wahrend
in den Kulturen der Wildtypzellen nach mechaniscBtmulation keine Veranderung in der
Aktivitat der Luciferase gemessen werden konnte, r wdie TCF-vermittelte
Luciferaseaktivitat in den PTRR-KnockoutZellkulturen signifikant um das ca. 3-fache
erhoht (Abbildung 3.12). Dieses Ergebnis kann beteuwlass PTPHR die TCF-vermittelte
Transkription negativ reguliert. PTPs dephosphergin 3-CAT, so dass es an Cadherin
binden kann und folglich dem WNFHCAT-Signaltransduktionsweg nicht mehr zur
Verfugung steht [129]. Bei Nichtfunktion von PTER nach Bindung eines passenden
Proteins konnte freig-CAT im Zytoplasma kumulieren und fir die verstarkVeiterleitung
der Signale des WNB/CAT-Signaltransduktionsweges zur Verfigung stehé&en
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zu Folge kodat3-CAT zur Verstarkung des WNT-
Signals rekrutiert werden.

Angenommen werden kann, dass PTPRin die mittels Mechanik induzierte
Signaltransduktion  involviert ist und die Aktivierg des WNTB-CAT-

Signaltransduktionsweges beeinflusst.

4.5 Einfluss von MK auf osteoblastare Zellen

4.5.1 Einfluss von MK auf die Proliferation und die Differenzierung osteoblastarer

Zellen

Um einen Hinweis auf die Wirkung der Heparin-binden Polypeptide PTN und MK in
osteoblastaren Zellen zu erhalten, wurde ein MT3tTeit Kulturen osteoblastarer Zellen
unter Serum-reduzierten Bedingungen durchgefiime Serumreduktion auf 0 % war nicht
moglich, da die Zellen innerhalb von 2 Tagen albstiar (nicht dargestellt). Unter den
gewéhlten Bedingungen liel3 sich nach einer Kultungsdauer von 5 Tagen fur PTN ein
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tendenziell férdernder Effekt auf die ProliferationMC3T3-E1-Zellkulturen und fir MK ein
signifikanter, leicht-hemmender Effekt auf die Fieshtion primarer osteoblastarer Zellen aus
Mauskalvarien feststellen (Abbildung 3.13). Diesatiedenen Ergebnisse kénnten auf den in
Kapitel 4.1 diskutierten, unterschiedlichen Diffiezeerungszustand der Zellkulturen
zurtckzufihren sein. Mitsiadis et al. konnten zejgdass MK die Zellproliferation des
dentalen Mesenchyms in M&auseembryonen reduziert Antkorper gegen MK die
Differenzierung der mesenchymalen Zellen hemmeg][130 kdnnte es sein, dass MK auch
die Proliferation osteoblastarer Zellen aus Mausk@n beeinflusst. Da der Effekt von PTN
nicht signifikant war, wurden die weiteren Untetsuegen mit MK durchgefuhrt.

In einem weiteren Versuchsblock wurde die Veranagmer Genexpression von c-FOS, H4,
PTN, PTPR1, LEF-1 und AP nach Zugabe von MK in priméaren oBlastaren Zellkulturen
aus Mauskalvarien untersucht. Der Transkriptiortsfalc-FOS war in seiner Expression
signifikant erniedrigt. Der Proliferationsmarker Hdar tendenziell erniedrigt (Abbildung
3.14).

Eine Einbindung des Transkriptionsfaktors c-FOSlim Zellproliferation und osteoblastare
Entwicklung wurde bereits im Kapitel 4.4.1 diskutieEs konnte sein, dass die erniedrigte
Expression des Transkriptionsfaktors c-FOS auf éleenmung der Proliferation in MK-
behandelten Zellen hinweist. Auch die tendenzi@aiedrigung der Expression von H4
kénnte auf eine Hemmung der Proliferation der ddtetdren Zellen deuten. Da eine
Veranderung der Proliferation die Differenzierurey delle beeinflussen kann [180], kbnnte
auch die Differenzierung der priméren osteoblast@edlkulturen verandert sein.

Herradon et al. postulierten eine Regulation dgoréssion von PTN tUber MK wéhrend der
Embryogenese [147]. In der vorliegenden Arbeit kennunter den gegebenen
Versuchsbedingungen keine signifikante Veranderuley Expression von PTN nach
Supplementation des Kulturmediums mit MK in murinesteoblastaren Zellen festgestellt
werden. Auch fur die Gene AP, PTERund LEF-1 konnte in der vorliegenden Arbeit keine
signifikante Veranderung der Expression festgastadtden. Die Inkubationsdauer von 24 h
kénnte fur langfristige Veradnderung im Expressionstar der osteoblastaren Zelle fur
signifikante Effekte zu kurz sein. Hier mi3ten \efse Uber einen langeren Zeitraum
durchgefuhrt werden. Kurzfristige Veranderungen mé&NA-Expression konnten bei einer
Inkubationsdauer von 24 h wahrscheinlich nicht mesfasst werden.

Unter den gegebenen Versuchsbedingungen hat MK doslte Proliferation in Kulturen
osteoblastarer Zellen aus Mauskalvarien im MTT-Tastauch die Expression von c-FOS

und H4 erniedrigt, so dass davon ausgegangen wetden, dass es die Proliferation
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osteoblastarer Zellen regulieren kann. Hier ist&2isammenhang mit der Herunterregulation
der Expression von MK in den Kulturen primarer oblastarer Zellen nach mechanisher
Stimulation zu erkennen. Die Expression von MK vaumisammen mit der Expression von
RUNX-2 nach mechanischer Stimulation erniedrigt rHikann eine Hemmung der
Differenzierung angenommen werden. Da der Effekt RON im MTT-Test nicht signifikant

war, wurde zunéachst ein Schwerpunkt auf den Eisfus MK gelegt.

4.5.2 Einfluss von MK und uniaxialer Dehnung auf pimare osteoblastare Zellen aus

Mauskalvarien

Weiterhin wurde der kombinierte Effekt von MK unceamanischer Stimulation auf Kulturen
primarer osteoblastarer Zellen aus Mauskalvarigaraacht.

Die Heraufregulation der Expression des Translangiaktors c-FOS nach mechanischer
Stimulation zeigte in vorangegangenen Versuchen ion8tudien anderer Arbeitsgruppen,
dass der mechanische Stimulus von den osteoblastatien aufgenommen wurde [69, 159].
In den MK-behandelten Zellen wurde die c-Fos-Exgims genauso stark erhéht wie in den
Kontrollen. Die Zellen, die zusatzlich MK erhielteanterschieden sich hinsichtlich der
Antwort auf mechanische Reize nicht von den unbééiéen Zellen. Die Expression der
Gene PTN, PTP&®L und LEF-1 wurde im Vergleich zu den unbehandeHefien nicht
signifikant beeinflusst. Folglich scheint MK in delechanotransduktion unter den gegebenen
Bedingungen keinen Einfluss auf die Expressionadi€ene zu haben. Wie in Kapitel 4.5.1.
diskutiert, konnten diese Ergebnisse jedoch mit deauer der MK-Exposition
zusammenhangen. Die Expression des Proliferatiokemsa H4 wurde in den MK-
behandelten Zellen nach uniaxialer Dehnung siganfikleicht erhdoht (Abbildung 3.15),
wogegen in  den stimulierten Kontrollzellen sowie imen vorhergehenden
Differenzierungsversuchen (Kapitel 3.2, Abbildung 8nd Abbildung 3.8) kein signifikanter
Effekt erkennbar war. In den MK-behandelten Zellitén war die Proliferation der Zellen
erniedrigt. Mechanische Stimulation konnte einenliferrations-férdernden Reiz auf die MK-
behandelten Zellkulturen haben.

Zusatzlich wurde der Einfluss von MK und mechangclstimulation auf TopFlash-
transfizierte primare osteoblastare Zellen aus Mauarien untersucht (Abbildung 3.16).
Hier zeigte sich bei den Zellen ohne MK im Mediunevbei den PTPRL-Wildtypzellen

nach mechanischer Stimulation kein signifikantertdgschied in der TCF-vermittelten
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Transkription. In den Proben, die zusatzlich MK igbedium enthielten, konnte eine
signifikante Erhdhung der TCF-vermittelten Tranpkdnsaktivitdt nachgewiesen werden.
MK kann an die Rezeptoren PTPR und LRP6 binden [116, 120] und eine
Aktivitatsverdnderung  dieser  beiden  Rezeptoren  kanden ~ WNTB-CAT-
Signaltransduktionsweg modulieren [128, 181]. FUIPR(1 kdnnte eine Moglichkeit darin
bestehen, dass die Bindung von MK an P{PRu einer Inaktivierung der Tyrosin-
Phosphatase-Aktivitat fuhrt, wie es bereits fur dmeraktion von PTN und PTRR
beschrieben wurde [182, 183]. Eine aktive P{PRann die Aktivitat des WNPB+CAT-
Signaltransduktionsweges uber die Dephosphorylgenon 3-CAT beeinflussen [128]. Bei
einer Inaktivierung der PTRR nach Bindung von MK kénnte frei@CAT im Zytoplasma
kumulieren und fir die verstarkte Weiterleitung d@&ignale des WNTP-CAT-
Signaltransduktionsweges zur Verfiigung stehen. Dweisde eine Erhohung der TCF-
vermittelten Transkritionsaktivitdt nach mechaneschStimulation erklaren. Unsere
Kooperationspartner in Hamburg konnten bei Kotrekisbnen von WNT3, MK und dem
TCF-Reporter-Plasmid in Kulturen von MC3T3-E1-Zrllehne mechanische Stimulation
feststellen, dass MK die WNT3-induzierte Luzifer&Seression dosisabhéngig inhibieren
kann. Dieser Effekt konnte durch die Co-Transfektvon PTPR1 zuséatzlich verstarkt
werden, so dass der WNT3-induzierte WRFOAT-Signaltransduktionsweg von der
Anwesenheit von MK und PTRR inhibiert wurde [157]. Die Ergebnisse dieser Artsssen
vermuten, dass mechanische Stimulation in oste@éas Zellen mit einer PTRR-
Defizienz bzw. nach Zugabe von MK Signalwege maatilidie zu einer Aktivierung des
WNT/B-CAT-Signaltransduktionsweges fuhren.

Aus Kapitel 4.4.2 geht ein Einfluss der PT{RN die mechanisch induzierte WNBFCAT-
Signaltransduktion osteoblastarer Zellen hervor.FD®R 1 als ein mdglicher Rezeptor fur
MK diskutiert wird, kann vermutet werden, dass Biadung von MK an diesen Rezeptor
einen moglichen Regulationsmechanismus fur den \BNCIXT-Signaltransduktionsweg in

Kulturen primarer osteoblastarer Zellen nach meisicher Stimulation darstellt.
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4.6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte die Induktion @efferenzierung sowohl der MC3T3-E1-
Zellkulturen als auch der Kulturen primérer osteshirer Zellen aus Mauskalvarien in
Silikonschalen dargestellt werden. Im Verlauf deffddenzierung konnte sowohl fir PTN
und MK als auch fur PTRR, LRP6 und3-CAT eine Erhdhung der Expression festgestellt
werden, was eine wichtige Rolle dieser Molekileenmalb der osteoblastdren Reifung
vermuten lasst. Die Expressionsverdnderungen kentexh miteinander.

Korrelationen in der Expressionveranderung von MHKd uLRP6 in den MC3T3-E1-
Zellkulturen sowie von PTN, MK, PTRR, RUNX-2 und LEF-1 in den Kulturen priméarer
osteoblastarer Zellen aus Mauskalvarien nach mésattear Stimulation kdnnten auf einen
Zusammenhang zwischen diesen Molekilen auf Prdieimee hinweisen, der uber
mechanische Einflisse moduliert werden kann. Emeraktion von MK und LRP6 sowie
zwischen PTN, oder MK und PTRR ist bereits von anderen Arbeitsgruppen postuliert
worden [116, 117, 120, 149]. Muramatsu et al. dasten fir neuronale Zellen sogar einen
funktionellen LRP6/PTPRL-Komplex fur MK, der in einer Interaktion mit Irgenen das
Signal weiterleitet [184].

In den verstarkt proliferierenden PTERKnockout-Zellkulturen konnte im Verlauf der
Differenzierung eine Verédnderung der Expressioneazgtner Markergene, sowie der
Expression von PTN und MK im Vergleich zu den Wyjaltellkulturen festgestellt werden.
Hier kann ein Einfluss von PTER auf die Signaltransduktionswege, die die Expogssbn
PTN und MK im Verlauf der osteogenen Differenzigguegulieren, angenommen werden.
Zudem kénnte PTP& in die mittels Mechanik induzierte Signaltransiiluk osteoblastarer
Zellen involviert sein und die Aktivitdt des WNFCAT-Signaltransduktionsweges
beeinflussen.

Der Faktor MK reduzierte die Proliferation in Kuleim osteoblastarer Zellen aus
Mauskalvarien. Zudem scheint MK die WNT-vermittelt8ignaltransduktion nach
mechanischer Stimulation zu verstarken. Der WNCAT-Signaltransduktionsweg kann die
osteogene Differenzierung der osteoblastaren Zmnflussen [185], folglich kénnte MK
die Differenzierung von Osteoblasten modulieren.

Die funktionelle Redundanz der Faktoren PTN und Wikd in der Literatur diskutiert [147,
186]. Fur PTN wurde die Bindung an PTERund die daraus resultierende Inaktivierung des
Rezeptors bereits beschrieben [128]. So kdnnte WIENMK Uber die Bindung an PTER
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den WNTB-CAT-Signaltransduktionsweg und damit die Differiemang osteoblastarer
Zellen modulieren.

Ein eventueller Einfluss von PTN und MK auf den WRFCAT-Signaltransduktionsweg in
der Differenzierung und der Mechanotransduktionstvauf einen weiteren Mechanismus der
Regulation der Knochenmasse hin und wurde bisheh micht postuliert. PTN und MK
konnten Differenzierungsfaktoren im Knochengeweleén,sdie in Interaktion mit dem
WNT/B-CAT-Signaltransduktionsweg die voranschreitendeeagene Differenzierung der
Zelle regulieren und von mechanischen Stimuli jehn&ntwicklungszustand der Zelle

beeinflusst werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die hochkonservierten, Heparin-bindenden Wachsturaed Differenzierungsfaktoren
Pleiotrophin (PTN) und Midkine (MK) sind an der meoalen Differenzierung und der
Entwicklung von Tumoren beteiligt. Im Knochengewedied diese beiden Molekdle in die
Frakturheilung und die Knochenbildung involvierinESignalweg, dessen wichtige Rolle in
der Knochenentwicklung und Knochenhomdoostase inleeen Jahren erkannt wurde, ist
der WNTf-Catenin-Signaltransduktionswed.ow density lipoprotein receptor-related
protein (LRP)-Rezeptoren und Protein Tyrosin Phosphatasseior-Typ(1l (PTPR1) sind
potentielle Rezeptoren fur PTN und MK. Beide Reasmt kdénnen den WN[B/Catenin-
Signaltransduktionsweg modulieren und kénnten serezusammenhang zwischen PTN und
MK und dem WNTB-Catenin-Signaltransduktionsweg herstellen. Ziet derliegenden
Arbeit war es, die Bedeutung von PTN und MK, sows@ Molekulen des WNT-Catenin-
Signaltransduktionsweges in der Differenzierung uddr Mechanotransduktion von
osteoblastaren Zellen genauer zu untersuchen.

Dazu wurden die osteoblastére Zelllinie MC3T3-E#l pnmé&re murine osteoblastére Zellen
aus Mauskalvarien mit Ascorbat-2-Phosphat (r@lycerophosphat im Kulturmedium in
Silikonschalen bis zu 28 Tagen osteogen differehzigie Veranderung der Genexpression
im Verlauf der Kultivierung wurde mittelfReal-Time-PCRgemessen. Eine osteogene
Differenzierung konnte mit der Uberprifung osteagellarker wie alkalische Phosphatase
(AP), Bone Sialoprotein(BSP) undRunt-related transcription facto2 (RUNX-2) sowie
histochemisch mit von Kossa- und AP-Farbung begtéterden. Die relative Expression von
PTN, MK, PTPR1, LRP6 undpB-Catenin war uber den Differenzierungsverlauf higwe
erhoht. Dies weist auf einen Einfluss dieser Pnateauf die osteogene Differenzierung
osteoblastarer  Zellen hin. Nach uniaxialer Dehnungkorrelierten die
Expressionsveranderungen von MK und LRP6 in MC3T3ZEllkulturen sowie von PTN,
MK und PTPR1 in den Kulturen primarer osteoblastarer Zellers &lauskalvarien an
spezifischen Tagen der Kaultivierungsperiode. Medtoe Stimulation scheint
Signaltransduktionswege in osteoblastaren Zelleraldivieren, die die Expression dieser
Gene regulieren.

PTPR 1-KnockoutZellkulturen exprimierten PTN und MK im Verlauf d®ifferenzierung
starker als die Wildtypzellen, so dass ein Einflwest PTPR1 auf die Regulation der

Expression von PTN und MK wahrend der osteogendied@nzierung angenommen werden
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kann. PTPR1-KnockoutZellkulturen, die mit einenT cell factor(TCF)-responsiven Vektor
transfiziert und anschlieend mechanisch stimukestden, wiesen im Vergleich zu den
Wildtypzellen eine erhdhte Aktivitat des WNBFCatenin-Signaltransduktionsweges auf.
PTPRI1 kann also einen Einfluss auf die Aktivitat des WptCatenin-
Signaltransduktionsweges haben.

Eine Supplementation des Kulturmediums mit MK féhm einem Proliferationstest mit
Kulturen primarer osteoblastarer Zellen aus Mausk&n zu einer leichten Reduktion der
Proliferation. In MK-behandelten Zellkulturen waie dExpression vorFBJ Osteosarcoma
Oncogene(c-FOS) und Histon 4 (H4) im Vergleich zu den Kwén der Kontrollzellen
erniedrigt. MK kann unter den gegebenen Versuchsgadgen der vorliegenden Arbeit also
die Proliferation osteoblastarer Zellen beeinflassBie Zugabe von MK modulierte den
Einfluss uniaxialer Dehnung auf osteoblastéare Zéilken, die mit einem TCF-responsiven
Vektor transfiziert wurden. Wahrend in den Kontalturen ohne MK kein Effekt
beobachtet werden konnte, war der WpFOatenin-Signaltransduktionsweg in MK-
behandelten Zellkulturen verstarkt aktiviert. Falgl kann MK die Aktivitat des WNT-
Catenin-Signaltransduktionsweges nach mechanisstierulation beeinflussen und kénnte
so eine Rolle in der Mechanotransduktion osteofitasZellen spielen.

Die durchgefuhrten Untersuchungen der vorliegendidreit weisen auf einen Einfluss von
PTN und MK auf die osteogene Differenzierung hirk Mnd PTPRK1 konnen den WNT-
Catenin-Signaltransduktionsweg modulieren und somahrscheinlich die Differenzierung

osteoblastarer Zellen beeinflussen.
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