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1 Einleitung 

 

1.1 Knochenfunktion und -aufbau 
Knochen ist ein besonders hartes Binde- und Stützgewebe und bildet das für alle 

höheren Vertebraten charakteristische Skelett. Dieses dient den Muskeln als An-

satzpunkt, bildet die Grundlage der Körperform und schützt die inneren Organe 

(Rauner 2012e, Bord et al. 2001). Desweiteren ist es Ort der Blutbildung, spielt 

eine zentrale Rolle im Mineralhaushalt, ist sogar am Energiemetabolismus beteiligt 

und dient als Speicher für anorganische Ionen und Knochenmatrixproteine. Um 

diesen Ansprüchen gerecht zu werden, unterliegt der Knochen einer starken Dy-

namik, ist durchblutet und ein metabolisch aktives Gewebe, das einem ständigen 

Auf- und Abbau unterliegt. 

Hierbei spielen Zellen unterschiedlicher Abstammung eine Rolle (Zaidi 2007). Die 

knochenabbauenden Osteoklasten sind hämapoetischen Ursprungs. Sie entfernen 

alten oder beschädigten Knochen und tragen zum Gleichgewicht des Kalzium-

haushalts im Körper bei, indem sie Kalzium aus dem Knochen freisetzen. 

Osteoblasten hingegen sind Zellen mesenchymalen Ursprungs und bauen Kno-

chenmatrix auf. Die Osteoblasten synthetisieren die organischen Komponenten 

der extrazellulären Matrix (Osteoid), hauptsächlich Kollagen I, aber auch andere 

Proteine, wie z.B. Osteocalcin, Osteopontin oder bone sialoprotein. Die anorgani-

sche Matrix besteht hauptsächlich aus Kalzium und Phosphat, die zusammen 

Hydroxyapatitkristalle bilden. Diese Kristalle werden in die Kollagenmatrix eingela-

gert. Die Kollagenmatrix verleiht dem Knochen seine Elastizität, während die mi-

neralischen Komponenten dem Knochen Festigkeit und Stabilität verleihen. 

Es werden grundsätzlich zwei Knochentypen unterschieden: kortikaler und 

trabekulärer Knochen (Rauner 2012a). Der kortikale Knochen umgibt in den lan-

gen Röhrenknochen und Wirbelkörpern die Markhöhle und den trabekulären Kno-

chen. Er besteht aus longitudinal ausgerichteten, sich überlappenden zylindri-

schen Einheiten, den sogenannten Osteonen. In deren Zentren verlaufen die Blut-

gefäße und Nervenbahnen. Darum legen sich konzentrische Lamellen bestehend 

aus dicht gepackten Kollagenfibrillen. Zwischen diesen Lamellen sind die 

Osteozyten eingebettet. Sie sind vollständig ausdifferenzierte Osteoblasten und 

durch sogenannte Kanalikuli miteinander und mit den Zellen an der Knochenober-

fläche sowie mit Blutgefäßen und Nervenbahnen verbunden, um Nährstoffe und 

Metabolite auszutauschen und um mechanische und biochemische Reize wahr-
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zunehmen und weiterzuleiten. Die Volkmannschen Kanäle verbinden die Blutge-

fäße der äußeren und inneren Knochenoberfläche mit denen der Osteone. Der 

kortikale Knochen ist somit ein sehr harter, dicht gepackter, stark mineralisierter 

Knochen und erlangt dadurch maximale Stärke, um großen Belastungen standzu-

halten. Durch seine geringe Oberfläche unterliegt er einer geringen Umbaurate. 

Durch die Längsausrichtung der Osteone ist er jedoch vor allem an uniaxiale hohe 

Belastungen angepasst. Der trabekuläre Knochen hingegen ist vor allem in den 

Enden der langen Röhrenknochen und in den Wirbelkörpern zu finden. Er ist aus 

einem Netzwerk von Trabekeln aufgebaut, die sich entlang der am stärksten auf-

tretenden Lasten im Knochen orientieren. Somit wird trotz eines minimalen Ge-

wichtes eine maximale Knochenstärke erreicht. Zudem besitzt der trabekuläre 

Knochen eine sehr große Oberfläche und unterliegt damit einer hohen Umbaurate, 

sodass er über eine hohe metabolische Aktivität verfügt. Dadurch macht sich jeder 

Knochenmasseverlust zuerst im trabekulären Knochen und viel später erst im kor-

tikalen Knochen bemerkbar. 

 

1.2 Ossifikation 
Die Ossifikation, die Knochenbildung, findet während des Wachstums oder wäh-

rend der Regeneration, wie z.B. bei der Frakturheilung, statt (Rauner 2012b). 

Hierbei unterscheidet man die desmale und chondrale Ossifikation. Bei der 

desmalen Ossifikation entsteht Knochengewebe direkt aus embryonalem Binde-

gewebe, indem mesenchymale Stammzellen zunächst zu Osteoblasten differen-

zieren, die dann Osteoid produzieren. Durch sie entstehen die flachen und unre-

gelmäßigen Knochen, wie z.B. die Kalvarien. Bei der chondralen Ossifikation ent-

steht der Knochen über eine Zwischenstufe aus Knorpel. Dies ist z.B. bei den lan-

gen Röhrenknochen oder während der Frakturheilung der Fall. Außerdem unter-

scheidet man zusätzlich zwischen Knochenumbau (remodelling) und Knochen-

neubildung (modelling). 

Durch das remodelling kann der Knochen je nach Bedarf Kalzium freisetzen oder 

einlagern. Aber es dient auch der Erhaltung von Struktur und Mikroarchitektur im 

Lauf eines Lebens, um den physischen Beanspruchungen gewachsen zu sein. 

Knochenabbau und -aufbau sind beim remodelling miteinander verknüpft, indem 

Osteoklasten, Osteoblasten und Knochenbelegzellen in der sogenannten BMU 

(basic multicellular unit) eng zusammenarbeiten (Martin and Sims 2005, Rauner 

2012c). Reguliert werden diese BMUs jedoch durch die Osteozyten, die mechani-
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sche Reize wahrnehmen und weiterleiten können. Durch das remodelling können 

Mikrofrakturen repariert und somit die mechanische Belastbarkeit gewährleistet 

werden. Aber auch der Kalzium- und Phosphathaushalt sowie die Knochenmor-

phologie werden so reguliert. Ein remodelling-Zyklus kann in vier Teilschritte un-

terteilt werden: Die Aktivierung durch die Detektion bestimmter Signale (z.B. me-

chanische Reize, Hormone, Wachstumsfaktoren), die Resorption des Knochenmi-

nerals durch die Osteoklasten, der Abbau der zurückgebliebenen Kollagenstruktur 

durch mononukleäre Zellen, vermutlich osteomacs (Rauner 2012d), und schließ-

lich die Neusynthese von Knochenmatrix durch die Osteoblasten. 

Modelling kann sowohl Knochenaufbau als auch Knochenabbau bedeuten (Clarke 

2008). Hierdurch kann der Knochen seine Form an physiologische Einflüsse und 

mechanische Kräfte anpassen. Osteoblasten bauen Knochen an den Stellen, an 

denen er benötigt wird, auf und Osteoklasten bauen ihn dort ab, wo er nicht benö-

tigt wird, um maximale Stabilität bei minimalem Materialaufwand zu erreichen. 

Entscheidend hierfür sind mechanische Einflüsse. So wird zum Beispiel bei man-

gelnder Belastung (Bettruhe, Raumfahrt) Knochen abgebaut (Arnaud et al. 1992), 

während zum Beispiel die starke Stimulation des Schlägerarms bei einem Tennis-

spieler zum Knochenanbau führt (Haapasalo et al. 1998). Auch das modelling wird 

größtenteils durch die Osteozyten reguliert.  

 

1.3 Mechanotransduktion 
Der Prozess der Erkennung des mechanischen Reizes, über die Umwandlung 

dieses Reizes in ein biochemisches Signal, welches schließlich eine zelluläre 

Antwort induziert, wird als Mechanotransduktion bezeichnet. Hierbei sind inzwi-

schen die Osteozyten in der Literatur als die Hauptmechanosensoren anerkannt 

(Bonewald 2006). Diese im Knochen am häufigsten vertretene Zellart ist in der 

Knochenmatrix in das sogenannte lakuno-kanalikuläre System eingebettet, ein 

weit verzweigtes System aus Zelllakunen, in denen die Osteozyten sitzen, und 

Kanälen, in denen die Zellfortsätze die Osteozyten miteinander, aber auch die 

Osteozyten mit den Osteoblasten und Osteoklasten an der Knochenoberfläche, 

sowie mit den Zellen im Markraum und mit Blutgefäßen verbinden (Abbildung 1.1). 

Bei mechanischer Belastung des Knochens kommt es in diesem lakuno-

kanalikulärem System zur Flüssigkeitsbewegung, dem sogenannten fluid flow, 

welches an den Osteozyten und ihren Zellfortsätzen Scherspannungen erzeugt 

(Weinbaum, Cowin and Zeng 1994). Dieser mechanische Reiz kann durch Zilien, 
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Integrine, das Zytoskelett und Ionenkanäle wahrgenommen werden und über gap 

junctions und Hemikanäle kann die Information über diesen mechanischen Reiz 

an andere Zellen und in die umliegende Matrix in Form von Signalmolekülen wie 

Adenosintriphosphat (ATP), Stickstoffmonoxid (NO) oder Prostaglandin E2 (PGE2) 

weitergegeben werden (Bonewald 2006, Robling, Castillo and Turner 2006). Für 

PGE2 ist aber auch eine autokrine Wirkung nachgewiesen. Denn das vom 

Osteozyten ausgeschüttete PGE2 kann an den EP2/4-Rezeptor derselben Zelle 

binden und so intrazellulär die Serin/Threonin-Kinase Akt (Proteinkinase B) akti-

vieren, welche dann den Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg aktivieren und so 

die Transkription von Inhibitoren des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs 

(Sklerostin, Dickkopf) hemmen und die Transkription von Aktivatoren des Wnt/β-

Catenin-Signaltransduktionswegs (Wnt-Liganden) fördern kann (Bonewald and 

Johnson 2008). 
 

 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Mechanotransduktion im Knochen. Extrazelluläres fluid flow (ECF) im 

lakuno-kanalikulären System öffnet spannungssensitive (V) und mechanosensitive (M) Ionenkanäle der Osteozyten (OCY), 

wodurch Calcium (Ca2+)-Influx ermöglicht wird, und induziert ATP (Adenosintriphosphat)- und PGE2 (Prostaglandin E2)-

Freisetzung. PGE2 bindet an den EP2- oder EP4-Rezeptor auf Osteoblasten (OB) und löst so intrazelluläre Signalkaskaden 

aus, die letztendlich zur erhöhten Knochenformation führen. Der Parathormon (PTH)- und der Wnt/β-Catenin-Signalweg 

sind ebenfalls an der Signaltransduktion in Osteoblasten beteiligt. Im Markraum führen hydrostatischer Druck und fluid flow 

unter anderem zur Ausschüttung von NO (Stickstoffmonoxid) durch MSCs (mesenchymale Stammzellen). NO hemmt die 

Rankl-Expression und fördert die Opg-Expression und hemmt so die Osteoklastogenese. (Robling 2006; republished with 

permission of Annual Reviews, Inc., from Annual Review of Biomedical Engineering, 8, 2006; permission conveyed through 

Copyright Clearance Center, Inc.) 
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Die Effektorzellen, vor allem die Osteoblasten, besitzen ebenfalls für die nach ei-

nem mechanischen Reiz ausgeschütteten Signalmoleküle eine Vielzahl an Rezep-

toren, darunter den Wnt/β-Catenin-Rezeptorkomplex aus Frizzled und Lrp5/6, den 

EP2/4- und den PTH1R-Rezeptor, die ihrerseits nach Bindung eines Liganden 

eine Vielzahl an intrazellulären Signalkaskaden induzieren, wie zum Beispiel den 

Wnt/β-Catenin- oder ERK (extracellular signal-regulated kinase)-Signaltrans-

duktionsweg, die letztendlich die Transkription von Genen stimulieren, die für die 

Osteoblastenproliferation, -vitalität und -aktivität wichtig sind (Price et al. 2011, 

Robling et al. 2006), (Abbildung 1.2). An vielen dieser Signalkaskaden scheint der 

Östrogenrezeptor α (ERα) beteiligt zu sein (Price et al. 2011). 
 

 
Abbildung 1.2: Mechanisch stimulierte Signalwege in Osteoblasten. Mechanische Reize werden durch eine Vielzahl an 

Rezeptoren erkannt (z.B. Frizzled-Lrp5/6, EP2/4, PTH1R). Diese wiederum lösen intrazelluläre Signalkaskaden aus, die schließlich 

die Transkription pro-osteogener Faktoren (Wnts, PGE2) fördern, die Transkription anti-osteogener Faktoren (Sklerostin) hemmen 

und intrazelluläre Mediatoren wie β-Catenin und ERα aktivieren. Diese lokalen Prozesse werden zusätzlich durch systemische 

Hormone (PTH, E2) beeinflusst. AKT: Proteinkinase B; AP1: activator protein 1; AR: Androgenrezeptor; COX-2: Cyclooxygenase-

2; Cx43: Connexin 43; CREB: cAMP response element-binding protein; ECM: extrazelluläre Matrix; eNOS: endothelial nitric oxide 

synthase; EP2/4: Prostaglandin-E-Rezeptor 2/4; ERα: Östrogenrezeptor α; ERK: extracellular signal-regulated kinase; FAK: 

Fokale-Adhäsion-Kinase; GSK-3: Glykogen-Synthase-Kinase 3; IGF-1R: insulin-like growth factor-1 receptor; Lepr: Leptinrezeptor; 

LRP5/6: lipoprotein receptor–related protein 5/6; NFAT: nuclear factor of activated T cells; PGE2: Prostaglandin E2; PI3-K: 

phosphotidylinositol 3- kinase; PKA: Proteinkinase A; PKC: Proteinkinase C; PTH1R: Parathormon-1-Rezeptor; Shc: Src homology 

2 domain containing; Smad1: Mothers against decapentaplegic homolog 1; TCF/LEF: T-cell factor/lymphoid enhancer factor; Wnt: 

wingless-type MMVT integration site family. (modifiziert nach Price 2011; republished with permission of CURRENT SCIENCE 

INC, from Curr Osteoporos Rep, 9, 2011; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.) 
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Durch die Verformung der Knochenmatrix bei mechanischer Belastung sind auch 

die Osteoblasten und Osteoklasten selbst durch ihre Bindung an die Knochen-

oberfläche Verformungen, vor allem Dehnung, ausgesetzt (Bergmann et al. 2010). 

Osteoblasten können diese Verformungen ähnlich wie die Osteozyten wahrneh-

men und schütten ebenfalls Signalmoleküle wie PGE2 und NO aus. Die inhibie-

rende Wirkung mechanischer Reize auf Osteoklasten hingegen scheint eher indi-

rekt durch osteoblastäre Zellen vermittelt zu werden. 

Die Proliferation und Differenzierung der Zellen im Markraum werden bei mecha-

nischer Belastung durch hydrostatischen Druck, fluid flow und die Viskosität beein-

flusst, wobei der hydrostatische Druck der dominierende Faktor zu sein scheint 

(Gurkan and Akkus 2008). In in vitro Studien konnte aber auch ein Einfluss von 

mechanischer Dehnung auf MSCs gezeigt werden (Sen et al. 2008). 

Zusätzlich zur mechanischen Belastung werden die Proliferation, Differenzierung 

und Aktivität der Knochenzellen aber auch durch lokale Wachstumsfaktoren und 

systemische Hormone beeinflusst. In diesem Zusammenhang sind der Wnt/β-

Catenin- und der Östrogenrezeptor (ER)-Signaltransduktionsweg von großer Be-

deutung. 

 

1.3.1 Bedeutung des Wnt-Signalwegs in der Knochenbiologie und 
Mechanotransduktion 
Nach heutigem Kenntnisstand gibt es 19 Wnt-Liganden, über 15 Wnt-Rezeptoren 

und -Corezeptoren und eine Vielzahl, zum Großteil noch unerforschte, nach-

geschaltene Signalwege (Niehrs 2012). Der Wnt/β-Catenin-Signaltransduktions-

weg, auch als kanonischer Wnt-Signalweg bezeichnet, und die beiden nicht-

kanonischen Signalwege, der PCP (planar cell polarity)- und der Wnt/Ca2+-

Signalweg, sind bisher am besten erforscht (Abbildung 1.3). 

Der Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg spielt eine wichtige Rolle in der Kno-

chenformation und bei der Umsetzung mechanischer Signale in eine zelluläre 

Antwort. Die Bindung eines Wnt-Liganden an den heterodimeren Rezeptor, beste-

hend aus frizzled (Fzd) und low-density lipoprotein receptor-related protein 5 oder 

6 (Lrp5/6), aktiviert intrazellulär das Protein dishevelled I (Dvl) (Abbildung 1.3). Die 

Aktivierung von Dvl inhibiert den Proteinkomplex, bestehend aus der Glykogen-

Synthase-Kinase-3β (Gsk-3β), Axin und adenomatous polyposis coli (APC), der im 

nicht aktiven Zustand β-Catenin phosphoryliert und es so für den proteosomalen 

Abbau vorbereitet. Dadurch wird β-Catenin im Zytosol angereichert und kann in 
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den Zellkern wandern, wo es mit Transkriptionsfaktoren der T-cell factor/lymphoid 

enhancer factor (Tcf/Lef)-Familie interagiert, um die Transkription wichtiger Gene 

für die Knochenformation zu aktivieren. 
 

 
Abbildung 1.3: Wnt-Signalwege. a: Bei dem PCP (planar cell polarity)-Signalweg bindet der Wnt-Ligand an den heterodi-

meren Rezeptor, bestehend aus den Transmembranproteinen Frizzled (Fzd) und Receptor tyr kinase-like orphan receptor 

(Ror) bzw. Protein tyr kinase 7 (Ptk7) und aktiviert so intrazellulär das Protein dishevelled I (Dvl), welches dann die 

GTPasen RhoA und Rac1 aktiviert, wodurch diese die Rho-Kinase (Rock) und die Jun-N-terminal kinase (Jnk) aktivieren 

können, welche dann schließlich die Polymerisation von Actin und die Jun-abhängige Transkription bewirken. b: Bei dem 

Wnt/β-Catenin-Signalweg bindet ein Wnt-Ligand an den heterodimeren Rezeptor, bestehend aus Fzd und Low-density 

lipoprotein receptor-related protein 5 oder 6 (Lrp5/6) und aktiviert so intrazellulär das Protein Dvl. Die Aktivierung von Dvl 

inhibiert den Proteinkomplex, bestehend aus der Glykogen-Synthase-Kinase 3β (Gsk-3β), Axin und Adenomatous 

Polyposis coli (APC) und ermöglicht so die Anreicherung von β-Catenin, welches nun in den Zellkern wandern kann, wo es 

mit Transkriptionsfaktoren der T-cell factor/Lymphoid enhancer factor (Tcf/Lef)-Familie interagiert, um die Transkription 

wichtiger Gene für die Knochenformation zu aktivieren. c: Der Wnt/Ca2+-Signalweg wird durch die Bindung eines Wnt-

Liganden an den Fzd-Rezeptor aktiviert. Intrazellulär aktiviert dies die Phospholipase C (PLC), wodurch dann die Ca2+- und 

Calmodulin-abhängige Kinase II (CaMKII), die Proteinkinase C (PKC) und Calcineurin aktiviert werden. Calcineurin aktiviert 

über den Transkriptionsfaktor Nuclear factor of activated T cells (Nfat) die Transkription von Genen, die an der Zellmigration 

und -Differenzierung beteiligt sind. d: Neben diesen 3 Signalwegen gibt es noch eine Vielzahl anderer Wnt-Signalwege, die 

aber noch größtenteils unerforscht sind. CKIα: casein kinase Iα; DAAM: dishevelled associated activator of morphogenesis; 

MUSK: muscle skeletal receptor Tyr kinase; NFAT: nuclear factor of activated T cells; PTK7: protein Tyr kinase 7; RYK: 

receptor Tyr kinase; Wnt: wingless-type MMVT integration site family (modifiziert nach Niehrs 2012; republished with permis-

sion of NATURE PUBLISHING GROUP, from Nat Rev Mol Cell Biol, 13, 2012; permission conveyed through Copyright Clearance 

Center, Inc.) 
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Ein Schlüsselregulator der Knochenmasse im Wnt/β-Catenin-Signaltransduktions-

weg ist der Rezeptor Lrp5. Funktionsverlustmutationen dieses Rezeptors führen 

zu einer erniedrigten Knochenmineraldichte, die wiederum zu Frakturen und Ske-

lettverformungen führt, dem osteoporosis-pseudoglioma syndrome (OPPG) (Gong 

et al. 2001). Funktionsfördernde Mutationen verhindern die Bindung endogener 

Wnt/β-Catenin-Inhibitoren (Ai et al. 2005, Boyden et al. 2002, Li et al. 2005) und 

führen so zu einem Knochenphänotyp mit einer unnatürlich hohen Knochenmine-

raldichte und einer daraus resultierenden sehr hohen Knochenstabilität (Johnson 

et al. 1997, Little et al. 2002, Van Wesenbeeck et al. 2003). Nach diesen Entde-

ckungen wurde die Funktion von Lrp5 bei der Regulation der Knochenmasse im 

Mausmodell näher untersucht. Die Knochen von Mäusen mit einer Funktionsver-

lustmutation in Lrp5 (Lrp5-/-) hatten eine signifikant erniedrigte Knochenmineral-

dichte und dadurch eine verminderte Knochenstabilität (Sawakami et al. 2006). 

Zudem war bei diesen Mäusen die Aktivierung der Osteopontin-Expression, wel-

che Teil der späten, osteogenen Antwort auf die mechanische Belastung ist, nach 

mechanischer Belastung der Ulna drastisch reduziert. In einer anderen Mausstu-

die konnte gezeigt werden, dass durch mechanische Belastung der Tibia Zielgene 

des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs hochreguliert wurden (Robinson et al. 

2006). Hierbei hatten die Überexpression von Lrp5 (Lrp5 G171V) und die Inhibie-

rung der Gsk-3β einen sensibilisierenden Effekt auf die mechanisch induzierte 

Genexpression. 

Außerdem konnten Robling et al. eine starke lokale Herunterregulation von 

Sklerostin durch mechanische Stimulation der Ulna in Mäusen zeigen (Robling et 

al. 2008). Sklerostin, ein vom Sost-Gen kodiertes Protein, wird fast ausschließlich 

in den Osteozyten, den Mechanosensoren des Knochens, exprimiert und hemmt 

den Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg durch Bindung an Lrp5/6 (Li et al. 

2005, Semenov, Tamai and He 2005, Semenov and He 2006). Somit ist die Regu-

lation der Sklerostin-Expression durch mechanische Belastung ein wichtiger Me-

chanismus, mit dem die Osteozyten die Regulation der Knochenmasse durch Mo-

dulation des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg in den Effektorzellen, wie zum 

Beispiel den Osteoblasten, regulieren können. 

Der Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg begünstigt aber nicht nur die 

Osteoblastenaktivität, sondern fördert auch die Differenzierung mesenchymaler 

Stammzellen in die osteogene Richtung. Bennett et al. und Ross et al. zeigten, 

dass Wnt10b die Adipogenese durch Inhibierung der Gsk-3β und Aktivierung von 
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β-Catenin hemmt (Bennett et al. 2002, Ross et al. 2000). Kennell et al. fanden her-

aus, dass die Aktivierung von Fzd1 durch Wnt8 β-Catenin stabilisierte, wodurch die 

Osteoblastogenese gefördert und die Adipogenese gehemmt wurde (Kennell and 

MacDougald 2005). Christodoulides et al. deckten auf, dass zu Beginn der 

Adipogenese der Wnt-Antagonist Dkk1 hochreguliert und die Wnt-Rezeptoren Lrp 

5/6 herunter reguliert sind (Christodoulides et al. 2006). 

Der nicht-kanonische PCP-Signalweg spielt eine Rolle bei der Zellpolarität und 

-migration. Die Bindung eines Wnt-Liganden an den heterodimeren Rezeptor, be-

stehend aus den Transmembranproteinen Fzd und receptor tyr kinase-like orphan 

receptor (Ror) bzw. protein tyr kinase 7 (Ptk7), aktiviert intrazellulär das Protein 

Dvl, welches die GTPasen RhoA und Rac1 aktiviert, wodurch diese die Rho-

Kinase (Rock) und die Jun-N-terminal kinase (Jnk) aktivieren können, welche 

dann schließlich die Polymerisation von Actin und die Jun-abhängige Transkription 

bewirken. 

Der nicht-kanonische Wnt/Ca2+-Signalweg ist bei der Zellmigration beteiligt, spielt 

aber auch eine wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung. Durch die Bindung eines 

Wnt-Liganden an den Fzd-Rezeptor wird intrazellulär die Phospholipase C (PLC) 

aktiviert, wodurch dann die Ca2+- und Calmodulin-abhängige Kinase II (CaMKII), 

die Proteinkinase C (PKC) und Calcineurin aktiviert werden. Calcineurin aktiviert 

über den Transkriptionsfaktor nuclear factor of activated T-cells (Nfat) die Trans-

kription von Genen, die an der Zellmigration und -differenzierung beteiligt sind. 

Der Wnt-Ligand Wnt5a und einer seiner Rezeptoren, Ror2, sind zwei wichtige 

Vermittler der nicht-kanonischen Wnt-Signalwege bei der Knochenformation und 

beim remodelling. Funktionsverlustmutationen von Ror2 führen zu schweren 

Missbildungen des Skeletts, der autosomal rezessiven Form des Robinow-

Syndroms (Afzal et al. 2000). Die Deletion von Ror2 in Mäusen führte ebenfalls zu 

Skelettmissbildungen (DeChiara et al. 2000, Takeuchi et al. 2000). Zudem konn-

ten Oishi et al. im Mausmodell zeigen, dass die Deletion von Wnt5a zu einem der 

Ror2-Deletion sehr ähnlichen Phänotyp führte und schlossen daraus, dass Wnt5a 

und Ror2 miteinander interagieren (Oishi et al. 2003). Später zeigten Liu et al. eine 

fördernde Wirkung von Wnt5a durch die Aktivierung des Rezeptors Ror2 auf die 

osteogene Differenzierung von humanen osteoblastären Zellen (Liu et al. 2008). 

Zudem zeigten Takada et al. eine inhibierende Wirkung von Wnt5a über die Akti-

vierung von CaMKII auf die Pparγ-Aktivität, ein Schlüsselprotein der adipogenen 

Differenzierung (Takada et al. 2007). 
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Beim remodelling scheinen Wnt5a und Ror2 als coupling-Faktoren zwischen 

Osteoblasten und Osteoklasten zu agieren. So zeigten Maeda et al., dass von 

Osteoblasten ausgeschüttetes Wnt5a an den Ror2-Rezeptor auf Osteoklasten 

bindet und so über den Jnk-Signalweg die Rankl-abhängige 

Osteoklastendifferenzierung und -aktivität fördert (Maeda et al. 2012). 

Sowohl der Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg als auch die nicht-kanonischen 

Wnt-Signalwege spielen also eine wichtige Rolle bei der Regulation der Kno-

chenmasse. Hierbei scheint aber eine komplexe Interaktion der Signalwege statt-

zufinden. 

Boland et al. zeigten, dass während der osteogenen Differenzierung humaner 

MSCs Faktoren der nicht-kanonischen Wnt-Signalwege (Wnt11, Fzd6, Ror2) so-

wie die Wnt-Inhibitoren (Sfrp2, Sfrp3) hochreguliert, aber Faktoren des Wnt/β-

Catenin-Signaltransduktionswegs (Wnt9a, Fzd7) herunter reguliert waren (Boland 

et al. 2004). Wnt3a induzierte die Translokation von β-Catenin in den Zellkern und 

Tcf/Lef-Transkriptionsaktivität. Dies förderte die Proliferation und hemmte die 

Apoptose undifferenzierter MSCs. Die osteogene Differenzierung der MSCs wurde 

hingegen durch Wnt3a gehemmt und durch die Hemmung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs sowie durch Wnt5a gefördert. Der Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionsweg scheint also wichtig für die Proliferation mesenchymaler 

Stammzellen zu sein. Für die Differenzierung hingegen scheinen die Inhibierung 

des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs und die Aktivierung nicht-

kanonischer Wnt-Signalwege wichtig zu sein. Ein wichtiger Regulator hierfür ist 

Wnt5a. Topol et al. zeigten, dass Wnt5a durch Induktion der E3-Ubiquitin-Protein-

Ligase Siah2 (seven in absentia homolog 2) und von APC die Degradation von β-

Catenin förderte (Topol et al. 2003). Siah2 und APC gehören zum Siah-APC-Ebi-

E3-Ubiquitinligasekomplex, der β-Catenin unabhängig von der Gsk-3β abbaut (Liu 

et al. 2001, Matsuzawa and Reed 2001). Ishitani et al. deckten eine Signalkaska-

de auf, bei der Wnt5a durch Bindung an Fzd2 das Einströmen von Ca2+ in die Zel-

le induzierte, wodurch der CaMKII/Tak1/Nlk-Signalweg aktiviert wurde und die Se-

rin-Threonin-Protein-Kinase Nlk (nemo-like kinase) die Tcf/Lef-Transkriptions-

aktivität durch Phosphorylierung von Tcf inhibierte (Ishitani et al. 2003). 
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1.3.2 Bedeutung des Östrogenrezeptor-Signaltransduktionswegs in der 
Knochenbiologie und Mechanotransduktion 
Auch der Östrogenrezeptor (ER)-Signaltransduktionsweg ist wichtig für die Knochen-

homöostase und Mechanotransduktion. Es sind zwei Rezeptoren, ERα und ERβ, im 

Knochen exprimiert, welche die knochenerhaltende Wirkung von Östrogen vermitteln. 

Im kortikalen Knochen ist überwiegend ERα exprimiert, während im trabekulären 

Knochen beide Rezeptoren gleichermaßen vertreten sind (Bord et al. 2001, Centrella 

and McCarthy 2012). Die Bedeutung der Interaktion der beiden Rezeptoren wird in 

der Literatur kontrovers diskutiert. Mödder et al. zeigten, dass ERβ die Signalwirkung 

von ERα hemmt (Modder et al. 2004). Sims et al. hingegen zeigten, dass ERβ die 

Signalwirkung von ERα auch ersetzen oder erhöhen kann (Sims et al. 2003, Sims et 

al. 2002). 

 

 
Abbildung 1.4: Östrogenrezeptor (ER)-Signaltransduktionsweg. 1. Klassischer Signalweg: Der E2 (Östrogen)-ER-

Komplex bindet an EREs (estrogen response elements) im Promotor. 2. ERE-unabhängiger Signalweg: Der E2-ER-

Komplex bindet durch Protein-Protein-Interaktion an andere Transkriptionsfaktoren. 3. Östrogenunabhängiger Signalweg: 

Wachstumsfaktoren (GF) induzieren Protein-Kinase-Kaskaden, die durch Phosphorylierung ER an ERE aktivieren. 4. Nicht-

genomischer Signalweg: Der E2-ER-Komplex bindet an die Membran und löst Protein-Kinase-Kaskaden aus. Dadurch 

werden zytoplasmatische Proteine oder nukleäre Transkriptionsfaktoren aktiviert. (Björnström 2005; republished with per-

mission of ENDOCRINE SOCIETY, from Mol Endocrinolog, 19, 2005; permission conveyed through Copyright Clearance 

Center, Inc.) 
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Durch Bindung an den Östrogenrezeptor kann Östrogen den "klassischen" Sig-

nalweg aktivieren, bei dem der Östrogenrezeptor direkt an Erkennungssequenzen 

auf der DNA, den sogenannten estrogen response elements (EREs), bindet (Ab-

bildung 1.4). Bei dem "nicht-klassischen" Signalweg hingegen interagiert der Öst-

rogenrezeptor mit anderen Proteinen (Paech et al. 1997, Umayahara et al. 1994) 

oder wird an der Membran, wie zum Bespiel an den G protein-coupled estrogen 

receptor 1 (GPER), gebunden (Chang and Karin 2001, Manavathi and Kumar 

2006, Revankar et al. 2005) (Abbildung 1.4). 

 

 
Abbildung 1.5: Einfluss von Östrogen auf die Knochenzellen. Östrogen beeinflusst hauptsächlich die Knochenresorpti-

on, indem es entweder direkt die Osteoklastenaktivität beeinflusst oder indem es die osteoklastenregulierenden Mechanis-

men von Osteoblasten, Osteozyten und T-Zellen beeinflusst. Östrogen beeinflusst aber auch die Knochenformation durch 

seinen Einfluss auf die Osteoblastenbildung und -aktivität. Blaue Pfeile: direkter Einfluss von Östrogen. Rote Pfeile: Aktivie-

rung der Osteoklasten durch Osteozyten, Osteoblasten und T-Zellen, die durch Östrogen inhibiert wird. 
 

Durch Bindung an seine Rezeptoren schützt Östrogen den Knochen vor Abbau 

(Fitzpatrick 2006). Es verhindert die Apoptose der Osteozyten, welche die 

remodelling-Aktivität regulieren, und hemmt so die Resorptionsaktivität der 

Osteoklasten (Emerton et al. 2010), (Abbildung 1.5). Die knochenresorbierenden 

Osteoklasten selbst können sowohl ein direktes als auch indirektes Ziel von Öst-
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rogen sein. Östrogen kann direkt die Apoptose von Osteoklasten fördern, indem 

es in diesen Zellen an ERα bindet und so Fas Ligand induziert (Nakamura et al. 

2007). Außerdem kann es die durch Rankl (receptor activator of NF-κB ligand) 

induzierte Osteoklastendifferenzierung hemmen (Shevde et al. 2000, Srivastava et 

al. 2001). Indirekt kann Östrogen die Bildung von Rankl in Osteoblasten, T- und B-

Zellen hemmen und die Bildung von Opg (Osteoprotegerin) in osteoblastären Zel-

len fördern und so die Osteoklastenaktivität hemmen (Eghbali-Fatourechi et al. 

2003, Hofbauer et al. 1999). Außerdem vermindert Östrogen die Bildung der pro-

resorptiv wirkenden Zytokine Interleukin-1 (Il-1), Il-6 und TNFα (tumor necrosis 

factor-α) in Osteoblasten und mononukleären Zellen im Knochenmark und fördert 

die Bildung des antiresorptiv wirkenden Zytokins TGF-β (transforming growth fac-

tor-β) in osteoblastären Zellen (Manolagas and Jilka 1995, Oursler et al. 1991). 

Aber Östrogen beeinflusst auch das Überleben und die Aktivität der knochenbil-

denden Osteoblasten. So inhibiert es die Apoptose dieser Zellen über die Aktivie-

rung des Src/Shc/ERK-Signalwegs (Kousteni et al. 2001) und durch Hemmung 

von Jnk (Kousteni et al. 2003) und es fördert die Osteoblastenbildung, indem es 

oxidativen Stress verhindert (Almeida et al. 2007). Die Osteoblastenaktivität för-

dert es, indem es die Bildung von NF-κB hemmt, welches den für die Knochen-

matrixformation essentiellen Transkriptionsfaktor Fra-1 (Fos-related antigen-1) 

hemmt (Chang et al. 2009). 

Der ER-Signaltransduktionsweg ist für die Transduktion mechanischer Signale im 

Knochen essentiell. In weiblichen Mäusen konnte gezeigt werden, dass ERα an 

der zellulären Antwort auf mechanische Belastung im kortikalen Knochen beteiligt 

ist (Lee et al. 2004, Saxon et al. 2012). Er scheint aber nicht die Antwort im 

trabekulären Knochen zu beeinflussen (Saxon et al. 2012). Die Bedeutung von 

ERβ in der Mechanotransduktion ist noch relativ unerforscht und wird kontrovers 

diskutiert. Lee et al. zeigten in weiblichen Mäusen einen positiven Effekt von ERβ 

auf die Antwort des kortikalen Knochens auf mechanische Belastung, aber einen 

inhibierenden Effekt auf die Osteoblastenproliferation in vitro (Lee et al. 2004). 

Saxon et al. hingegen fanden, ebenfalls in weiblichen Mäusen, einen inhibieren-

den Effekt von ERβ auf die Antwort des kortikalen Knochens auf mechanische 

Belastung und keinen Effekt auf die Antwort im trabekulären Knochen (Saxon et al. 

2012). Sowohl ERα als auch ERβ sind an der mechanisch induzierten Verminde-

rung der Apoptose von Osteoblasten und Osteozyten beteiligt, indem sie 

Caveolin-1 an der Zellmembran binden und so den ERK-Signalweg aktivieren 
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(Aguirre et al. 2007). An diesem Prozess scheint in osteoblastären Zellen die 

Phosphorylierung von Serin 122 des ERα beteiligt zu sein (Jessop et al. 2001). 

Galea et al. entdeckten kürzlich, dass mechanische Belastung und Östrogen die 

Osteoblastenproliferation über ERα fördern, aber die damit verbundene 

Herunterregulation der Sost-Expression über ERβ reguliert wird (Galea et al. 

2013). 

 
1.3.3 Einfluss der Interaktion des Wnt/β-Catenin- und Östrogenrezeptor-
Signaltransduktionswegs auf die Mechanotransduktion 
In der Literatur gibt es aus in vitro-Experimenten wenige Hinweise darauf, dass 

der Wnt/β-Catenin- und Östrogenrezeptor (ER)-Signaltransduktionsweg bei der 

Antwort auf mechanische Belastung miteinander interagieren. Zunächst zeigten 

Lau et al. anhand einer Genexpressionsanalyse in primären Mausosteoblasten, 

dass der Wnt/β-Catenin- und der ER-Signaltransduktionsweg neben dem IGF-1- 

und dem BMP-Signaltransduktionsweg nach mechanischer Belastung hochregu-

liert waren (Lau et al. 2006). Desweiteren konnten Armstrong et al. zeigen, dass 

zur Stimulierung der Tcf/Lef-Promotoraktivität durch β-Catenin ERα benötigt wird 

(Armstrong et al. 2007). Die Autoren vermuteten hierbei eine direkte Interaktion 

von β-Catenin und ERα. In unserer eigenen Arbeitsgruppe konnten Liedert et al. in 

osteoblastären Zellen einen sensibilisierenden Effekt von Östrogen auf die me-

chanisch induzierte Expression von Cox-2 (Cyclooxigenase-2), ein 

mechanosensitives Gen, das in die frühe Antwort auf mechanische Belastung in-

volviert ist, zeigen (Liedert et al. 2010). Bei zusätzlicher Wnt/β-Catenin-Aktivierung 

zur mechanischen Belastung wurde jedoch sowohl der sensibilisierende Effekt von 

Östrogen als auch der stimulierende Effekt der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs allein gehemmt. Schließlich deckten Sunters et al. ein 

ganzes Signalosom auf (Sunters et al. 2010). Sie konnten nachweisen, dass me-

chanische Belastung die Translokation des ungebundenen ERα an die Zellmemb-

ran induzierte, wo er mit dem Rezeptor IGF-1R assoziierte. Dadurch wurde intra-

zellulär AKT über PI3K aktiviert und somit Gsk-3β inhibiert. Dies ermöglichte die 

Translokation von β-Catenin in den Zellkern, wo es die Tcf/Lef-Transkriptions-

aktivität erhöhte. 
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1.4 Osteoporose 
Osteoporose ist eine systemische Erkrankung des Skeletts, die sich durch eine 

geringe Knochenmasse und eine mikroarchitektonische Verschlechterung des 

Knochengewebes auszeichnet, wodurch es zu einer erhöhten Knochenbrüchigkeit 

und Anfälligkeit für Frakturen kommt (ohne Autor (1993)). Sie wird durch ein Un-

gleichgewicht zwischen der Knochenresorption durch die Osteoklasten und der 

Knochenformation durch die Osteoblasten erzeugt. Bei der sehr seltenen gene-

tisch bedingten Osteoporose, der postmenopausalen Osteoporose (Typ I) und der 

altersbedingten Osteoporose (Typ II) spricht man von einer primären Osteoporose. 

Wird der Knochenmasseverlust hingegen durch Medikamente (z.B. 

Aromataseinhibitoren, Glucocorticoide, Protonenpumpeninhibitoren) oder durch 

eine andere Grunderkrankung (z.B. Diabetes mellitus, Hyperparathyreoidismus) 

ausgelöst, spricht man von einer sekundären Osteoporose. 
 

 
Abbildung 1.6: Osteoporotische Veränderungen am trabekulären und kortikalem Knochen. Trabekulär: Dargestellt ist die 

µCT-3D-Rekonstruktion eines lumbalen Wirbelkörpers einer jungen, gesunden und einer Frau mit postmenopausaler Osteoporose. 

Bei postmenopausaler Osteoporose ist die Trabekelanzahl und -dicke verringert, wobei vor allem die horizontal ausgerichteten 

Trabekel verloren gehen. Kortikal: Schematische Darstellung des kortikalen Wachstums während der Pubertät und des Verlusts 

von Knochenmasse während der Menopause. Der Anteil des kortikalen Knochens am Gesamtknochen verändert sich bei der Frau 

während der Pubertät nicht, aber der Knochen wird größer. Während der Menopause wird endostal sehr viel Knochen abgebaut. 

Dies wird durch den leichten periostalen Anbau nicht ausgeglichen. (modifiziert nach Riggs 2002; republished with permission of 

ENDOCRINE SOCIETY, from Endocr Rev, 23, 2002; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.) 
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Die postmenopausale Osteoporose wird durch das Absinken des Östrogenspiegels 

induziert. Fällt der Östrogenspiegel während der Menopause, kommt es zu einer 

deutlichen Erhöhung der Knochenresorption, verbunden mit einer moderaten, vorü-

bergehenden Erhöhung der Knochenformation, so dass es zum Knochenmassever-

lust kommt (Garnero et al. 1996, Hannon et al. 1998). Im trabekulären Knochen 

führt zunächst die erhöhte Resorptionstiefe zur Perforation der Trabekel und damit 

zu einer verminderten Konnektivität (Riggs, Khosla and Melton 2002), (Abbildung 

1.6). Später kommt es durch die verminderte Formation zusätzlich zu einer Verdün-

nung der Trabekel. Die kortikale Dicke nimmt durch die erhöhte endostale Resorpti-

on ab (Riggs et al. 2002), (Abbildung 1.6). Dies kann auch durch die moderate Er-

höhung des periostalen Zuwachses nicht ausgeglichen werden. Intrakortikal führt 

die verstärkte BMU-Aktivität zu einer erhöhten Porosität. Im Markraum kommt es 

mit zunehmendem Alter und bei Osteoporose durch die vermehrte Differenzierung 

der MSCs in die adipogene statt in die osteogene Richtung zur Anreicherung von 

Fettgewebe (Duque 2007, Justesen et al. 2001), (Abbildung 1.7). 
 

 
Abbildung 1.7: Vergleich des Knochenmarks von jungen Ratten mit dem von alten Ratten. 24 Monate alte Ratte hat deutlich 

mehr Fettgewebe und dünnere Trabekel im Markraum (B) als 4 Monate alte Ratte (A). (Duque 2007; republished with permission 

of International Bone and Mineral Society, from BoneKEy-Osteovision, 4, 2007; permission conveyed through Copyright Clearance 

Center, Inc.) 

 

Diesen strukturellen Veränderungen des Knochens liegt eine Vielzahl an regulatori-

schen Veränderungen in den Knochenzellen zugrunde. Durch Östrogenmangel wird 

die Apoptoserate der Osteozyten erhöht, wodurch die Osteoklastenaktivität erhöht 

(Emerton et al. 2010, Tomkinson et al. 1998, Tomkinson et al. 1997) und die 

Mechanosensitivität vermindert wird (Bonewald 2011). Wie die Osteoklastenaktivität 

durch die Osteozytenapoptose erhöht wird ist noch weitgehend unerforscht. Eine 

diskutierte Möglichkeit ist, dass apoptotische Osteozyten die Osteoklasten durch die 

Ausschüttung proresorptiver Signalmoleküle aktivieren (Tatsumi et al. 2007, 

Verborgt et al. 2002). Eine andere Möglichkeit wäre, dass die sterbenden 
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Osteozyten ihre inhibierende Wirkung auf die Osteoklasten verlieren. Zudem konnte 

gezeigt werden, dass durch Apoptose der Osteozyten die Osteoblastenaktivität 

vermindert und die adipogene Differenzierung von MSCs im Markraum begünstigt 

wird (Tatsumi et al. 2007). 

Unter Östrogenmangel ist die Osteoklastenbildung, -aktivität und -lebensdauer 

erhöht. Die osteoklastenspezifische Deletion von ERα zeigte, dass Osteoklasten 

ein direktes Ziel von Östrogen sind. Unter Östrogenmangel ist die Apoptose ver-

mindert (Martin-Millan et al. 2010, Nakamura et al. 2007) und die Rankl-induzierte 

Differenzierung erhöht (Shevde et al. 2000). Zudem schütten Osteoblasten, T- und 

B-Zellen unter Östrogenmangel vermehrt Rankl aus und begünstigen so die 

Osteoklastogenese (Eghbali-Fatourechi et al. 2003). 

Die Knochenformation ist bei Östrogenmangel zunächst leicht erhöht. Zur Erhöhung 

der Knochenformation kommt es durch eine erhöhte Proliferation der mesenchy-

malen Osteoprogenitoren, die dann zu Osteoblasten differenzieren können (Jilka et al. 

1998). Dennoch reicht die mineralisierende Aktivität der Osteoblasten unter Östro-

genmangel nicht aus, um die durch die Osteoklasten resorbierte Fläche wieder aufzu-

füllen. Ein Grund hierfür könnte die erhöhte Apoptoserate der Osteoblasten unter Öst-

rogenmangel sein (Kousteni et al. 2001). Außerdem führt Östrogenmangel zu oxida-

tivem Stress, welcher die Osteoblastogenese hemmt und die Lebensdauer von 

Osteoblasten verkürzt (Almeida et al. 2007, Manolagas and Almeida 2007). Eine drit-

te Möglichkeit könnte die unter Östrogenmangel vermehrte Freisetzung von NF-κB 

und Sklerostin sein, die beide die Knochenformation hemmen (Chang et al. 2009, 

Modder et al. 2011, Sapir-Koren and Livshits 2013). Schließlich konnte gezeigt wer-

den, dass bei Östrogenmangel im Markraum verstärkt Adipogenese stattfindet und 

diese invers mit dem abnehmenden trabekulären Volumen korreliert (Duque 2007, 

Justesen et al. 2001, Martin and Zissimos 1991). 

 

1.5 Ziel dieser Arbeit 
Osteoporose ist eine multifaktorielle Erkrankung, bei deren Entstehung das Fehlen me-

chanischer Reize oder Veränderungen im Hormonhaushalt beteiligt sind. Das Fehlen 

mechanischer Reize, wie zum Beispiel bei Immobilisierung und Schwerelosigkeit, ver-

mindert die Knochenformation und erhöht die Knochenresorption (Takata 2001). Grund 

hierfür ist eine erhöhte Apoptoserate der Osteozyten (Aguirre 2006), welche die 

Osteoklastenaktivität erhöht und Osteoblastenaktivität vermindert (Aguirre 2006, 

Tatsumi 2007). Veränderungen im Hormonhaushalt, wie das Absinken des Östrogen-
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spiegels während der Menopause, führen ebenfalls zur Verschiebung des Gleichge-

wichts zwischen Knochenformation und -resorption zu Gunsten der Resorption. 

Die zellulären Mechanismen, die diesen Veränderungen der Überlebensrate und Ak-

tivität der Knochenzellen zugrundeliegen, sind bis heute nicht vollständig verstanden. 

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass der ER- und der Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionsweg an der mechanischen und hormonellen Regulation der Über-

lebensrate und Aktivität der Knochenzellen beteiligt sind (Fitzpatrick 2006, Galea et al. 

2013, Lau et al. 2006, Lee et al. 2004). Die Inhibierung dieser beiden 

Signaltransduktionswege führt zu einer verminderten Mechanosensitivität und einer 

verminderten Knochenmasse (Gong et al. 2001, Lee et al. 2004, Sawakami et al. 

2006). Ein Mangel an mechanischer Belastung oder Östrogen führt zur 

Herunterregulation dieser beiden Signaltransduktionswege (Bord et al. 2003, 

Herrmann et al. 2002, Modder et al. 2011, Robling et al. 2008). Auf der anderen Seite 

führt die Aktivierung dieser beiden Signaltransduktionswege zu einer erhöhten 

Mechanosensitivität und einer erhöhten Knochenmasse (Robinson et al. 2006, 

Windahl et al. 2013). Desweiteren gaben in vitro-Studien und die Mausexperimente 

von Armstrong et al. erste Hinweise darauf, dass der ER- und der Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionsweg interagieren (Armstrong et al. 2007, Liedert et al. 2010, 

Sunters et al. 2010). 

In der vorliegenden Studie sollte erstmals in vivo der Einfluss der Aktivierung des 

ER- und des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die mechanische Regula-

tion der Knochenmasse untersucht werden. Mögliche zugrundeliegende, zelluläre 

Mechanismen sollten in vitro aufgedeckt werden. Hierfür wurden folgende Frage-

stellungen untersucht: 

 

1. Welchen Einfluss haben Östrogen und die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte Knochenformation 

durch axiale Belastung der Ulna im Mausmodell? 

 

2. Wie wird die mechanisch induzierte, osteogene Antwort in osteoblastären Zellen 

durch Östrogen und die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs 

beeinflusst? 

 

3. Welchen Einfluss hat die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs 

auf die mechanisch regulierte Differenzierung mesenchymaler Stammzellen? 
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2 Material & Methoden 
 

2.1 Material 
 
2.1.1 Mäuse 
Für den tierexperimentellen Teil dieser Arbeit wurden weibliche CD1 Mäuse von 

The Jackson Laboratories (Maine, USA) käuflich erworben. Das mittlere Körper-

gewicht betrug 26,8 g ± 2,9 g. Die Mäuse wurden in Gruppen von maximal 4 Tie-

ren pro Käfig bei einem 14 h Licht/ 10 h Dunkelheit Zyklus gehalten und erhielten 

bis zum Alter von 10 Wochen eine Standard-Nager-Diät. Danach wurde die Diät 

auf ein phytoöstrogenarmes Futter (R/M-H phytoöstrogenarm, V1554, ssniff) um-

gestellt. Alle Tierversuche wurden gemäß der nationalen und internationalen Be-

stimmungen zum Umgang mit Labortieren durchgeführt und wurden vom Regie-

rungspräsidium Tübingen (Reg. Nr. 1019) genehmigt. 

 
2.1.2 Zellen 
 
2.1.2.1 MC3T3-E1 Zellen 
Zellen der Linie MC3T3-E1 wurden ursprünglich aus den Kalvarien neugeborener 

Mäuse isoliert (Kodama 1981). Hierbei handelt es sich um eine osteogene Zelllinie, 

die in vitro zu Osteoblasten differenzieren kann, die zur Mineralisierung fähig sind. 

 
2.1.2.2 C3H10T1/2 Zellen 
Diese Zelllinie wurde aus 14 bis 17 Tage alten C3H-Mausembryonen generiert 

(Reznikoff, Brankow and Heidelberger 1973). Sie weisen eine fibroblastäre Mor-

phologie auf und sind mesenchymalen Stammzellen funktional ähnlich. Diese Zel-

len werden von der American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, 

USA) kommerziell vertrieben. 

 

2.1.2.3 Bakterien 
Zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurde der Bakterienstamm Top10 One Shot 

Chemical Competent E.coli von der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 

verwendet. 
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2.1.3 Chemikalien 
 
Chemikalie      Hersteller 
α-MEM F0995     Biochrom, Berlin, Deutschland 

α-MEM 41061, phenolrotfrei   Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

β-Glycerophosphat (Dinatriumsalz)  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

2-Mercaptoethanol     Fluka, Buchs, Schweiz 

17-β-Estradiol  Calbiochem, Darmstadt, Deutsch-

land 

17-β-Estradiol Pellet, 60-Day Release,  Innovative Research of America, 

0,18 mg      Sarasota, USA 

17-β-Estradiol Placebo Pellet   Innovative Research of America, 

      Sarasota, USA 

Agarose      Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Albumin Fraction V (BSA)    Serva, Heidelberg, Deutschland 

Aluminiumoxid 60     Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ammoniumpersulfat (APS)   Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ampicillin      Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Ascorbat-2-Phosphat    Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

(Sesquimagnesium Salz) 

Basenpaarleiter (100 bp)    Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland 

BenchMark prestained Protein Ladder  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Benzoylperoxid     Merck, Darmstadt, Deutschland 

Bromphenolblau     Roth, Karlsruhe, Deutschland 

CL-XPosure Film     Thermo Scientific, Rockford, USA 

Clindamycin-Injektionslösung  Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutsch-

land 

Dimethyl-p-Toluidin     Merck, Darmstadt, Deutschland 

DMSO      Serva, Heidelberg, Deutschland 

DSP       Thermo Scientific, Rockford, USA 

DTT       Roth, Karlsruhe, Deutschland 

EDTA       VWR, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure 100% (v/v)    VWR, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol absolut     Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol vergällt     Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Ethidiumbromid     Serva, Heidelberg, Deutschland 

FCS A15-101     PAA Laboratories, Pasching,  

Österreich 

FCS A15-119     PAA Laboratories, Pasching, 

(aktivkohlebehandelt)    Österreich 

Forene 100% (v/v), Wirkstoff: Isofluoran  Abbott, Baar, Schweiz 

(1-Chloro-2,2,2-Trifluoroethyldifluoro- 

methylether) 

FREKA Derm     Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld- 

Beiseförth, Deutschland 

4% Formalin, phosphatgepuffert   Merck, Darmstadt, Deutschland 

Glycerin      Merck, Darmstadt, Deutschland 

Glycin  AppliChem, Darmstadt, Deutsch-

land 

100x Halt Protease & Phosphatase  Thermo Scientific, Rockford, USA 

Single-Use Inhibitor Cocktail 

HyperLadder I (1.000 bp)    Bioline, Luckenwalde, Deutschland 

Immunocal      Decal Chemical Corp., NY, USA 

Isopropanol      Merck, Darmstadt, Deutschland 

Isotone NaCl-Lösung 0,9%   B. Braun Melsung AG, Melsung,  

Deutschland 

Kollagen, Typ I, aus Rattenschwanz  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

L-Glutamin      Biochrom, Berlin, Deutschland 

Ladepuffer (6 x)     Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Luria Broth Base     Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Methanol      Merck, Darmstadt, Deutschland 

Methylmethacrylat     Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl)    Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Natriumphosphat     Merck, Darmstadt, Deutschland 

Nonylphenyl-Polyethylenglycol-Acetat  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Octenisept      Schülke & Mayr GmbH, Norderstedt, 

       Deutschland 

Ölrot-O      Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Ovalbumin      Thermo Scientific, Rockford, USA 
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Paraformaldehyd, 16% w/v aq. soln.,  Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland 

methanol free 

PBS       PAA Laboratories, Pasching,  

Österreich 

Penecillin/Streptomycin (P/S)   Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland 

Protein-A-Sepharose    Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Protran Nitrocellulose Transfer Membran Whatman, Dassel, Deutschland 

RIPA-Puffer      Thermo Scientific, Rockford, USA 

RNasin Ribunuclease Inhibitor   Promega, Mannheim, Deutschland 

RLT-Puffer      Qiagen, Hilden, Deutschland 

Röntgen-Entwickler-Konzentrat   Adefo, Dietzenbach, Deutschland 

Röntgen-Fixier-Konzentrat    Adefo, Dietzenbach, Deutschland 

Rotiphorese Gel 30     Roth, Karlsruhe, Deutschland 

SB415286      Tocris Bioscience, Bristol, England 

SDS       Fluka, Buchs, Schweiz 

Select Agar      Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland 

TEMED      Upstate, Karlsruhe, Deutschland 

Tramal      Grünenthal GmbH, Aachen 

Tris       Merck, Darmstadt, Deutschland 

Tris/HCl      Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trypanblau-Lösung (0,4%)   Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

Trypsin/EDTA (10x)     Biochrom, Berlin, Deutschland 

0,05%/0,02% (w/v) 

Tween 20      Riedel-de Haën, Seelze, Deutschland 

Wnt3a, recombinant mouse   R&D Systems, Wiesbaden, Deutsch- 

       land 

 

2.1.4 Lösungen und Puffer 
 
Puffer/Lösung     Reagenzien 
APS-Lösung      10% (w/v) in A. dest. 

 

Anodenpuffer     25 mM Tris 

       192 mM Glycin, pH 8,3 

       20% Methanol (v/v) 
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Antikörperverdünnungspuffer   8 ml 10x TBS-Puffer 

       1% BSA (w/v) 

       0,1% Tween-20 (v/v) 

       72 ml A. dest. 

 

Crosslinker-Lösung     250 mM DSP in trockenem DMSO 

 

Kathodenpuffer     25 mM Tris 

       192 mM Glycin, pH 8,3 

       0,1% SDS (w/v) 

 

Lysepuffer (Coimmunpräzipitation)  20 mM Tris/HCl pH 7,5 

       150 mM NaCl 

       1 mM EDTA 

       10 µl/ml 100x Halt Protease & Phos-

       phatase Single-Use Inhibitor Cocktail 

 

Lysepuffer (mRNA-Extraktion)   RLT-Puffer 

       1% 2-Mercaptoethanol (v/v) 

 

Nachsättigungslösung    15 ml 10x TBS-Puffer 

       3% BSA (w/v) 

       0,1% Tween-20 (v/v) 

       135 ml A. dest. 

 

Ölrot-O-Färbelösung    0,25 g Ölrot-O 

       50 ml Isopropanol 

       33 ml A. dest. 

 

PTO-Puffer      20 mM Natriumphosphat pH 7,2 

       0,5% Tween 20 

       0,1% Ovalbumin 

 

Sammelgelpuffer     0,5 M Tris/HCl, pH 6,8 
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SDS-Lösung      20% SDS (w/v) in A. dest. 

 

1x SDS-Probenpuffer    125 mM Tris/HCl pH 6,8 

       8,5% Glycerin 

       1% SDS 

 

6x SDS-Probenpuffer mit/ohne DTT  187 mM Tris/HCl, pH 6,8 

       30% Glycerin 

       6% SDS 

       (150 mM DTT) 

 

6x SDS/DTT-Probenpuffer    187 mM Tris/HCl, pH 6,8 

       30% (v/v) Glycerin 

       6% SDS (w/v) 

       10 mM DTT 

       1 Spatelspitze Bromphenolblau 

       62 ml A. dest. 

 

1x TAE-Puffer     40 mM Tris-HCl, pH 8,0 

       1 mM EDTA 

 

10x TBS-Puffer     200 mM Tris/HCl, pH 7,5 

       1,5 M NaCl 

 

Trenngelpuffer     1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 

 

Waschpuffer      50 ml 10x TBS-Puffer 

       0,5 ml Tween-20 

       450 ml A. dest. 
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2.1.5 Kits 
 
Kit       Hersteller 
Allprep DNA/RNA/Protein Mini Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 

BCA Protein Assay Kit    Perbio Science, Pierce, Bonn,  

Deutschland 

Dual Luciferase Reporter Assay System Promega, Mannheim, Deutschland 

Estradiol ELISA     Calbiotech, Spring Valley, USA 

Fugene HD Transfection Reagent  Promega, Mannheim, Deutschland 

Imprint DNA Modification Kit   Sigma, Deisenhofen, Deutschland 

HotStarTaq Mastermix Kit    Qiagen, Hilden, Deutschland 

NE-PER Nuclear and Cytoplasmic  Thermo Scientific, Rockford, USA 

Extraction Reagents 

NucleoBond Mini Kit    Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

Omniscript RT Kit     Qiagen, Hilden, Deutschland 

Platinum SYBR Green qPCR   Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

SuperMix-UDG 

RNase Free DNase Set    Qiagen, Hilden, Deutschland 

RNeasy Mini Kit mit QiaShredder   Qiagen, Hilden, Deutschland 

SuperSignal West Pico     Perbio Science, Pierce, Bonn, 

Chemiluminescent Substrat System  Deutschland 

TOPO TA Cloning Kit    Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

 

2.1.6 Primer 
 
2.1.6.1 Primer für die cDNA-Synthese mittels RT-PCR 
Random-Hexamer-Primer (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) 

Oligo-dT-Primer (Thermo Electron, Karlsruhe, Deutschland) 

 
2.1.6.2 Primer für die Real-Time PCR 
Die verwendeten Primer wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific (Ulm, 

Deutschland) oder der Firma MWG (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. 
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Tabelle 2.1.1: Für die Real-Time PCR verwendete Primer 

Zielgen Primersequenz 

Cebpα 
 
F 5' - CGT CTG CCT CCC AGA GGA CCA ATT A - 3' 
R 5' - CAC CCT TGG ACA ACT AGG GGA GAG G - 3' 
 

c-Fos  F 5’ - CCA GTC AAG AGC ATC AGC AA - 3’ 
R 5’ - ATG ATG CCG GAA ACA AGA AG - 3’ 
 

Cox-2 F 5’ - AGG GGT GTC CCT TCA CTT CT - 3’ 
R 5’ - CAT TGA TGG TGG CTG TTT TG - 3’ 
 

Cyr61 F 5' - TCC TCT GTG TCC CCA AGA AC - 3' 
R 5' - CAA ACC CAC TCT TCA CAG CA - 3' 
 

Gapdh F 5’ - ACC CAG AAG ACT GTG GAT GG - 3’ 
R 5’ - GGA TGC AGG GAT GAT GTT CT - 3’ 
 

Fzd2 F 5’ - CCG TCT CTG GAT CCT CAC AT - 3’ 
R 5’ - TAG CAG CCG GAC AGA AAG AT - 3’ 
 

Pparγ F 5’ - CGT GAA GCC CAT CGA GGA CAT CC - 3’ 
R 5’ - GGG TGG TTC AGC TTG AGC TGC AG - 3’ 
 

Ror2 F 5’ - GCC ACT TCG TCT TCC CTC TG - 3’ 
R 5’ - AGC ACC TCA CAT TCA TCC CG - 3’ 
 

Runx2 F 5' - CCA CCA CTC ACT ACC ACA CG - 3' 
R 5' - CAC TCT GGC TTT GGG AAG AG - 3' 
 

Setdb1 F 5' - CAG GCA CTA GGG TCG GTA GA - 3' 
R 5' - AGG ACC CAG GCT GAT GCT A - 3' 
 

Wnt5a F 5' - ACA ATA CTT CTG TCT TTG GCA GG - 3' 
R 5' - GGC GTT CAC CAC CCC AG - 3' 
 

Wnt10b F 5' - CCA GCC GCC TCT TGG ATG GC - 3' 
R 5' - CGT CTG CCG GAG CAC GTT GT - 3' 
 

 
2.1.6.3 Primer für MSP und BSP 
Mit der MSP und BSP sollte die DNA-Methylierung im Pparγ-Promotor untersucht 

werden. Hierfür wurde die NCBI-Referenzsequenz NT_039353.8 verwendet und 

daraus im speziellen die CpG-Insel in dem Bereich 84.557.287 - 84.559.390. Die 

verwendeten Primer wurden von der Firma MWG (Ebersberg, Deutschland) syn-

thetisiert. 
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Tabelle 2.1.2: Für die MSP und BSP verwendete Primer 

Zielsequenz Primername Primersequenz 

84.558.351-
84.558.428 

 
MF 
MR 

 
F 5' - AGA AGA GAT TTG GGG CGT TGC - 3' 
R 5' - GAT CAC CTT ATC GTC ACA CTC GAT C - 3' 
 

84.558.350-
84.558.431  

UF 
UR 

F 5’ - AAG AAG AGA TTT GGG GTG TTG TGT T - 3’ 
R 5’ - CCC AAT CAC CTT ATC ATC ACA CTC A - 3’ 
 

84.557.968-
84.558.656 

BSP F 
BSP R 

F 5’ - TTA TGA TAG ATA TGG ATA TGG ATA T - 3’ 
R 5’ - CTA TCA AAA TAT AAC TTC TCA TCC C - 3’ 
 

 

2.1.7 Antikörper 
 
Tabelle 2.1.3: Primärantikörper 

Antikörper Hersteller Wirt Protein-
größe 

Verdün-
nungsfaktor 

     
anti-aktiv-β-Catenin Millipore Kaninchen 92 kDa 1:1000 

anti- β-Catenin Millipore Kaninchen 92 kDa 1:1000 

anti-Cebpα Cell Signaling Kaninchen 28/42 kDa 1:1500 

anti-Cox-2 Diagnostic Bio-
systems 
 

Kaninchen 70 kDa 1:1000 

anti-Cyr61 R&D Systems Schaf 42 kDa 1:2000 

anti-Gapdh Cell Signaling Kaninchen 37 kDa 1:1000 

anti-ERα Abcam Schaf 66 kDa 1:500 

anti-phospho-Gsk-3β Cell Signaling Kaninchen 46 kDa 1:1000 

anti-Pparγ Abcam Kaninchen 58 kDa 1:400 

anti-Runx2 Cell Signaling Kaninchen 55/62 kDa 1:1000 

 
Tabelle 2.1.4: Sekundärantikörper 

Antikörper Hersteller Wirt Verdünnungsfaktor 
    
anti-Kaninchen-IgG-
HRP 

Abcam Ziege 1:5000 

anti-Schaf-IgG-HRP Cell Signaling Kaninchen 1:5000 
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2.1.8 Vektoren 
 
Vektor      Hersteller 
pCR4-TOPO      Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

pRL-SV40      Promega, Mannheim, Deutschland 

Topflash      Upstate, Hamburg, Deutschland 

 

2.1.9 Zellkulturmedien 
 
Expansionsmedium    α-MEM 

       10% FCS PAA 

       100 µg/ml P/S 

       2 mM L-Glutamin 

Für die Kultivierung der C3H10T1/2-Zellen wurde das FCS 30 min bei 56°C hitze-

inaktiviert. 

 

Osteogenes      α-MEM, phenolrotfrei 

Differenzierungsmedium    10% FCS PAA, aktivkohlebehandelt 

       100 µg/ml P/S 

       0,2 mM Ascorbat 

       10 mM β-Glycerophosphat 

 

Adipogenes      α-MEM, phenolrotfrei 

Differenzierungsmedium    10% FCS PAA, hitzeinaktiviert 

       100 µg/ml P/S 

       0,1 µM Dexamethason 

       5 µg/ml Insulin 

       50 µM Indomethacin 

 

2.1.10 Geräte 
Neben der Standardausrüstung eines molekularbiologischen und eines Zellkultur-

labors sowie eines Tieroperationssaals und eines Histologielabors wurden für die 

Zell- und Tierexperimente zusätzlich folgende Geräte eingesetzt: 
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Gerät       Hersteller 
Biometra Thermocycler    Göttingen, Deutschland 

Centro LB 960 Microplate Luminometer  Berthold Technologies, Bad Wildbad, 

       Deutschland 

Dehnmessstreifen     HBM, Darmstadt, Deutschland 

Geldokumentationsgerät Fusion SL  Vilber Lourmat Deutschland GmbH 

       Eberhardzell, Deutschland 

Gelelektrophoresekammer Horizon 11-14 Life Technologies, Karlsruhe, 

Deutschland 

Heizblock Thermomixer 5436   Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Kühlzentrifuge 5417R    Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Mikro-CT 1172     Skyscan, Kontich, Belgien 

Mikroskop IX70     Olympus, Hamburg, Deutschland 

Mikroskop Leica DMI6000 B Polarisation Leica, Wetzlar, Deutschland 

Mikrotiterplatten-Reader Infinite 200 PRO Tecan, Grödig/Salzburg, Österreich 

mit NanoQuant Platte 

Real Time PCR-Gerät StepOnePlus  Applied Biosystems, Darmstadt,  

Deutschland 

SDS-PAGE-Kammer Mini-Protean 3 Cell Bio-Rad, München, Deutschland 

Transferkammer Semi-Dry Blotting  VWR International GmbH, Darmstadt, 

Unit V20-SDB (700-7156)    Deutschland 

Ulna-Stimulationsgerät    Eigenbau, Ulm, Deutschland 

Vollautomatisches Rotationsmikrotom  SLEE medical GmbH, Mainz, 

Cut 6062      Deutschland 

Wärmeschüttler SM-30  EB Labortechnik, Hechingen, 

Deutschland 

Zellstimulationsgeräte    Eigenbau, Ulm, Deutschland 

Zentrifuge Labofuge 400R    Heraeus, Hanau, Deutschland 

 
Ulna-Stimulationsgerät 
Dieses Ulna-Stimulationsgerät (Abbildung 2.1.1) wurde in unserer Arbeitsgruppe 

in Anlehnung an die Arbeit von Lee, M. et al., 2002 entwickelt, um die lokale me-

chanische Induktion der Knochenformation in der Maus-Ulna untersuchen zu kön-

nen (Lee, Maxwell and Lanyon 2002). Hierbei handelt es sich um ein nicht-

invasives System, bei dem das gebeugte Carpalgelenk dem gebeugten Ellenbo-
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gen gegenüberliegend positioniert und eine definierte axiale Kompression über 

den Carpus auf die Ulna übertragen wird (Abbildung 2.1.1). Die Belastungsvertei-

lung in der Ulna entspricht annähernd einer bei normaler Bewegung erzeugten 

Belastungsverteilung. 

 
Abbildung 2.1.1: Ulna-Stimulationsgerät. Links: Schematische Darstellung der nicht invasiven, axialen Belastung der 

Ulna. Das Handgelenk wird dem Ellenbogengelenk gegenüber positioniert. Der auf das Handgelenk aufgebrachte Druck 

führt zur Biegung der Ulna aufgrund ihrer natürlichen Krümmung (Sawakami et al. 2006). Rechts: Foto von Herbert Schmitt, 

Institut für Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik, Ulm. 

 

Zellstimulationsgerät 
Dieses Gerät wurde ebenfalls in unserer Arbeitsgruppe entwickelt (Neidlinger-

Wilke, Wilke and Claes 1994). Es ermöglicht die zyklische uniaxiale Dehnung von 

Zellen im zweidimensionalen System mit unterschiedlichen Frequenzen und Deh-

nungsamplituden (Abbildung 2.1.2). Hierfür wurden Silikonschalen (Abbildung 

2.1.3), die mit Kollagen Typ I beschichtet und mit einer Zell-Monolayer besiedelt 

wurden, in das Gerät eingespannt und entlang ihrer Längsachse gedehnt. Die ge-

wünschte Dehnungsamplitude wird durch den entsprechenden Exzenter erzeugt. 

Die Dehnungsfrequenz entspricht der Rotationsgeschwindigkeit des Exzenters 

und wird am Motor eingestellt. 
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Abbildung 2.1.2: Zellstimulationsgerät zur zyklischen uniaxialen Dehnung von Zellen (Foto von Herbert Schmitt, 

Zeichnung von Patrizia Horny, Institut für Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik, Ulm) 

 

 
Abbildung 2.1.3: Silikonschale für zweidimensionale Monolayerkultur (Foto von Herbert Schmitt, Institut für Unfallchi-

rurgische Forschung und Biomechanik, Ulm) 

 
2.1.11 Software 
 
Software      Anbieter 
CT Analyzer      Skyscan, Kontich, Belgien 

Dataviewer      Skyscan, Kontich, Belgien 

Fusion Software     Vilber Lourmat Deutschland GmbH 

       Eberhardzell, Deutschland 

i-control Microplate Reader Software  Tecan, Grödig/Salzburg, Österreich 

ImageJ      plattformunabhängig 

Leica Metamorph Software   Leica, Wetzlar, Deutschland 

Magellan Data Analysis Software   Tecan, Grödig/Salzburg, Österreich 

Mikrowin Software     Berthold Technologies, Bad Wildbad, 

       Deutschland 

NRecon      Skyscan, Kontich, Belgien 

StepOne Software     Applied Biosystems, Darmstadt,  

Deutschland 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Ex vivo-Kalibrierung des Ulna-Stimulationsgeräts 
Das Ulna-Stimulationsgerät wurde mit der jeweils rechten Ulna von vier 16 Wo-

chen alten, weiblichen CD1-Mäusen kalibriert. Der Dehnmessstreifen wurde auf 

die mediale Seite, in der Mitte der Ulna geklebt. Die Ulna wurde in das Ulna-

Stimulationsgerät eingespannt und mit verschiedenen Gewichten belastet. Die 

durch die Gewichte erzeugten Verformungen (strain) in der Ulnamitte wurden de-

tektiert, wobei eine Kompression negative und eine Dehnung positive Werte in 

µstrain ergab. Anhand der Daten wurde eine Kalibriergerade generiert (Abbildung 

2.2.1). Diese ergab, dass eine Belastung mit 250 g (2,5 N) Kompressionen von -

2.000 bis -3.000 µm/m erzeugte. Dies entsprach Kompressionen, die durch physi-

ologische Belastungen erzeugt werden (Rubin and Lanyon 1985). 

 

 
Abbildung 2.2.1: Kalibrierungsgerade zur Ermittlung der Verformung der Ulna in µstrain bei Belastung mit einem 
definierten Gewicht in g. 

 
2.2.2 Bilaterale Ovarektomie und Bestimmung des Östrogenspiegels im 
Blut mittels ELISA 
Durch die Entfernung beider Ovarien (OVX) im Alter von 12 Wochen wurde ein 

Östrogenmangel in den Mäusen erzeugt. Eine Versuchstiergruppe mit schein-

ovarektomierten Mäusen (Sham) wurde mitgeführt. Es wurde eine Inhalationsnar-
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kose mit 2% Forene (Isofluoran) verwendet. Während der gesamten Narkose wur-

den die Mäuse durch eine Wärmeplatte vor Unterkühlung geschützt. Die Operati-

on wurde unter sterilen Operationsbedingungen durchgeführt. Es wurde der dorsa-

le Zugang für die Ovarektomie mit bilateraler Verlagerung des Hautschnitts ge-

wählt. Die Analgesie erfolgte mit 25 mg/l Tramal über das Trinkwasser. Als Antibi-

otikum wurden 45 µg/g KG Clindamycin subkutan appliziert. Außerdem erhielt je-

de Maus vor der Operation zur Flüssigkeitssubstitution 500 µl 0,9% NaCl-Lösung 

und die Augen wurden durch Aufbringen einer Augensalbe vor Austrocknung ge-

schützt. 

Das Absinken des Östrogenspiegels wurde mit einem kompetitiven Estradiol-

ELISA nachgewiesen. Hierfür wurde den Mäusen Blut über die Schwanzvene ent-

nommen. Aus diesem Blut wurde das Serum gewonnen, indem die Proben nach 

einstündiger Gerinnung bei Raumtemperatur für 10 min bei 2.800 upm zentrifu-

giert wurden. Bis zur Messung wurden die Serumproben bei -20°C gelagert. Der 

Estradiol-ELISA basierte auf dem Prinzip eines kompetitiven ELISAs, bei dem das 

Estradiol in der Probe mit einer definierten Menge an HRP-gekoppeltem Estradiol 

um die Bindung an den oberflächengebundenen Estradiol-Antikörper konkurriert. 

Mit steigender Estradiolkonzentration in der Probe nimmt die Bindung des HRP-

gekoppelten Estradiols an den Antikörper ab. Es folgte die Zugabe der TMB 

(Tetramethylbenzidin)-Lösung, die der HRP das Substrat für die Farbreaktion lie-

ferte. Nach dem Abbruch der Farbreaktion mit einer Stopplösung wurde die Ab-

sorption im Tecan Mikrotiterplatten-Reader bei 450 nm gemessen und mit der Ma-

gellan-Software ausgewertet. Die Quantifizierung der Estradiolkonzentration in der 

Probe erfolgte mit Hilfe einer Standardverdünnungsreihe (0, 10, 30, 100, 300, 

1000 pg/ml). 

 

2.2.3 Mechanische Stimulation der Ulna 
Mit Hilfe des Ulna-Stimulationsgerätes wurde die Knochenformation in der rechten 

Ulna der Maus mechanisch stimuliert. Die linke Ulna diente als kontralaterale Kon-

trolle. Hierbei handelte es sich um ein nicht-invasives Belastungsmodell, bei dem 

eine definierte Last über das dem Ellenbogen gegenüber positionierte Karpalge-

lenk appliziert wurde. Dadurch wurde eine Biegung der Ulna entlang ihrer natürli-

chen Krümmung induziert. Die mechanische Stimulation erfolgte unter Inhalati-

onsnarkose mit circa 2% Forene. Eine Analgesie war nicht nötig, da die Belastung 

im physiologischen Bereich lag. Die rechte Ulna wurde über einen Zeitraum von 2 
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Wochen an jeweils 5 aufeinanderfolgenden Tagen, mit einer Kraft von 2,5 N und 

einer Frequenz von 2 Hz für 1 min täglich belastet, wobei mit der Belastung 4 Wo-

chen nach der Ovarektomie begonnen wurde (Abbildung 2.2.2). Mit einer Kraft von 

2,5 N wurde die mediale Seite der Ulnamitte um -2.000 µstrain bis -3.000 µstrain 

komprimiert. Die Mäuse wurden 24 h nach der letzten Stimulation getötet. 
 

 
Abbildung 2.2.2: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. OVX: Ovarektomie, E2: 17β-Estradiol-Pellet, 

i.p.: intraperitonal, s.c.: subkutan 

 

2.2.4 Chemische Behandlung der Mäuse 
Neben der mechanischen Induktion der Knochenformation wurden zusätzlich der 

Wnt/β-Catenin- und der ER-Signaltransduktionsweg aktiviert (Abbildung 2.2.2). 

Zur Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs wurde den Mäusen 

während des gesamten Versuchszeitraumes der mechanischen Stimulation täglich 

1 µg/g KG SB415286 subkutan injiziert (Robinson et al. 2006, Thotala, Hallahan 

and Yazlovitskaya 2008, Whittle et al. 2006). Zur Aktivierung des ER-

Signaltransduktionswegs wurde den Mäusen 2 Tage vor der ersten mechanischen 

Belastung ein 17-β-Estradiol Pellet (0,18 mg 17-β-Estradiol, 60-tägige Freiset-

zung) in die Nackenregion implantiert (Beil 2010). Es wurden entsprechende Ver-

suchstiergruppen mitgeführt, in denen die Vehikellösung injiziert bzw. ein Placebo 

Pellet implantiert wurden. 

 

2.2.5 Histomorphometrie 
Anhand der Einlagerung von 2 Fluoreszenzfarbstoffen in die Knochenmatrix wäh-

rend der Mineralisation in einem definierten zeitlichen Intervall kann der Knochen-

zuwachs quantifiziert werden. Hierfür wurde jeder Maus an Tag 3 während des Zeit-

raums der mechanischen Stimulation 0,03 mg/g KG Calceingrün und an Tag 11 

0,05 mg/g KG Alizarinrot intraperitoneal injiziert (Abbildung 2.2.2). Das Weichge-

webe der rechten und linken Ulna (15 mm ± 0,0 mm mittlere Knochenlänge) jeder 

Maus wurde entfernt. Die Fluoreszenzfarbstoffe sind lichtlabil. Deshalb wurden 
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alle folgenden Inkubationsschritte und die Lagerung der Knochen im Dunkeln 

durchgeführt. Die Ulnae wurden in 4% Paraformaldehyd 24 h, bei 4°C fixiert, in 

Ethanol dehydriert und in Methylmethacrylat infiltriert (100 ml mit Aluminiumoxid 

entstabilisiertes Methylmethacrylat + 0,33 g Benzoylperoxid + 10 ml Nonylphenyl-

Polyethylenglycol-Acetat) und eingebettet (100 ml mit Aluminiumoxid 

entstabilisiertes Methylmethacrylat + 0,66 g Benzoylperoxid + 10 ml Nonylphenyl-

Polyethylenglycol-Acetat + 0,5 ml Dimethyl-p-Toluidin). Es wurden 10 µm dicke 

Querschnitte der unentkalkten Ulnae senkrecht zur Längsachse und 2 mm distal 

von der Knochenmitte (Abbildung 2.2.3), der Region des größten Knochenzu-

wachses, geschnitten. Die angefertigten Schnitte wurden mit dem Mikroskop Leica 

DMI6000 B Polarisation angeschaut und fotografiert. Hierfür wurde ein Doppelfilter 

für Grün/Rot-Fluoreszenz und die Leica-Metamorph-Software verwendet. Diese 

Software wurde ebenfalls für die histomorphometrische Analyse verwendet. Die 

Knochenoberfläche (BS), die Einzel- (sLS/BS) und Doppel- (dLS/BS) Fluores-

zenzbanden und der Fluoreszenzbandenabstand zwischen den Mittelpunkten 

zweier zusammengehörender Fluoreszenzbanden (Ir.L.Th) wurden gemessen. Zur 

Messung der Doppel-Fluoreszenzbande wurde nur die Länge der Alizarinrotbande 

berücksichtigt. Der Zeitraum zwischen der Injektion der Fluoreszenzfarbstoffe 

(Ir.L.t) betrug 8 Tage. Aus diesen Parametern konnte die mineralisierte Oberfläche 

(MS = dLS/BS + ½ sLS/BS), die Mineralisierungsrate (MAR = Ir.L.Th/Ir.L.t) und 

schließlich die endostale (ec) und periostale (ps) Knochenformationsrate (BFR = 

MAR x MS/BS) berechnet werden. Alle gemessenen und berechneten Parameter 

wurden gemäß der Standardnomenklatur nach Parfitt bezeichnet (Parfitt et al. 

1987). 

 

2.2.6 Knochenanalyse im Mikro-CT 
Zur Untersuchung der Knochenstruktur wurden im Skyscan 1172-Mikro-CT 3D-

Knochenrekonstruktionen erstellt. Hierfür wurden die zu untersuchenden Knochen 

zunächst schichtweise mit einer Auflösung von 8 µm eingescannt und anschlie-

ßend wurden die so erhaltenen 2D-Bilder zu einem 3D-Datensatz mit der Software 

NRecon rekonstruiert. 

Zur Untersuchung des Einflusses der Ovarektomie auf die trabekuläre Knochen-

struktur wurde im Femurkopf in einem zylindrischen ROI (0,5 x 0,5 mm) die Kno-

chenmineraldichte (BMD = bone mineral density), das Verhältnis von Knochenvo-

lumen zum Gesamtvolumen (BV/TV), die Trabekeldicke (Tb.Th), die Trabekelan-
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zahl (Tb.N) und der Trabekelabstand (Tb.Sp) mit der Software CT Analyzer be-

stimmt. Der Einfluss der Ovarektomie auf die kortikale Knochenstruktur wurde in 

der Ulnamitte in einem zylindrischen ROI (1 x 1 mm) anhand von BMD und Ct.Th 

(kortikale Dicke) untersucht. Zur Untersuchung der Einflüsse von Ovarektomie und 

Östrogen auf den trabekulären Knochen wurden im trabekulären Bereich des fünf-

ten lumbalen Wirbelkörpers (L5) der Knochenvolumenanteil am Gesamtvolumen 

(BV/TV), die trabekuläre Dicke (Tb.Th), die Trabekelanzahl (Tb.N) und der Ab-

stand zwischen den Trabekeln (Tb.Sp) bestimmt. Zur Differenzierung des minera-

lisierten Knochens vom restlichen Gewebe wurde der Grenzwert nach Otzu be-

stimmt (Otsu 1979). 

Zur Untersuchung des Einflusses von Ovarektomie, Östrogen, Wnt/β-Catenin-

Aktivierung und mechanischer Belastung auf die Struktur des kortikalen Knochens 

in der Ulna wurden in der Region 2 mm distal von der Knochenmitte, die 160 µm 

(20 Querschnitte) umfasste, die Markraumfläche (Ma.Ar) und kortikale Dicke 

(Ct.Th) mit der Software CT Analyzer bestimmt (Abbildung 2.2.3). Diese Region 2 

mm distal von der Knochenmitte wurde für die Auswertung ausgewählt, weil hier 

der größte mechanisch induzierte Knochenzuwachs beobachtet wurde. Alle ge-

messenen und berechneten Parameter wurden gemäß der Standardnomenklatur 

nach Parfitt bezeichnet (Parfitt et al. 1987). 
 

 
Abbildung 2.2.3: 3D-Rekonstruktion einer rechten Ulna. Die Ulnae waren 15 mm ± 0,0 mm lang. Zur 

histomorphometrischen und Mikro-CT-Auswertung wurde der Bereich 2 mm distal von der Knochenmitte (ROI = region of 

interest) gewählt. 

 



Material & Methoden 

 37 

2.2.7 Zellkultur 
Die in Kapitel 2.1.2 aufgeführten Zellen wurden in Expansionsmedium bei 37°C, 5% 

CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde zweimal 

wöchentlich durchgeführt. Bei einer Konfluenz von 80% wurden die Zellen mit 

0,05% Trypsin/0,02% EDTA abgelöst. Die Zellen wurden im Verhältnis 1:4 gesplittet.  

 

2.2.8 Zellquantifizierung in einer Zellsuspension 
Vor jeder Aussaat muss die Zellzahl der lebenden Zellen bestimmt werden. Durch 

Zugabe von Trypanblau zur Zellsuspension können lebende von toten Zellen un-

terschieden werden, weil der Farbstoff nur durch die defekte Membran von toten 

Zellen eindringen kann und diese so blau anfärbt. Die Zellsuspension wurde im 

Verhältnis 1:2 mit der Trypanblau-Lösung verdünnt und die nicht blauen Zellen 

anschließend sofort in der Neubauer Zählkammer unter dem Mikroskop IX70 aus-

gezählt. Die Anzahl der lebenden Zellen in der Zellsuspension wurde mit folgender 

Formel berechnet: 

Anzahl gezählter Zellen / 4 (Anzahl der ausgezählten Quadrate) x 2 (Verdünnungs-

faktor) x 10.000 (Kammerfaktor) x Gesamtvolumen der Zellsuspension in ml x ml-1. 

 

2.2.9 Aussaat der Zellen in Silikonschalen 
Vor der Aussaat wurden die Silikonschalen zunächst mit 5 µg/cm2 Kollagen Typ I 

beschichtet und anschließend einmal mit PBS gewaschen. Danach erfolgte sofort 

die Zellaussaat. Hierfür wurden die Zellen mit 0,05% Trypsin/0,02% EDTA aus der 

Zellkulturflasche gelöst, bei 1.200 upm für 6 min zentrifugiert, in 5 ml Expansions-

medium resuspendiert und bei einer 1:2 Verdünnung in Trypanblau-Lösung ge-

zählt. Pro beschichtete Silikonschale wurden 200.000 Zellen ausgesät. 

 

2.2.10 Zelldifferenzierung 
 
2.2.10.1 Osteogene Differenzierung 
Die MC3T3-E1-Zellen wurden über einen Zeitraum von 5 bzw. 21 Tagen in 

osteogenem Differenzierungsmedium kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte 

zweimal pro Woche. 
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2.2.10.2 Adipogene Differenzierung 
Die C3H10T1/2-Zellen wurden nach einer zweitägigen Vorkultur in Expansionsme-

dium über einen Zeitraum von 5 Tagen in adipogenem Differenzierungsmedium 

kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte an Tag 3 und 5 direkt vor der mechanischen 

Stimulation. 
 

2.2.11 Chemische Stimulation der Zellen 
 

2.2.11.1 Chemische Stimulation der MC3T3-E1-Zellen 
Für die Coimmunpräzipitation und die Transfektionsexperimente wurden die Zellen 5 

Tage in osteogenem Differenzierungsmedium kultiviert. An Tag 5 wurden die Zellen 

vor der mechanischen Stimulation 3 h mit 10 nM 17-β-Estradiol, 3 nM Wnt3a bzw. 20 

µM SB415286 vorinkubiert (Coghlan et al. 2000, Liedert et al. 2010). Die Substanzen 

wurden direkt in das osteogene Differenzierungsmedium pipettiert. Es wurden 

Kontrollansätze mit den entsprechenden Vehikellösungen mitgeführt. 

Für die Untersuchung der Expression mechanosensitiver, mit der Osteogenese assozi-

ierter Gene wurden dem Medium während der 21-tägigen osteogenen Differenzierung 

der MC3T3-E1-Zellen 10 nM 17-β-Estradiol bei jedem Mediumwechsel zugesetzt. Hier-

für wurde für jede Behandlungsgruppe ein Mastermix aus osteogenem Differenzie-

rungsmedium und 10 nM 17-β-Estradiol bzw. der entsprechenden Vehikellösung her-

gestellt. Zur Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs wurden die Zel-

len an Tag 21 der osteogenen Differenzierung mit dem Agonisten SB415286 (20 µM) 

3h vor der mechanischen Stimulation vorinkubiert. Der SB415286 wurde direkt in das 

osteogene Differenzierungsmedium pipettiert. Es wurden Kontrollansätze mit den 

entsprechenden Vehikellösungen mitgeführt. 

 

2.2.11.2 Chemische Stimulation der C3H10T1/2-Zellen 
Während der adipogenen Differenzierung der C3H10T1/2-Zellen wurden dem Me-

dium 20 µM SB415286 bei jedem Mediumwechsel zugesetzt. Hierfür wurde für 

jede Behandlungsgruppe ein Mastermix aus adipogenem Differenzierungsmedium und 

20 µM SB415286 bzw. der entsprechenden Vehikellösung hergestellt. 
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2.2.12 Mechanische Stimulation der Zellen 
 
2.2.12.1 Mechanische Stimulation der MC3T3-E1-Zellen 
Die mechanische Stimulation der MC3T3-E1-Zellen erfolgte in dem in Kapitel 

2.1.10 beschriebenen Zellstimulationsgerät an Tag 5 bzw. Tag 21 der osteogenen 

Differenzierung. 24 h vor der mechanischen Stimulation wurde das FCS entfernt 

und durch 0,25% (w/v) BSA ersetzt. Die zyklische uniaxiale Dehnung betrug 2% 

und wurde bei einer Frequenz von 1 Hz für 30 min für die Genexpressionsanalyse 

bzw. für 90 min für die Proteinexpressionsanalyse durchgeführt. Als Kontrolle 

dienten ungedehnte, in den Silikonschalen kultivierte Zellen. Der Versuchsabbruch 

erfolgte sofort nach der mechanischen Stimulation. 

 

2.2.12.2 Mechanische Stimulation der C3H10T1/2-Zellen 
Die C3H10T1/2-Zellen wurden während der fünftägigen Kultur in adipogenem Dif-

ferenzierungsmedium täglich für 30 min, mit einer Frequenz von 1 Hz und einer 

Dehnungsamplitude von 2% gedehnt. Als Kontrolle dienten ungedehnte, in den 

Silikonschalen kultivierte Zellen. Der Versuchsabbruch erfolgte sofort nach der 

letzten mechanischen Stimulation. 

 

2.2.13 Transfektion von MC3T3-E1-Zellen mit dem Reportervektor Topflash 
Unter Transfektion versteht man die Einbringung von Fremd-DNA in eine 

eukaryotische Zelle. In der vorliegenden Studie wurde die Lipofektion angewendet, 

ein chemisches Verfahren, bei dem die in einem Plasmid enthaltende DNA mit 

Hilfe von Liposomen in die Zelle eingebracht wird. Ziel war es, die Aktivität der 

Wnt/β-Catenin-responsiven Tcf-Promotorbindungsstellen nach mechanischer Sti-

mulation, nach Wnt/β-Catenin-Aktivierung und Behandlung mit Östrogen zu unter-

suchen. Hierfür wurde der Wnt/β-Catenin-Reporter Topflash, in dem die Tcf-

Bindungstellen einem Luciferase-Reportergen vorgeschalten sind, mit Hilfe des 

Fugene-HD-Reagenzes in MC3T3-E1-Zellen eingebracht. Diese wurden anschlie-

ßend stimuliert und schließlich wurde die Luciferaseaktivität mit dem Dual 

Luciferase Reporter Assay System luminometrisch bestimmt. 
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2.2.13.1 Transfektion von MC3T3-E1-Zellen 
Die Transfektion der MC3T3-E1-Zellen mit dem Fugene-HD-Reagenz erfolgte 

nach einer dreitägigen Kultur in Expansionsmedium nach Herstellerangaben. Die 

Transfektion wurde nach dem Schema in Tabelle 2.2.1 pipettiert. 

 

Tabelle 2.2.1: Pipettierschema der Transfektion 

Komponente Volumen pro Reaktion Menge pro Reaktion 

serumfreies Medium 100 µl --- 

Fugene HD Reagenz 7 µl --- 

Topflashvektor variabel 1 µg 

pRL-SV40-Kontrollvektor variabel 0,1 µg 

 

Die Transfektionsansätze wurden nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur auf 

die Zellen pipettiert. Die Zellen wurden 2 Tage nach der Transfektion für 3 h mit 3 nM 

des Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivators Wnt3a und 10 nM Östrogen behandelt. 

Anschließend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, in 400 µl Reporter-

Lysepuffer aufgenommen, in einem auf -80°C gekühlten Kühlblock kurz eingefro-

ren und nach dem Auftauen für 2 min, bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde zur Bestimmung der Luciferaseaktivität verwendet. 

 

2.2.13.2 Bestimmung der Luziferaseaktivität 
Die Proben wurden mit dem Dual Luciferase Reporter Assay System nach Herstel-

lerangaben aufgearbeitet und die Luciferaseaktivität im Centro LB 960 Microplate 

Luminometer bestimmt. Hierfür wurden 20 µl des Überstandes, der wie in Kapitel 

2.2.13.1 beschrieben gewonnen worden war, in ein Well einer 96-Well-Microplatte 

pipettiert. Im Luminometer wurden das Dual Luciferase Reporter Assay Reagenz 

und die Stopplösung automatisch hinzugefügt und die Intensität der Lumineszenz 

bei der Substratumsetzung durch die Luziferase bestimmt. Die Topflash-

Luziferaseaktivität wurde auf die pRL-SV40-Luciferaseaktivität normalisiert. 
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2.2.14 Genexpressionsanalyse 
Mit Hilfe der Genexpressionsanalyse konnten nach chemischer bzw. mechani-

scher Stimulation von Zellen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen diffe-

rentiell exprimierte Gene erfasst werden. Dazu wurden die Zellen zunächst lysiert 

und die Gesamt-RNA isoliert. Anschließend wurde die RNA mittels RT-PCR zu 

cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde schließlich in die Real-Time PCR einge-

setzt, um die Expression von Zielgenen mittels spezifischer Primer und anhand 

des effizienz-korrigierten, relativen Quantifizierungsmodells (Pfaffl 2001, 

Ramakers et al. 2003) zu quantifizieren. 

 

2.2.14.1 Gesamt-RNA-Isolation 
Für die Genexpressionsanalyse wurden die Zellen direkt nach dem Versuch einmal 

mit PBS gewaschen und mit Lysepuffer lysiert. Die Aufreinigung der Gesamt-RNA 

erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit mit QiaShredder nach Herstellerangabe. Hierfür 

wurde zunächst das Lysat durch eine QiaShredder Säule homogenisiert. Anschlie-

ßend wurde die RNA durch Versetzen der Probe mit 70% EtOH und anschließende 

Zentrifugation durch die Silica Membran an diese gebunden. Nach mehreren 

Waschschritten und 15 min Inkubation mit der RNase Free DNase wurde die RNA 

in 30 µl RNase-freiem Wasser eluiert. Die Quantität und Qualität der RNA wurde bei 

260 nm/280 nm photometrisch am Tecan Mikrotiterplatten-Reader mit der i-control 

Microplate Reader Software bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 

 

2.2.14.2 cDNA-Synthese 
Die cDNA-Synthese mit der aufgereinigten RNA als Matrize wurde mit dem 

Omniscript RT Kit durchgeführt. Hierbei bildete die Omniscript Reverse Transkrip-

tase zunächst zum RNA-Strang den komplementären cDNA-Strang und degra-

dierte anschließend spezifisch den RNA-Strang des RNA:DNA-Hybrids. Als Primer 

dienten der Random-Hexamer-Primer, der aus sechs zufällig zusammengesetzten 

Nukleotiden besteht, und der Oligo-dT-Primer, dessen Sequenz komplementär 

zum Poly-A-Schwanz der eukaryotischen RNA ist. Alle Pipettierschritte wurden auf 

Eis durchgeführt. Als Matrize wurde 1 µg RNA eingesetzt, die vor der cDNA-

Synthese zunächst mit RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 12 µl 

gebracht und für 5 min bei 65°C denaturiert wurde. Die Ansätze für die cDNA-

Synthese wurden nach dem Schema in Tabelle 2.2.2 pipettiert, sodass man einen 
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Gesamtansatz von 20 µl erhielt. Der RNasin-Ribonuclease-Inhibitor wurde zuvor 

1:4 mit 1x Reaktionspuffer von 40 U/µl auf 10 U/µl verdünnt. 

Die cDNA-Synthese erfolgte im PCR-Gerät Biometra Thermocycler zunächst bei 

37°C für 60 min und anschließend bei 42°C für weitere 60 min. 

 

Tabelle 2.2.2: Pipettierschema der cDNA-Synthese 

Komponente Volumen pro Reaktion Konzentration pro  
Reaktion 

RNA 12 µl 1 µg 

Reaktionspuffer 2 µl 10x 

dNTP-Mix 2 µl 5 mM pro dNTP 

RNasin Ribonuclease 
Inhibitor 

1 µl 10 U/µl 

Oligo-dT-Primer 1 µl 0,1 mM 

Random-Hexamer-Primer 
 

1 µl 1 mM 

Omniscript 1 µl 4 U 

 

2.2.14.3 Real-Time RT-PCR 
Die synthetisierte cDNA wurde nun in die Real-Time RT-PCR zur quantitativen Be-

stimmung der Expression der zu untersuchenden Gene eingesetzt. Zur Quantifizie-

rung wurde das in Tabelle 2.2.4 aufgeführte Real-Time RT-PCR-Programm ver-

wendet. Hierbei wurde bei der Amplifikation der Matrize mittels spezifischer 

Primerpaare der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green in den neu synthetisierten DNA-

Doppelstrang während der Elongation eines jeden PCR-Zyklus eingelagert. Je stär-

ker das Fluoreszenzsignal war desto mehr doppelsträngige DNA war vorhanden. 

Zur Quantifizierung wurde auf das murine Housekeeping-Gen Gapdh normiert. Für 

die Real-Time RT-PCR wurde das Platinum SYBR Green qPCR Super-Mix-UDG Kit 

nach Herstellerangabe verwendet. Es wurden für jede Probe und die Negativkon-

trolle jeweils 25 µl Ansätze in Doppelbestimmung nach dem Schema in Tabelle 

2.2.3 pipettiert, wobei für jede Reaktion ein Mastermix erstellt wurde. 

Für die Real-Time RT-PCR wurde das Real-Time PCR-Gerät StepOnePlus und das 

in Tabelle 2.2.4 aufgeführte Programm verwendet. Die mittlere Amplifikationseffizienz 

wurde nach jedem Real-Time RT-PCR-Lauf für jedes eingesetzte Primerpaar mit 
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LinRegPCR berechnet (Ramakers et al. 2003). Die Rohdaten wurden anschließend 

anhand des effizienzkorrigierten, relativen Quantifizierungsmodells quantifiziert (Pfaffl 

2001). 

 

Tabelle 2.2.3: Pipettierschema der Real-Time RT-PCR 

Komponente Volumen pro Reaktion Endkonzentration 

steriles Wasser 8,25 µl --- 

SYBR Green Mastermix 12,5 µl --- 

Rox 0,25 µl  

Primermix (0,5 µM pro Primer) 2 µl 0,04 µM 

cDNA (bis zu 1:10 verdünnt) 2 µl variabel 

 

Tabelle 2.2.4: Real-Time RT-PCR-Programm 

Schritt Zyklenzahl Temperatur Dauer 

Schritt 1 1 50°C 2 min 

 1 95°C 2 min 

Schritt 2 40 95°C 15 s 

  
 

60°C 1 min 

Schmelzkurve 1 95°C 15 s 
 
 

 
 

 
60°C 

 
1 min 

 
 

  
+ 0,3°C Schritte bis 95°C 

 
15 s 

 

2.2.15 SDS-PAGE, Western Blotting und Immundetektion von Proteinen 
Mit Hilfe des Western Blottings konnten Proteine nach chemischer bzw. mechani-

scher Stimulation der Zellen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen semi-

quantitativ analysiert oder deren Phosphorylierung untersucht werden. Die Zellen 

wurden hierfür direkt nach Versuchsende lysiert und der Gesamtproteingehalt 

wurde mittels BCA-Proteinbestimmung ermittelt. Anschließend wurden die Protei-

ne nach ihrer Größe in der SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulose-
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membran übertragen und schließlich wurden die Zielproteine mittels spezifischer 

Antikörper detektiert. 

 

2.2.15.1 Gesamtprotein-Isolation 
Unmittelbar nach Versuchsende wurde das Medium abgenommen. Die Zellen wur-

den einmal mit eiskaltem PBS gespült und anschließend mit 300 µl eiskaltem RIPA-

Puffer pro Schale, der mit 10 µl/ml 100x Halt Protease & Phosphatase Single-Use 

Inhibitor Cocktail versetzt war, 10 min auf Eis inkubiert. Das Zelllysat wurde aus der 

Schale in ein vorgekühltes 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt, durch Auf- und 

Abpipettieren homogenisiert und schließlich 10 min bei 4°C und 2000 x g zentrifugiert. 

Der wässrige Überstand diente der weiteren Analyse. Alle nachfolgenden Aufarbei-

tungsschritte erfolgten auf Eis. 

 

2.2.15.2 BCA-Proteinbestimmung 
Um später von jeder Probe die gleiche Proteinmenge für die SDS-PAGE auftragen 

und eine semiquantitative Aussage treffen zu können, wurde die Gesamtprotein-

konzentration in jeder Probe photometrisch mit Hilfe des BCA Protein Assay 

Reagent Kits bestimmt. Bei der hier zugrundeliegenden Farbreaktion wird zunächst 

unter alkalischen Bedingungen Cu2+ zu Cu1+ durch die Proteine reduziert 

(Biuretreaktion). Anschließend reagiert Bicinchoninsäure (BCA) mit dem Cu1+-

Kation. Dieser BCA-Cu1+-Komplex ist wasserlöslich und zeigt eine lineare Absorpti-

on bei 562 nm mit zunehmender Proteinkonzentration. Dazu wurde zunächst eine 

Standardverdünnungsreihe (25, 125, 250, 500, 750, 1000 µg/ml) mit einer BSA-

Stammlösung (1 mg/ml) und 1:10 verdünntem RIPA-Puffer als Verdünnungslösung 

erstellt. Die photometrische Messung erfolgte nach einer Inkubation von 30 min bei 

37°C im Tecan Mikrotiterplatten-Reader und wurde mit der dazugehörigen Soft-

ware Magellan ausgewertet. 

 

2.2.15.3 SDS-PAGE 
Mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli 1970) wurden 

die negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld nach ihrer Größe aufgetrennt. 

Hierfür wurden die zu analysierenden Proben zunächst mit 6x SDS-DTT-

Probenpuffer versetzt und die Proteine bei 95°C für 5 min denaturiert. Anschlie-

ßend wurden 30 µg Protein bzw. 10 µl BenchMark Prestained Protein Ladder pro 

Tasche auf das SDS-Gel aufgetragen. Es wurden 5%-ige Sammelgele und 10%-
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ige Trenngele verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 80 

V für 1,5 h bis 2 h bei Raumtemperatur in Elektrophoresepuffer. 

 

2.2.15.4 Western Blotting 
Beim Western Blotting wurden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine zu-

nächst im Wet-Blotting-Verfahren (Towbin, Staehelin and Gordon 1979) bei 80 V 

für 75 min aus dem SDS-Gel auf eine Protran Nitrozellulose-Membran übertragen. 

Anschließend wurde die Nitrozellulose-Membran für 2 h bei Raumtemperatur unter 

leichtem Schwenken in Nachsättigungslösung inkubiert, um unspezifische Bin-

dungsstellen vor der anschließenden Antikörperbindung abzusättigen. Die Primär-

antikörper wurden mit Antikörperverdünnungslösung verdünnt. Die Nitrozellulose-

Membran inkubierte in dieser Lösung über Nacht bei 4°C unter leichtem Schwen-

ken. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurde der dem Primärantikör-

per entsprechende HRP-gekoppelte Sekundärantikörper in Antikörperverdün-

nungslösung verdünnt und die Membran wurde für 1 h bei Raumtemperatur unter 

leichtem Schwenken darin inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen wurde 

der Protein-Antikörperkomplex mit dem SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

Substrate System nach Herstellerangabe durch zum einen die Belichtung eines 

CL-XPosure Films und zum anderen im Geldokumentationsgerät Fusion SL detek-

tiert. Als Housekeeping-Protein diente Gapdh. 

 

2.2.16 Coimmunpräzipitation 
Mit Hilfe der Coimmunpräzipitation sollte in dieser Studie der ERα-β-Catenin-

Proteinkomplex in MC3T3-E1-Zellen nach mechanischer Stimulation, Wnt/β-

Catenin-Aktivierung und Östrogenbehandlung nachgewiesen werden. Hierfür wurde 

der ERα-β-Catenin-Proteinkomplex mit Hilfe des an die Protein-A-Sepharose ge-

bundenen ERα-Antikörpers aus dem Gesamtproteingemisch bzw. dem Kernprote-

ingemisch isoliert und anschließend mittels Western Blotting mit dem β-Catenin-

Antikörper detektiert. 

 

2.2.16.1 Aufbereitung der MC3T3-E1-Zellen und Gesamtproteinextraktion 
Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 5 Tagen in Expansionsmedium kultiviert. 

An Tag 4 erfolgte die Serumreduktion auf 0,25% BSA. An Tag 5 wurden die Zellen für 

30 min, mit einer Dehnungsamplitude von 2% und einer Frequenz von 1 Hz mecha-

nisch stimuliert. Die Zellen wurden vor der mechanischen Stimulation 3 h mit 20 µM 
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SB415286 und 10 nM Östrogen inkubiert. Hierfür wurden die Substanzen direkt in die 

Schalen pipettiert. Sofort nach der mechanischen Stimulation wurden die Zellen 

zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und für 30 min bei Raumtemperatur mit 

Crosslinker-Lösung (Endkonzentration 1-2 mM in PBS) inkubiert. Hierdurch sollte 

die Bindung des Proteinkomplexes verstärkt werden. Nach erneutem zweimaligen 

Waschen in eiskaltem PBS wurde die Vernetzungsreaktion durch Inkubation mit 10-

20 mM Tris-Lösung (pH 7,5) für 15 min abgestoppt. Anschließend wurden die Zellen 

in 0,5 ml Lysepuffer für 5 min, bei 4°C lysiert und bei 12.000 x g für 1 min bei 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde zur weiteren Aufarbeitung verwendet. 

 

2.2.16.2 Kernproteinextraktion 
Das Kernprotein wurde mit dem NE-PER Nuclear & Cyoplasmic Extraction 

Reagents Kit nach Herstellerangabe isoliert. Hierfür wurden die Zellen wie in Kapitel 

2.2.16.1 beschrieben stimuliert. Sofort nach der mechanischen Stimulation wurden 

die Zellen mit 0,05% Trypsin/0,02% EDTA abgelöst und durch Zentrifugation bei 

500 x g für 5 min pelletiert. Danach wurden alle weiteren Arbeitsschritte auf Eis 

durchgeführt. Das Zellpellet wurde zweimal in PBS gewaschen. Anschließend wur-

den 1-10 x 106 Zellen in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt und bei 500 x g für 3 min 

pelletiert. Der Überstand wurde verworfen. Durch die Zugabe der Reagenzien 

CERI und II wurde die Zellmembran zerstört und die Bestandteile des Zytoplas-

mas freigesetzt. Die noch intakten Zellkerne wurden aus dem Zytoplasmaextrakt 

mittels Zentrifugation isoliert und in dem NER-Reagenz lysiert. Der Überstand 

wurde zur weiteren Aufarbeitung verwendet. 

 
2.2.16.3 Bindung des ERα-Antikörpers an die Protein-A-Sepharose 
Der ERα-Antikörper wurde in PTO-Puffer verdünnt und 2 h mit der Protein-A-

Sepharose durch End-über-Kopf-Rotation bei 4°C inkubiert. Hierfür wurden zu 0,5 ml 

PTO-Puffer 3 µl Antikörperlösung und 1,5 mg Protein-A-Sepharose hinzugefügt. 

Im Kontrollansatz wurden statt der Antikörperlösung 3 µl IgG-Lösung verwendet. 

Anschließend wurde der Antikörper-Protein-A-Sepharose-Komplex durch 

Zentrifugation mit 12.000 x g, für 10 min, bei 4°C pelettiert, 2x mit PTO-Puffer ge-

waschen und zwischen und nach den Waschschritten ebenfalls immer wieder 

durch Zentrifugation mit 12.000 x g für 10 min bei 4°C pelettiert. 
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2.2.16.4 Coimmunpräzipitation 
Der Überstand aus Kapitel 2.2.16.1 bzw. aus Kapitel 2.2.16.2 wurde auf den ERα-

Antikörper-Protein-A-Sepharose-Komplex aus Kapitel 2.2.16.3 pipettiert, das Ge-

misch homogenisiert und durch End-über-Kopf-Rotation, bei 4°C über Nacht 

inkubiert, um den ERα-β-Catenin-Proteinkomplex an den ERα-Antikörper-Protein-

A-Sepharose-Komplex zu binden. Anschließend wurde der Protein-Antikörper-

Protein-A-Sepharose-Komplex durch Zentrifugation bei 12.000 x g für 1 min bei 

4°C pelettiert und dreimal mit 500 µl Lysepuffer und zweimal mit PBS gewaschen. 

Es folgte die Lösung des β-Catenins von ERα in 20 µl 6x SDS-Probenpuffer durch 

Vortexen (Dissoziation). Anschließend wurde ERα von der Protein-A-Sepharose 

durch Inkubation bei 37°C für 30 min und Zentrifugation bei 12.000 x g für 1 min 

gelöst. Der Überstand wurde zur Detektion der Proteine mittels SDS-PAGE (Kapi-

tel 2.2.15.3) und Western Blotting (Kapitel 2.2.15.4) eingesetzt. 

 
2.2.17 Untersuchung der DNA-Methylierung 
Die Methylierung von Cytosin-Basen der DNA innerhalb von CG(Cytosin-Guanin)-

Dinukleotiden ist die wichtigste epigenetische Veränderung (Jeltsch 2002). Die 

CG-Dinukleotide kommen gehäuft in den genregulierenden Regionen, den Promo-

toren, als so genannte CpG-Inseln (Cytosin-Phosphat-Guanin-Inseln) vor. An die 

methylierten CG-Dinukleotide binden Methyl-CG-erkennende Proteine, wodurch 

sich weitere Proteine anlagern und zur Verdichtung des Nukleosoms führen. Da-

durch wird die DNA an solchen methylierten CG-Dinukleotide für die RNA-

Polymerase nicht ablesbar und die Transkription des betreffenden Gens inhibiert. 

Der Methylierungsgrad der CpG-Inseln im Promotor eines Gens ist also ein Maß 

für die Transkriptionsaktivität. Eine verstärkte Methylierung im Promotor inhibiert 

somit die Genaktivität (Seisenberger et al. 2013). 

Die Bisulfitmodifikation ist der Goldstandard um die DNA-Methylierung zu untersu-

chen. Hierbei werden nicht methylierte Cytosine durch Desaminierung in Uracil 

umgewandelt, während methylierte Cytosine unverändert bleiben. Bei der nachfol-

genden PCR wird Uracil in Thymin umgewandelt. 

Bei der PCR-Analyse gibt es 2 mögliche Vorgehensweisen (Shiraz 2012): 

1. Die Methylierungsspezifische PCR (MSP): Hierbei werden zur Amplifikation der 

bisulfitmodifizierten DNA zwei Primerpaare verwendet, die an dieselbe DNA-

Sequenz binden. Das eine Primerpaar ist spezifisch für die methylierte DNA, 

das andere für die nicht methylierte DNA. Diese Methode ist ein qualitatives 
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Verfahren, mit dem man eine schnelle Aussage darüber treffen kann, ob in ei-

nem bestimmten CG-Dinukleotid eine Methylierung stattgefunden hat. Aber bei 

unvollständiger Bisulfitmodifizierung, falschem Primerdesign oder zu geringer 

Anzahl der Wiederholungen können falsch positive Ergebnisse generiert wer-

den.  

2. Die Bisulfit-Sequenzierung-PCR (BSP): Bei dieser Methode wird die 

bisulfitmodifizierte DNA mit Primern amplifiziert, die außerhalb der zu untersu-

chenden CpG-Insel binden und somit nicht zwischen methylierter und nicht 

methylierter DNA unterscheiden. Das Amplifikat wird anschließend sequenziert. 

Die nicht methylierten Cytosine erscheinen nun auf dem Hauptstrang als 

Thymin und auf dem Folgestrang als Adenin. Die methylierten Cytosine sind 

erhalten geblieben. Diese Methode ist sehr aufwendig und kostspielig, aber sie 

ermöglicht die Untersuchung eines größeren DNA-Fragments und die Quantifi-

zierung der methylierten Cytosine in diesem Fragment. 

 
2.2.17.1 DNA-Isolation 
Die Zellen wurden direkt nach dem Versuch einmal mit PBS gewaschen und mit 

RLT-Puffer + 1% β-Mercaptoethanol lysiert. Die Aufreinigung der genomischen DNA 

erfolgte mit dem Allprep DNA/RNA/Protein Mini Kit nach Herstellerangabe. Hierfür 

wurde zunächst das Lysat durch eine QiaShredder Säule homogenisiert. Anschlie-

ßend wurde das Lysat durch Zentrifugation in der Allprep DNA-Zentrifugationssäule 

gebunden. Nach mehreren Waschschritten wurde die DNA in 100 µl EB-Puffer eluiert. 

Die Quantität und Qualität der DNA wurde bei 260 nm/280 nm photometrisch am 

Tecan Mikrotiterplatten-Reader mit der i-control Microplate Reader Software bestimmt. 

Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 

 

2.2.17.2 Bisulfitmodifizierung 
Die Bisulfitmodifizierung der aufgereinigten, genomischen DNA erfolgte mit dem 

Imprint DNA Modification Kit nach Herstellerangaben. Die DNA-Denaturierung und 

die Bisulfitmodifizierung fanden simultan statt. Das Bisulfit band spezifisch an einzel-

strängige DNA und desaminierte Cytosin zu Uracil. Anschließend wurde die bisulfit-

modifizierte DNA in der Zentrifugationssäule mit Hilfe von Waschpuffern aufgereinigt 

und schließlich in einer Elutionslösung eluiert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. 
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2.2.17.3 Design der MSP- und BSP-Primer 
Die Sequenz der zu untersuchenden Promotorregion wurde in NCBI Genome ge-

sucht. Diese Sequenz wurde in das Programm MethPrimer kopiert (Li and Dahiya 

2002). Dieses Programm zeigt die bisulfitmodifizierte Sequenz analog zur Origi-

nalsequenz an sowie die einzelnen CG-Nukleotide und CpG-Inseln. Für die CpG-

Inseln wurden folgende Kriterien gewählt: Inselgröße > 100 bp, CG-Gehalt > 50%, 

Verhältnis der beobachteten zu den erwarteten CpGs > 0.6. Entsprechend dieser 

Kriterien wurden MSP- und BSP-Primer vorgeschlagen. 

 
2.2.17.4 Methylierungsspezifische PCR (MSP) 
Die aufgereinigte, bisulfitmodifizierte DNA wurde mit dem HotStarTaq Mastermix 

Kit mit dem in Tabelle 2.2.5 aufgeführten MSP-Programm amplifiziert. 

 

Tabelle 2.2.5: MSP-Programm 

Schritt Zyklenzahl Temperatur Dauer 

 
Schritt 1 

 
1 

 
95°C 

 
15 min 

Schritt 2 40 95°C 1 min 

  
 

60°C 45 s 

  72°C 1 min 
    
Schritt 3 1 72°C 20 min 

 

Es wurden für jede Probe und die Negativkontrolle jeweils ein 20 µl Ansatz nach 

dem Schema in Tabelle 2.2.6 pipettiert, wobei für jede Reaktion ein Mastermix 

erstellt wurde. 

Die qualitative Analyse der MSP-Produkte erfolgte mittels Agarosegelelektropho-

rese. Hierfür wurden 10 µl eines jeden MSP-Ansatzes mit 6x Ladepuffer versetzt 

und auf ein 1%iges Agarosegel, das mit 0,1 µg/ml Ethidiumbromid versetzt war, 

aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Moleküle erfolgte bei 110 V in TAE-Puffer. 

Ethidiumbromid lagert sich in die DNA-Doppelhelix ein und fluoresziert unter UV-

Licht. So konnten die aufgetrennten DNA-Banden mit einem Geldokumentations-

gerät detektiert werden. 
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Tabelle 2.2.6: Pipettierschema der MSP und BSP 

Komponente Volumen pro Reaktion Endkonzentration 

steriles Wasser 7 µl --- 

2x HotStar Mastermix 10 µl 1x 

5 µM Primermix (Forward + 
Reverse) 

2 µl 0,5 µM 

DNA  1 µl variabel 

 
2.2.17.5 Bisulfit-Sequenzierung-PCR (BSP) 
Bei der BSP wurde die aufgereinigte, bisulfitmodifizierte DNA mittels PCR amplifi-

ziert. Die Amplifikate wurden mittels Agarosegelelektrophorese auf ihre Reinheit 

und Größe überprüft. Anschließend wurden die BSP-Amplifikate in einen Vektor 

kloniert, in Bakterien transformiert und vermehrt, aus diesen wieder isoliert und 

schließlich durch MWG (Ebersberg, Deutschland) sequenziert. 

 
2.2.17.5.1 PCR und Agarosegelelektrophorese 
Die aufgereinigte, bisulfitmodifizierte DNA wurde mit dem HotStarTaq Mastermix Kit 

und dem in Tabelle 2.2.7 aufgeführten PCR-Programm amplifiziert. Es wurden für 

jede Probe und die Negativkontrolle jeweils ein 20 µl Ansatz nach dem Schema in 

Tabelle 2.2.6 pipettiert, wobei für jede Reaktion ein Mastermix erstellt wurde. 

Die Reinheit und Größe der PCR-Amplifikate wurden mit Hilfe der Agarosegelelek-

trophorese überprüft. Hierbei wurde wie in Kapitel 2.2.17.4 beschrieben vorgegangen. 

 

Tabelle 2.2.7: PCR-Programm 

Schritt Zyklenzahl Temperatur Dauer 

 
Schritt 1 

 
1 

 
95°C 

 
15 min 

Schritt 2 40 95°C 1 min 

  
 

53°C 45 s 

  72°C 1 min 
    
Schritt 3 1 72°C 20 min 
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2.2.17.5.2 Klonierungsreaktion 
Mit dem TOPO TA Cloning Kit wurden die PCR-Amplifikate in den Plasmid-Vektor 

pCR4-TOPO kloniert. Dieser enthielt ein Ampicillin-Resistenzgen zur späteren Se-

lektion der Bakterien, die den Plasmid-Vektor aufgenommen hatten. Denn auf-

grund dieses Ampicillin-Resistenzgens konnten nur diese Bakterien auf 

ampicillinhaltigem Nährboden überleben und sich vermehren. 

Für jeden Klonierungsansatz wurden 1 µl PCR-Produkt, 1 µl pCR4-TOPO, 1 µl 

Salzlösung und 2 µl steriles Wasser pipettiert und vorsichtig gemischt. Nach einer 

Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur wurden die Klonierungsansätze bis zur 

Transformation in die Bakterien auf Eis gelagert. Die Transformation in die Bakte-

rien erfolgte an demselben Tag. 

 

2.2.17.5.3 Herstellung des LB-Mediums und der LB-Agarplatten für die 
Bakterienkultivierung 
Für die Herstellung des LB-Mediums wurden 25 g Luria Broth Base in 1 l destillier-

tem Wasser (pH 7,0) gelöst und autoklaviert. Dem abgekühlten LB-Medium wur-

den 50 µg/ml Ampicillin zugegeben. Für die Herstellung der LB-Agarplatten wur-

den 25 g Luria Broth Base und 15 g Select-Agar mit 1 l destilliertem Wasser (pH 

7,0) gemischt und autoklaviert. Der handwarme, noch flüssige LB-Agar wurde mit 

50 µg/ml Ampicillin versetzt und in der Sterilbank in sterile Petrischalen gegossen, 

die bis zur vollständigen Abkühlung und Gelierung des LB-Agars leicht geöffnet in 

der Sterilbank blieben. Die Lagerung des LB-Mediums und der LB-Agarplatten 

erfolgte bei 4°C. 

 
2.2.17.5.4 Transformation in Bakterien 
Der Plasmid-Vektor wurde nach Herstellerangaben in die Top10 One Shot Chemi-

cal Competent E.coli transformiert. Hierfür wurde der kompetente E.coli-

Bakterienstamm langsam auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 2 µl Klonierungs-

ansatz zu dem Bakterienstamm und vorsichtigem Mischen erfolgte die Transfor-

mation des Plasmid-Vektors in die Bakterien mittels Hitzeschock bei 42 °C für 45 s 

im Heizblock. Der Ansatz wurde anschließend sofort auf Eis überführt und mit 250 

µl SOC-Medium für 1 h bei 37°C und 200 upm auf der Schüttelplattform inkubiert. 

Danach wurden 2 verschiedene Volumina (50 µl und 200 µl) des Transformations-

ansatzes auf vorgewärmten, ampicillinhaltigen LB-Agarplatten mit einem sterilen 

Drigalskispatel ausgestrichen und über Nacht bei 37°C im Wärmeschrank kultiviert. 
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2.2.17.5.5 Bakterienflüssigkultur 
Die erfolgreich transformierten Bakterien wurden weiter vermehrt, indem pro LB-

Agarplatte 5 Kolonien gepickt wurden und in ein 15 ml Falconröhrchen mit 5 ml 

ampicillinhaltigem LB-Medium überführt wurden. Die Flüssigkulturen wurden über 

Nacht bei 37°C und 250 upm auf der Schüttelplattform inkubiert. Aus diesen Bak-

terien wurde anschließend die Plasmid-DNA isoliert. 

 

2.2.17.5.6 Isolierung der Plasmid-DNA 
Die Plasmid-DNA wurde mit dem NucleoBond Mini Kit aus den Bakterien nach Her-

stellerangaben isoliert. Hierfür wurde der Kulturansatz zentrifugiert und der Über-

stand verworfen. Für die Zelllyse wurde das Bakterienpellet in einem alkalischen 

SDS-Puffer, der mit RNase A versetzt war, resuspendiert. Die chromosomale und 

die Plasmid-DNA wurden unter diesen alkalischen Bedingungen denaturiert. Durch 

die anschließende Zugabe eines Kaliumacetatpuffers wurden die chromosomale 

DNA und andere Zellbestandteile präzipitiert und das Lysat neutralisiert. Durch die 

Neutralisierung nahm die Plasmid-DNA wieder ihre ursprüngliche supercoiled-

Struktur an und blieb in der klaren Lösung. Nach der Equilibrierung der 

Zentrifugationssäule mit einem Equilibrierungspuffer wurde die Plasmid-DNA durch 

Zentrifugation in der Säule gebunden, mit Waschpuffer gewaschen und schließlich 

eluiert. Die eluierte DNA wurde mit Isopropanol präzipitiert, mit 70% EtOH gespült, 

bei Raumtemperatur getrocknet, in TE-Puffer gelöst und bei -20°C gelagert. 

Die Quantität und Qualität der Plasmid-DNA wurde bei 260 nm/280 nm photome-

trisch am Tecan Mikrotiterplatten-Reader mit der i-control Microplate Reader Soft-

ware bestimmt. Zur Überprüfung der Klonierung des PCR-Amplifikats in den 

Plasmid-Vektor wurde 1µl des Plasmid-DNA-Eluats in die in Kapitel 2.2.17.5.1 be-

schriebene PCR eingesetzt und das Reaktionsprodukt mittels Agarosegelelektro-

phorese aufgetrennt. 

 

2.2.17.5.7 Sequenzierung 
Die Plasmid-DNA wurde mittels Sequenzierung mit dem BSP-Primerpaar von der 

Firma MWG in Ebersberg analysiert. 

 

2.2.18 Ölrot-O-Färbung 
Die Ölrot-O-Färbung ist ein histologisches Verfahren zur Untersuchung des Diffe-

renzierungszustandes von mesenchymalen Stammzellen. Bei der Ölrot-O-
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Färbung werden intrazelluläre Lipidvakuolen, ein morphologisches Merkmal der 

Adipozyten, rot gefärbt. In der vorliegenden Studie sollte die adipogene Differen-

zierung der mesenchymalen Zelllinie C3H10T1/2 anhand der Lipidvakuolenbildung 

untersucht werden. Hierfür wurden die Zellen zweimal mit 5 ml PBS gespült, 10 

min in 5 ml 4% phosphatgepufferten Formalin fixiert und anschließend erneut 

zweimal mit 5 ml PBS gespült. Die Färbung erfolgte in 5 ml Ölrot-O-Färbelösung 

für 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach zweimaligen Spülen mit 5 ml A. 

dest. wurden die Zellen unter dem Mikroskop IX70 betrachtet und fotografiert. 

 
2.2.19 Statistik 
In dem in vivo Experiment bestanden die Versuchsgruppen aus 4 bis 6 Mäusen 

(n = 4-6). Die mechanisch belastete Ulna wurde mit der kontralateralen nicht be-

lasteten Ulna mit dem Wilcoxon-Test, einem nicht-parametrischen Signifikanztest 

für verbundene Stichproben, verglichen. Der Effekt von Östrogen und Wnt/β-

Catenin-Aktivierung wurde mit der Kontrollgruppe mittels Mann-Whitney-U-Test, 

einem nicht-parametrischen Signifikanztest für unverbundene Stichproben, vergli-

chen. Das Signifikanzniveau wurde bei p ≤ 0,05 festgelegt und die Daten wurden 

als Mittelwert ± Standardabweichung (SD) dargestellt. 

Die in vitro Experimente dieser Studie umfassten 2 bis 4 Wiederholungen in Dop-

pelbestimmung (n = 4-8). Die Daten wurden mit dem Student's t-Test für 

ungepaarte Stichproben auf Signifikanz (p ≤ 0,05) getestet und wurden als Mittel-

wert ± Standardabweichung (SD) dargestellt. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Untersuchung des Einflusses von Östrogen und der Aktivierung des 
Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte Kno-
chenformation in Mäusen 
Zur Untersuchung des Einflusses von Östrogen und der Aktivierung des Wnt/β-

Catenin-Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte Knochenformati-

on in vivo wurde die rechte Ulna weiblicher, 16 Wochen alter Mäuse axial belastet. 

Zur Untersuchung des Einflusses des Östrogenhaushalts wurden die Mäuse zu-

nächst im Alter von 12 Wochen ovarektomiert, um die Mechanotransduktion bei 

reduziertem Östrogenspiegel untersuchen zu können. Der Zeitraum von 4 Wochen 

zwischen Ovarektomie und mechanischer Belastung wurde in einem Vorversuch 

festgelegt, bei dem die Veränderung des Östrogengehalts im Serum nach Ovarek-

tomie und deren Einfluss auf die Knochenstruktur untersucht wurden. Zur Unter-

suchung der Mechanotransduktion bei einer definierten Östrogenkonzentration 

wurde den Mäusen 2 Tage vor Beginn der mechanischen Belastung ein Östro-

genpellet subkutan in die Nackenregion implantiert. Der Einfluss der Aktivierung 

des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die Mechanotransduktion wurde 

durch tägliche Injektion des Gsk-3β-Inhibitors SB415286 während der mechani-

schen Belastung untersucht. 

 

3.1.1 Veränderung der Östrogenkonzentration im Serum im zeitlichen Ver-
lauf von 4 Wochen nach Ovarektomie und deren Einfluss auf die Knochen-
struktur 
Für die spätere mechanische Belastung sollte der Östrogenspiegel im Serum sig-

nifikant vermindert, die Knochenstruktur jedoch unverändert sein, um das Verhal-

ten des Knochens bei der mechanischen Belastung nicht durch die Ovarektomie 

zu beeinflussen. Der Uterus der OVX-Mäuse war 4 Wochen nach der Ovarektomie 

atrophiert (Abbildung 3.1, oben links). Die Uterusatrophie ist ein Indikator für Öst-

rogenmangel. Die Östrogenkonzentration im Serum war ab Tag 14 nach der Ova-

rektomie signifikant vermindert (Abbildung 3.1, oben rechts). Die Östrogenkon-

zentration im Serum der OVX-Mäuse war aufgrund der hohen Standardabwei-

chung innerhalb der Versuchsgruppen zu keinem Zeitpunkt signifikant geringer als 

die im Serum der Sham-Mäuse. Der erzeugte Östrogenmangel hatte 14 und 28 Ta-

ge nach der Ovarektomie keine signifikante Auswirkung auf die Struktur des 
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trabekulären und des kortikalen Knochens (Abbildung 3.1, Mitte und unten). Sowohl 

die Knochenmineraldichte (BMD = bone mineral density) als auch das Knochenvo-

lumen im trabekulären Knochen (Tb.Th, Tb.N, Tb.Sp, BV/TV) sowie die kortikale 

Dicke (Ct.Th) blieben unverändert. 

 

 
Abbildung 3.1: Auswirkung der Ovarektomie auf den Uterus, die Östrogenkonzentration (Östrogen-ELISA) und den 
trabekulären und kortikalen Knochen (µCT). Oben links: Der Uterus war 28 Tage nach Ovarektomie atrophiert. Oben 

rechts: Die Östrogenkonzentration wurde im Serum von scheinovarektomierten (Sham) und ovarektomierten (OVX) Mäusen 

mittels Östrogen-ELISA im Verlauf von 28 Tagen nach Ovarektomie bestimmt. Mitte: Veränderungen im trabekulären Kno-

chen des Femurkopfes 28 Tage nach Ovarektomie wurden anhand der Trabekeldicke (Tb.Th), der Trabekelanzahl (Tb.N), 

des Trabekelabstandes (Tb.Sp), der Knochenmineraldichte (BMD) und anhand des auf das Gesamtvolumen bezogenen 

Knochenvolumens (BV/TV) im µCT untersucht. Unten: Veränderungen im kortikalen Knochen der Ulnamitte 28 Tage nach 

Ovarektomie wurden anhand der BMD und der kortikalen Dicke (Ct.Th) im µCT bestimmt. Die Werte sind als Mittelwert ± 

Standardabweichung dargestellt. n = 6, * p ≤ 0,05 im Vergleich zu Tag 0 (Mann-Whitney-U-Test). 
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3.1.2 Auswirkungen der reduzierten Östrogenkonzentration im Serum auf 
die Knochenstruktur 6 Wochen nach Ovarektomie 
Der Östrogenspiegel im Blutserum scheinovarektomierter Mäuse (Sham) betrug bei 

der Tötung 13,7 ± 4,1 pg/ml und wurde durch Ovarektomie (OVX) innerhalb von 6 

Wochen um 28% reduziert (Abbildung 3.2). Die subkutane Implantation eines Öst-

rogenpellets (E2; 3 µg/Tag) in den Nacken der ovarektomierten Mäuse 2 Wochen 

vor der Tötung erhöhte den Östrogenspiegel auf das Sechsfache der im Serum der 

Sham-Mäuse gemessenen Östrogenkonzentration. Östrogenmangel führte zur Ute-

rusatrophie. Das Uterusgewicht reduzierte sich durch Ovarektomie um 70% im 

Vergleich zu den Sham-Mäusen. Durch die Implantation des Östrogenpellets er-

höhte sich das Uterusgewicht der OVX-Mäuse wieder um das Vierfache. 

Im trabekulären Knochen induzierte der Östrogenmangel eine Verminderung der 

relativen Knochenmasse (BV/TV) um 17% im Vergleich zu den Sham-Mäusen. Dies 

war auf eine Verminderung der Trabekelanzahl (Tb.N) um 17% und der damit ein-

hergehenden Erhöhung des Trabekelabstandes (Tb.Sp) um 15% zurückzuführen. 

Die Trabekeldicke (Tb.Th) war nach Ovarektomie im Vergleich zu den Sham-

Mäusen nicht signifikant vermindert, wurde aber durch die Gabe von Östrogen in 

den OVX-Mäusen um 7% erhöht. BV/TV und Tb.N wurden durch die Gabe von Öst-

rogen in den OVX-Mäusen um 45% und 35% erhöht und Tb.Sp wurde um 17% 

vermindert. 

Die kortikale Dicke (Ct.Th) war durch die Ovarektomie nach 6 Wochen im Ver-

gleich zu den Sham-Mäusen um 7% reduziert und wurde durch Östrogenapplikati-

on nach Ovarektomie wieder leicht, aber nicht signifikant, erhöht. Die 

Kortexverdünnung nach Ovarektomie war auf endostale Resorption zurückzufüh-

ren. Dies konnte durch die Vergrößerung der Markraumfläche (Ma.Ar) um 32% im 

Vergleich zu den Sham-Mäusen gezeigt werden. Die Östrogenapplikation führte 

zu einem endostalen Wiederanbau von Knochen, wodurch sich der Markraum der 

OVX-Mäuse um 14% verkleinerte. 
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Abbildung 3.2: Östrogenkonzentration (Östrogen-ELISA) und ihre Auswirkung auf das Uterusgewicht, die kortikale 
und die trabekuläre Knochenstruktur (µCT). Oben links: Die Östrogenkonzentration wurde im Serum von 

scheinovarektomierten (Sham), ovarektomierten (OVX) und ovarektomierten Mäusen, denen ein Östrogenpellet (0,11 

mg/kg/Tag) implantiert wurde (OVX + E2), mittels Östrogen-ELISA bestimmt. Oben rechts: Das Uterusgewicht wurde in den 

entsprechenden Gruppen bestimmt. Mitte: Veränderungen im trabekulären Knochen des 5. Lendenwirbelkörpers (WK L5) 

wurden anhand des auf das Gesamtvolumen bezogenen Knochenvolumens (BV/TV), der trabekulären Dicke (Tb.Th), der 

trabekulären Anzahl (Tb.N) und des trabekulären Abstands (Tb.Sp) im µCT bestimmt. Unten: Veränderungen am kortikalen 

Knochen der Ulna wurden anhand der Markraumfläche (Ma.Ar) und der kortikalen Dicke (Ct.Th) 2 mm distal von der Kno-

chenmitte im µCT detektiert. Die Werte sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. n = 6, * p ≤ 0,05 (Mann-

Whitney-U-Test). 
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3.1.3 Auswirkungen von mechanischer Belastung, Östrogen und der Aktivie-
rung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf den Knochenzuwachs 
Die mechanische Stimulation (+S) der Ulna induzierte an der endostalen und pe-

riostalen Knochenoberfläche lamellaren Knochenzuwachs (Abbildung 3.3, Abbil-

dung 3.4). Ohne mechanische Belastung (-S) wurde in den Sham-Mäusen kein 

Knochenzuwachs detektiert. In den OVX-Mäusen wurde periostal auch ohne me-

chanische Stimulation ein geringer Knochenzuwachs detektiert. 

Endostal führte Östrogen (E2) in Sham- und OVX-Mäusen zu lamellarem Kno-

chenzuwachs und wirkte additiv zur mechanischen Belastung. Der Wnt/β-Catenin-

Signalwegaktivator SB415286 (SB) induzierte endostal keinen Knochenzuwachs 

und beeinflusste den endostalen, mechanisch induzierten Zuwachs nicht signifi-

kant. Der SB415286 beeinflusste den endostalen, durch Östrogen induzierten Zu-

wachs ebenfalls nicht. 

Periostal führten Ovarektomie, Östrogen und SB415286 zu einem leichten, aber 

signifikanten, lamellaren Knochenzuwachs. SB415286 und mechanische Belastung 

wirkten synergistisch auf den periostalen Knochenzuwachs. Es wurde Geflecht-

knochen gebildet. Nur in den OVX-Mäusen wirkten auch Östrogen und mechani-

sche Belastung synergistisch auf den periostalen Knochenzuwachs. Auch hier kam 

es zur Bildung von Geflechtknochen. Überraschenderweise hatten Östrogen und 

SB415286 bei gleichzeitiger Anwendung in ovarektomierten Mäusen keine stimulie-

rende Wirkung mehr auf den periostalen, mechanisch induzierten Knochenzuwachs. 
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Abbildung 3.3: Endostaler und periostaler Knochenzuwachs der mechanisch belasteten Ulna von Sham- und OVX-
Mäusen. Dargestellt ist der Knochenzuwachs mittels der Calceingrün- und Alizarinrotbande 2 mm distal von der Ulnamitte 

nach mechanischer Belastung (Kontrolle) und zusätzlicher Behandlung mit Östrogen (E2) und dem Wnt/β-Catenin-

Signalwegaktivator SB415286 (SB). 
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Abbildung 3.4: Endostale und periostale Knochenformationsrate (ecBFR/BS und psBFR/BS). Oben links: Die end-

ostale Knochenformationsrate (ecBFR/BS) in Sham-Mäusen nach mechanischer Belastung (S), Behandlung mit Östrogen 

(E2) und Behandlung mit dem Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator SB415286 (SB). Oben rechts: Die ecBFR/BS in OVX-

Mäusen. Unten links: Die periostale Knochenformationsrate (psBFR/BS) in Sham-Mäusen. Unten rechts: Die psBFR/BS in 

OVX-Mäusen. Die Werte sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. n = 4-6, # p < 0,05: +S vs. -S (Wilcoxon-

Test), * p < 0,05: Behandlungsgruppe vs. entsprechender Kontrollgruppe (-S, +S; Mann-Whitney-U-Test). 

 
3.1.4 Auswirkungen des durch mechanische Belastung, Östrogen und Akti-
vierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs induzierten Knochen-
zuwachses auf die Knochenstruktur 
Die Veränderung der Größe der Markraumfläche (Ma.Ar) ist ein guter Parameter 

für Veränderungen des Knochenwachstums an der endostalen Knochenoberflä-

che. So konnte der mechanisch induzierte (+S), endostale Knochenzuwachs (Ab-

bildung 3.4, ecBFR/BS) durch die Verkleinerung der Markraumfläche belegt wer-

den (Abbildung 3.5). Durch mechanische Belastung wurde die Markraumfläche 

der rechten Ulna in den Sham-Mäuse um 18% und in den OVX-Mäuse um 14% 

verkleinert im Vergleich zur unbelasteten linken Ulna. Auch der durch Östrogen 
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(E2) induzierte endostale Anbau spiegelte sich in der Verkleinerung der Mark-

raumfläche wieder (im Vergleich zur Placebogruppe 21% verkleinert in Sham-

Mäusen und 14% verkleinert in OVX-Mäusen). Im Vergleich zur Placebogruppe 

war die Ma.Ar in Sham-Mäusen nach mechanischer Belastung und E2-

Behandlung um 43% und in OVX-Mäusen um 24% verringert. 

Die Veränderung der kortikale Dicke (Ct.Th) ist ein Parameter für den endostalen 

und den periostalen Zuwachs. In dieser Studie war der endostale Zuwachs jedoch 

zu gering um ihn anhand der Bestimmung der kortikalen Dicke mittels µCT detek-

tieren zu können (Tabelle 3.4, Abbildung 3.5). Aber die gemessene kortikale Dicke 

spiegelte den mechanisch induzierten, periostalen Knochenzuwachs wieder. Sie 

nahm in Sham-Mäusen durch mechanische Belastung um 13% und in OVX-

Mäusen um 14% zu. In Sham-Mäusen wurde die mechanisch induzierte Zunahme 

der kortikalen Dicke weder durch Östrogen noch durch SB415286 noch durch de-

ren gleichzeitige Anwendung signifikant erhöht. Aber in OVX-Mäusen erhöhten 

sowohl Östrogen als auch SB415286 die mechanisch induzierte Zunahme der kor-

tikalen Dicke um jeweils 16%. Diese fördernde Wirkung war bei gleichzeitiger An-

wendung der beiden Substanzen nicht zu beobachten. Der anhand der psBFR/BS 

detektierte, minimale periostale Zuwachs in der nicht belasteten Ulna (-S) durch 

Östrogen und SB415286 führte nicht zu messbaren Veränderungen der kortikalen 

Dicke. 

Die kortikale Fläche (Ct.Ar) ist neben der kortikalen Dicke ein weiterer Messpara-

meter zur Detektion des endostalen und periostalen Zuwachses. Die kortikale Flä-

che vergrößerte sich in der rechten Ulna im Vergleich zur unbelasteten linken Ulna 

durch mechanische Belastung in Sham-Mäusen um 17% und in OVX-Mäusen um 

15%. SB415286 erhöhte die mechanisch induzierte Vergrößerung in Sham-

Mäusen um 11% und in OVX-Mäusen um 20%. Östrogen verstärkte diese hinge-

gen nur in OVX-Mäusen signifikant um 18%. Bei gleichzeitiger Anwendung von 

Östrogen und SB415286 hatten die beiden Substanzen nur noch eine gering för-

dernde Wirkung auf die mechanisch induzierte Vergrößerung der kortikalen Fläche 

in den OVX-Mäusen. 
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Abbildung 3.5: Einfluss von mechanischer Belastung (S), Östrogen (E2) und dem Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator 
SB415286 (SB) auf die Markraumfläche (Ma.Ar), kortikale Dicke (Ct.Th) und kortikale Fläche (Ct.Ar). Dargestellt sind von 

oben nach unten die Markraumfläche (Ma.Ar), die kortikale Dicke (C.Th) und die kortikale Fläche (C.Ar) der Ulna 2 mm distal 

von der Knochenmitte in Sham-Mäusen und ovarektomierten Mäusen (OVX). Die rechte Ulna wurde innerhalb von 2 Wochen 

an 5 aufeinanderfolgenden Tagen, für 1 min, mit 2,5 N und 2 Hz stimuliert (S). Zusätzlich erhielten die Mäuse Östrogen (E2) 

und den Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator SB415286 (SB). Die Werte sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. n 

= 4-6, # p ≤ 0,05: +S vs. -S (Wilcoxon-Test), * p ≤ 0,05: Behandlungsgruppe vs. entsprechender Kontrollgruppe (-S, +S; Mann-

Whitney-U-Test). 



Ergebnisse 

 63 

3.1.5 Zusammenfassung 
In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Applikation von Östro-

gen unabhängig vom endogenen Östrogenstatus endostalen Knochenzuwachs in-

duzierte. Dieser Zuwachs war additiv zu dem mechanisch induzierten, endostalen 

Zuwachs. Die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs hatte keinen 

Einfluss auf den endostalen und einen sehr geringen Einfluss auf den periostalen 

Zuwachs. Sie erhöhte aber den mechanisch induzierten, periostalen Zuwachs so-

wohl in Sham- als auch OVX-Mäusen. Besonders interessant war der Einfluss der 

Östrogenapplikation auf den mechanisch induzierten, periostalen Knochenzuwachs. 

Nur nach Ovarektomie erhöhte das externe Östrogen den mechanisch induzierten, 

periostalen Zuwachs. Ebenfalls nur nach Ovarektomie hatten Östrogen und der Ak-

tivator des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs bei gleichzeitiger Anwendung 

keinen stimulierenden Einfluss mehr auf den mechanisch induzierten periostalen 

Knochenzuwachs. 

 
3.2 Untersuchung des Einflusses von Östrogen und der Aktivierung des 
Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte 
osteogene Antwort in osteoblastären Zellen 
Zur in vitro-Untersuchung des Einflusses von Östrogen und der Aktivierung des 

Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte, osteogene 

Antwort wurden osteoblastäre MC3T3-E1-Zellen mit Östrogen und dem Wnt/β-

Catenin-Signalwegaktivator Wnt3a bzw. SB415286 inkubiert und mechanisch sti-

muliert. Der Einfluss von Östrogen, der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs und von mechanischer Stimulation auf die Interaktion von 

ERα mit β-Catenin wurde mittels Coimmunpräzipitation untersucht. Der Einfluss von 

Östrogen und der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die 

Aktivität eines Wnt-responsiven Promotorelements wurde anhand der 

Luziferaseaktivität quantifiziert. Der Einfluss von Östrogen, der Aktivierung des 

Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs und mechanischer Stimulation auf die Ex-

pression von Genen, die mit der Osteogenese assoziiert sind, wurde mittels Real-

Time RT-PCR und Western Blotting untersucht. 
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3.2.1 Untersuchung des Einflusses von Östrogen und der Aktivierung des 
Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte Bil-
dung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes 
In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob die Proteine ERα und β-Catenin 

nach Inkubation mit Östrogen, der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduk-

tionswegs und mechanischer Stimulation interagieren. 

Hierfür wurde der ERα-β-Catenin-Proteinkomplex mittels Coimmunpräzipitation 

zunächst im Gesamtzellextrakt detektiert (Abbildung 3.6). Mechanische Stimulati-

on (S) führte nach Vorinkubation mit Östrogen (E2) zur Bildung des ERα-β-

Catenin-Proteinkomplexes. Ohne Vorinkubation mit E2 konnte der Proteinkomplex 

nach mechanischer Belastung nicht nachgewiesen werden. Der Wnt/β-Catenin-

Signalwegaktivator Wnt3a induzierte ebenfalls die Bildung des Proteinkomplexes. 

Hierauf hatte die zusätzliche, mechanische Stimulation keinen Einfluss. Die 

Wnt3a-induzierte Bildung wurde jedoch durch Zugabe von Östrogen reduziert. 
 

 
Abbildung 3.6: Einfluss von mechanischer Belastung (S), Östrogen (E2) und Wnt3a auf die Proteinkomplexbildung 
aus ERα und β-Catenin im Gesamtzellextrakt von MC3T3-E1-Zellen (Coimmunpräzipitation). Der Proteinkomplex 

wurde mit dem anti-ERα-Antikörper aus dem Gesamtproteinextrakt isoliert und anschließend mit dem anti-β-Catenin-

Antikörper detektiert. Zuvor wurden die Zellen mit 3 nM Wnt3a und 10 nM Östrogen 3 h vorinkubiert und anschließend 

mechanisch stimuliert (S; 30 min, 1 Hz, 2%). Bei der IgG-Kontrolle wurde statt des anti-ERα-Antikörpers das entsprechende 

IgG verwendet. 

 

 
Abbildung3.7: Einfluss von mechanischer Belastung (S), Östrogen (E2) und Wnt3a auf die Proteinkomplexbildung 
aus ERα und β-Catenin im Zellkern von MC3T3-E1-Zellen (Coimmunpräzipitation). Nach der Kernproteinextraktion 

wurde der Proteinkomplex mit dem anti-ERα-Antikörper aus dem Extrakt isoliert und anschließend mit dem anti-β-Catenin-

Antikörper detektiert. Zuvor wurden die Zellen mit 3 nM Wnt3a und 10 nM Östrogen 3 h vorinkubiert und anschließend 

mechanisch stimuliert (S; 30 min, 1 Hz, 2%). Als Input wurde das Gesamtprotein vor der Präzipitation mit dem Antikörper 

verwendet. Bei der IgG-Kontrolle wurde statt des anti-ERα-Antikörpers das entsprechende IgG verwendet. 
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Im Zellkern führte mechanische Stimulation (S) auch ohne Vorinkubation mit E2 

zur Bildung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes (Abbildung 3.7). Die mecha-

nisch induzierte Bildung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes wurde durch Vorin-

kubation mit E2 und Wnt3a deutlich reduziert. 

 
3.2.2 Untersuchung des Einflusses der Interaktion von Östrogen und dem 
Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator auf die Wnt/β-Catenin-Reporteraktivität 
Die Veränderung der Aktivität eines Wnt-responsiven Promotorelements nach Inku-

bation mit Östrogen und dem Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator SB415286 wurde 

mit Hilfe des Reporterplasmids Topflash detektiert. Die Topflash-Aktivität wurde 

durch Östrogen (E2) 2,1-fach und durch den Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator 

SB415286 (SB) 1,8-fach erhöht (Abbildung 3.8, A). Die gleichzeitige Inkubation mit 

SB415286 verminderte die aktivierende Wirkung von Östrogen tendenziell (1,7-fach 

vs. 2,1-fach). Die Aktivitätserhöhung des Wnt/β-Catenin-Reporters durch Östrogen 

war zunächst unerwartet. Aber mittels Western Blotting konnte gezeigt werden, 

dass durch die Inkubation mit Östrogen Gsk-3β durch Phosphorylierung an Serin 

9 inhibiert wurde (Abbildung 3.8, B). Durch die Inhibierung von Gsk-3β kann sich 

β-Catenin im Zytosol anreichern und das Wnt-responsive Promotorelement akti-

vieren. 
 

 
Abbildung 3.8: Einfluss von Östrogen und dem Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator SB415286 auf die Topflash-Aktivität 
von transfizierten MC3T3-E1-Zellen. A: Dargestellt ist die zur unbehandelten Kontrolle (schwarzer Kontrollbalken = 1) relative 

Aktivität des Wnt-Reporters Topflash nach Behandlung mit 20 µM des Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivators SB415286 (SB) und 

10 nM Östrogen (E2) (Luziferase-Test). Die Normalisierung erfolgte durch den Bezug auf die Aktivität des Kontrollvektors pRL-

SV40. B: Dargestellt ist die Proteinexpression der an Serin 9 phosphorylierten Gsk-3β (46 kDa) mittels Western Blotting. Gapdh 

(37 kDa) diente als Housekeeping-Protein. Die Werte sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. n = 4, # p ≤ 0,05 

(ungepaarter Student’s t-Test). 
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3.2.3 Untersuchung des Einflusses von Östrogen und der Aktivierung des 
Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte Ex-
pression mechanoresponsiver, mit der Osteogenese assoziierter Marker 
Es wurde der Einfluss von Östrogen und des Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivators 

SB415286 auf die mechanisch induzierte Expression der mechanoresponsiven, 

mit der Osteogenese assoziierten Marker c-Fos, Cox-2 und Cyr61 untersucht. 

Die Genexpression von c-Fos wurde durch mechanische Belastung (S) 5-fach 

hochreguliert (Abbildung 3.9). Östrogen (E2) alleine hatte auf diese Hochregulati-

on keinen Einfluss. SB415286 (SB) hingegen verminderte die mechanisch indu-

zierte Genexpression um 54%. Dieser vermindernde Effekt von SB415286 auf die 

mechanisch induzierte Genexpression war bei zusätzlicher Östrogenapplikation 

nicht mehr zu beobachten. Die Genexpression von Cox-2 und Cyr61 wurde durch 

mechanische Belastung leicht erhöht (1,6-fach und 1,5-fach). Östrogen und 

SB415286 hatten hierauf keinen signifikanten Einfluss. Aber die gleichzeitige An-

wendung der beiden Substanzen erhöhte die mechanisch induzierte Genexpressi-

on von Cox-2 4,2-fach und von Cyr61 4,1-fach. Zudem induzierte SB415286 auch 

ohne mechanischen Reiz die Genexpression von Cox-2 1,7-fach und von Cyr61 

1,6-fach. Östrogen induzierte auch ohne mechanischen Reiz die Expression von 

Cyr61 1,2-fach. 

 

 
Abbildung 3.9: Einfluss von Östrogen, Wnt/β-Catenin-Aktivierung und mechanischer Belastung auf die Genexpressi-
on mechanosensitiver, mit der Osteogenese assoziierter Markergene in MC3T3-E1-Zellen (Real-Time RT-PCR). Darge-

stellt ist die zur unbehandelten Kontrolle (schwarzer Kontrollbalken = 1) relative Genexpression von c-Fos, Cox-2 und Cyr61 

nach mechanischer Stimulation (S) sowie nach Behandlung mit dem Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator SB415286 (SB) und 

mit Östrogen (E2). Die Zellen wurden über 21 Tage unter Östrogenmangel oder in Anwesenheit von 10 nM Östrogen osteogen 

differenziert und an Tag 21 mit 20 µM SB415286 3 h vorinkubiert und anschließend mechanisch stimuliert (30 min, 1 Hz, 2%). 

Die Normalisierung erfolgte durch den Bezug auf die Expression des Housekeeping-Gens Gapdh. Die Werte sind als Mittelwert 

± Standardabweichung dargestellt. n = 6-8, # p ≤ 0,05: +S vs. -S (ungepaarter Student’s t-Test), * p ≤ 0,05: Behandlungsgruppe 

vs. entsprechender Kontrollgruppe (-S, +S; Student’s t-Test). 
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Die Proteinexpression von Cox-2 wurde wie die Genexpression durch mechani-

sche Belastung (S) leicht erhöht (Abbildung 3.10). Anders als auf Genexpressi-

onsebene wurde die Proteinexpression von Cox-2 durch Östrogen (E2) deutlich 

hochreguliert. Diese Hochregulation wurde durch mechanische Belastung vermin-

dert. Auch der Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator SB415286 (SB) wirkte leicht för-

dernd auf die Expression von Cox-2 und auch hierauf wirkte mechanische Belas-

tung hemmend. Bei gleichzeitiger Anwendung von Östrogen und SB415286 wurde 

der fördernde Effekt von Östrogen alleine aufgehoben. Durch zusätzliche mecha-

nische Belastung wurde dieser hemmende Effekt noch verstärkt. 
 

 
Abbildung 3.10: Einfluss von Östrogen (E2), SB415286 (SB) und mechanischer Belastung (S) auf die Proteinexpressi-
on des mechanosensitiven, mit der Osteogenese assoziierten Gens Cox-2 in MC3T3-E1-Zellen (Western Blotting). 
Dargestellt ist die Proteinexpression von Cox-2 (70 kDa). Die Zellen wurden über 21 Tage unter Östrogenmangel oder in An-

wesenheit von 10 nM Östrogen osteogen differenziert und an Tag 21 mit 20 µM SB415286 3 h vorinkubiert und anschließend 

mechanisch stimuliert (1,5 h, 1 Hz, 2%). Gapdh (37 kDa) diente als Housekeeping-Protein. 

 

3.2.4 Zusammenfassung 
Östrogen und die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs förder-

ten die in der vorliegenden Studie untersuchten, mechanisch induzierten Prozesse, 

die an der osteogenen Antwort beteiligt sind. Dieser fördernde Effekt wurde bei 

gleichzeitiger Applikation der Substanzen gehemmt. 

Mechanische Stimulation, Östrogen und die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signal-

transduktionswegs förderten die Bildung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes. Die 

Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs hatte hierbei den stärksten 

Einfluss. Dieser starke Einfluss wurde durch die zusätzliche Applikation von Östro-

gen vermindert. 

Die Aktivität des Wnt/β-Catenin-Reporterplasmids Topflash wurde durch Östrogen 

und die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs erhöht. Die Akti-

vierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs verminderte tendenziell die 

durch Östrogen induzierte Aktivität. 

Bei gleichzeitiger Applikation von Östrogen und des Wnt/β-Catenin-Signalweg-

aktivators, wurde die mechanisch induzierte Genexpression der mechanosensitiven, 

mit der Osteogenese assoziierten Marker Cox-2 und Cyr61 zwar erhöht. Die Prote-
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inexpression von Cox-2 wurde jedoch durch die gleichzeitige Applikation von Östro-

gen und SB415286 deutlich inhibiert. 

 

3.3 Untersuchung des Einflusses der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-
Signaltransduktionswegs auf die mechanisch regulierte Differenzierung von 
mesenchymalen Stammzellen 
Zur Untersuchung des Einflusses von mechanischer Stimulation und der Aktivie-

rung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die Adipogenese und 

Osteoblastogenese von mesenchymalen Stammzellen wurde die pluripotente, 

mesenchymale Zelllinie C3H10T1/2 während der Kultur in adipogenem Differen-

zierungsmedium täglich mechanisch stimuliert und der Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionsweg durch SB415286-Applikation aktiviert. Der Einfluss von 

mechanischer Stimulation und der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduk-

tionswegs auf die Lipidvakuolenbildung wurde mittels Ölrot-O-Färbung detektiert. 

Der Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs auf die Expression von adipogenen und mit der 

Osteogenese assoziierten Markergenen wurde mittels Real-Time RT-PCR und 

Western Blotting untersucht. Die epigenetische Regulation des adipogenen 

Markergens Pparγ durch DNA-Methylierung wurde mittels Bisulfit-Sequenzierung-

PCR (BSP) und methylierungsspezifische PCR (MSP) untersucht. 

 

3.3.1 Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-
Catenin-Signaltransduktionswegs auf die Lipidvakuolenbildung unter 
adipogenen Bedingungen 
Nach fünftägiger Kultur der C3H10T1/2-Zellen in adipogenem Differenzierungsme-

dium hatten die meisten Zellen Lipidvakuolen ausgebildet, die sich mittels Ölrot-O-

Färbung nachweisen ließen (Abbildung 3.11.A). Die Lipidvakuolenbildung war durch 

die Zugabe der Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivatoren LiCl oder SB415286 in das 

Differenzierungsmedium sowie durch tägliche, mechanische Stimulation deutlich 

reduziert (Abbildung 3.11.B-D). Die Zugabe des Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivators 

SB415286 bei gleichzeitiger, täglicher, mechanischer Stimulation unterdrückte die 

Lipidvakuolenbildung komplett (Abbildung 3.11.E). 
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Abbildung 3.11: Einfluss von Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivatoren und mechanischer Stimulation auf die 
Lipidvakuolenbildung in C3H10T1/2-Zellen unter adipogenen Bedingungen (Ölrot-O-Färbung). Nach fünftägiger Kultur in 

adipogenem Differenzierungsmedium hatten sich zytoplasmatische Lipidvakuolen gebildet (A). 10 mM LiCl (B), 20 µM 

SB415286 (C) und mechanische Stimulation (D, an 5 aufeinanderfolgenden Tagen, 30 min, 1 Hz, 2%) reduzierten die Anzahl 

der Lipidvakuolen. Mechanische Stimulation und gleichzeitige Behandlung mit SB415286 (E) unterdrückten die 

Lipidvakuolenbildung komplett. (200x Vergrößerung) 

 

3.3.2 Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-
Catenin-Signaltransduktionswegs auf die Expression adipogener und mit 
der Osteogenese assozierter Marker unter adipogenen Bedingungen 
Die mechanische Stimulation (S) von C3H10T1/2-Zellen und die Behandlung mit 

dem Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator SB415286 (SB) verminderte die relative 

Genexpression der adipogenen Marker Pparγ und Cebpα (Abbildung 3.12). Die 

SB415286-Behandlung wirkte sensibilisierend auf die mechanisch reduzierte 

Genexpression von Pparγ und Cebpα. 

Die relative Genexpression des osteogenen Markers Runx2 sowie der mit der 

Osteogenese assoziierten Marker Cox-2 und Cyr61 wurde hingegen durch me-

chanische Stimulation und den Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator SB415286 er-

höht (Abbildung 3.12). Die Behandlung mit SB415286 bei gleichzeitiger mechani-

scher Stimulation führte zur Erhöhung der mechanisch induzierten Genexpression. 

Die relative Genexpression des kanonischen Wnt-Liganden Wnt10b wurde durch 

mechanische Stimulation nicht signifikant erhöht, jedoch durch die Behandlung mit 

SB415286 (Abbildung 3.13). Die mechanische Stimulation wirkte sensibilisierend 

auf die durch SB415286-Behandlung induzierte Genexpression. 

Wnt5a ist ein Ligand des nicht-kanonischen Signaltransduktionswegs. Mechani-

sche Stimulation und die Behandlung mit SB415286 regulierte die relative Expres-

sion dieses Gens hoch. Die Behandlung mit SB415286 erhöhte die mechanisch 

induzierte Genexpression. 

Der Rezeptor Fzd2 ist sowohl am kanonischen als auch am nicht-kanonischen 

Signaltransduktionsweg beteiligt. Die relative Expression dieses Gens wurde durch 

mechanische Stimulation und Behandlung mit SB415286 hochreguliert (Abbildung 
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3.13). Es konnte jedoch kein sensibilisierender Effekt der SB415286-Behandlung 

auf die mechanisch induzierte Genexpression nachgewiesen werden. 

Die relative Genexpression von Ror2, ein Rezeptor des nicht-kanonischen Wnt-

Signaltransduktionswegs, wurde durch mechanische Stimulation und SB415286-

Behandlung hochreguliert. Die SB415286-Behandlung erhöhte die mechanisch 

induzierte Genexpression. 

Schließlich wurde die Genexpression der Histon-Methyltransferase Setdb1 unter-

sucht (Abbildung 3.13). Die relative Expression dieses Gens wurde durch mecha-

nische Stimulation und SB415286-Behandlung hochreguliert. Die mechanische 

Stimulation hemmte die durch SB415286-Behandlung induzierte Genexpression 

leicht. 

Die Proteinexpression von Cebpα und Pparγ wurde durch Behandlung mit dem 

SB415286 (SB) zu dem untersuchten Zeitpunkt herunter reguliert, jedoch nicht 

durch mechanische Stimulation (S) (Abbildung 3.14). Die zusätzliche mechanische 

Stimulation hatte keinen Einfluss auf den hemmenden Effekt der SB415286-

Behandlung. 

Die Proteinexpression von Runx2 und Cyr61 wurde durch mechanische Stimulati-

on (S) und Behandlung mit dem SB415286 (SB) hochreguliert (Abbildung 3.14). 

Für die Proteinexpression von Cox-2 konnte dies zu diesem Zeitpunkt nicht nach-

gewiesen werden. Aber diese wurde durch mechanische Stimulation und gleich-

zeitige SB415286-Behandlung deutlich erhöht. Auch die mechanisch induzierte 

Proteinexpression von Cyr61 wurde durch Behandlung mit SB415286 erhöht. Auf 

die durch SB415286-Behandlung stark erhöhte Proteinexpression von Runx2 hat-

te zusätzliche mechanische Stimulation keinen Einfluss. 

Die Proteinexpression des aktiven β-Catenins wurde durch mechanische Stimula-

tion und Behandlung mit SB415286 erhöht, während die Proteinexpression des 

Gesamt-β-Catenins unverändert geblieben zu sein schien (Abbildung 3.15). Die 

Behandlung mit SB415286 hatte zu diesem Zeitpunkt jedoch keinen sensibilisie-

renden Einfluss auf die mechanisch induzierte Proteinexpression. 
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Abbildung 3.12: Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktions-
wegs auf die Expression von adipogenen und mit der Osteogenese assoziierten Markergenen in C3H10T1/2-Zellen 
(Real-Time RT-PCR). Dargestellt ist die zur unbehandelten Kontrolle (Kontrolllinie = 1) relative Genexpression des 

osteogenen Markers Runx2 sowie der mit der Osteogenese assoziierten Marker Cox-2 und Cyr61 sowie der adipogenen 

Marker Cebpα und Pparγ nach mechanischer Stimulation (S) und Behandlung mit dem Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator 

SB415286 (SB). Die Zellen wurden 5 Tage in adipogenem Differenzierungsmedium kultiviert. Währenddessen wurden die 

Zellen täglich mechanisch stimuliert (30 min, 2%, 1 Hz) und dem Medium 20 µM SB415286 zugesetzt. Die Normalisierung 

erfolgte durch den Bezug auf die Expression des Housekeeping-Gens Gapdh. Die Werte sind als Mittelwert ± Standardab-

weichung dargestellt. n = 6-8, # p ≤ 0,05: Behandlung vs. Kontrolle (K = 1; Mann-Whitney-U-Test), * p ≤ 0,05: S bzw. SB vs. 

S + SB (-S, +S; Mann-Whitney-U-Test). 
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Abbildung 3.13: Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktions-
wegs auf die Expression von Genen, die an Signalwegen beteiligt sind, die die Adipogenese und Osteoblasto-
genese in C3H10T1/2-Zellen beeinflussen (Real-Time RT-PCR). Dargestellt ist die zur unbehandelten Kontrolle (Kontroll-

linie = 1) relative Genexpression der Wnt-Liganden Wnt10b und Wnt5a, der Wnt-Rezeptoren Fzd2 und Ror2 sowie von der 

Methyltransferase Setdb1 nach mechanischer Stimulation (S) und Behandlung mit dem Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator 

SB415286 (SB). Die Zellen wurden 5 Tage in adipogenem Differenzierungsmedium kultiviert. Währenddessen wurden die 

Zellen täglich mechanisch stimuliert (30 min, 2%, 1 Hz) und dem Medium 20 µM SB415286 zugesetzt. Die Normalisierung 

erfolgte durch den Bezug auf die Expression des Housekeeping-Gens Gapdh. Die Werte sind als Mittelwert ± Standardab-

weichung dargestellt. n = 6-8, # p ≤ 0,05: Behandlung vs. Kontrolle (K = 1; Mann-Whitney-U-Test), * p ≤ 0,05: S bzw. SB vs. S 

+ SB (-S, +S; Mann-Whitney-U-Test). 
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Abbildung 3.14: Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktions-
wegs auf die Proteinexpression adipogener und mit der Osteogenese assoziierter Marker in C3H10T1/2-Zellen 
(Western Blotting). Dargestellt ist die Proteinexpression der adipogenen Marker Cebpα (28 kDa) und Pparγ (58 kDa) 

sowie des osteogenen Markers Runx2 (62 kDa) und der mit der Osteogenese assoziierten Marker Cox-2 (70 kDa) und 

Cyr61 (42 kDa) nach mechanischer Stimulation (S; an 5 aufeinanderfolgenden Tagen, 30 min, 1 Hz, 2%) und nach Behand-

lung mit 20 µM SB415286 (SB). Gapdh (37 kDa) diente als Housekeeping-Protein. 

 

 
 

Abbildung 3.15: Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktions-
wegs auf die Expression von β-Catenin und dessen Phosphorylierungsstatus (Western Blotting). Dargestellt ist die 

Proteinexpression vom aktiven (dephosphoryliert an Serin 37 und Threonin 41) und Gesamt-β-Catenin (92 kDa) nach me-

chanischer Stimulation (S; an 5 aufeinanderfolgenden Tagen, 30 min, 1 Hz, 2%) und nach Behandlung mit 20 µM 

SB415286 (SB). Gapdh (37 kDa) diente als Housekeeping-Protein. 

 

3.3.3 Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-
Catenin-Signaltransduktionswegs auf den Methylierungsstatus des Pparγ-
Promotors unter adipogenen Bedingungen 
Die Hemmung der Transkription von Pparγ durch DNA-Methylierung ist ein Me-

chanismus, durch den die Adipogenese gehemmt wird. Um den Methylierungs-
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status des Pparγ-Promotors nach mechanischer Stimulation und Aktivierung des 

Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs mit SB415286 zu untersuchen, wurde 

nach der Bisulfitmodifizierung eine methylierungsspezifische PCR (MSP) und eine 

Bisulfit-Sequenzierung-PCR (BSP) durchgeführt. 

Mittels MSP, bei der die Primer spezifisch an methylierte CG-Dinukleotide 

(MF/MR-Primerpaar) bzw. an die entsprechenden nicht-methylierten CG-

Dinukleotide (UF/UR-Primerpaar) banden, konnte keine Erhöhung des 

Methylierungsstatus durch mechanische Belastung (S) und Behandlung mit 

SB415286 (SB) im Vergleich zur Behandlungskontrolle (K) nachgewiesen werden 

(Abbildung 3.16). 
 

 
Abbildung 3.16: Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf 
den Methylierungsstatus der CG-Dinukleotide in der Erkennungssequenz des MF/MR- bzw. UF/UR-Primerpaars (MSP). 
Nach mechanischer Stimulation (S; an 5 aufeinanderfolgenden Tagen, 30 min, 1 Hz, 2%) und nach Behandlung mit 20 µM 

SB415286 (SB) wurde die genomische DNA bisulfitmodifiziert und mit dem methylierungsspezifischen Primerpaar MF/MR bzw. 

dem entsprechenden Primerpaar UF/UR für die nicht methylierte Sequenz amplifiziert. Dargestellt ist die Agarosegelelektrophorese 

mit 10 µl Aliquots der MSP-Reaktionen von den Kontrollansätzen (K), den mechanisch stimulierten (S) und mit SB415286 behan-

delten (SB) Ansätzen sowie von der Negativkontrolle der MSP (N). Gapdh diente als Housekeeping-Gen. 

 

Um den Methylierungsstatus einer größeren Anzahl an CG-Dinukleotiden untersuchen 

zu können, wurde die BSP durchgeführt, bei der die Primererkennungssequenzen 

außerhalb einer CpG-Insel liegen und somit die gesamte CpG-Insel untersucht wer-

den kann. Die Amplifikate wurden anschließend kloniert und sequenziert. Die Sequen-

zen aus der Sequenzierung wurden mit der entsprechenden Sequenz aus der NCBI 

Genome Datenbank, bei der mittels MethPrimer die Bisulfitmodifikation der vollständig 

methylierten DNA simuliert wurde, verglichen (Abbildung 3.17). Auch mittels BSP 

konnte keine Erhöhung des Methylierungsstatus durch die Behandlung mit SB415286 

(SB) im Vergleich zur Behandlungskontrolle (K) nachgewiesen werden. 
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A: Sequenz aus NCBI Genome Datenbank (NT_039353.8), simulierte Bisulfit-
modifikation der vollständig methylierten DNA mit MethPrimer 
84.558.007 CGGGATTTTT TTGGGTCGTT TTTTAGCGGT TGTGAGGAGT AAGGCGGTTA 
84.558.057 GGTAATTAGC GTACGGCGTC GGGCGCGGGA GGGTTACGCG GGTTTCGTGG 
84.558.107 GCGTCGGTTT TCGGGTGCGG GCGCGGGGTT TTCGGTTTTA TTTTGGGTAT 
84.558.157 CGTTTTCGGT TCGGTCGGGT GGTTCGGTTC GGTTTTTTCG GTTCGCGGTC 
84.558.207 GGTTAGGCGG GGTTCGTCGT ATTTAGAGCG GTAGTCGTTT GGGGCGTTCG 
84.558.257 GGTCGGGTCG GTTTTATCGA CGTATAGTAT TCGTTAAGTC GTCGTTTTAG 
84.558.307 GTTAGAGTCG TTTCGGGTTA CGCGGTTCGT CGGAGGGACG CGGAAGAAGA  
84.558.357 GATTTGGGGC GTTGCGTTGG GGTATTGGGT CGCGCGTAGT TTGAGGGGAT  
84.558.407 CGAGTGTGAC GATAAGGTGA TCGGGTTGAG GGGACGGGT 

56 methylierbare CG-Dinukleotide 

B: Kontrolle, Ansatz 1 
84.558.007 CGGGATTTTT TTGGGTTGTT TTTTAGTGGT TGTGAGGAGT GAGGTGGTTA  
84.558.057 GGTAATTAGT GTATGGTGTT GGGTGTGGGA GGGTTATGTG GGTTTTGTGG 
84.558.107 GTGTTGGTTT TTGGGTGTGG GTGTGGGGTT TTTGGTTTTA TTTTGGGTAT  
84.558.157 TGTTTTTGGT TTGGTTGGGT GGTTTGGTTT GGTTTTTTTG GTTTGTGGTG 
84.558.207 GGTTAGGTGG GGCTTGTTGT ATTTAGAGTG GTAGTTGTTT GGGGTGTTCG  
84.558.257 GGTTGGGTTG GTCTTATTGA TGTATAGTAT TTGTTAAGTT GTTGTTTTAG 
84.558.307 GTTAGAGTTG TTTTGGGTTA TGTGGTTTGT TGGAGGGATG TGGAAGAAGA  
84.558.357 GATTTGGGGT GTTGTGTTGG GGTATTGGGT TGTGTGTAGT TTGAGGGGAT  
84.558.407 TGAGTGTGAT GATAAGGTGA TTGGGTTGAG GGGATGGGT 

3 methylierte von 56 methylierbaren CG-Dinukleotiden 

C: Kontrolle, Ansatz 2 
84.558.007 TGGGATTTTT T GGGTTGTT TTTTAGTGGT TGTGAGGAGC AAGGTGGTTA  
84.558.057 GGTAATTAGT GTATGGTGTT GGGTGTGGGA GGGTCACGTG GGTTTTGTGG 
84.558.107 GTGTTGGTTT TTGGGTGTGG GTGTGGGGTT TTTGGTTTTA TTTTGGGTAT  
84.558.157 TGTTTTTGGT TTGGTTGGGT GGTTTGGTTT GGTTTTTTTG GTTTGTGGTG  
84.558.207 GGTTAGGTGG GGTTTGTTGT ATTTAGAGTG GTAGTTGCTT GGGGTGTTTG  
84.558.257 GGTTGGGTTG GTCTTATTGA TGTATAGTAT TTGTTAAGTT GTTGTTTTAG 
84.558.307 GTTAGAGTTG TTTTGGGTTA TGTGGTTTGT TGGAGGGATG TGGAAGAAGA  
84.558.357 GATTTGGGGT GTTGTGTTGG GGTATTGGGT TGTGTGTAGC TTGAGGGGAT  
84.558.407 TGAGTGTGAT GATAAGGTGA TTGGGTTGAG GGGATGGGT 

2 methylierte von 56 methylierbaren CG-Dinukleotiden 

D: SB415286, Ansatz 1 
84.558.007 TGGGATTTTT TTGGGTTGTT TTTTAGTGGT TGTGAGGAGT AAGGCGGTTA  
84.558.057 GGTAATTAGT GTATGGTGCT GGGTGTGGGA GGGTTATGTG GGTTTTGTGG  
84.558.107 GTGTTGGTTT CCGGGTGTGG GTGTGGGGTT TTTGGTTTCA TTTTGGGTAT 
84.558.157 TGTTTTTGGT TTGGTTGGGT GGCTCGGTTT GGTTTTTTTG GTTTGTGGTG  
84.558.207 GGTTAGGTGG GGCTTGCTGT ATTTAGAGTG GTAGTTGTTT GGGGTGTTTG 
84.558.257 GGTTGGGTTG GTTTTATTGA TGTATAGTAT TTGTTAAGTT GTTGTTTTAG 
84.558.307 GTTAGAGTTG TTTTGGGTTA TGTGGTTTGT TGGAGGGATG TGGAAGAAGA  
84.558.357 GATTTGGGGT GTTGTGTTGG GGTATTGGGT TGTGTGTAGT TTGAGGGGAC  
84.558.407 TGAGTGTGAC GATAAGGTGA TTGGGTTGAG GGGACGGGT 

6 methylierte von 56 methylierbaren CG-Dinukleotiden 
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E: SB415286, Ansatz 2 
84.558.007  AGGA TTTT TTGGGTCGTT TTTTAGTGGT TGTGAGGAGT AAGGTGGTTA 
84.558.057 GGTAATTAGT GTATGGTGTT GGGTGTGGGA GGGTTATGTG GGTTTTGTGG 
84.558.107 GTGTTGGCTT CTGGGTGTGG GTGCGGGGTT TTTGGTTTTA TTTTGGGTAT  
84.558.157 TGTTTTTGGT TTGGTTGGGT GGTTTGGTTT GGTTTTTTTG GTTTGTGGTG  
84.558.207 GGTTAGGTGG GGTTTGTTGT ATTTAGAGTG GTAGTTGTTT GGGGTGTTTG  
84.558.257 GGTTGGGTTG GTTTTATTGA TGTATAGTAT TTGTTAAGTT GTTGTTTTAG 
84.558.307 GTTAGAGTTG TTTTGGGTTA TGTGGTTTGT TGGAGGGATG TGGAAGAAGA 
84.558.357 GATTTGGGGT GTTGTGTTGG GGTATTGGGT TGTGTGTAGT TTGAGGGGAT 
84.558.407 TGAGTGTGAT GATAAGGTGA TTGGGTTGAG GGGATGGGT 

3 methylierte von 56 methylierbaren CG-Dinukleotiden 
 

__ : methyliert / __ : nicht methyliert 
 

Abbildung 3.17: Einfluss der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf den Methylierungsstatus 
der CG-Dinukleotide in den Amplifikaten der BSP. Nach Behandlung mit 20 µM SB415286 (SB) wurde die genomische 

DNA bisulfitmodifiziert und mittels PCR amplifiziert. Die Amplifikate wurden anschließend kloniert und sequenziert. Darge-

stellt ist die Sequenz aus der NCBI Genome Datenbank, bei der mittels MethPrimer die Bisulfitmodifikation der vollständig 

methylierten DNA simuliert wurde (A), die Sequenzen der bisulfitmodifizierten DNA aus den Kontrollansätzen 1 und 2 (B, C) 

und die Sequenzen der bisulfitmodifizierten DNA aus den mit SB415286 behandelten Ansätzen 1 und 2 (D, E). Die 

methylierten CG-Dinukleotide sind grün dargestellt, die nicht-methylierten rot. 

 
3.3.4 Zusammenfassung 
In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass mechanische Stimulation 

und die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs die Differenzie-

rung mesenchymaler Stammzellen (MSCs) beeinflussen und dabei interagieren. 

Sowohl die Wnt/β-Catenin-Aktivierung als auch die mechanische Stimulation 

hemmten die Adipogenese und förderten gleichzeitig Prozesse, die an der 

Osteoblastogenese beteiligt sind. Die Behandlung mit dem Wnt/β-Catenin-Signal-

wegaktivator SB415286 wirkte hierbei sensibilisierend auf die mechanisch vermin-

derte Expression adipogener Marker und auf die mechanisch induzierte Expressi-

on von mit der Osteogenese assoziierten Markern. 

Es wurde vermutet, dass ein Mechanismus der Adipogenesehemmung die Inhibie-

rung der Pparγ-Aktivität durch DNA-Methylierung sei. Dieser Mechanismus konnte 

in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. 
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4 Diskussion 
 
4.1 Einfluss von Östrogen und der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signal-
transduktionswegs auf die mechanisch induzierte Knochenformation in 
Mäusen 
In dieser Studie wurde zum ersten Mal in vivo der Einfluss der Aktivierung des Öst-

rogenrezeptor (ER)-Signaltransduktionswegs und der gleichzeitigen Aktivierung des 

Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte Knochen-

formation untersucht. Die rechte Ulna von 16 Wochen alten, weiblichen CD1-

Mäusen wurde axial belastet. Hierfür wurde das nicht invasive Belastungsmodell 

von Lee et al. verwendet (Lee et al. 2002). Zur Untersuchung der 

Mechanotransduktion unter Östrogenmangel wurden die Mäuse im Alter von 12 

Wochen ovarektomiert. Die ovarektomierte Maus ist ein anerkanntes Tiermodell 

zur Untersuchung der postmenopausalen Osteoporose (Turner 1999). Denn die 

Ovarektomie führt bei Mäusen zum Absinken des Östrogenspiegels im Körper wie 

es auch während der Menopause beim Menschen, wenn die Ovarien ihre Funktion 

einstellen, der Fall ist. 

Der ER- und der Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg sind beide an der me-

chanisch induzierten Knochenformation beteiligt (Lee et al. 2004, Sawakami et al. 

2006). In der Literatur konnte bereits gezeigt werden, dass die Applikation von 

Östrogen und die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs zu ei-

ner erhöhten Mechanosensitivität des Knochens führen können, während Östro-

genmangel und die Inhibierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs zu 

Osteoporose führen können (Frost 1987, Gong et al. 2001, Robinson et al. 2006). 

In der vorliegenden Studie wurden jedoch erstmals beide 

Signaltransduktionswege gleichzeitig aktiviert und deren gemeinsamer Einfluss 

auf die mechanisch induzierte Knochenformation untersucht. Hierfür wurde ein 

Östrogenpellet implantiert und ein Gsk-3β-Inhibitor injiziert. 

 

4.1.1 Einfluss von mechanischer Belastung auf die Knochenformation 
Das in dieser Studie verwendete, nicht invasive Belastungsmodell, bei dem die 

Ulna der Maus dynamisch, axial belastet wurde, wurde von Lee et al. (Lee et al. 

2002) etabliert und in einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe bereits ange-

wendet (Liedert et al. 2011). Die Vorteile nicht invasiver gegenüber invasiven Be-

lastungsmodellen (Chambers et al. 1993, Lanyon and Rubin 1984) sind die einfa-
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chere Durchführbarkeit und die Vermeidung einer Weichgewebsverletzung sowie 

der Induktion einer inflammatorischen Antwort (McBride and Silva 2012). Die axia-

le Belastung gilt als „Goldener Standard“ zur Untersuchung der mechanisch indu-

zierten, kortikalen Knochenformation in Mäusen und Ratten. Sie ahmt physiologi-

sche Belastungen nach, indem die Ulna entlang ihrer natürlichen Krümmung ge-

bogen wird (Lee et al. 2002, Torrance et al. 1994). Dabei kommt es medial zur 

Kompression und lateral zur Dehnung, wodurch medial und lateral eine periostale 

Knochenformation induziert wird. Bei starker mechanischer Belastung (3000 µε) 

beobachteten Lee et al. zusätzlich eine endostale Knochenformation (Lee et al. 

2002). 

Die erzeugte periostale Knochenformation war in der vorliegenden Studie 2 mm 

distal von der Knochenmitte am stärksten. Die Stärke der mechanisch induzierten 

Knochenformation wird neben der Anatomie der Ulna (Lu et al. 2012) durch 3 un-

abhängige Parameter bestimmt: die aufgebrachte Kraft, die verwendete Frequenz 

und die Anzahl der Belastungszyklen (McBride and Silva 2012). 

Die Kompression und die Dehnung, die unter dem Oberbegriff „strain“ zusammen-

gefasst werden können, nehmen linear mit zunehmender aufgebrachter Kraft zu. 

Sowohl für die Kompression als auch für die Dehnung gibt es einen unteren 

Grenzwert, unter dem keine Knochenformation induziert wird (Rubin and Lanyon 

1985). Dieser Grenzwert wird durch verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel 

Spezies, Alter oder Geschlecht beeinflusst. Im Bereich zwischen 1.200 und 2.000 

microstrain (µε) wurde lamellarer Knochenzuwachs beobachtet (Hsieh et al. 2001, 

Saxon and Lanyon 2008). Für die Kompression und Dehnung gibt es aber auch 

einen oberen Grenzwert, der wie der untere Grenzwert durch mehrere Faktoren 

beeinflusst wird und über dem Geflechtknochen gebildet wird. Geflechtknochen 

kann schneller als Lamellenknochen gebildet werden, allerdings auf Kosten der 

Knochenqualität. Denn in der Knochenmatrix des Geflechtknochens sind die 

Kollagenfasern nicht parallel ausgerichtet, wodurch er weniger belastungsfähig ist. 

In dieser Studie wurde eine Kalibrierung durchgeführt, bei der mit Hilfe von Dehn-

messstreifen ermittelt wurde, dass die axiale Belastung mit einer Kraft von 2,5 N 

an der medialen Seite der Ulnamitte eine Kompression von -2.000 bis -3.000 µε 

ergab. In der Literatur ist für dieses Belastungsmodell der Mausulna ein beobach-

teter, mechanisch induzierter Knochenzuwachs von 3 mm proximal von der Kno-

chenmitte bis 4 mm distal von der Knochenmitte beschrieben (Lee et al. 2002). In 

der vorliegenden Studie wurde anhand der µCT-Aufnahmen der Bereich 2 mm 
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distal von der Ulnamitte als der Bereich mit dem größten mechanisch induzierten 

Knochenzuwachs detektiert. Die mechanische Belastung induzierte medial und 

lateral einen lamellaren Knochenzuwachs (Abbildung 3.3). Dies stimmte mit den 

Beobachtungen von Lee et al. überein (Lee et al. 2002). Der gleichzeitig induzierte, 

endostale Zuwachs deutete jedoch darauf hin, dass die mechanische Belastung 

Kompressionen und Dehnungen nahe dem oberen Grenzwert erzeugte. 

Neben dem Einfluss der aufgebrachten Last steigt die Antwort des Knochens auf 

dynamische Belastung ebenso mit zunehmender Frequenz (McBride and Silva 

2012). Unter 1 Hz ist die Antwort auf mechanische Belastung sehr gering. Darüber 

steigt sie bis zu einem Grenzwert von 10-20 Hz an. Die in der vorliegenden Studie 

verwendete Frequenz von 2 Hz liegt in dem in der Literatur vorwiegend genutzten 

Bereich zwischen 2 und 4 Hz, für den gezeigt wurde, dass er der in Ratten ge-

messenen Schrittfrequenz entspricht (Mosley et al. 1997). 

Der letzte Parameter, der die mechanisch induzierte Knochenformation beeinflusst, 

ist die Anzahl der Belastungszyklen (McBride and Silva 2012). Rubin et al. zeigten, 

dass bereits 36 Belastungszyklen ausreichten, um eine Knochenformation zu indu-

zieren und die Erhöhung der Zyklusanzahl die Knochenformation nicht weiter erhöh-

te (Rubin and Lanyon 1985). Dies deutet darauf hin, dass die Knochenzellen recht 

schnell für mechanische Reize desensibilisiert werden. Deshalb und wegen der be-

reits erfolgreichen Anwendung von 120 Belastungszyklen pro Tag in einer anderen 

Studie aus unserer Arbeitsgruppe (Liedert et al. 2011) wurde in dieser Studie eben-

falls diese relativ geringe Anzahl an Belastungszyklen als ausreichend erachtet. 

 

4.1.2 Einfluss von Östrogen auf die mechanisch induzierte Knochenformation 
Der ER-Signaltransduktionsweg spielt eine wichtige Rolle bei der Mechanotrans-

duktion. Die Rolle von Östrogen hierbei ist jedoch bis heute nicht vollständig ver-

standen. Zur Untersuchung des Einflusses des ER-Signaltransduktionswegs auf 

die Mechanotransduktion unter Östrogenmangel wurden die Mäuse 4 Wochen vor 

der mechanischen Stimulation und 6 Wochen vor der Tötung ovarektomiert. Durch 

die Ovarektomie (OVX) sollte der Östrogenspiegel im Blut weitestgehend verrin-

gert werden. Hierbei sollte der so erzeugte Östrogenmangel jedoch nicht zu einer 

messbaren Verringerung der Knochenmasse und Verschlechterung der Knochen-

struktur führen, weil eine Veränderung dieser beiden Parameter durch die Ovarek-

tomie den mechanisch induzierten Knochenzuwachs maßgeblich beeinflussen 
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würde und somit ein Vergleich der Ergebnisse aus der OVX-Gruppe mit denen 

aus der Sham-Gruppe nicht mehr möglich gewesen wäre. 

In einem Vorversuch konnte gezeigt werden, dass 4 Wochen nach OVX der Öst-

rogenspiegel im Blut deutlich reduziert und der Uterus atrophiert war, dieser redu-

zierte Östrogenspiegel aber noch keinen signifikanten Einfluss auf die Knochen-

masse und -struktur hatte (Abbildung 3.1). Nach der zweiwöchigen mechanischen 

Stimulation und damit 6 Wochen nach der Ovarektomie, war der Östrogenspiegel, 

wie bereits nach 4 Wochen, reduziert und der Uterus atrophiert (Abbildung 3.2). 

Der Östrogenmangel hatte nach 6 Wochen nun aber auch signifikante Auswirkun-

gen auf den Knochen. Die kortikale Dicke der nicht mechanisch belasteten Ulna 

wurde durch endostale Resorption signifikant vermindert. Außerdem waren weni-

ger Trabekel im fünften Lendenwirbelkörper vorhanden. Die Trabekeldicke war 

jedoch 6 Wochen nach Ovarektomie noch nicht signifikant reduziert. Riggs et al. 

beschrieben in ihrem 2002 veröffentlichen Review zwei Phasen des durch Östro-

genmangel induzierten Knochenabbaus (Riggs et al. 2002): In der ersten schnel-

len Phase zeigen sich vor allem die Auswirkungen der erhöhten Resorptionsaktivi-

tät der Osteoklasten. Am kortikalen Knochen wird endostal verstärkt Knochen ab-

gebaut. Trabekulär führt die erhöhte Resorptionstiefe zur Perforation der Trabekel 

und somit zu einer verminderten Konnektivität. In der späteren langsamen Phase 

hingegen zeigen sich dann die Auswirkungen der gestörten Osteoblastenaktivität 

und der damit einhergehenden verminderten Formation durch eine Verminderung 

der Trabekeldicke. Da die Trabekeldicke in der vorliegenden Studie 6 Wochen 

nach Ovarektomie im fünften Lendenwirbelkörper noch nicht vermindert war, 

überwog vermutlich zu diesem Zeitpunkt noch die durch die erhöhte Resorptions-

aktivität der Osteoklasten verursachte Perforation der Trabekel. Ohne mechani-

sche Belastung wurde die Knochenmasse also innerhalb von 6 Wochen leicht 

vermindert, vermutlich vor allem durch eine erhöhte Knochenresorptionsaktivität 

der Osteoklasten. Für die erhöhte Osteoklastenbildung und -aktivität bei Östro-

genmangel gibt es zahlreiche Belege in der Literatur (Eghbali-Fatourechi et al. 

2003, Emerton et al. 2010, Martin-Millan et al. 2010, Nakamura et al. 2007, 

Shevde et al. 2000). 

In der mechanisch belasteten Ulna hingegen wurde keine Verminderung der Kno-

chenmasse beobachtet, sondern hier kam es, genauso wie bei den Sham-Mäusen, 

zu einem mechanisch induzierten Knochenzuwachs in der Ulna (Tabelle 3.3 und 

3.4, Abbildung 3.3, 3.4, 3.5). Der durch die Ovarektomie induzierte Östrogenman-
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gel hatte also keinen Einfluss auf den mechanisch induzierten, kortikalen Kno-

chenzuwachs in der Ulna 2mm distal von der Knochenmitte. Dies war neben der 

oben beschriebenen unveränderten Trabekeldicke ein weiteres Indiz dafür, dass 

der Östrogenmangel die Knochenformationsaktivität der Osteoblasten zu diesem 

Zeitpunkt nach der Ovarektomie nicht negativ beeinflusst hatte. Im Gegenteil, die 

Ergebnisse zur Bestimmung der Knochenformationsrate zeigten einen minimalen, 

aber signifikanten Anstieg der periostalen Knochenformationsrate durch die Ova-

rektomie in der nicht mechanisch belasteten Ulna (Abbildung 3.4). Garnero et al. 

zeigten, dass bei Frauen in der Menopause der Östrogenmangel nicht nur Kno-

chenresorptionsmarker, sondern auch Knochenformationsmarker erhöhte 

(Garnero et al. 1996). Aber die Erhöhung der Knochenformationsmarker war deut-

lich geringer. Deshalb kommt es unter Östrogenmangel zu einem Netto-

Knochenabbau. Auch bei ovarektomierten Ratten wurde gezeigt, dass der so in-

duzierte Östrogenmangel wie während der Menopause der Frau zu einer leicht 

erhöhten Knochenformation führte (Miller et al. 1991, Turner, Vandersteenhoven 

and Bell 1987, Wronski et al. 1989). 

Durch die Implantation eines Östrogenpellets 4 Wochen nach der Ovarektomie 

und damit 2 Wochen vor Versuchsende wurde den Mäusen eine Östrogenmenge 

verabreicht, die, wie die Bestimmung der Östrogenkonzentration im Serum zeigte, 

die endogen zirkulierende Menge an Östrogen in den Sham-Mäusen deutlich 

überschritt (Abbildung 3.2). Das exogene Östrogen induzierte in den Sham- und 

OVX-Mäusen eine endostale Knochenformation (Abbildung 3.3, 3.4, 3.5). Außer-

dem erhöhte das exogene Östrogen die endostale Knochenformation zusätzlich 

zu der mechanisch induzierten in den Sham- und OVX-Mäusen. In der Literatur 

wurde schon mehrfach beschrieben, dass eine Behandlung mit Östrogen additiv 

und unabhängig zu mechanischer Belastung auf die Knochenmasse wirkte (Li et 

al. 2003, Pajamäki et al. 2008, Yeh, Aloia and Barilla 1994, Yeh, Liu and Aloia 

1993). Li et al. zeigten in 6 Monate alten, ovarektomierten Ratten, dass Östrogen 

und mechanische Belastung einen additiven Effekt bei der Verminderung des 

Knochen-remodellings im lumbalen Wirbelkörper und im Femurhals hatten (Li et al. 

2003). Zusätzlich konnten die Autoren aber auch einen additiven und unabhängi-

gen Effekt der beiden Behandlungen auf die kortikale Fläche im Femurhals nach-

weisen. Denn während Östrogen die endostale Resorption hemmte, förderte me-

chanische Belastung die periostale Formation. Ihre Wirkung war also räumlich 

spezifisch. Pajamäki et al. zeigten in 11 Wochen alten, weiblichen Ratten, dass die 
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Wirkung des körpereigenen Östrogens und der mechanischen Belastung durch 

körperliche Bewegung im trabekulären Knochen strukturell unterschiedlich und 

somit bei gleichzeitiger Anwendung additiv war (Pajamäki et al. 2008). Anders als 

in der vorliegenden Studie, beschrieb jedoch keiner der Autoren eine Induktion der 

endostalen Knochenformation durch Östrogen oder durch mechanische Belastung. 

Diese Reaktion des Knochens wurde in anderen Studien als ein Zeichen für eine 

Überstimulation mit einer unphysiologisch hohen Menge an Östrogen oder mit ei-

ner an Überlastung grenzenden mechanischen Belastung beschrieben (Lee et al. 

2002, Turner 1999). 

Die periostale, mechanisch induzierte Knochenformation wurde durch die Implan-

tation des Östrogenpellets in Sham- und OVX-Mäusen unterschiedlich beeinflusst 

(Abbildung 3.3, 3.4, 3.5). Nur in den OVX-Mäusen erhöhte das exogene Östrogen 

die periostale, mechanisch induzierte Knochenformation. Der durch die Ovarekto-

mie induzierte Östrogenmangel schien also die knochenbildenden Zellen für eine 

Behandlung mit Östrogen sensibilisiert zu haben. Die Rolle von Östrogen sowie 

des Östrogenrezeptors (ER) bei der Mechanotransduktion wird in der Literatur 

kontrovers diskutiert. Bei der mechanisch induzierten, periostalen Knochenforma-

tion wurde für Östrogen ein aktivierender, inhibierender oder gar kein Einfluss be-

schrieben. Cheng et al. zeigten anhand eines Organkultursystems der Ulna von 5 

Wochen alten Ratten, dass sowohl mechanische Belastung als auch Östrogen die 

Proliferation und Aktivität periostaler Osteoblasten stimulierten und das Östrogen 

den mechanischen Effekt erhöhte (Cheng et al. 1996). Windahl et al. hingegen 

zeigten, dass in 17 Wochen alten Mäusen ERα bei der Mechanotransduktion un-

abhängig von Östrogen agierte (Windahl et al. 2013). Die periostale Knochenfor-

mationsrate in der Tibia war in Sham- und OVX-Mäusen nach mechanischer Be-

lastung ähnlich erhöht. Im Gegensatz dazu zeigten Sample et al. durch axiale Be-

lastung der Ulna von ovarektomierten, 17 Wochen alten Ratten, dass physiologi-

sche Mengen an Östrogen die mechanisch induzierte, periostale Knochenformati-

on hemmten (Sample et al. 2012). Für diese kontroversen Ergebnisse gibt es ver-

schiedene mögliche Erklärungen. Es hat zum Beispiel einen Einfluss, ob ein Expe-

riment in vitro oder in vivo durchgeführt wurde. Genauso haben aber auch das 

Tiermodell, der Genotyp, der Knochentyp, das Belastungsmodell, die Applikati-

onsart und Dosierung des Östrogens sowie das Alter der Tiere einen Einfluss. 

Aber der Hauptgrund für diese kontroversen Ergebnisse ist vermutlich der Zeit-

punkt der Östrogenapplikation nach der Ovarektomie. In der vorliegenden Studie 
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wurde das Östrogenpellet 4 Wochen nach der Ovarektomie implantiert. In den 

Studien, in denen Östrogen inhibierend auf die mechanisch induzierte, periostale 

Knochenformation wirkte, wurde es direkt nach der Ovarektomie appliziert (Jagger, 

Chow and Chambers 1996, Sample et al. 2012). In der vorliegenden Studie war 

also vermutlich ein vorausgehender Östrogenmangel für den fördernden Effekt des 

exogenen Östrogens auf die mechanisch induzierte, periostale Knochenformation 

nötig. Es ist bekannt, dass Östrogen die Proliferation und Differenzierung von 

Osteoblasten hemmt und damit die Osteoblastenanzahl verringert (Jagger et al. 

1996, Jilka et al. 1998, Yokose et al. 1996, Yu et al. 2012). Die mechanisch indu-

zierte Aktivität reifer Osteoblasten hingegen wird durch Östrogenapplikation erhöht 

(Jagger et al. 1996). So könnte in der vorliegenden Studie zunächst der durch die 

Ovarektomie erzeugte Östrogenmangel die Anzahl reifer Osteoblasten durch ver-

mehrte Proliferation und Differenzierung von Progenitorzellen erhöht haben. An-

schließend könnte dann die spätere Östrogenapplikation die mechanisch induzier-

te Aktivität der nun in höherer Anzahl vorhandenen reifen Osteoblasten erhöht 

haben. 

Die Wirkung von Östrogen wird durch die beiden Östrogenrezeptorisoformen ERα 

und ERβ vermittelt (Brzozowski et al. 1997, Walter et al. 1985). In den 

Osteoblasten und Osteozyten an der periostalen Knochenoberfläche wird vor al-

lem ERα exprimiert (Bord et al. 2001). Deshalb wurde in der vorliegenden Studie 

der Effekt von Östrogen auf die mechanisch induzierte, periostale Knochenforma-

tion vermutlich auch vor allem durch ERα vermittelt. Eine mögliche Erklärung für 

die unterschiedliche Wirkungsweise von Östrogen in den verschiedenen Differen-

zierungsstadien der Osteoblasten lieferten Bodine et al. (Bodine et al. 1998). Sie 

zeigten, dass ERα in reifen Osteoblasten am stärksten exprimiert war. Außerdem 

zeigten sie, dass Östrogen in der frühen Phase der Osteoblastenreifung die Ex-

pression von Alkalischer Phosphatase, Osteocalcin, Osteonectin und ERα-mRNA 

hemmte, aber diese im späten Mineralisierungsstadium der Osteoblasten, zu dem 

Zeitpunkt, an dem ERα am stärksten exprimiert war, förderte. So scheint also ERα 

bei der Mechanotransduktion zwar unabhängig von Östrogen agieren zu können 

(Windahl et al. 2013), aber Östrogen scheint reife, mineralisierende Osteoblasten 

und Osteozyten für mechanische Reize zu sensibilisieren, indem es die Expressi-

on von ERα erhöht (Bodine et al. 1998, Zaman et al. 2006). 

In der vorliegenden Studie wurde in OVX-Mäusen bei zusätzlicher Östrogenappli-

kation zur mechanischen Belastung an der periostalen Knochenoberfläche 
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Geflechtknochen statt lamellarem Knochen gebildet (Abbildung 3.3). Bei 

Geflechtknochenbildung nach mechanischer Belastung wird in der Literatur allge-

mein von einer destruktiven Überbelastung des Knochens ausgegangen, bei der 

es durch die mechanische Belastung zu Mikrofrakturen kommt (McBride and Silva 

2012). Der Geflechtknochen ist hierbei mit einem Frakturkallus vergleichbar. Aber 

in der vorliegenden Studie wurde weder bei den Sham- noch bei den OVX-

Mäusen durch die mechanische Belastung alleine die Geflechtknochenbildung als 

Zeichen einer destruktiven Belastung beobachtet. Allerdings deuteten sowohl die 

mechanisch induzierte endostale Knochenformation als auch die hohe periostale 

Knochenformationsrate darauf hin, dass die in dieser Studie aufgebrachte Last 

recht hoch war (Lee et al. 2002). Östrogen scheint in den OVX-Mäusen die ohne-

hin schon mechanisch stark induzierten knochenbildenden Zellen zusätzlich für 

den mechanischen Reiz sensibilisiert zu haben, sodass es zur 

Geflechtknochenbildung kam. Die Bildung von Geflechtknochen ermöglicht dem 

Knochen eine viel schnellere Reaktion auf plötzlich auftretende, starke mechani-

sche Belastungen als die Bildung von lamellarem Knochen. Diese stark sensibili-

sierende Wirkung von Östrogen auf die mechanisch induzierte, periostale Kno-

chenformation wurde so in der Literatur noch nicht beschrieben. 

 

4.1.3 Einfluss der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs 
auf die mechanisch induzierte Knochenformation 
Die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs mit dem GSK-3β-

Inhibitor SB415286 hatte einen sehr geringen Einfluss auf die Knochenformation, 

indem keine endostale und eine kaum messbare, aber zumindest in den Sham-

Mäusen signifikante, periostale Knochenformation induziert wurde (Abbildung 3.4). 

Dieser geringe Effekt war zunächst überraschend, da der Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionsweg wichtig für die Knochenhomöostase ist. Er ist an der Re-

krutierung, Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten beteiligt (Baron and 

Rawadi 2007, Yavropoulou and Yovos 2007) und kontrolliert indirekt die Differen-

zierung der Osteoklasten, indem er die Osteoblasten und Osteozyten beeinflusst 

(Baron and Rawadi 2007, Kramer et al. 2010). Der Wnt/β-Catenin-Signalweg-

aktivator SB415286 inhibiert die GSK-3β sehr spezifisch durch Blockierung der 

ATP-Bindungsstelle (Coghlan et al. 2000). Robinson et al. zeigten in den Kalvarien 

von Mäusen, dass dieser Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator bei lokaler Applikation 

die Expression von β-Catenin signifikant erhöhte (Robinson et al. 2006). Dadurch 
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nahmen die Aktivität der Alkalischen Phosphatase, die MAR (mineral apposition 

rate) und die Dicke der Kalvarien zu. Die Autoren schlossen daraus, dass die 

Osteoblastenaktivität und somit die Knochenformation erhöht worden war. In ei-

nem weiteren Versuch applizierten sie den Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator sys-

temisch, um seinen Einfluss auf die mechanisch induzierte Genexpression von 

Wnt/β-Catenin-Zielgenen in der Tibia zu untersuchen. Der Wnt/β-Catenin-

Signalwegaktivator erhöhte die mechanisch induzierte Genexpression, alleine hat-

te er jedoch keinen Einfluss auf die Genexpression. Die Autoren vermuteten, dass 

die Dosis zu gering war, um eine Genantwort zu induzieren. In der vorliegenden 

Studie hingegen induzierte der Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator bei systemischer 

Applikation eine gerade noch anhand der Knochenformationsrate bestimmbare 

periostale Knochenformation. Warum konnten Robinson et al. dann keine Gen-

antwort auf die systemische Applikation des Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator 

detektieren, die doch der Knochenformation vorausgeht? Die Diskrepanz zwi-

schen den beiden Studien lässt sich vermutlich durch die unterschiedlichen Ver-

suchsabläufe erklären. Robinson et al. belasteten die Tibia einmalig durch 4-

Punkt-Biegung, nachdem sie den Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator 14 Tage lang, 

zweimal täglich injiziert hatten. In der vorliegenden Studie wurde der Wnt/β-

Catenin-Signalwegaktivator täglich direkt vor der mechanischen Belastung injiziert. 

Außerdem wurde in der vorliegenden Studie eine andere Konzentration verwendet. 

Da uns die in der Publikation von Robinson et al. angegebene Konzentration von 50 

mg/kg/BID sehr hoch erschien, kontaktierten wir die Autoren. Sie gaben an, nicht 

50 mg/kg/BID sondern 50 µg/kg/BID verwendet zu haben. Da uns diese Konzent-

ration wiederum sehr gering erschien, entschieden wir uns für die mehrfach in der 

Literatur verwendete Konzentration von 1 mg/kg (Robinson et al. 2006, Thotala et 

al. 2008, Whittle et al. 2006), die in der vorliegenden Studie subkutan appliziert 

wurde. 

Der Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator hatte keinen Effekt auf die mechanisch in-

duzierte, endostale Knochenformation (Abbildung 3.4). Aus der Literatur ist jedoch 

bekannt, dass der Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg an der endostalen Kno-

chenformation beteiligt ist (Sawakami et al. 2006). Denn Sawakami et al. zeigten, 

dass die mechanisch induzierte, endostale Knochenformation in Lrp5-/--Mäusen 

gehemmt war. Der Lrp-Rezeptor liegt upstream der Gsk-3β und durch Bindung 

eines Wnt-Liganden an Lrp5 und seinen Corezeptor Frizzled wird der Wnt/β-

Catenin-Signaltransduktionsweg aktiviert. Dadurch wird unter anderem die Gsk-3β 
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gehemmt, was in der vorliegenden Studie durch den Gsk-3β-Inhibitor bewirkt wurde. 

Da also die mechanisch induzierte, endostale Knochenformation in Lrp5-/--Mäusen 

gehemmt worden zu sein schien, wurde im Umkehrschluss in der vorliegenden 

Studie erwartet, dass die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs 

mit dem Gsk-3β-Inhibitor zu einer Sensibilisierung der knochenbildenden Zellen an 

der endostalen Oberfläche für mechanische Reize führen würde und so die me-

chanisch induzierte, endostale Knochenformation erhöhen würde. Dass dies nicht 

der Fall war, könnte eventuell an einer zu geringen Konzentration des Wnt/β-

Catenin-Signalwegaktivators gelegen haben. 

Der Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator erhöhte jedoch, wie erwartet, in der vorlie-

genden Studie die mechanisch induzierte, periostale Knochenformation (Abbildung 

3.3, 3.4, 3.5). Auch für die periostale, mechanisch induzierte Knochenformation 

zeigten bereits Sawakami et al. in ihrem Lrp5-/--Mausmodell die maßgebliche Be-

teiligung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs (Sawakami et al. 2006). Zu-

dem zeigten Robinson et al., dass die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs die mechanisch induzierte Genantwort in der Tibia von 

Mäusen erhöhte (Robinson et al. 2006). In der vorliegenden Studie führte die Sen-

sibilisierung der knochenbildenden Zellen für mechanische Reize an der periosta-

len Knochenoberfläche durch den Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator zur 

Geflechtknochenbildung, während die mechanische Belastung alleine zu einer 

periostalen Knochenzubildung in lamellarer Form führte (Abbildung 3.3). Wie 

schon bei der durch die zusätzliche, sensibilisierende Wirkung des exogenen Öst-

rogens beobachtete Geflechtknochenbildung in den OVX-Mäusen, scheint auch 

der Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator die ohnehin schon mechanisch stark indu-

zierten knochenbildenden Zellen zusätzlich sensibilisiert zu haben. Auch diese 

stark sensibilisierende Wirkung des Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivators auf die 

mechanisch induzierte, periostale Knochenformation wurde wie die in Kapitel 4.1.2 

beschriebene, sensibilisierende Wirkung von Östrogen so in der Literatur noch 

nicht gezeigt. 

 

4.1.4 Einfluss von Östrogen und gleichzeitiger Aktivierung des Wnt/β-
Catenin-Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte Knochen-
formation 
Eine Interaktion des Wnt/β-Catenin- und des ER-Signaltransduktionswegs bei der 

Beeinflussung der mechanisch induzierten Knochenformation wurde in der vorlie-
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genden Studie ausschließlich an der periostalen Knochenoberfläche beobachtet 

(Abbildung 3.3, 3.4, 3.5). Endostal hatte der Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator 

keinen Einfluss auf die Wirkung des Östrogens. Aufgrund der weiter oben bereits 

erwähnten Beteiligung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs an der end-

ostalen Knochenformation (Sawakami et al. 2006) und aufgrund der bekannten 

Interaktion zwischen dem Wnt/β-Catenin- und ER-Signaltransduktionsweg 

(Armstrong et al. 2007, Lau et al. 2006, Liedert et al. 2010, Sunters et al. 2010) 

wurde in der vorliegenden Studie ein Einfluss des Wnt/β-Catenin-

Signalwegaktivators auf die Wirkung des exogenen Östrogens an der endostalen 

Knochenoberfläche erwartet. Auch hier könnte wie schon bei der von dem Wnt/β-

Catenin-Signalwegaktivator unbeeinflussten, mechanisch induzierten, endostalen 

Knochenformation die Konzentration des Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivators zu 

gering gewesen sein, um Einfluss auf die endostale Knochenformation zu nehmen. 

An der periostalen Oberfläche wurde eine Interaktion des Wnt/β-Catenin- und des 

ER-Signaltransduktionswegs bei der Beeinflussung der mechanisch induzierten 

Knochenformation nur in den OVX-Mäusen beobachtet (Abbildung 3.3, 3.4, 3.5). In 

diesen Mäusen hatten Östrogen und der Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator alleine 

eine fördernde Wirkung auf die mechanisch induzierte Knochenformation, bei 

gleichzeitiger Applikation hingegen nicht. Dass dieser Effekt in den Sham-Mäusen 

nicht zu beobachten war, lag vermutlich daran, dass das applizierte Östrogen allei-

ne schon keinen Einfluss auf die mechanisch induzierte, periostale Knochenforma-

tion in den Sham-Mäusen hatte. Stattdessen schien wiederum die Wirkung des erst 

4 Wochen nach der Ovarektomie applizierten Östrogens für die beobachtete Inter-

aktion zwischen dem Wnt/β-Catenin- und ER-Signaltransduktionsweg in den OVX-

Mäusen entscheidend gewesen zu sein. Für die Interaktion dieser beiden 

Signaltransduktionswege gibt es in der Literatur bereits einige Belege (Armstrong et 

al. 2007, Lau et al. 2006, Liedert et al. 2010, Sunters et al. 2010). Die Ergebnisse 

der vorliegenden in vivo-Studie konnten die in vitro-Ergebnisse von Liedert et al. 

untermauern. Liedert et al. zeigten einen sensibilisierenden Effekt von Östrogen auf 

die mechanisch induzierte Expression des mechanosensitiven Gens Cox-2 in 

osteoblastären Zellen, welcher durch die zusätzliche Aktivierung des Wnt/β-

Catenin-Signaltransduktionswegs aufgehoben wurde (Liedert et al. 2010). Das von 

Sunters et al. beschriebene mechanisch induzierte Signalosom, bei dem der östro-

genungebundene ERα an die Zellmembran translozierte und so eine β-Catenin-

aktivierende Signalkaskade induzierte, wurde durch die Zugabe von Östrogen inhi-
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biert (Sunters et al. 2010). Ein Schritt dieser Signalkaskade war die Bindung von 

ERα an IGF-IR an der Zellmembran. Die Autoren vermuteten, dass Östrogen durch 

Bindung an ERα die Bindung von ERα an IGF-IR hemmte und somit die nachfol-

gende, β-Catenin-aktivierende Signalkaskade. Des weiteren zeigten Almeida et al., 

dass ERα durch Förderung der Wnt/Tcf-vermittelten Transkription die Proliferation 

von Osteoblastenvorläuferzellen, die Differenzierung dieser Vorläuferzellen zu rei-

fen, mineralisierenden Osteoblasten und somit die periostale Knochenformation 

erhöhte (Almeida et al. 2013). Dieser stimulierende Effekt auf die Differenzierung 

wurde durch Östrogen gehemmt. Zudem wird, wie weiter oben bereits erwähnt, die 

Expression von ERα durch die Östrogenkonzentration gesteuert (Bodine et al. 1998, 

Zaman et al. 2006), so dass in der vorliegende Studie der Östrogenmangel einen 

Mangel an ERα induziert haben könnte. So war 4 Wochen nach der Ovarektomie 

vermutlich eine geringere ERα-Konzentration in den Knochenzellen der OVX-

Mäuse, während durch die spätere Östrogenapplikation eine erhöhte Östrogenkon-

zentration bestand. Bei diesem ERα/Östrogen-Ungleichgewicht war vermutlich ERα 

sehr stark, wenn nicht sogar komplett östrogengebunden, so dass Östrogen über 

einen Mechanismus, wie von Sunters et al. und Almeida et al. beschrieben (Almeida 

et al. 2013, Sunters et al. 2010), die sonst β-Catenin-aktivierende Wirkung des öst-

rogenungebundenen ERα hemmte. 

 
4.2 Einfluss von Östrogen und der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-
Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte osteogene Antwort 
in osteoblastären Zellen 
In den in diesem Kapitel diskutierten in vitro-Experimenten mit der murinen, 

präosteoblastären Zelllinie MC3T3-E1 wurden folgende intrazelluläre, molekular-

biologische Prozesse untersucht, die an der osteogenen Antwort beteiligt sind und 

die durch Östrogen, die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs 

sowie mechanische Belastung beeinflusst werden:  

1. die Bildung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes und dessen Translokalisati-

on in den Zellkern, 

2. die Aktivität Wnt/β-Catenin-responsiver Promotorelemente und 

3. die Expression mechanosensitiver, mit der Osteogenese assoziierter Gene. 

Zur Untersuchung der Bildung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes und dessen 

Translokalisation in den Zellkern sowie der Aktivität Wnt/β-Catenin-responsiver 

Promotorelemente wurden die MC3T3-E1-Zellen 5 Tage in Kollagen I-
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beschichteten Silikonschalen osteogen differenziert. An Tag 5 erfolgte die mecha-

nische Stimulation nach einer Vorinkubation von 3 h mit Östrogen und dem Wnt-

Signalwegaktivator Wnt3a bzw. SB415286. Für die Untersuchung der Expression 

mechanosensitiver, mit der Osteogenese assoziierter Gene wurden die MC3T3-

E1-Zellen 21 Tage in Kollagen I-beschichteten Silikonschalen osteogen differen-

ziert. Die Östrogenzugabe erfolgte während der gesamten Kultivierung bei jedem 

Mediumwechsel. Die mechanische Stimulation erfolgte an Tag 21 nach einer Vor-

inkubation von 3 h mit dem Wnt-Signalwegaktivator SB415286. 

Das in dieser Studie verwendete Modell der zyklischen, uniaxialen Dehnung von 

Zellen im zweidimensionalen System wurde in unserer Arbeitsgruppe etabliert 

(Neidlinger-Wilke et al. 1994) und seitdem in zahlreichen Studien unserer Arbeits-

gruppe angewendet (Kaspar et al. 2002, Liedert et al. 2010, Neidlinger-Wilke et al. 

2001). Die Östrogenkonzentrationen von 10 nM und die Wnt3a-Konzentration von 

3 nM wurden schon in einer früheren Studie unserer Arbeitsgruppe in Stimulati-

onsexperimenten mit MC3T3-E1-Zellen verwendet (Liedert et al. 2010) und des-

halb für diese Studie übernommen. Für den GSK-3β-Inhibitor SB415286 zeigten 

Coghlan et al. in humanen Leberzellen, dass die Aktivität der GSK-3β ab einer Kon-

zentration von 10 µM SB415286 fast vollständig inhibiert wurde (Coghlan et al. 

2000). Die Luziferaseaktivität eines β-Catenin-LEF/TCF-Reporters wurde mit 20 µM 

SB415286 signifikant erhöht. Deshalb wurde die Konzentration von 20 µM in der 

vorliegenden Studie verwendet. 

Der ERα-β-Catenin-Proteinkomplex wurde mittels Coimmunpräzipitation nachge-

wiesen, bei der dieser Komplex mit einem anti-ERα-Antikörper präzipitiert und an-

schließend mit einem anti-β-Catenin-Antikörper mittels Western Blotting detektiert 

wurde. Die Aktivität Wnt/β-Catenin-responsiver Promotorelemente wurde in 

Transfektionsexperimenten mit dem Tcf-Reporterplasmid Topflash untersucht. Die 

Topflash-Aktivität wurde mittels Luziferase-Assay bestimmt. Die Expression 

mechanosensitiver, mit der Osteogenese assoziierter Gene wurde auf Genex-

pressionsebene mittels Real Time RT-PCR und auf Proteinexpressionsebene mit-

tels Western Blotting bestimmt. 
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4.2.1 Einfluss von Östrogen und der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-
Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte Bildung des ERα-β-
Catenin-Proteinkomplexes 
Der Einfluss von mechanischer Stimulation, Östrogen und des Wnt/β-Catenin-

Signalwegaktivators Wnt3a auf die Bildung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes 

in MC3T3-E1-Zellen wurde mittels Coimmunpräzipitation untersucht. In einem ers-

ten Versuch wurde hierfür der Gesamtzellextrakt, der das Gesamtprotein aus 

Zytosol und Zellkern enthielt, verwendet. In dem darauffolgenden Versuch wurde 

nur der Kernextrakt untersucht, um die spezifische Lokalisation des ERα-β-

Catenin-Proteinkomplexes im Zellkern nachzuweisen. 

In unbehandelten MC3T3-E1-Zellen konnte der ERα-β-Catenin-Proteinkomplex 

mittels Coimmunpräzipitation weder im Gesamtzellextrakt noch im Kernextrakt 

nachgewiesen werden (Abbildung 3.6 und 3.7). Auch nach mechanischer Stimula-

tion konnte der ERα-β-Catenin-Proteinkomplex im Gesamtzellextrakt nicht nach-

gewiesen werden. Doch im Kernextrakt war der ERα-β-Catenin-Proteinkomplex 

nach mechanischer Stimulation nachweisbar. Dieses Ergebnis lässt vermuten, 

dass der ERα-β-Catenin-Proteinkomplex nach mechanischer Stimulation vor allem 

im Zellkern lokalisiert war. Auch Norvell et al. zeigten, dass Flüssigkeitsströme, die 

an der Zelloberfläche Scherkräfte auslösen, in MC3T3-E1-Zellen zur Translokali-

sation von β-Catenin in den Zellkern führten (Norvell et al. 2004). Armstrong et al. 

zeigten durch 4-Punkt-Biegung von ROS 17/2.8-Zellen die gleichzeitige Transloka-

lisation von β-Catenin und ERα in den Zellkern (Armstrong et al. 2007). Sie fanden 

außerdem heraus, dass ERα die mechanisch induzierte Translokalisation von β-

Catenin in den Zellkern unterstützt. In der vorliegenden Studie wurde jedoch erst-

mals bewiesen, dass β-Catenin und ERα nach mechanischer Stimulation von 

MC3T3-E1-Zellen nicht nur gleichzeitig in den Zellkern translozieren und sich da-

bei gegenseitig beeinflussen, sondern dass sie in einem Proteinkomplex direkt 

miteinander interagieren. 

Wurden die MC3T3-E1-Zellen mit Östrogen für 3 h vorinkubiert und dann mecha-

nisch stimuliert, war der ERα-β-Catenin-Proteinkomplex auch im Gesamtzellex-

trakt mittels Coimmunpräzipitation nachweisbar (Abbildung 3.6). Dies deutet auf 

einen sensibilisierenden Effekt von Östrogen auf die Bildung des ERα-β-Catenin-

Proteinkomplexes hin. Schon Kouzmenko et al. zeigten, dass Östrogen die Bil-

dung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes in humanen Darmkrebszellen förderte 

(Kouzmenko et al. 2004). Einen möglichen, zugrundeliegenden Mechanismus 
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hierfür fanden Cardona-Gomez et al. (Cardona-Gomez et al. 2004). Sie zeigten, 

dass ERα mit der Gsk-3 und β-Catenin im Hippocampus von ovarektomierten Rat-

ten einen Proteinkomplex bildete. Die Bindung des β-Catenins an die Gsk-3 führte 

höchstwahrscheinlich zu dessen Degradation. Östrogen inhibierte die Gsk-3 und 

löste β-Catenin so aus diesem Komplex. Dem beobachteten, sensibilisierenden 

Effekt von Östrogen auf die mechanisch induzierte Bildung des ERα-β-Catenin-

Proteinkomplexes in den in der vorliegenden Studie verwendeten murinen, 

präosteoblastären MC3T3-E1-Zellen könnte ebenfalls dieser Mechanismus zu-

grunde liegen. 

Der Reiz durch Östrogen alleine hat in der vorliegenden Studie hingegen, anders 

als in der Studie von Kouzmenko et al. (Kouzmenko et al. 2004), nicht ausgereicht, 

um den ERα-β-Catenin-Proteinkomplex mittels Coimmunpräzipitation nachweisen 

zu können (Abbildung 3.6). Eine mögliche Erklärung wäre, dass in der Studie von 

Kouzmenko et al. humane Darmkrebszellen statt muriner, präosteoblastärer Zellen 

verwendet wurden. Eine zweite mögliche Erklärung könnte sein, dass in der Stu-

die von Kouzmenko et al. ERα überexprimiert war, während in der vorliegenden 

Studie ausschließlich der Einfluss des zelleigenen ERα untersucht wurde. 

Ob Östrogen auch die Translokalisation des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes in 

den Zellkern beeinflusst, konnte in der vorliegenden Studie nicht geklärt werden, 

da der Einfluss von Östrogen alleine und auf die mechanisch induzierte Komplex-

bildung nur im Gesamtzellextrakt untersucht wurde. Andere Studien deuten aber 

darauf hin, dass Östrogen auch die Translokalisation von β-Catenin und damit 

höchstwahrscheinlich die Translokalisation des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes in 

den Zellkern beeinflusst (Chandar et al. 2005, Varea et al. 2009). Anhand einer 

Immunfluoreszenzfärbung mit einem anti-β-Catenin-Antikörper in der 

osteoblastären Zelllinie ROS-PG13 zeigten Chandar et al., dass nach 48 h Inkuba-

tion mit Östrogen eine Translokalisation von β-Catenin in den Zellkern stattgefun-

den hatte (Chandar et al. 2005). In der Studie von Varea et al. wurde in neurona-

len Zellen durch Östrogen zeit- und konzentrationsabhängig β-Catenin stabilisiert 

und die β-Catenin-induzierte, Tcf-vermittelte Transkription induziert. Die 

Induzierung dieser Transkription wurde durch ERα vermittelt (Varea et al. 2009). 

Der Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator Wnt3a induzierte die Bildung des ERα-β-

Catenin-Proteinkomplexes (Abbildung 3.6). Es ist bekannt, dass Wnt3a durch Bin-

dung an den Transmembranrezeptor Frizzled und seinen Corezeptor Lrp5 bzw.6 

eine intrazelluläre Signalkaskade auslöst, die zur Inhibierung der Gsk-3β und da-
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mit zur Stabilisierung von β-Catenin und dessen Translokalisation in den Zellkern 

führt (Case et al. 2008, He et al. 2004, Spencer et al. 2006). In der vorliegenden 

Studie wurde nun erstmals gezeigt, dass Wnt3a nicht nur die Stabilisierung von β-

Catenin induziert, sondern auch dessen Bindung an ERα. Ob der gebildete ERα-

β-Catenin-Proteinkomplex anschließend in den Zellkern translozierte, konnte in 

der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden, da der Einfluss von Wnt3a 

nur im Gesamtzellextrakt untersucht wurde. Die Studie von Spencer et al., in der 

Wnt3a die Translokalisation von β-Catenin in den Zellkern induzierte (Spencer et 

al. 2006), und die Studie von Armstrong et al., in der die Translokalisation von β-

Catenin in den Zellkern von ERα unterstützt wurde (Armstrong et al. 2007), deuten 

jedoch stark darauf hin, dass Wnt3a nicht nur die Bildung des ERα-β-Catenin-

Proteinkomplexes induzierte, sondern auch dessen Translokalisation in den Zell-

kern. 

Die zusätzliche, mechanische Stimulation hatte keinen in der Coimmunpräzi-

pitation nachweisbaren Einfluss auf die Wnt3a-induzierte Bildung des ERα-β-

Catenin-Proteinkomplexes (Abbildung 3.6). Dies lässt sich vermutlich dadurch er-

klären, dass ein mechanischer Reiz in Knochenzellen ebenfalls zur Stabilisierung 

von β-Catenin führt (Bonewald 2011, Sen et al. 2008). Da in der vorliegenden 

Studie mechanische Stimulation alleine jedoch nicht zu einer mittels 

Coimmunpräzipitation detektierbaren Bildung des ERα-β-Catenin-Proteinkomple-

xes führte, scheint die Wnt3a-induzierte Stabilisierung von β-Catenin und an-

schließende Komplexbildung mit ERα in dem in der vorliegenden Studie verwen-

deten Versuchsdesign weitaus effizienter als die mechanisch induzierte gewesen 

zu sein. 

Während Wnt3a und Östrogen alleine einen positiven Effekt auf die Bildung des 

ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes hatten, wurde die Wnt3a-induzierte Bildung des 

ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes durch die zusätzliche Applikation von Östrogen 

reduziert (Abbildung 3.6). Auch die im Zellkern beobachtete mechanisch induzierte 

Bildung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes wurde durch die gleichzeitige Be-

handlung mit Östrogen und Wnt3a reduziert (Abbildung 3.7). Da schon Wnt3a al-

leine die Bildung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes induzierte und Östrogen 

alleine eine fördernde Wirkung auf die mechanisch induzierte Komplexbildung hat-

te, könnte die Wirkung der gleichzeitigen Behandlung mit Wnt3a und Östrogen so 

groß gewesen sein, dass sie eine negative feedback-Regulation induzierte. Wie 

weiter oben bereits diskutiert können sowohl Wnt3a als auch Östrogen die Kom-
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plexbildung unter anderem durch die Stabilisierung von β-Catenin beeinflussen. 

Deshalb wäre ein naheliegender, möglicher Mechanismus für eine negative feed-

back-Regulation die Destabilisierung von β-Catenin. So zeigten Leung et al. in 

RK3-Zellen aus Ratten eine erhöhte Tcf-vermittelte Transkription von Axin2, wenn 

sie ein in diese Zellen transformiertes Fusionsprotein aus β-Catenin und ERα mit 

Tamoxifen aktivierten (Leung et al. 2002). Tamoxifen ist ein selektiver ER-

Modulator, der wie Östrogen den ER aktiviert. Axin2 gehört zu dem Multiprotein-

komplex, der β-Catenin durch Phosphorylierung für den proteosomalen Abbau im 

Zytoplasma vorbereitet (Polakis 2001, Yamamoto et al. 1998). Eine Induzierung 

des transformierten ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes führte also zu einer erhöh-

ten Axin2-Expression. Eine erhöhte Axin2-Expression könnte somit auch in der 

vorliegenden Studie zur Destabilisierung von β-Catenin und damit auch zur ver-

minderten Bildung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes geführt haben. De Groot 

et al. entdeckten erst kürzlich in den embryonalen Nierenzellen 293T Huwe1 als 

einen evolutionär konservierten Inhibitor des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktions-

wegs (de Groot et al. 2014). Sie zeigten, dass Huwe1 die DvI-Aktivität und somit 

die Wnt3a-induzierte Aktivität des Wnt/β-Catenin-Reporterplasmids Topflash 

hemmte. DvI hemmte den β-Catenin-phosphorylierenden Multiproteinkomplex 

durch Bindung an Axin (He et al. 2004). Die Autoren untersuchten leider nicht den 

Einfluss von Wnt3a auf die Expression von Huwe1. Auch die Expression und der 

Einfluss von Huwe1 in Knochenzellen sind noch unbekannt. Doch wenn dieser 

Inhibitor des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auch in Knochenzellen 

exprimiert wäre, könnte die Wnt3a-induzierte Expression von Huwe1 eine weitere 

negative feedback-Regulation durch die Destabilisierung von β-Catenin sein. 

 
4.2.2 Einfluss von Östrogen und der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-
Signaltransduktionswegs auf die Wnt/β-Catenin-Reporteraktivität 
Zur Untersuchung des Einflusses von Östrogen und des Wnt/β-Catenin-

Signalwegaktivators SB415286 auf die Transkriptionsaktivität Wnt-responsiver 

Promotorelemente wurden MC3T3-E1-Zellen mit dem Tcf-Reporterplasmid 

Topflash transfiziert und anschließend mit Östrogen und SB415286 behandelt. 

Sowohl die Behandlung der Topflash-transfizierten Zellen mit Östrogen als auch 

die mit SB415286 erhöhte die Aktivität der Tcf-vermittelten Transkription des 

Luziferasegens (Abbildung 3.8, A). Diese Aktivitätserhöhung zeigte, dass der 
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Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg durch Östrogen und SB415286 induziert 

wurde. 

In einer früheren Studie unserer Arbeitsgruppe wurde bereits die Erhöhung der 

Topflash-Aktivität durch Behandlung von Topflash-transfizierten MC3T3-E1-Zellen 

mit dem Wnt-Liganden Wnt3a gezeigt (Liedert et al. 2010). Case et al. konnten 

auch in Topflash-transfizierten, aus Mauskalvarien isolierten CIMC-4-Zellen nach 

Behandlung mit LiCl, welches wie SB415286 ein Gsk-3β-Inhibitor ist, eine erhöhte 

Topflash-Aktivität feststellen (Case et al. 2008). 

Die Erhöhung der Topflash-Aktivität durch Östrogen zeigte, dass Östrogen nicht 

nur die Bildung des ERα-β-Catenin-Proteinkomplexes förderte, sondern auch die 

Transkriptionsaktivität Wnt-responsiver Promotorelemente. Wie bereits weiter 

oben diskutiert könnte ein möglicher Mechanismus die Inhibierung der Gsk-3β 

durch Östrogen sein (Cardona-Gomez et al. 2004). Deshalb wurde in der vorlie-

genden Studie zusätzlich zum Einfluss von Östrogen auf die Topflash-Aktivität 

auch dessen Einfluss auf die Gsk-3β-Phosphorylierung an Serin 9 untersucht (Ab-

bildung 3.8, B), die zur Inhibierung der Gsk-3β führt (Wu and Pan 2010). Hierbei 

konnte gezeigt werden, dass in der präosteoblastären Zelllinie MC3T3-E1 Östro-

gen zur Gsk-3β-Phosphorylierung an Serin 9 führte, diese so inhibierte und damit 

die Akkumulation von β-Catenin und die Bildung des ERα-β-Catenin-

Proteinkomplexes ermöglicht worden sein könnte. 

Östrogen alleine schien in der vorliegenden Studie die Topflash-Aktivität stärker zu 

erhöhen als mit SB415286 zusammen. Dieser hemmende Effekt von SB415286 

auf die Östrogen-induzierte Topflash-Aktivität war jedoch nicht signifikant und da-

mit nicht eindeutig nachweisbar. 

 

4.2.3 Einfluss von Östrogen und der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-
Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte Genexpression 
mechanoresponsiver, mit der Osteogenese assoziierter Marker 
Zur Untersuchung des Einflusses des ER- und des Wnt/β-Catenin-Signaltransduk-

tionswegs auf die mechanisch induzierte Expression mechanosensitiver, mit der 

Osteogenese assoziierter Gene wurden murine, präosteoblastäre MC3T3-E1-

Zellen mit Östrogen und dem Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator SB415286 

inkubiert und anschließend mechanisch stimuliert. Vor der Stimulation wurden die 

Zellen über 21 Tage osteogen differenziert, da in der Literatur beschrieben ist, 

dass reifere Osteoblasten sensitiver auf mechanische Stimulation reagieren als 
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jüngere (Mikuni-Takagaki et al. 1996, Wagner 2011). Nach der Stimulation wurde 

die Genexpression von c-Fos, Cox-2 und Cyr61 mittels Real Time RT-PCR unter-

sucht. 

Den Genen c-Fos, Cox-2 und Cyr61 ist gemeinsam, dass sie an der frühen Ant-

wort auf mechanische Belastung beteiligt sind (Kawata and Mikuni-Takagaki 1998, 

Lean et al. 1996, Tamura et al. 2001). Außerdem werden sie sowohl durch den 

ER- als auch durch den Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg reguliert (Wagner 

2011). 

Das Protoonkogen c-Fos, ist als Hauptbestandteil des Transkriptionsfaktor-

komplexes AP-1 ein Schlüsselfaktor der Proliferation und Differenzierung sowohl 

von Osteoblasten als auch von Osteoklasten (Grigoriadis, Wang and Wagner 

1995). So wird die Osteoblastendifferenzierung durch c-Fos-Defizienz vermindert, 

während eine c-Fos-Überexpression zur Osteosarkombildung führt (Demiralp et al. 

2002, Wagner 2002). Auch die Osteoklastendifferenzierung wird durch c-Fos-

Defizienz gehemmt, wodurch c-Fos-defiziente Mäuse eine Osteopetrose ausbilde-

ten (Grigoriadis et al. 1994). 

Das Enzym Cox-2 katalysiert zwei essentielle Schritte bei der Prostaglandin-

synthese (Simmons, Botting and Hla 2004). Zum einen wandelt es 

Arachidonsäure in PGG2 um und zum anderen wandelt es PGG2 in PGH2 um, 

welches als Substrat für verschiedene bioaktive Prostaglandinisomere dient. Unter 

diesen ist Prostaglandin E2 (PGE2) das Prostaglandindisomer, welches eine wich-

tige Rolle im Knochen spielt, weil es unter anderem die Knochenformation fördert 

(Chyun and Raisz 1984), indem es die Osteoblastenproliferation und -

Differenzierung stimuliert (Hikiji et al. 2008). 

Cyr61 ist eigentlich als angiogener Faktor bekannt (Babic et al. 1998), ist ein se-

zerniertes Signalprotein der extrazellulären Matrix, gehört zur CCN-Familie und 

wird aber auch von Osteoblasten exprimiert (Parisi et al. 2006). Außerdem ist es 

durch Wnt3a induzierbar (Si et al. 2006) und erhöht die Proliferation und Differen-

zierung osteoblastärer Zellen, indem es BMP-2 hochreguliert und den ERK-

Signalweg aktiviert (Su et al. 2010). 

Wie bereits in anderen Studien gezeigt worden war (Kawata and Mikuni-Takagaki 

1998, Lean et al. 1996, Tamura et al. 2001, Wagner 2011), wurde auch in der vor-

liegenden Studie die Genexpression von c-Fos, Cox-2 und Cyr61 durch mechani-

sche Stimulation erhöht (Abbildung 3.9). 
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In der vorliegenden Studie hatte Östrogen keinen sensibilisierenden Effekt auf die 

mechanisch induzierte Genexpression dieser drei Gene und erhöhte auch alleine 

die Genexpression von c-Fos und Cox-2 nicht bzw. von Cyr61 nur leicht (Abbil-

dung 3.9). Diese Ergebnisse waren unerwartet, da sowohl die Bildung des ERα-β-

Catenin-Proteinkomplexes als auch die Topflash-Aktivität durch Östrogen stimu-

liert wurden und in der Literatur bereits ein stimulierender Effekt von Östrogen auf 

die Expression dieser drei Gene beschrieben wurde. So wird die Genexpression 

von c-Fos sowohl über den klassischen als auch über den nicht-klassischen ER-

Signaltransduktionsweg reguliert (Bjornstrom and Sjoberg 2005) und Östrogen 

aktivierte den c-Fos-Promotor in humanen osteoblastären Zellen (Harris 1992). 

Des Weiteren zeigten Yeh et al., dass Östrogen die Genexpression von c-Fos und 

Cox-2 in humanen, osteoblastären MG63-Zellen induzierte und die Vorbehandlung 

mit Östrogen auch die mechanisch induzierte c-Fos- und Cox-2-Expression erhöh-

te (Yeh et al. 2010). Auch die Genexpression von Cyr61 wird im Uterus und in 

Brustkrebszellen durch Östrogen reguliert (Rivera-Gonzalez et al. 1998, Sampath, 

Winneker and Zhang 2001). Außerdem wurde in einer Studie unserer Arbeits-

gruppe, die der vorliegenden Studie vorausgegangen ist, für c-Fos und Cox-2 ein 

sensibilisierender Effekt von Östrogen auch auf die mechanisch induzierte Genex-

pression in MC3T3-E1-Zellen gezeigt (Wagner 2011). In der vorliegenden Studie 

und in der von Wagner wurden dieselbe Östrogenkonzentration und dasselbe Pro-

tokoll für die mechanische Stimulation verwendet. Allerdings wurden in der vorlie-

genden Studie die MC3T3-E1-Zellen vor der mechanischen Stimulation 21 Tage 

osteogen differenziert, während sie von Wagner lediglich 5 Tage in Kulturmedium 

expandiert wurden. Der Differenzierungszustand der Zellen war in den beiden 

Studien also unterschiedlich. Auch für die Coimmunpräzipitation und die 

Transfektionsexperimente der vorliegenden Studie wurden die Zellen nur 5 Tage 

osteogen differenziert und befanden sich damit ebenfalls in einem früheren Diffe-

renzierungsstadium als die Zellen für die Untersuchungen der Genexpression. 

Außerdem wurde in der vorliegenden Studie über den gesamten Differenzierungs-

zeitraum bei jedem Mediumwechsel das Östrogen dem Medium hinzugefügt. So-

wohl bei Wagner als auch für die Coimmunpräzipitation und die 

Transfektionsexperimente der vorliegenden Studie wurde das Östrogen einmalig 3 

h vor der mechanischen Stimulation appliziert. Schließlich wurde in der vorliegen-

den Studie während des gesamten Differenzierungszeitraums ein aktivkohlebe-

handeltes FCS verwendet. Wagner hingegen stellte die Kultur erst 48 h vor der 
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mechanischen Stimulation auf das aktivkohlebehandelte FCS um. Durch diese 

Aktivkohlebehandlung wird das natürlich vorkommende Östrogen aus dem FCS 

nahezu vollständig isoliert, aber es werden auch andere Faktoren wie andere 

Hormone, Vitamine, Elektrolyte, Enzyme und Metabolite beeinflusst (Cao et al. 

2009). Diese veränderte Zusammensetzung des FCS über den langen Zeitraum 

von 21 Tagen könnte die Zellaktivität unabhängig vom Östrogengehalt beeinflusst 

haben. 

Die Genexpression von Cox-2 und Cyr61 wurde durch den Wnt/β-Catenin-Signal-

wegaktivator SB415286 nur leicht, aber signifikant erhöht. Die mechanisch indu-

zierte Expression dieser beiden Gene wurde hingegen durch SB415286 nicht be-

einflusst. Die erhöhte Genexpression von Cox-2 und Cyr61 durch die Aktivierung 

des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs wurde in der Literatur bereits gezeigt 

(Robinson et al. 2006, Si et al. 2006, Wagner 2011). In der Studie von Robinson et 

al. wurde die Genexpression von Cox-2 durch mechanische Stimulation nur leicht 

erhöht (Robinson et al. 2006). Auf diese leichte mechanische Erhöhung der Cox-

2-Expression hatte SB415286 einen stark sensibilisierenden Effekt. In der Studie 

von Wagner hingegen wurde die Cox-2-Expression durch den Wnt/β-Catenin-

Signalwegaktivator LiCl alleine stark erhöht (Wagner 2011). Zusätzliche mechani-

sche Stimulation inhibierte diesen Effekt von LiCl, sodass es bei Wagner vermut-

lich zu einer negative feedback-Regulation kam. Diese Unterschiede zwischen 

den Ergebnissen der vorliegenden Studie und denen von Robinson et al. und 

Wagner könnten auf die verschiedensten Ursachen zurückzuführen sein. Robin-

son et al. benutzten eine andere Belastungsdauer (5 h) und -stärke (3400 µε), ei-

ne andere SB415286-Konzentration (5 µM) und ein anderes Zellstimulationssys-

tem (FX-3000 Flexercell). Die bereits weiter oben diskutierten Unterschiede der 

vorliegenden Studie zu der von Wagner, wie der Differenzierungszustand der Zel-

len und die Zusammensetzung des FCS, könnten ebenfalls die unterschiedliche 

Reaktion der Zellen auf die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs erklären. 

Der Einfluss von SB415286 auf die Genexpression von c-Fos war unerwartet. Er 

hatte alleine keinen Einfluss auf die c-Fos-Expression und er verminderte die me-

chanisch induzierte c-Fos-Expression signifikant. Auch Robinson et al. konnten 

nur eine leichte Erhöhung der Genexpression von c-Fos durch SB415286 alleine 

zeigen, aber sie zeigten eine signifikante Erhöhung der mechanisch induzierten c-

Fos-Expression durch SB415286 (Robinson et al. 2006). Auch für diese unter-



Diskussion 

 98 

schiedlichen Ergebnisse könnten die unterschiedlichen verwendeten Stimulations-

protokolle, der Differenzierungszustand der Zellen und die FCS-Zusammen-

setzung eine Erklärung sein. 

Während Östrogen und SB415286 alleine auf die mechanisch induzierte Genex-

pression von c-Fos, Cox-2 und Cyr61 keinen Einfluss hatten bzw. SB415286 die 

mechanisch induzierte Genexpression von c-Fos sogar hemmte, führte die gleich-

zeitige Anwendung der beiden Substanzen zu einer signifikanten Erhöhung der 

mechanisch induzierten Genexpression von Cox-2 und Cyr61. Der hemmende 

Effekt des SB415286 auf die mechanisch induzierte c-Fos-Expression wurde 

durch Östrogen aufgehoben. In der Studie von Wagner hingegen hemmte der 

Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator LiCl den sensibilisierenden Effekt von Östrogen 

auf die mechanisch induzierte Cox-2-Expression (Wagner 2011). Die Ergebnisse 

der Studie von Wagner werden durch die Ergebnisse der Coimmunpräzipitation aus 

der vorliegenden Studie unterstützt. Denn die Coimmunpräzipitation zeigte eine 

hemmende Wirkung von Östrogen auf die durch Wnt3a erhöhte mechanisch indu-

zierte Proteinkomplexbildung aus ERα und β-Catenin. Für die 

Coimmunpräzipitation befanden sich die Zellen in demselben Differenzierungszu-

stand wie bei der Untersuchung der Genexpression in der Studie von Wagner. 

Somit könnten die Unterschiede zwischen den Genexpressionsergebnissen der 

vorliegenden Studie und der von Wagner auch durch den Differenzierungszustand 

der Zellen oder die FCS-Zusammensetzung zu erklären sein. 

Zusammenfassend zeigte die Untersuchung der Genexpression von c-Fos, Cox-2 

und Cyr61 nach mechanischer Stimulation und Behandlung mit Östrogen und 

SB415286, dass die mechanisch induzierte Genexpression dieser mit der 

Osteogenese assoziierten, mechanosensitiven Gene in osteogen differenzierten 

MC3T3-E1-Zellen durch Östrogen oder SB415286 alleine nur sehr schwach oder 

gar nicht beeinflusst wurde. Die mechanisch induzierte c-Fos-Expression wurde 

durch die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs sogar gehemmt. 

Die gleichzeitige Aktivierung des ER- und des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktions-

wegs erhöhte jedoch signifikant die mechanisch induzierte Cox-2- und Cyr61-

Expression. Damit wurde in der vorliegenden Studie gezeigt, dass die Interaktion 

des ER- und des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs die mechanisch indu-

zierte Genexpression mechanosensitiver, mit der Osteogenese assoziierter Gene 

in osteoblastären Zellen beeinflussen. 
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4.2.4 Einfluss von Östrogen und der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-
Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte Proteinexpression 
mechanoresponsiver, mit der Osteogenese assoziierter Marker 
Zur Untersuchung des Einflusses des ER- und des Wnt/β-Catenin-Signaltransduk-

tionswegs auf die mechanisch induzierte Proteinexpression des mit der Osteoge-

nese assoziierten Markers Cox-2 wurden murine, präosteoblastäre MC3T3-E1-

Zellen mit Östrogen und dem Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator SB415286 

inkubiert und anschließend mechanisch stimuliert. Vor der Stimulation wurden die 

Zellen über 21 Tage osteogen differenziert. Nach der Stimulation wurde die Prote-

inexpression von Cox-2 mittels Western Blotting untersucht. 

Die Proteinexpression von Cox-2 wurde durch mechanische Belastung erhöht 

(Abbildung 3.10). Die mechanisch induzierte Erhöhung der Proteinexpression von 

Cox-2 konnte schon in mehreren Studien in den unterschiedlichsten Zellarten ge-

zeigt werden (Lau et al. 2006, Ogasawara et al. 2001, Sen et al. 2009, Wagner 

2011). Lau et al. beobachteten eine erhöhte Proteinexpression von Cox-2 in 

C57BL/6J-Osteoblasten, Sen et al. in MSC und Wagner in MC3T3-E1-Zellen. 

Ogasawara zeigte zusätzlich, dass die mechanische Erhöhung der Proteinexpres-

sion von Cox-2 zeitabhängig ist. Die Proteinexpression war nach 6-stündiger me-

chanischer Stimulation am höchsten. 

Die Proteinexpression von Cox-2 wurde durch Östrogen erhöht. Dieser Effekt 

wurde durch zusätzliche mechanische Stimulation vermindert. Lu et al. zeigten in 

der humanen monozytären Tumorzelllinie U937 eine konzentrationsabhängige 

Hochregulation von Cox-2 durch Östrogen (Lu, Jiang and Choy 2004). In der vor-

liegenden Studie vorangegangenen Arbeit von Wagner hatte Östrogen hingegen 

keinen Einfluss auf die Proteinexpression von Cox-2, erhöhte aber die mechanisch 

induzierte Cox-2-Proteinexpression (Wagner 2011). Da in der vorliegenden Studie 

und in der von Wagner dieselben Zellen und dasselbe mechanische Stimulations-

protokoll verwendet wurde, könnte dieser Unterschied durch Faktoren wie die Öst-

rogenapplikation, den Differenzierungszustand der Zellen und die FCS-

Zusammensetzung zustande gekommen sein. 

Auch der Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator SB415286 wirkte fördernd auf die Ex-

pression von Cox-2 und auch hier wirkte mechanische Belastung hemmend auf 

diesen Effekt. Dieses Ergebnis korreliert mit dem aus der Studie von Wagner 

(Wagner 2011). Der Einfluss der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs auf die Proteinexpression von Cox-2 scheint also unab-
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hängig vom Differenzierungszustand der Zellen und der Zusammensetzung des 

FCS zu sein. 

Während auf Genexpressionsebene die Interaktion von Östrogen und SB415286 

die mechanisch induzierte Expression von Cox-2 förderte, wurde die Proteinex-

pression durch die Interaktion von Östrogen und SB415286 bei gleichzeitiger me-

chanischer Stimulation gehemmt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit denen 

aus der Coimmunpräzipitation (Abbildung 3.7), bei der die mechanisch induzierte 

Bildung des ERα-β-Catenin-Komplexes durch die Interaktion von Östrogen und 

Wnt3a gehemmt wurde. Zur Aufklärung der Ursachen für die Diskrepanz zwischen 

den Ergebnissen der Genexpressions- und der Proteinexpressionsanalyse sind 

noch weitere Untersuchungen wie zum Beispiel Zeitversuche nötig. Der Einfluss 

der Interaktion des ER- und des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die 

mechanisch induzierte Proteinexpression mechanosensitiver, mit der 

Osteogenese assoziierter Gene wurde in der vorliegenden Studie erstmals unter-

sucht. 

 
4.3 Untersuchung des Einflusses der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-
Signaltransduktionswegs auf die mechanisch regulierte Differenzierung von 
mesenchymalen Stammzellen 
Mesenchymale Stammzellen (MSCs) beeinflussen mit ihrer Fähigkeit zur 

osteogenen Differenzierung die Osteoblastenanzahl und tragen damit maßgeblich 

zur Knochenformation bei (Dang et al. 2002, Okazaki et al. 2002). Sie können 

aber auch zu Adipozyten differenzieren (Lecka-Czernik, Rosen and Kawai 2010, 

Nuttall et al. 1998). Diese im Knochen eher unerwünschte, adipogene Differenzie-

rung tritt vermehrt mit zunehmendem Alter und bei Osteoporose auf und führt zur 

Verfettung des Markraums (Justesen et al. 2001). Die Richtung, in die die MSCs 

differenzieren, wird sowohl biomechanisch als auch biochemisch, wie zum Bei-

spiel durch den Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg, beeinflusst (David et al. 

2007, Kennell and MacDougald 2005). 

Vor diesem Hintergrund sollte in der vorliegenden Studie untersucht werden, wie 

mechanische Stimulation und die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltrans-

duktionswegs die Differenzierung muriner, mesenchymaler Stammzellen, die unter 

adipogenen Bedingungen kultiviert wurden, beeinflussen und ob sie miteinander 

interagieren. 
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Hierfür wurden C3H10T1/2-Zellen zunächst in Kollagen I-beschichteten Silikon-

schalen für 2 Tage in Kulturmedium expandiert. Anschließend wurden sie über 

einen Zeitraum von 5 Tagen in adipogenem Differenzierungsmedium weiter kulti-

viert und während dieses Zeitraums täglich mechanisch stimuliert. Zusätzlich wur-

de das adipogene Differenzierungsmedium mit dem Wnt/β-Catenin-Signalweg-

aktivator SB415286 versetzt. Nach Versuchsabbruch wurde der Einfluss von me-

chanischer Stimulation und Wnt/β-Catenin-Aktivierung auf die Lipidvakuolen-

bildung mittels Ölrot-O-Färbung, auf die Genexpression mittels Real-Time RT-

PCR und auf die Proteinexpression mittels Western Blotting untersucht. Zusätzlich 

wurde der Methylierungsstatus des Pparγ-Promotors mittels MSP und BSP be-

stimmt. 

 

4.3.1 Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-
Catenin-Signaltransduktionswegs auf die Lipidvakuolenbildung unter adipoge-
nen Bedingungen 
Wie bereits von Sen et al. beschrieben (Sen et al. 2008), bildeten die C3H10T1/2-

Zellen in dem adipogenen Differenzierungsmedium Lipidvakuolen, ein morpholo-

gisches Erkennungsmerkmal von Fettzellen, aus (Abbildung 3.11). Die Bildung der 

Lipidvakuolen wurde sowohl durch mechanische Stimulation als auch durch die 

Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs mit LiCl oder SB415286, 

vermindert. LiCl und SB415286 sind beide Gsk-3β-Inhibitoren. LiCl inhibiert die 

Gsk-3β durch nicht ATP-kompetitive, N-terminale Phosphorylierung (Zhang et al. 

2003). SB415286 wirkt hingegen ATP-kompetitiv (Coghlan et al. 2000). Die hem-

mende Wirkung von mechanischer Stimulation und Wnt/β-Catenin-Aktivierung auf 

die Adipogenese konnten auch Sen et al. zeigen (Sen et al. 2008). Sie untersuch-

ten jedoch nicht den möglichen Einfluss einer Interaktion von mechanischer Stimu-

lation und Wnt/β-Catenin-Aktivierung, wodurch in der vorliegenden Studie die 

Lipidvakuolenbildung komplett unterdrückt wurde.  

 

4.3.2 Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-
Catenin-Signaltransduktionswegs auf die Expression adipogener und mit 
der Osteogenese assoziierter Marker unter adipogenen Bedingungen 
Zur Untersuchung des Einflusses von mechanischer Stimulation und der Aktivie-

rung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die Gen- und Proteinex-

pression von adipogenen und mit der Osteogenese assoziierten Markergenen 
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wurden C3H10T1/2-Zellen während der 5-tägigen Kultur in adipogenen Differen-

zierungsmedium täglich mechanisch stimuliert und das Medium mit dem Wnt/β-

Catenin-Signalwegaktivator SB415286 versetzt. Nach der letzten mechanischen 

Stimulation wurde die Genexpression mittels Real-Time RT-PCR und die Protein-

expression mittels Western Blotting untersucht. 

Als adipogene Marker dienten Cebpα (CCAAT/enhancer-binding protein alpha) 

und Pparγ (peroxisome proliferator-activated receptor gamma). Der Transkripti-

onsfaktor Pparγ gehört zur Superfamilie der Kernrezeptoren und ist für die 

Adipogenese, aber auch für die Aktivität und Vitalität reifer Adipozyten essentiell 

(Rosen and MacDougald 2006). Eine Vielzahl an adipogenen Genen wird durch 

Pparγ reguliert, unter anderen Adipsin, Lipoprotein-Lipase (LPL), AP2 

(Adipozytprotein 2) und PEPCK (Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase) (Hu et al. 

1996, Tontonoz, Hu and Spiegelman 1995b). AP2, Adipsin und LPL sind wichtig 

für die adipogene Differenzierung (Hu et al. 1996). PEPCK hingegen ist essentiell 

für die adipogene Glyceroneogenese (Tontonoz et al. 1995a). Der Transkriptions-

faktor Cebpα gehört zu der CCAAT/enhancer-binding protein alpha-Familie und ist 

wichtig bei der adipogenen Differenzierung und der Lipidakkumulation (Flodby et 

al. 1996, Lin and Lane 1992, Lin and Lane 1994). Cebpα reguliert ebenfalls die 

Expression von AP2, aber auch die Expression von Genen wie GLUT4 

(Glukosetransporter 4) und SCD1 (Stearoyl-CoA-Desaturase 1), die am Zellmeta-

bolismus von Adipozyten beteiligt sind (Cheneval et al. 1991, Kaestner, Christy 

and Lane 1990). Sowohl Pparγ als auch Cebpα nehmen also eine Schlüsselrolle 

bei der Adipogenese ein. Außerdem wird Pparγ sowohl durch mechanische Belas-

tung als auch durch die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs 

inhibiert und somit auch die Adipogenese gehemmt (Ross et al. 2000, Sen et al. 

2008). Für Cebpα wurde bisher nur die Inhibierung durch die Aktivierung des 

Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs gezeigt (Bennett et al. 2002). Aber da 

Sen et al. zeigen konnten, dass die auf die Adipogenese inhibierende Wirkung der 

mechanischen Stimulation durch die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs vermittelt wird (Sen et al. 2008), lag die Vermutung nahe, 

dass auch Cebpα durch mechanische Stimulation inhibiert wird. 

Als mit der Osteogenese assoziierte Marker wurden in der vorliegenden Studie 

Runx2 (Runt-related transcription factor 2), Cox-2 (Cyclooxygenase-2) und Cyr61 

(cystein-rich angiogenic inducer 61) verwendet. Diese drei Faktoren sind an der 

Antwort auf mechanische Stimulation beteiligt (Bakker, Klein-Nulend and Burger 
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2003, Chaqour and Goppelt-Struebe 2006, Franceschi and Xiao 2003, Kanno et al. 

2005), sensitiv für Wnt/β-Catenin-Aktivierung (Araki et al. 2003, Gaur et al. 2005, 

Si et al. 2006) und sind an Signalwegen, die die Osteoblastogenese beeinflussen, 

beteiligt. Der Transkriptionsfaktor Runx2 wird während der frühen Phase der 

osteogenen Differenzierung mesenchymaler Stammzellen exprimiert und ist es-

sentiell für die Knochenformation (Ducy et al. 1997, Marie 2008, Otto et al. 1997). 

Runx2 beeinflusst die Knochenformation durch Bindung an seine Erkennungsse-

quenz OSE2, die in der Promotorregion aller wichtigen osteogenen Marker wie 

zum Beispiel Osteocalcin, α1-Kette von Kollagen I, BSP und Osteopontin, zu fin-

den ist (Ducy et al. 1997, Marie 2008). Wie schon in Kapitel 4.2.3 erläutert, kataly-

siert Cox-2 zwei essentielle Schritte bei der Prostaglandinsynthese (Simmons et al. 

2004). In mesenchymalen Stammzellen zeigten Zhang et al., dass PGE2 die 

osteogene Differenzierung stimuliert, indem es Cbfa1 (Runx-2) und Osterix indu-

ziert (Zhang et al. 2002). Cyr61, das sezernierte Signalprotein der extrazellulären 

Matrix, ist an der Proliferation, Migration und Differenzierung von MSCs zu 

Osteoblasten beteiligt (Schutze et al. 2005, Schutze et al. 2007). 

Darüber hinaus wurde für Liganden und Rezeptoren sowohl des nicht-

kanonischen als auch des kanonischen Wnt-Signaltransduktionswegs gezeigt, 

dass sie die Differenzierung von MSCs beeinflussen. Wnt10b, ein Ligand des 

Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs, fördert die Osteoblastogenese, indem es 

die osteogenen Transkriptionsfaktoren Runx2, Dlx5 und Osterix induziert und die 

adipogenen Transkriptionsfaktoren Cebpα und Pparγ hemmt (Bennett et al. 2002). 

Wnt5a hingegen gilt als Ligand des nicht-kanonischen Wnt-Signaltransduktions-

wegs und induziert durch die Aktivierung des nicht-kanonischen Wnt/Ca2+-

Signalwegs die Hemmung der Transkription von Pparγ (Takada et al. 2007). Au-

ßerdem zeigten Boland et al., dass Wnt5a die Osteoblastogenese fördert (Boland et 

al. 2004). Fzd2 ist ein Rezeptor, der sowohl am nicht-kanonischen als auch am ka-

nonischen Wnt-Signaltransduktionsweg beteiligt ist (Sato et al. 2010), und ist an der 

Inhibierung der Adipogenese über nicht-kanonische Mechanismen beteiligt (Kennell 

and MacDougald 2005). Ror2 gilt als klassischer Rezeptor des nicht-kanonischen 

Wnt-Signaltransduktionswegs, wird durch Wnt5a aktiviert (Liu et al. 2008) und 

scheint an der Regulierung der osteogenen Differenzierung beteiligt zu sein 

(Arnsdorf, Tummala and Jacobs 2009a). 

Die Histon3-Lysin9-Methyltransferase Setdb1 vermittelt die Wirkung des nicht-

kanonischen Wnt/Ca2+-Signalwegs auf die Differenzierung von MSCs, indem sie 
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die Transkription von Pparγ durch Methylierung hemmt (Takada et al. 2007). 

Takada et al. zeigten, dass Wnt5a die CaMKII (Ca2+- und Calmodulin-abhängige 

Kinase II) aktiviert, die dann den Komplex aus Tak1 (transforming growth factor 

beta-activated kinase 1) und Tab2 (Tak1-binding protein 2) aktiviert. Dieser Kom-

plex aktiviert die Nlk (nemo-like kinase), welche dann Setdb1 phosphoryliert 

(Takada et al. 2007). Dadurch bildet Setdb1 mit Chd7 (chromodomain-helicase-

DNA-binding protein 7) einen Komplex, der die Pparγ-Transkription hemmt. 

Schließlich wurde in der vorliegenden Arbeit der Phosphorylierungsstatus von β-

Catenin nach mechanischer Stimulation und SB415286-Behandlung untersucht. 

β-Catenin spielt eine Schlüsselrolle im Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg: 

Durch Dephosphorylierung an Serin 37 und Threonin 41 wird β-Catenin vor dem 

proteosomalen Abbau geschützt und kann sich somit anreichern und in den Zell-

kern translozieren, wo es zusammen mit Tcf/Lef-Transkriptionsfaktoren die Trans-

kription Wnt/β-Catenin-responsiver Gene reguliert (Niehrs 2012). 

Durch mechanische Stimulation wurde die Genexpression der adipogenen Marker 

Cebpα und Pparγ herunter reguliert und die der mit der Osteogenese assoziierten 

Marker Runx2, Cox-2 und Cyr61 hochreguliert (Abbildung 3.12). David et al. zeig-

ten in vivo, dass vermehrte Bewegung den Fettanteil im Knochenmark von Ratten 

reduzierte (David et al. 2007). In den anschließenden in vitro Experimenten fanden 

sie heraus, dass zyklische Dehnung die Proteinexpression von Runx2 erhöhte und 

von Pparγ verminderte. 

In der vorliegenden Studie war die Proteinexpression von Runx2 und Cyr61 nach 

mechanischer Stimulation erhöht. Die von Pparγ und Cebpα war zudem unter-

suchten Zeitpunkt unverändert (Abbildung 3.14). Sen et al. zeigten, dass die Re-

gulation der Proteinexpression von Pparγ durch mechanische Stimulation durch 

die Dauer und die Art der Stimulation beeinflusst wird und ob die mechanische 

Stimulation durch Pausen unterbrochen wird oder nicht (Sen et al. 2011). Sie fan-

den nach 20 min täglicher mechanischer Stimulation über 7 Tage keine Verringe-

rung der Pparγ-Proteinexpression in C3H10T1/2-Zellen und nach 40 min eine 

schwache Herunterregulation, jedoch nach zweimal 20 min mechanischer Stimula-

tion mit 6-stündiger Pause dazwischen eine deutliche Herunterregulation. Für Cox-

2 konnte keine Erhöhung der Proteinexpression nach mechanischer Stimulation 

detektiert werden. In der Literatur wurde die Erhöhung der Cox-2-Expression 

durch mechanische Stimulation jedoch schon mehrfach gezeigt (Kawata and 

Mikuni-Takagaki 1998, Ogasawara et al. 2001, Wagner 2011). Allerdings zeigten 
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Ogasawara et al., dass diese mechanisch induzierte Cox-2-Expression zeitabhän-

gig ist (Ogasawara et al. 2001). Sie fanden erst 6 h nach mechanischer Stimulati-

on in MC3T3-E1-Zellen eine Erhöhung der Proteinexpression von Cox-2 durch 

mechanische Stimulation. In der vorliegenden Studie wurde die Proteinexpression 

jedoch bereits nach 30 min mechanischer Stimulation untersucht. 

Zudem scheint bei der Transformation des mechanischen Stimulus in ein bioche-

misches, intrazelluläres Signal, welches dann die Genexpression der beteiligten 

Zielgene induziert, der Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg eine entscheidende 

Rolle zu spielen. Case et al. und Sen et al. zeigten, dass in vitro bei mechanischer 

Stimulation durch die Aktivierung von Akt die Gsk-3β inhibiert und dadurch β-

Catenin aktiviert wird (Case et al. 2011, Sen et al. 2008). In der Studie von Sen et 

al. wurde in diesem Zusammenhang eine verminderte Lipidvakuolenbildung und 

eine Herunterregulation der Genexpression von adipogenen Markern wie Pparγ 

nach mechanischer Stimulation gezeigt. Die Genexpression des osteogenen Mar-

kers Runx2 wurde durch mechanische Stimulation jedoch nicht wie in der vorlie-

genden Studie erhöht. Dieser Unterschied könnte durch die verschiedenen Belas-

tungsprotokolle zustande gekommen sein. Sen et al. stimulierten an 5 aufeinan-

derfolgenden Tagen mit einer Dehnungsamplitude von 2% und einer Frequenz 

von 10 Zyklen pro Minute (0,17 Hz) für insgesamt 3600 Zyklen (6 h). In der vorlie-

genden Studie wurde mit derselben Dehnungsamplitude stimuliert, aber bei einer 

Frequenz von 1 Hz für 30 min. Für alle drei Einstellungsparameter gibt es ein Opti-

mum bei dem man eine maximale osteogene Antwort erzielt. Bride und Silva fassten 

aus einer Vielzahl von in vivo-Studien zur mechanischen Stimulation der Knochen-

formation zusammen, dass sehr geringe Frequenzen unter 1 Hz nur eine sehr gerin-

ge osteogene Antwort auslösen und es schon nach wenigen Zyklen zu einer Desen-

sibilisierung gegenüber dem mechanischen Stimulus kommt (McBride and Silva 

2012), sodass die Frequenz in der Studie von Sen et al. möglicherweise zu niedrig 

gewählt war und die Zyklenanzahl zu hoch. 

Die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs mit SB415286 wirkte 

inhibierend auf die Genexpression der adipogenen Marker Pparγ und Cebpα und 

stimulierend auf die der mit der Osteogenese assoziierten Marker Runx2, Cox-2 

und Cyr61. Auch Ross et al. zeigten, dass durch die Aktivierung des Wnt/β-

Catenin-Signaltransduktionswegs die adipogene Differenzierung von Präadipozyten 

durch Inhibierung von Cebpα und Pparγ gehemmt wurde (Ross et al. 2000). Sie 

schlossen daraus, dass die Zellen durch die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-
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Signaltransduktionswegs in einem undifferenzierten Stadium gehalten wurden. Sie 

untersuchten aber nicht den Einfluss der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs auf osteogene oder mit der Osteogenese assoziierte 

Markergene. Gaur et al. hingegen untersuchte den Einfluss der Aktivierung des 

Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die osteogene Differenzierung in vivo 

und in den präosteoblastären MC3T3-E1-Zellen (Gaur et al. 2005). Sie konnten 

zeigen, dass Runx2 durch den Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg direkt regu-

liert wird und ein Ziel von β-Catenin und Tcf1 ist, über das die Knochenformation 

stimuliert wird. Auch für die mit der Osteogenese assoziierten Marker Cox-2 und 

Cyr61 konnte bereits gezeigt werden, dass sie durch die Aktivierung des Wnt/β-

Catenin-Signaltransduktionswegs induzierbar sind. Araki et al. zeigten in Krebszel-

len, dass die Expression von Cox-2 durch β-Catenin induziert wurde und fanden 

eine Tcf4-Bindungsstelle im Promotor von Cox-2 (Araki et al. 2003). Des Weiteren 

konnten Yun et al. eine synergistische Hochregulation der Cox-2-Expression durch 

Lef1 und β-Catenin zeigen (Yun and Im 2007). Auch Cyr61 ist ein direktes Ziel des 

Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs und spielt eine wichtige Rolle bei der 

durch Wnt3a induzierten osteogenen Differenzierung von MSCs (Si et al. 2006). 

Die Autoren zeigten, dass Wnt3a die Alkalische Phosphatase aktivierte und dabei 

auch die Expression von Cyr61 erhöht wurde. Die Inhibierung der Cyr61-

Expression hingegen hemmte die Wnt3a-induzierte osteogene Differenzierung. 

Auch für Cyr61 wurde nachgewiesen, dass nach Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs β-Catenin an den Promotor von Cyr61 bindet und so 

vermutlich die Expression von Cyr61 induziert. 

Die in der vorliegenden Studie gezeigten Genexpressionsergebnisse für die Regu-

lation adipogener und mit der Osteogenese assoziierter Marker durch die Aktivie-

rung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs ließen sich auf Proteinexpressi-

onsebene größtenteils bestätigen. Die Proteinexpression von Cox-2 wurde jedoch 

durch die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs zu dem in der 

vorliegenden Studie untersuchten Zeitpunkt nicht hochreguliert. Vermutlich ist die 

Regulation der Proteinexpression von Cox-2 durch SB415286 wie die durch me-

chanische Belastung zeitabhängig (Ogasawara et al. 2001). 

Jedoch nur Robinson et al. untersuchten bisher den Einfluss der Interaktion von 

mechanischer Stimulation und der Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduk-

tionswegs auf die Genexpression mechanosensitiver und Wnt-responsiver Gene 

(Robinson et al. 2006). Sie zeigten unter anderem einen sensibilisierenden Effekt 
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durch Gsk-3β-Inhibierung auf die mechanische Aktivierung von Cox-2, Wnt10b 

und Fzd2. In der vorliegenden Studie konnte ein sensibilisierender Effekt der Akti-

vierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte 

Expression der mit der Osteogenese assoziierten Marker Runx2, Cox-2 und Cyr61 

gezeigt werden. 

Die Herunterregulation der Proteinexpression der adipogenen Marker Cebpα und 

Pparγ durch die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs wurde 

durch zusätzliche mechanische Stimulation zu dem untersuchten Zeitpunkt und mit 

dem verwendeten Stimulationsprotokoll jedoch nicht beeinflusst. Eine Anpassung 

des mechanischen Stimulationsprotokolls könnte jedoch möglicherweise die Unter-

suchung des Einflusses von mechanischer Stimulation auf die Aktivierung des 

Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs ermöglichen (Sen et al. 2011). 

Der beobachtete sensibilisierende Effekt auf die mit der Osteogenese assoziierten 

Marker legt nahe, dass neben dem Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg noch 

andere Signalwege, wie zum Beispiel der durch Wnt5a induzierte nicht-

kanonische Wnt-Signaltransduktionsweg, an der Übertragung eines mechani-

schen Reizes beteiligt sein könnten. 

Wnt10b, ein spezifischer Wnt-Ligand des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs, 

hemmt die Adipogenese und fördert die Osteogenese. Ross et al. zeigten, dass 

Wnt10b während der adipogenen Differenzierung von Präadipozyten herunter-

reguliert wurde und, wenn ektopisch exprimiert, es durch Stabilisierung von freiem, 

zytosolischem β-Catenin die Adipogenese hemmte (Ross et al. 2000). Bennett et 

al. zeigten im transgenen Mausmodell, dass die Überexpression von Wnt10b im 

Knochenmark die Knochenmasse erhöhte (Bennett et al. 2002). In vitro zeigten sie, 

dass Wnt10b die osteogene Differenzierung der stromalen Zelllinie ST2 förderte, 

indem es Runx2 induzierte und Cebpα und Pparγ hemmte. Aufgrund seiner hem-

menden Wirkung auf die Adipogenese und seiner fördernden Wirkung auf die 

Osteoblastogenese wurde in der vorliegenden Studie die Regulation der Genex-

pression von Wnt10b durch mechanische Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-

Catenin-Signaltransduktionswegs untersucht (Abbildung 3.13). Die Genexpression 

von Wnt10b wurde durch die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs signifikant erhöht, durch mechanische Stimulation hin-

gegen nur tendenziell. Die durch die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs induzierte Genexpression wurde tendenziell durch me-

chanische Stimulation erhöht. Die Genexpression von Wnt10b wird also durch die 
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Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs induziert. Mechanische 

Stimulation aktiviert den Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg leicht, aber in ei-

nem viel geringeren Ausmaß als die spezifische Inhibierung der Gsk-3β mit 

SB415286. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie und die der oben zitierten Ar-

beiten von Ross et al. und Bennett et al. lassen also vermuten (Bennett et al. 2002, 

Ross et al. 2000), dass Wnt10b nach Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs transkripiert wird und das Protein dann durch Bindung an 

Wnt-Rezeptoren wie Fzd2 und Lrp5/6 das Ausgangssignal wie zum Beispiel einen 

mechanischen Stimulus potenziert. 

Diese Vermutung wird durch die in der vorliegenden Studie beobachtete Erhöhung 

der Genexpression von Fzd2 durch mechanische Stimulation und Aktivierung des 

Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs unterstützt (Abbildung 3.13). Außerdem 

zeigten Bennett et al., dass Fzd2 in Präadipozyten stark exprimiert ist und dessen 

Geneexpression während der adipogenen Differenzierung gehemmt wird (Bennett 

et al. 2002). Daraus schlossen sie, dass der Rezeptor Fzd2 an der Inhibierung der 

Adipogenese von MSCs durch Wnt10b beteiligt ist. Später fanden Kennell et al. 

heraus, dass Fzd2 die Adipogenese über einen β-Catenin-unabhängigen Signal-

weg hemmt, vermutlich unter Beteiligung von Calcineurin (Kennell and 

MacDougald 2005). Calcineurin wiederum ist an dem nicht-kanonischen Wnt/Ca2+-

Signaltransduktionsweg beteiligt, der durch Wnt5a aktiviert wird (Niehrs 2012). 

Die Genexpressionen des dem nicht-kanonischen Wnt-Signaltransduktionsweg 

zugeordneten Liganden Wnt5a und seines Rezeptors Ror2 wurden sowohl durch 

mechanische Belastung als auch durch SB415286 erhöht (Abbildung 3.13). Be-

reits Arnsdorf et al. postulierten die Beteiligung von Wnt5a und Ror2 an der me-

chanisch induzierten osteogenen Differenzierung (Arnsdorf et al. 2009a). Sie zeig-

ten, dass in C3H10T1/2-Zellen die Genexpression beider Gene durch fluid flow 

erhöht wird. Wnt5a und Ror2 wiederum können den RhoA-Signalweg aktivieren, 

der eine wichtige Rolle bei der mechanischen Induzierung der osteogenen Diffe-

renzierung spielt (Arnsdorf et al. 2009b, Shi et al. 2012). Die erhöhte Genexpres-

sion von Wnt5a und Ror2 durch Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs mit dem Gsk-3β-Inhibitor SB415286 in der vorliegenden 

Studie zeigt, dass es eine Interaktion zwischen dem Wnt/β-Catenin- und dem 

nicht-kanonischen Wnt-Signaltransduktionsweg geben muss. In diesem Zusam-

menhang sind die Ergebnisse von Boland et al. sehr interessant (Boland et al. 

2004). Sie zeigten, dass Wnt3a über den β-Catenin-Tcf-Signalweg die Proliferati-
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on von MSCs förderte und deren osteogene Differenzierung reversibel hemmte. 

Wnt5a hingegen hatte kaum Einfluss auf die Proliferation, förderte aber die 

osteogene Differenzierung. Darüber hinaus wurde die Ror2-Expression während 

der osteogenen Differenzierung signifikant erhöht. Es scheint also einen „Schal-

ter“ vom Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg zum nicht-kanonischen Wnt-

Signaltransduktionsweg zu geben, der den Übergang der MSCs vom Proliferati-

onsstadium in die osteogene Differenzierung kontrolliert. Für diesen Übergang 

könnte die in der vorliegenden Studie beobachtete erhöhte Genexpression von 

Wnt5a und Ror2 durch die Aktivierung von β-Catenin der erste Schritt sein. 

Die Histon3-Lysin9-Methyltransferase Setdb1 führt als downstream-target von 

Wnt5a die Inhibierung der Transkription von Pparγ durch Histon-Methylierung aus 

und ist somit unmittelbar an der Inhibierung der Adipogenese beteiligt (Takada et 

al. 2007). In der vorliegenden Studie wurde die Genexpression von Setdb1 sowohl 

durch mechanische Stimulation als auch durch Aktivierung des Wnt/β-Catenin-

Signaltransduktionswegs erhöht. Dies ist ein weiterer Beleg dafür, dass der nicht-

kanonische Wnt-Signaltransduktionsweg sowohl durch mechanische Stimulation 

als auch durch Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs aktiviert 

wird und damit an der Regulation der Differenzierung von MSCs beteiligt ist. 

β-Catenin, das Schlüsselprotein des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs, 

wurde wie erwartet durch mechanische Stimulation und Behandlung mit 

SB415286 vermehrt durch Dephosphorylierung aktiviert, während die Proteinex-

pression des allgemeinen β-Catenins unverändert blieb (Abbildung 3.15). Auch 

Armstrong et al. zeigten, dass mechanische Stimulation und Aktivierung des 

Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs zur Dephosphorylierung von β-Catenin in 

osteoblastären Zellen führten (Armstrong et al. 2007). Die Aktivierung durch me-

chanische Stimulation war zwischen 1 h und 3 h am stärksten. Während dieser 

Zeitspanne konnten die Autoren auch eine Translokation von β-Catenin in den 

Zellkern beobachten. Die Tcf/Lef-Reporteraktivität wurde ebenfalls durch mecha-

nische Stimulation erhöht. 

 

4.3.3 Einfluss von mechanischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-
Catenin-Signaltransduktionswegs auf den Methylierungsstatus des Pparγ-
Promotors unter adipogenen Bedingungen 
Um den Methylierungsstatus des Pparγ-Promotors (Zhu et al. 1995) nach mecha-

nischer Stimulation und Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs 
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mit SB415286 zu untersuchen, wurde nach der Bisulfitmodifizierung eine 

methylierungsspezifische PCR (MSP) und eine Bisulfit-Sequenzierung-PCR (BSP) 

durchgeführt. 

Die Methylierung des Pparγ-Promotors ist ein Mechanismus, durch den die Trans-

kription von Pparγ gehemmt wird (Takada et al. 2007). Doch in der vorliegenden 

Studie konnte mittels MSP, bei der die Primer spezifisch an methylierte CG-

Dinukleotide (MF/MR-Primerpaar) bzw. an die entsprechenden nicht-methylierten 

CG-Dinukleotide (UF/UR-Primerpaar) binden (Shiraz 2012), keine Erhöhung des 

Methylierungsstatus durch mechanische Belastung und Behandlung mit 

SB415286 im Vergleich zur Behandlungskontrolle nachgewiesen werden (Abbil-

dung 3.16). Auch mittels BSP, bei der eine ganze CpG-Insel untersucht wurde 

(Shiraz 2012), konnte keine Erhöhung des Methylierungsstatus durch die Behandlung 

mit SB415286 im Vergleich zur Behandlungskontrolle nachgewiesen werden. 

Für die Unterschiede zwischen der Literatur (Fujiki et al. 2009) und der vorliegenden 

Studie könnte es verschiedene Ursachen geben. Die einfachste Erklärung wäre, dass 

die in der vorliegenden Studie untersuchte CpG-Insel nicht an der Regulierung der 

Pparγ-Transkription durch Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktions-

wegs beteiligt war. Denn Fujiki et al. zeigten in der präadipozytären Zelllinie 3T3-

L1, dass die Methylierung des Pparγ-Promotors während der adipogenen Diffe-

renzierung abnahm (Fujiki et al. 2009). Leider war in der Studie nicht, wie zum 

Beispiel durch die Angabe einer NCBI-Referenzsequenz, eindeutig beschrieben, 

welche Promotorregionen genau untersucht wurden. Damit war ein direkter Ver-

gleich mit der vorliegenden Studie nicht möglich. 

Darüber hinaus sind die MSP und BSP sehr sensible aber auch sehr fehleranfälli-

ge Methoden. So könnte eine nicht vollständige Bisulfitmodifizierung zu einem fal-

schen Ergebnis geführt haben (Patterson et al. 2011). Außerdem ist die 

bisulfitmodifizierte DNA durch den hohen A/T-Anteil sehr schwer zu sequenzieren 

(Li and Dahiya 2002). Eine weitere Fehlerquelle ist die Stichprobenanzahl. Umso 

höher die Anzahl der Wiederholungen pro Primerpaar gewählt wurde, desto zuver-

lässiger ist das Endergebnis: So wurden in der vorliegenden Studie lediglich 2 

Klonierungsansätze verwendet, während zum Beispiel Fujiki et al. 8 Klonierungs-

ansätze verwendete (Fujiki et al. 2009). 

Es wäre also durchaus interessant weitere CpG-Inseln zu untersuchen und dann 

die Anzahl der Klonierungsansätze zu erhöhen. Außerdem sollten Kontrollen, um 

eine erfolgreiche Bisulfitmodifizierung zu belegen, verwendet werden. 
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4.4 Schlussfolgerung 
Sowohl die Aktivierung des Wnt/β-Catenin- als auch die des ER-Signaltransduk-

tionsweg erhöhten die mechanisch induzierte, kortikale Knochenformation und 

stimulierten zelluläre Prozesse, die an der mechanisch induzierten Osteogenese 

beteiligt sind. Bei gleichzeitiger Aktivierung dieser beiden Signaltransduktionswege 

wurde dieser fördernde Effekt aufgehoben. Diese Ergebnisse lassen vermuten, 

dass die Interaktion dieser beiden Signaltransduktionswege ein Mechanismus ist, 

durch den der gesunde Knochen sehr fein abgestimmt auf wechselnde mechani-

sche Ansprüche reagieren kann. 

Weiterführende Untersuchungen sind nötig, um die Mechanismen dieser Interakti-

on besser zu verstehen. So könnte zum Bespiel die immunhistochemische Unter-

suchung der Verteilung und Konzentration von ERα und ERβ in den Osteoblasten 

und Osteozyten in den in der vorliegenden Studie untersuchten Behandlungs-

gruppen weiteren Aufschluss über den hier beobachteten Effekt der Östrogen-

Applikation 4 Wochen nach Ovarektomie geben. Des weiteren könnte die Isolation 

von mRNA aus Osteoblasten und Osteozyten aus dem Bereich der Ulna, in dem 

die Knochenformation beobachtet wurde, und deren Untersuchung auf differenziell 

exprimierte, an der mechanisch induzierten Osteogenese beteiligte Gene die Re-

gulation dieser Gene in den verschiedenen Behandlungsgruppen aufdecken. 

Erste Hinweise auf die zugrundeliegenden zellulären Prozesse lieferten die in vit-

ro-Experimente in der präosteoblastären Zelllinie MC3T3-E1. Doch auch hier sind 

weiterführende Experimente nötig. Ein wichtiger Ansatz ist zum Beispiel der 

Nachweis der in der vorliegenden Arbeit vermuteten Zeitabhängigkeit bei dem Ein-

fluss der Interaktion von mechanischer Stimulation, Wnt/β-Catenin- und ER-

Signaltransduktionsweg auf die Expression der hier untersuchten Gene mit Hilfe 

von Zeitversuchen. 

Die Untersuchungen der Expression von Genen des kanonischen und des nicht-

kanonischen Wnt-Signaltransduktionsweg lassen eine komplexe Interaktion dieser 

Signalwege bei der Regulation der Differenzierung von MSCs vermuten. Hierbei 

könnte der Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg die osteogene Differenzierung 

einleiten und der durch Wnt5a aktivierte nicht-kanonische Wnt-Signaltransduk-

tionsweg für die spätere osteogene Differenzierung essenziell sein. Zur näheren 

Beleuchtung dieser Interaktion wären fortführende Experimente, wie zum Beispiel 

die Untersuchung der Gene Wnt5a und Ror2 auf Tcf-Bindungsstellen, interessant. 
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Auch weiterführende Experimente mit spezifischen Aktivatoren des nicht-

kanonischen Wnt-Signaltransduktionswegs könnten zur näheren Beleuchtung dieser 

Interaktion beitragen. Des Weiteren wäre es interessant die ersten Untersuchun-

gen zur DNA-Methylierung des adipogenen Markers Pparγ durch die Untersu-

chung weiterer CpG-Inseln im Pparγ-Promotor zu ergänzen. 

 



Zusammenfassung & Ausblick 

 113 

5 Zusammenfassung 
Das Ziel der vorliegenden Studie war die in vivo-Untersuchung des Einflusses der 

Interaktion des ER- und des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs auf die mecha-

nische Regulation der Knochenmasse und die Aufdeckung möglicher zugrundelie-

gender, zellulärer Mechanismen in vitro. 

Hierfür wurde in vivo zur mechanischen Stimulation das nicht invasive Ulna-

Belastungsmodell in der ovarektomierten Maus verwendet und die Signaltrans-

duktionswege wurden mit einem Wnt/β-Catenin-Signalwegaktivator bzw. mit Östro-

gen aktiviert. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Aktivierung des Wnt/β-

Catenin- als auch die des ER-Signaltransduktionswegs einen sensibilisierenden Ef-

fekt auf die mechanisch induzierte, kortikale Knochenformation hatte. Die Komplexität 

der Interaktion zwischen mechanischer Stimulation, dem Wnt/β-Catenin- und dem 

ER-Signaltransduktionsweg konnte vor allem an der periostalen Knochenoberfläche 

gezeigt werden. Denn eine bedeutende und zuvor in der Literatur noch nicht be-

schriebene Beobachtung war, das Östrogen 4 Wochen nach Ovarektomie die me-

chanisch induzierte Knochenformation förderte. Der durch die Ovarektomie induzierte 

Östrogenmangel schien die knochenbildenden Zellen für die Östrogenbehandlung 

sensibilisiert zu haben. Bei gleichzeitiger Applikation hatten Östrogen und der Wnt/β-

Catenin-Signalwegaktivator in den ovarektomierten Mäusen keinen sensibilisieren-

den Effekt mehr auf die periostale, mechanisch induzierte Knochenformation. Die 

Interaktion des Wnt/β-Catenin- und des ER-Signaltransduktionswegs hatte also 

vermutlich zu einem negative feedback geführt. 

Zur Aufdeckung möglicher zellulärer Mechanismen, die diesem negative feedback 

zugrunde gelegen haben könnten, wurde der Einfluss der Interaktion des Wnt/β-

Catenin- und des ER-Signaltransduktionswegs auf die mechanisch induzierte 

osteogene Antwort von osteoblastären Zellen in vitro näher beleuchtet. Untersucht 

wurden die Proteinkomplexbildung aus ERα und β-Catenin, die Reporteraktivität 

des Wnt-responsiven Topflash-Plasmids sowie der Transkription früh-responsiver, 

mit der Osteogenese assoziierter Gene in der präosteoblastären Zelllinie MC3T3-

E1. Es konnte gezeigt werden, dass durch mechanische Stimulation sowie die 

Aktivierung des Wnt/β-Catenin- und des ER-Signaltransduktionswegs eine kom-

plexe Interaktion zur Feinregulation der zellulären, an der Mechanotransduktion 

beteiligten Prozesse stattfindet. Auch hier schien die Aktivierung des Wnt/β-

Catenin- und des ER-Signaltransduktionswegs jeweils zu einer Sensibilisierung 

der untersuchten zellulären Prozesse zu führen, während deren gleichzeitige Akti-
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vierung zu einem negative feedback geführt zu haben schien. Dieses negative 

feedback war jedoch nicht auf Genexpressionsebene zu beobachten. Es wäre in-

teressant dieses Ergebnis in weiterführenden Versuchen näher zu beleuchten. 

Zusätzlich wurde der Einfluss der Interaktion zwischen mechanischer Stimulation 

und dem Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionsweg auf die Differenzierung 

mesenchymaler Stammzellen untersucht. Mittels der Versuche in den 

mesenchymalen Stammzellen C3H10T1/2 konnte gezeigt werden, dass die Akti-

vierung des Wnt/β-Catenin-Signaltransduktionswegs eine sensibilisierende Wir-

kung auf die Inhibierung der Adipogenese und auf die Aktivierung der Expression 

von mit der Osteogenese assoziierten Genen hatte. Außerdem lassen die Unter-

suchungen der Expression von Genen des kanonischen und des nicht-

kanonischen Wnt-Signaltransduktionswegs eine komplexe Interaktion dieser Sig-

nalwege bei der Regulation der Differenzierung von MSCs vermuten. Hierbei 

scheint der nicht-kanonische Wnt-Ligand Wnt5a eine Rolle zu spielen. 

Abschließend lieferten die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit neue Belege 

dafür, dass die Interaktion des Wnt/β-Catenin- und des ER-Signaltransduktions-

wegs ein wichtiger Mechanismus in der komplexen und fein abgestimmten Antwort 

des Knochens auf wechselnde mechanische Beanspruchungen ist. 
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