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Ich hebe meine Augen auf zu den Bergen. Woher kommt mir Hilfe?
Meine Hilfe kommt vom HERRN, der Himmel und Erde gemacht hat.

Lutherbibel 2017, Psalm 121, 1-2
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1 Einleitung

1.1 Knochenaufbau

Um unterschiedlichen mechanischen Belastungen standhalten zu kénnen, mussen Knochen
folgende Eigenschaften besitzen: Starke, Steifheit, Flexibilitdt und Dehnbarkeit (1). Die
Zusammensetzung des Knochengewebes spiegelt diese Anforderungen wider. Es besteht aus
mineralisierter Extrazellularmatrix (EZM) und verschiedenen Zelltypen, im wesentlichen
Osteoklasten, Osteoblasten und Osteozyten. Die EZM wird vor allem von Kollagenfibrillen und
Hydroxyapatit-Kristallen gebildet, was dem Knochen eine besondere ,Biegefestigkeit
verleiht. Er ist sowohl druck- als auch zugfest. Im reifen Knochen lagern sich die
Kollagenfibrillen der EZM in Lamellen an. Zwischen zwei Knochenlamellen liegen in
linsenformigen Lakunen Osteozyten, die ,Hauptzellen” des Knochens. Durch eine
unterschiedliche Anordnung der Lamellen entstehen die beiden Knochenformen Spongiosa und
Compacta. Eine flachige Anordnung und Organisation der Knochenlamellen in trabekuldren
Strukturen ist bezeichnend flir Spongiosa. Die konzentrische Anordnung der Lamellen um ein
Havers-Blutgefal? ist der Grundbaustein der stabilen Compacta. Beide Bauformen finden sich
in der Architektur des Knochens: Im Inneren liegt Spongiosa, wobei die Hohlrdume zwischen
den Trabekeln mit Knochenmark gefillt sind. Die Rindenschicht (Corticalis) des Knochens
besteht aus Compacta und ist von einer dinnen Haut, dem Periost, (iberzogen. Auch die
Innenflache des Knochens ist von einer Haut bedeckt, dem Endost. Es umgibt die Trabekel der
Spongiosa und die Wénde des Geféalisystems innerhalb der Compacta. Das Endost wird von
nicht-mineralisierten Kollagenfibrillen, mesenchymalen Stammzellen, Osteoprogenitorzellen,
Osteoblasten und Osteoklasten gebildet. Das auflen am Knochen anliegende Periost gliedert
sich in das aus straffem Bindegewebe bestehende Stratum fibrosum, welches Uber Sharpey-
Fasern in der Corticalis des Knochens verankert ist und in das unmittelbar am Knochen
anliegende Stratum osteogenicum. Letzteres enthalt die gleichen Bestandteile wie das Endost,

sowie zahlreiche GeféalRe und Nerven (2).

1.2 Knochenmetabolismus

Der Skelettknochen steht in fortwéahrender Interaktion mit endogenen und exogenen Einflissen.
Die Anpassung an diese Faktoren zur Erhaltung der Homdostase wird durch das
Zusammenspiel von hoch spezialisierten Knochenzellen, den Osteoblasten, Osteoklasten und

Osteozyten, bewirkt. Sie steuern die Entwicklung des Skeletts wahrend der Wachstumsphase,
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ein Prozess, der sich ,,Modeling” nennt. Im adulten gesunden Knochen findet ebenfalls ein
kontinuierlicher Ersatz “alter” Matrix durch neu synthetisierte Knochenmatrix statt, was als
,Remodeling* bezeichnet wird und der Anpassung an sich verdndernde Beanspruchung sowie
endogene Bedurfnisse dient (3). Beispielsweise bewirkt mechanische Belastung eine reaktive
Knochenneubildung, Umstrukturierung und Trabekelausrichtung (4-6). Eine grobe Schatzung
ist, dass sich das Knochengewebe durch Remodeling etwa alle 10 Jahre einmal ganzlich
erneuert. Vereinfacht lauft der Knochenumbau wie folgt ab: Nach einem endogenen oder
exogenen Stimulus folgt ein Prozess der Knochenresorption, der von Osteoklasten bewirkt
wird. AnschlieRend folgt die Synthese und Ablagerung neuer Knochenmatrix, generiert von
Osteoblasten (3). Die Balance zwischen Resorption und Knochenbildung wird zu einem
Hauptteil durch Osteozyten gesteuert (7).

1.2.1 Differenzierung und Regulierung von Osteoklasten

Osteoklasten entwickeln sich aus der hamatopoetischen Stammzelllinie. Mononukleére
Vorstufen der Granulozyten- beziehungsweise Makrophagenpopulation, werden unter dem
Einfluss des Transkriptionsfaktors PU.1, dem receptor activator of nuclear factor kB ligand
(RANKL) und dem macrophage colony stimulating factor (M-CSF) zu Osteoklastenvorstufen
differenziert. M-CSF regt auBerdem die weitere Entwicklung zu pre-Osteoklasten und die
Hochregulation des receptor activator of nuclear factor kB (RANK) an. Nach der Bindung von
RANKL an seinen Rezeptor RANK, wird eine Fusion der Vorstufen zu funktionellen
mehrkernigen Osteoklasten bewirkt (8,9). RANKL, M-CSF und der l6sliche Decoy-Rezeptor
fur RANKL, Osteoprotegerin (OPG), werden von Osteoblasten produziert, die dadurch Einfluss
auf die Knochenresorption nehmen (6) (Abbildung 1).



7 RANKL
. RANK
B ) iM—CSF
(8) |
Preosteoclast
Q
, 1 O ‘ooo
°a®° KD
o ) (o P O Multinucleated
P it R B Yo osteoclast
/— \* o Yt .:_': y -
= [ooﬁb_ NES M -
& & 5 |
Osteoblasts or bone Bone

Activated
osteoclast

marrow stromal cells

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Osteoklastogenese und deren Regulierung durch Osteoblasten.

Makrophagen-Vorlauferzellen der hdamatopoetischen Stammzelllinie (HSC) differenzieren unter dem Einfluss von
macrophage-colony stimulating factor (M-CSF) und receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)
zu reifen Osteoklasten. M-CSF bewirkt die Hochregulierung von receptor activator of nuclear factor kappa-B
(RANK), dem Rezeptor fiir RANKL. Osteoprotegerin (OPG) kann an RANKL binden und es neutralisieren,
wodurch einerseits die Osteoklastogenese gehemmt und andererseits die Aktivierung reifer Osteoklasten
verhindert wird. (adaptiert aus Boyle et al. (10))

OPG hemmt sowohl die Osteoklastendifferenzierung, als auch die Aktivierung reifer
Osteoklasten und wirkt somit insgesamt inhibierend auf den Knochenabbau (siehe Review (9)).
Der Abbau von Knochen verlauft in mehreren Schritten: Zunachst wird die Knochenmatrix von
Osteoklasten angesduert, um die nicht-organischen Bestandteile des Knochens aufzuldsen.
Anschlielend setzen Osteoklasten lysosomale Enzyme, wie Kathepsin K und Matrix
Metalloproteinase-9 (MMP-9) frei, wodurch die organischen Knochenbestandteile abgebaut
werden. Die entstandenen Fragmente werden durch Endozytose von den Osteoklasten
aufgenommen. Am Ende dieses Resorptionszyklus sterben Osteoklasten durch Apoptose oder

sie verweilen in einem inaktiven Zustand im Endost (2,8).

1.2.2 Entwicklung von Osteoblasten und Enddifferenzierung zu Osteozyten

Osteoblasten entwickeln sich aus mesenchymalen Stammzellen (MSC), welche pluripotent sind
und sich je nach Stimulus zu Adipozyten, Chondrozyten, Fibroblasten, Myoblasten oder

Osteoblasten differenzieren konnen (11,12). Der Wingless-int (Wnt) Signalweg ist fur die



Osteoblastogenese ein zentraler Signaltransduktionsweg. Verschiedene Hormone und
Transkriptionsfaktoren konnen Einfluss auf die Osteoblastendifferenzierung nehmen (12)
(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Osteoblastogenese.

Osteoblasten (OBL) entwickeln sich unter dem Einfluss des Wnt Signalwegs (Wnt10b) aus mesenchymalen
Stammzellen (MSC) zunéachst zu Osteo-/Chondroprogenitorzellen (Osteo/chondro-prog.) und anschlieRend, durch
den Einfluss verschiedener Transkriptionsfaktoren (Runx2, Msx2, DIx-5, B-catenin), zu Osteoprogenitorzellen
(Osteo-prog.). Der Transkriptionsfaktor Osterix stimuliert die weitere Differenzierung zu pre-Osteoblasten (pre-
OBL), welche Alkalische Phosphatase (ALP) und type 1 parathyroid receptor (PTHR1) exprimieren, sowie
Kollagen Typ 1 (Col1Al) sezernieren. Aktive, reife Osteoblasten (Active OBL) schlieRlich sezernieren weitere
Knochenmatrixproteine wie Osteopontin, Osteocalcin, Osteonectin und bone sialoprotein Il (BSPII). (adaptiert
aus Rucci et al. (8))

Reife Osteoblasten Gibernehmen im Knochen eine zentrale anabole Funktion. Sie produzieren
und sezernieren Knochenmatrixproteine und bauen dadurch den Knochen auf. Dartiber hinaus
sind Osteoblasten wesentlich an der Mineralisierung des Osteoids (unverkalkte Matrix)
beteiligt. Sie setzten aus Vesikeln in ihrer Umgebung Phosphate frei, welche zusammen mit
Calcium aus der extrazellularen Flussigkeit Hydroxyapatit-Kristalle bilden (13). Nach
Abschluss der Knochenformation differenzieren Osteoblasten entweder zu Osteozyten, indem
sie in die Knochenmatrix eingebettet werden, zu inaktiven Osteoblasten, die als bone lining

cells (BLC) auf der Knochenoberflache ruhen oder sie sterben durch Apoptose (14).

Mit 90-95% machen Osteozyten den grofiten Anteil an der absoluten Knochenzellzahl aus. Sie
entwickeln sich aus Osteoid-produzierenden Osteoblasten, die wahrend der Ablagerung neuer
Knochenmatrix in die neugebildete EZM eingebettet werden und sich dabei schrittweise zu

Osteozyten differenzieren (15). Die Zellen durchlaufen dabei einen morphologischen Wandel:



Von ehemals polygonalen Zellen entwickeln sie sich zu sternférmigen Osteozyten mit
geringerem Zellvolumen (14,16,17), die viele Jahre in der Knochenmatrix funktionsfahig
bleiben, bis sie nekrotisch, apoptotisch oder im Rahmen von Remodeling-Prozessen durch
Osteoklasten abgebaut werden (16) (Abbildung 3).

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Osteozytendifferenzierung.

Darstellung der schrittweisen Entwicklung von Osteozyten aus Preosteoblasten (1), die zunéchst zu
mineralisierenden Osteoblasten (2) und im Folgenden zu eingebetteten Osteoblasten (3) werden. Anschlielend
differenzieren sie zu Osteoid-Osteozyten (4) und nach einiger Zeit zu mineralisierten Osteozyten (5). Letztlich
haben sie sich zu reifen Osteozyten (6 und 7) differenziert. Die Zellen verandern wéhrend des Reifungsprozesses
sukzessive ihre Morphologie durch eine Reduktion des Volumens und dem Verlust von Zellorganellen. Zugleich
bilden sie zahlreiche Dendriten aus, die fur die interzellulare Kommunikation und die Mechanorezeption
verantwortlich sind. (adaptiert aus Dallas et al. (16))

Osteozyten exprimieren im Verlauf ihrer Entwicklung Gene, die eine Schllsselrolle im
Differenzierungsprozess und in der Osteozytenfunktion spielen. Beispielsweise bewirkt das
Transmembran-Glykoprotein E11/gp38 und die Membran Typ 1 Matrix Metalloproteinase
(MT1-MMP) die Ausbildung von Dendriten und Canaliculi. Dentin matrix protein 1 (DMP1),
matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE), phosphate-regulating gene with homologies
to endopeptidases on the X chromosome (PHEX) und fibroblast growth factor 23 (FGF23) sind
Faktoren, die im Zusammenhang mit Mineralisierung und Phosphatmetabolismus stehen
(18,19). Reife Osteozyten exprimieren groRe Mengen an Sklerostin, das Produkt des SOST-
Gens. Sklerostin antagonisiert die Wirkung von Schlisselaktivatoren des Wnt/R3-catenin

Signalwegs, ndmlich low-density lipoprotein receptor-related protein 5 und 6 (Lrp5 und Lrp6),



und ist somit, ebenso wie Dickkopf-related protein 1 (Dkk1), ein Antagonist in der
Knochenbildung (14,20,21).

1.2.3 Einfluss von Osteozyten auf Osteoblasten und Osteoklasten

Wahrend der Osteoblasteneinbettung im Rahmen der Osteozytogenese werden in der EZM
Lakunen fir die Osteozytenzellkdrper gebildet und Canaliculi fur die dendritischen Fortsatze
(15). Das Dendritennetzwerk der Osteozyten erstreckt sich durch Zell-Zell-Kontakte vom
Knochenmark zu verschiedenen Osteozytenvorstufen, BLC, die an der Knochenoberflache
ruhen und zu Osteoklasten. Durch dieses Netzwerk steuern Osteozyten die
Knochenhomdostase. Sie tun dies durch Sekretion von l6slichen Mediatoren oder durch direkte
Interaktion mit den lokalen Knochenzellen (22,23).

Osteozyten konnen die Aktivitdt von Osteoklasten durch differentielle Expression von
RANKL, OPG und M-CSF regulieren. Exprimieren Osteozyten weniger RANKL oder mehr
OPG, so resultiert daraus eine Zunahme an Knochenmasse (16,24,25). M-CSF wiederum
fordert die Bildung und Reifung von Osteoklasten und damit den Knochenabbau (6).
Osteoblasten werden direkt und indirekt von Osteozyten reguliert. Zum einen bewirkt eine
Aktivierung von Osteoklasten im Zuge des Remodelings auch eine Stimulierung von
Osteoblasten (26). Zum anderen produzieren Osteozyten Faktoren, die stimulierend oder
inhibierend auf Osteoblasten wirken. Von Osteozyten freigesetzte Modulatoren wie
Prostaglandin E2 (PGE>), Insuline-like growth factor-1 (IGF-1), Wnt, Stickstoffmonoxid (NO)
und Adenosintriphosphat (ATP) haben einen stimulierenden Effekt auf die Osteoblastogenese
und Knochenformation (27). Durch Sekretion der Wnt/B-catenin Signalweginhibitoren Dkk1
und Sklerostin hemmen Osteozyten die Osteoblastogenese (20,27,28).

1.3 Lakunocanaliculares System und Fluid Flow Shear Stress

In den vergangenen Jahrzehnten wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt, welche Reize
fir die Knochenformation verantwortlich sind. Weinbaum et al. (29) und Hillsley und Frangos
(30) stellten die These auf, dass der Flussigkeitsstrom im Lakunocanaliculéren System (LCS)
der Stimulus ist, der bei mechanischer Belastung die Adaption des Knochens hervorruft.

Die Hohlrdume des Knochengewebes lassen sich im Wesentlichen in drei Bereiche gliedern:
Das GefaRsystem, zu dem die vertikal verlaufenden Havers-Kandle und die horizontal

verlaufenden Volkmann-Kandle gehoren, die Lakunen und Canaliculi der Osteozyten und die
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Poren zwischen den Hydroxyapatit-Kristallen innerhalb der EZM. Sie alle sind mit Flissigkeit
gefillt (29). Der Durchmesser der Lakunen, in denen die Osteozyten liegen, misst in etwa 15 —
20pum, der Durchmesser der Canaliculi betragt etwa 25-300nm (16). Schatzungen zufolge
macht die Oberflache des LCS im adulten humanen Skelett eine Fldche von 215m2 aus (31).
Ein konstanter Flissigkeitsgrundfluss wird durch den extravaskuldren Druck hervorgerufen.
Wird eine zusétzliche, intermittierende mechanische Belastung ausgeubt, kommt es zu
schnellen Richtungswechseln im Flussigkeitsstrom des LCS, dem sogenannten ,,Fluid Flow*
(29,32). Beim VorbeiflieRen der Flissigkeit an der Osteozytenzellmembran kommt es zu einer
Interaktion mit Oberflachenmolekilen. Es entstehen Scherkrifte, die als ,,Shear Stress®
bezeichnet werden (6,27).

Es wirken zwei Arten von Fluid Flow Shear Stress (FFSS) auf die etwa 42 Milliarden
Osteozyten des menschlichen Skeletts ein: Ein stetiger (,,steady) und ein wirbelnder
(oszillierender) FFSS (31,33). Das LCS der Osteozyten ist neben der interstitiellen Flissigkeit
auch mit Kollagenfibrillen und einer Proteoglykanmatrix gefllt, die mit der Zellmembran der
Osteozyten und den Osteozytendendriten in Verbindung stehen (2,29). Sowohl in priméren
Osteozyten, als auch in der murinen Osteozytenzelllinie MLO-Y4 konnte gezeigt werden, dass
FFSS eine Vielzahl an Reaktionen hervorruft (16) und eine zentrale Rolle im Rahmen der

Mechanorezeption und —transduktion des Knochens spielt (34,35).

1.4 Mechanorezeption und -transduktion von Osteozyten

Osteozyten sind die wichtigsten Mechanosensoren im Knochen. Sie nehmen mechanische
Belastung wahr und reagieren darauf, vereinfacht und zusammenfassend dargestellt, indem sie
die Freisetzung kataboler Molekule herunterregulieren und die Sekretion anaboler Mediatoren
verstéarken (27).

Detaillierter betrachtet reagieren Osteozyten auf einen mechanischen Reiz mit der Sekretion
von Kalziumionen, NO, ATP, PGE> und IGF-1 (16,33,36). AufRerdem wird vermehrt Connexin
43, ein integraler Bestandteil von gap junctions und Hemikanélen exprimiert, beziehungsweise
an die Zelloberflache transloziert, was zu einer gesteigerten Kanalbildung in den Osteozyten
fihrt (32,36,37). Als Reaktion auf die Aktivierung entsprechender Mechanorezeptoren werden
diverse Zielgene des Wnt/BR-catenin Signalwegs reguliert: Unter anderem werden vermehrt
Frizzled (Fz) Transmembranrezeptoren und Wnt-Proteine gebildet und die Expression der

Signaltranduktionsweginhibitoren Sklerostin und Dkk1l wird reduziert (6,38,39). Die
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Genexpression von Osteozytendifferenzierungsmarkern wie MEPE und DMP1 wird von
Osteozyten nach Belastung hochreguliert (40-42).

Die Mechanismen, tber welche Osteozyten eine mechanische Belastung initial wahrnehmen,
sind aktuell noch unvollstéandig erforscht (27,43). Als mogliche Mechanorezeptoren werden die
Integrine der Glycocalyx, ein priméres Cilium (44), sowie verschiedene sensorische Rezeptoren
auf der Zelloberflache diskutiert (45,46).

Untereinander und mit den Osteoblasten auf der Knochenoberflache sind Osteozyten durch gap
junctions verbunden, so dass eine Signalweitergabe zwischen den Zellen mdglich ist (47). Die
Signalweitergabe, Mechanotransduktion genannt, erfolgt hauptsachlich tber Aktivierung des
Whnt/3-catenin Signalwegs (6,27,48,49), der neben der Signaltransduktion auch eine zentrale
Rolle bei der Osteoblastendifferenzierung, Proliferation und Matrixproduktion innerhalb des
Osteozytennetzwerks spielt (6,7). Der Wnt/R-catenin Signaltransduktionsweg ist essentiell flr
den Erhalt funktioneller Osteozyten. Eine Deletion von [3-catenin in Osteozyten verandert die
Knochenstruktur und fuhrt zu fragilem und porésen Knochen (49). Eine Aktivierung des
Signalwegs erfolgt, wenn der Ligand Wnt an den Rezeptorkomplex aus Lrp 5 oder 6 und einem
Fz-Rezeptor bindet (7). Nachfolgend werden Wnt-Zielgene abgelesen, die in den Schutz vor
Apoptose, in die Zell-Zell Kommunikation, die Regulation des Knochenremodelings und in die
Mechanotransduktion involviert sind (44). Mechanische Belastung in der Form von FFSS
nimmt ebenfalls Gber den Wnt/B-catenin Signalweg Einfluss auf Osteozyten und ihre Vitalitét,

Funktion und Kommunikation (siehe Review (50)).

1.5 Mechanorezeption im sensiblen Nervensystem

Das sensible Nervensystem nimmt eine Vielzahl mechanischer, chemischer und thermischer
Stimuli wahr und Ubermittelt diese iiber sogenannte ,,sensible Nervenfasern® an das ZNS, wo
die Informationen bewusst oder unbewusst wahrgenommen und verarbeitet werden. Die
unterschiedlichen Reize werden dabei zun&chst nach der Lokalisation ihrer Entstehung
unterteilt in die Oberflachensensibilitat (Exterozeption), bei der Stimuli der Haut und der
Sinnesorgane registriert und weitergeleitet werden, und in die Tiefensensibilitat
(Propriozeption), deren Mechanorezeptoren vor allem in Muskeln, Sehnen und Béandern des
Bewegungsapparates liegen. Die Exterozeption wird auflerdem noch nach der Reizart

differenziert: Leichter Druck, Vibration und feine Berlihrungen werden als epikriptische
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Wahrnehmung bezeichnet, grober Druck, Schmerz, Temperatur und starke mechanische

Belastung als protopathisch (51).

Die Wahrnehmung der Stimuli erfolgt mit Hilfe sensibler Endigungen, die ubiquitér, aber in
bestimmten Regionen des Korpers vermehrt, vorkommen. Dazu z&hlen beispielsweise Ruffini-
Korpuskel, welche durch oberflachliche Hautdehnung oder durch Bander- und Kapselspannung
gereizt werden, Meillner-Korpuskel, die Vibration und Hautberiihrungen registrieren und freie
Nervenendigungen, die unter anderem Kalte und Warme, mechanische, chemische und
noxische Reize erfassen. Vor allem im Rahmen der Wahrnehmung noxischer, also potenziell
schadlichen Reize, spielen Neuropeptide wie Substanz P (SP), Neurokinin A, Calcitonin-gene
related peptide («CGRP) oder Somatostatin, eine zentrale Rolle. Sie haben zugleich eine
Transmitter-, Neuromodulator- und Hormonfunktion, liegen in den Nervenendigungen in
Vesikeln gespeichert vor und werden nach Depolarisation der sensiblen Nervenendigungen in
das umgebende Gewebe sezerniert. Dort bewirken die Neuropeptide unter anderem eine
gesteigerte  GefalRpermeabilitdt  (betrifft SP), Vasodilatation (betrifit aCGRP),
Mastzelldegranulation (betrifft SP und aCGRP), aber auch anti-inflammatorische Effekte
(betrifft Somatostatin) (52). Neben den lokalen Effekten bewirken die Neuropeptide auch eine
Vielzahl an systemischen Wirkungen (siehe aCGRP Abschnitt 1.5.2; siehe SP Abschnitt 1.5.3).

1.5.1 Die Rolle des Nervensystems im Knochen

Synovia, Knochentrabekel und Knochenmark, subchondraler Knochen, Periost und
Frakturkallus sind von sympathischen und sensiblen Nervenfasern innerviert (53,54). Ebenso
wurden Nerven in Corticalis, Havers-Kanalen und in Begleitung der versorgenden Geféle
nachgewiesen (55,56). Eine besonders hohe Nervendichte findet man in Bereichen héherer
Stoffwechselaktivitat, wie in der Epi- und Metaphyse (55). Knochenzellen exprimieren
Rezeptoren fir diverse Neurotransmitter, wie beispielsweise SP, aCGRP, Vasoactive intestinal
peptide (VIP) und weitere (siehe Review (57)), wodurch Neurotransmitter auch Einfluss auf
das Knochenremodeling nehmen kdnnen. Beispielsweise wurde gezeigt, dass sowohl SP, als
auch aCGRP, wesentlich am alveoldren und parodontalen Knochenumbau wéhrend der
Zahnentwicklung beteiligt sind (58,59).

Wie wichtig neuronale Signale fur die Knochenstruktur sind, konnte in verschiedenen Studien
gezeigt werden, bei denen nach Sympathektomie eine Zunahme der Anzahl an Havers-Kanélen

sowie ein verstarkter Knochenabbau beobachtet wurde (60-63). In einer Studie von
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Millerward-Sadler et al. mit Chondrozyten zeigte sich auflerdem der Neurokininl-Rezeptor
(NK1R), der mit dem Neuropeptid SP interagiert, als essentieller Rezeptor im Zusammenhang
mit Mechanorezeption nach Belastung (64). Daruiber hinaus konnte in der AG Grassel gezeigt
werden, dass das Tachykinin-System auch in der Mechanotransduktion von Makrophagen eine
wichtige Rolle spielt (65). In einem weiteren Projekt von Niedermair et al. wurde der Einfluss
des sympathischen Nervensystems und der Einfluss des Neurotransmitters SP auf die
Knochenstruktur und Knochenneubildung nach Fraktur in Mdusen untersucht. Dabei zeigten
die Ergebnisse deutlich, wie essentiell die Anwesenheit sowohl eines intakten sensiblen
Nervensystems als auch des Neurotransmitters SP fir die Bildung einer stabilen
Knochenstruktur ist. In derselben Studie konnte aulRerdem beobachtet werden, dass die
Chondrozyten selbst im Frakturkallus SP freisetzen, sowie Rezeptoren fur SP und
Katecholamine exprimieren. Diese Ergebnisse unterstreichen die Vermutung, dass dieses

Neurotransmittersystems eine essentielle Rolle bei der Knochenneubildung spielt (66).

1.5.2 Der sensible Neurotransmitter alpha-Calcitonin gene-related peptide (¢CGRP)
und sein Rezeptor CRLR/Rampl

aCGRP ist ein 37 Aminosdauren langes Neuropeptid, das durch alternatives SpleiRen des
Calcitonin-Gens entsteht. Im peripheren Nervensystem (PNS) wird es hauptséachlich in wenig

myelinisierten A-delta Fasern und unmyelinisierten C-Fasern exprimiert (55).

Der Rezeptor fir aCGRP ist ein heteromeres Molekil, bestehend aus einer G-Protein-
gekoppelten Rezeptoruntereinheit mit einer 7-Transmembrandomane, dem calcitonin receptor-
like receptor (CRLR) und einer von insgesamt drei receptor activity modifying proteins
(RAMPs) Untereinheiten, RAMPL. Letztere bestimmt die Rezeptorspezifitat fir acCGRP (67).
Durch Interaktion von oCGRP mit CRLR/RAMP1, wird CRLR phosphoryliert, der
Rezeptorkomplex internalisiert und in mehreren Schritten recycelt oder degradiert (68—70). Die
Bindung von aCGRP an seinen Rezeptor aktiviert eine Vielzahl an intrazelluléren Signalwegen
(Abbildung 4). Die vermehrte Bildung von cAMP beispielsweise bewirkt zum einen die
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und zum anderen die Offnung von ATP-sensiblen
Kaliumkanalen, die eine entscheidende Rolle in der Vasodilatation spielen (71). Durch die
Phosphorylierung des cAMP response element binding protein (CREB), kann aCGRP Einfluss
auf die Gentranskription nehmen, was auch im Rahmen der Schmerzsensibilisierung eine Rolle

spielt. AuBerdem schutzt aCGRP unter anderem durch Aktivierung des extracellular signal-
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regulated kinase 1/2 (Erk1/2) Signalwegs, glatte GefalBmuskelzellen vor Apoptose nach
oxidativem Stress (siehe Review (72)). Das ubiquitare Vorkommen von aCGRP spiegelt sich
in zahlreichen Effekten, die durch den Transmitter bewirkt werden: Vasodilatation,
Nozizeption, Aufnahme von Glucose und Stimulation der Glykolyse im Skelettmuskel,

Verstarkung der lokalen Wirkung von Entziindungsmediatoren, um nur einige zu nennen (73).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung ausgewihliter Signalwege nach Aktivierung des a CGRP-Rezeptors.

Das Binden von alpha-Calcitonin gene-related peptide (¢CGRP) an den heterodimeren, G-Protein gekoppelten
Rezeptor bestehend aus Receptor activity modifying proteinl (RAMP1) und calcitonin receptor-like receptor (hier:
CLR), kann die Aktivierung mehrerer Signalwege induzieren, von denen. einige hier dargestellt sind. (1) Die
Aktivierung der Adenylatzyklase (AC) durch die as-Untereinheit des G-Proteins bewirkt eine Freisetzung von
intrazellularem cyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP), welches in der Folge Proteinkinase A aktiviert
(PKA). PKA phosphoryliert nachfolgende Zielproteine, wie die Kaliumionen-sensiblen Adenosintriphosphat
(ATP)-Kanéle, extracellular signal-regulated kinases (ERKS) und Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise das
cAMP response element-binding protein (CREB). Stickstoffmonoxid wird freigesetzt (NOS). (2) Durch Aktivierung

der ai/o-G-Proteinuntereinheit wird die AC blockiert, was einen intrazellularen cAMP-Abfall zur Folge hat und
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damit eine reduzierte PKA-Aktivitat. (3) Durch die aq/11-G-Proteinuntereinheit wird die Aktivierung von PLC-
R1, sowie die Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Inositoltriphosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG) bewirkt. IP3 bindet an den IP3-Rezeptor (IP3R) des endoplasmatischen Retikulums (ER),
was zur Kalziumionenfreisetzung fiihrt. DAG aktiviert vermutlich die Proteinkinase C (PKC), die wiederum
nachfolgende Proteine phosphoryliert. (4) By-G-Proteinuntereinheiten beenden Endothelin (ET)- vermittelte
Effekte. Neben den G-Proteinuntereinheiten vermittelten Effekten, werden zusatzlich G-Protein-unabhangige
Signalwege aktiviert, die eine Translokation von Gerdiistproteinen, wie B-Arrestin (B-Arr) an den aktivierten
Rezeptor bewirken.

In der Grafik stehen Pfeile mit durchgezogenen Linien fir erforschte Signalwege und unterbrochene Linien flr

vermutete Signalwege, die Gegenstand der Forschung sind. (adaptiert aus Russell et al. (72))

Immunhistochemische Féarbungen zeigten die Expression von aCGRP im Periost (53,74-76),
Knochenmark (75) und epiphysaren Trabekelknochen (76,77), in der Corticalis (76) und im
Bereich von Volkmann- und Havers-Kandlen (76). Die Rezeptoruntereinheiten CRLR und
RAMP1 werden von Knochenmarksmakrophagen, Osteoklasten und Osteoklastenvorlaufern,
von Osteoblasten und, wie in noch unverdffentlichten Ergebnissen der AG Gréassel gezeigt
werden konnte, auch von Osteozyten exprimiert (67,78,79). Die Stimulation von Osteoblasten
mit aCGRP fihrt zu einem Anstieg von IGF-1 (80) und IL-6 (81), zu einer verminderten
Expression von TNFa (82) sowie zu einer Hemmung des Knochenabbaus durch Osteoklasten
(83). Sample et al. konnten zeigen, dass aCGRP beim Remodeling und der Knochenreparatur
nach Ermudungsbrichen von zentraler Bedeutung ist (84). In vitro Versuche mit Ratten-
Knochenmarksleukozyten zeigten unter Stimulation mit aCGRP ein signifikantes Wachstum
der Zellkolonien bezuglich Grolke und Anzahl (85). Die Abwesenheit von aCGRP wiederum
fiihrt zu einer geringeren Zellteilung der Knochenzellen, einer erhéhten Apoptoserate und zu
einer reduzierten Osteoblastogenese, wie in der AG Gréssel in einer pra-klinischen Studie an
Mausen gezeigt werden konnte (86). Insgesamt lassen die Ergebnisse vermuten, dass unter
Einfluss von aCGRP vermehrt Knochen gebildet wird und der Neurotransmitter eine zentrale

Rolle in der anabolen Regulation des Knochenmetabolismus spielt (77,87).

1.5.3 Der sensible Neurotransmitter Substanz P (SP) und sein Rezeptor NK1R

Das Neuropeptid SP besteht aus 11 Aminoséuren (Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-
Leu-Met-NH>) (88) und wird von dem Tachykinin Precursor 1 (TAC1) Gen codiert (89). Es ist
Teil der umfassenden und weit verbreiteten Tachykinin Neurohormonpeptidfamilie, die neben
SP noch weitere Neuropeptide beinhaltet (89). TAC1 codiert auBer fur SP auch fir Neurokinin
A, Neuropeptid K und Neuropeptid y (90). Der Unterschied zwischen den vier Peptiden liegt in
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der Aminoséaurensequenz (90), der pharmakologischen Aktivitat und der Bindungspraferenz
gegentiber verschiedenen Tachykinin Rezeptoren (91). Der Rezeptor mit der hochsten Affinitat
fiir SP ist der Neurokinin 1-Rezeptor (NK1R) (91). Ihren Namen tragen Tachykinine, weil sie
in der glatten Muskulatur eine schnelle (tachy-) Kontraktion auslésen (90). Hauptséchlich
werden die Peptide in verschiedenen Bereichen des peripheren und zentralen Nervensystems
exprimiert, wo sie als Neurotransmitter beziehungsweise als Neuromodulatoren fungieren.
Daruiber hinaus haben sie in nicht-neuronalen Strukturen auch autokrine, parakrine und
endokrine Funktionen (91,92). SP kommt nahezu ubiquitar im Korper vor und bewirkt unter
anderem Schmerz-, Stress- und Angstwahrnehmung. Eine Sekretion im gastrointestinalen und
pulmonalen Bereich fuhrt zu Muskelkontraktion der glatten Muskulatur und Immunstimulation
(93). Im Immunsystem induziert SP eine proinflammatorische Wirkung, ebenso im

respiratorischen, gastrointestinalen und muskoloskelettalen System (94).

Die unterschiedlichen Wirkungen von SP werden in den Zielzellen ausgeldst, nachdem SP in
den synaptischen Spalt freigesetzt wird, zur postsynaptischen Membran diffundiert und dort an
seinen Rezeptor NK1R bindet. Der NK1R ist, wie alle Tachykinin-Rezeptoren, ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor, der die Signale intrazellulér Gber die Untereinheiten, Ga, GB und Gy
vermittelt. Die Aktivierung von second messenger-Molekulen fiahrt zur Aktivierung
verschiedener Signaltransduktionswege in der Zelle ahnlich wie fiir den aCGRP-Rezeptor. So
kann beispielsweise die Aktivierung des NK1R die Translokation des Transkriptionsfaktors
NF-kB in den Zellkern initiieren, was die Expression verschiedener Wachstumshormone und
Interleukine, wie IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a und IFNy, induziert oder die Aktivierung des
Mitogen-activated protein kinases (MAPK) Signalwegs verursacht (95). Weitere Signalwege
des NK1R umfassen die Aktivierung von Erk1/2, der PKC (96) und des intrazelluldaren
Kalziumspeichers (93,96) (Abbildung 5).
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Abbildung 5 Schematische Darstellung ausgewahlter Signalwege nach Aktivierung des NK1R.

(1) Gas aktiviert die Adenylatzyklase (AC), die ATP zu zyklischem AMP (cAMP) umwandelt, welches anschliefend
an die Proteinkinase A (PKA) bindet und die Translokation des Transkriptionsfaktors NF-«B in den Zellkern
hemmt. (2) Die Aktivierung von Gai hemmt die AC und aktiviert gemeinsam mit den y-Untereinheiten Src, was
die Transaktivierung von Tyrosinkinaserezeptoren (TKR) zur Folge hat. (3) Die Bindung von SP an den NK1R
bewirkt einen Wechsel von GTP zu GDP an der Ga-Untereinheit, weshalb Gagq von GRy dissoziiert und
verschiedene nachgeschaltete Regulatoren, wie Phospholipase C (PLC), aktiviert. PLC katalysiert die Spaltung
von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu den second messengern Inositol-3-phosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG). IP3 bewirkt die Freisetzung von intrazellularem Kalzium (Ca?*), DAG die Aktivierung von
Proteinkinase C (PKC). PKC phosphoryliert weitere Proteine, wie die Proteinkinasen Raf und MAP-Kinase
(MEK). Uber die Proteinkinasen Src und Pyk2 kann PKC den Mitogen-activated protein kinases (MAPK)
Signalweg oder Raf aktivieren, die beide tber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren die DNA-Synthese und
Zellproliferation anstof3en. (4) Die Gal12/13-Untereinheit bewirkt die Aktivierung von Rho/Rock Kinasen, die
direkt die Phosphorylierung der leichten Myosin-Ketten (myosin light chain, MLC) induzieren. Eine
Phosphorylierung von MLC ist mit Zytoskelett-Restrukturierung und Zellmigration assoziiert. Die By-Untereinheit
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aktiviert verschiedene Proteine, wie Src, PI3K und PLC. Es existieren viele Interaktionen zwischen den
Signalwegen und die exakten Reaktionsabfolgen variieren von Zelle zu Zelle.(adaptiert aus Garcia-Recio et al.

(95))

Die Inaktivierung durch Ligandenbindung und das anschlielende Recycling beziehungsweise
die Degradation des NK1R wurde unter anderem in postkapillaren vendsen Endothelzellen der
Ratten-Trachea (97), enterischen Nervenzellen (98,99) und Spinalnerven (100) studiert. Die
Bindung von SP an den NK1R fiihrt zu einer Internalisierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes.
Dieser wird in sauren Endosomen aufgespalten. Im Anschluss wird der Rezeptor durch
Rezeptor-Recycling wieder an der Zelloberflache préasentiert, wahrend SP degradiert wird (98).
Zur Internalisierung bendtigt es neben der Bindung von SP an den NKI1R auBerdem zwei
Proteine: G protein-coupled kinases (GRKSs) und 3-Arrestin (99). Eine Aktivierung des NK1R
durch SP bewirkt die Translokation von GRKSs aus dem Zytosol in die Plasmamembran, wo sie
gezielt NK1R-SP Komplexe phosphorylieren (101) und B-Arrestin rekrutieren (102). Die GRKs
binden dabei an die Serin- und Threoninbestandteile des langen C-Terminus des NK1R
(102,103) (siehe Reviews (90,104)) (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Regulierung der Expression des NK1R durch SP

(1) Die Peptidase Neprilysin (NEP) degradiert und inaktiviert SP in der extrazellularen Fliissigkeit und beendet
dadurch die Signalubertragung am NK1R. (2) Sobald SP an den NK1R gebunden hat, kann die G protein-coupled
receptor kinase (GRK) 2,3,5 an den Komplex binden und die Serin- und Threoninbestandteile des langen C-
Terminus im NK1R phosphorylieren, was die Affinitat fur B-Arrestin (Rarr) erhéht. B-Arrestin vermittelt das
Abldsen des G-Proteins, die Internalisierung (Desensitization) des Rezeptors und die Rekrutierung von protein
phosphate 2A (PP2A). PP2A kann Uiber Dephosphorylierung den Rezeptor schnell recyceln (Resensitization). (3)
R-Arrestine sind Adapterproteine fur Clathrin und AP2, wodurch sie die Dynamin-abhéngige Endozytose von SP
und NK1R ermdglichen. (4) Durch die Rekrutierung von Src, MEKK und Erk1/2 zu den Endosomen, bilden sich
intrazellulare B-Arrestin-vermittelte Signalosome, die trotz Internalisierung des Rezeptors weitere Signalwege
aktivieren. (5) Der internalisierte NK1R kann via Rab4a und Rablla schnell aus oberflachlich gelegenen
Endosomen recycelt werden. (6) Alternativ wandert der NK1R zu perinuklear gelegenen Endosomen, welche ECE-

1 enthalten. ECE-1 degradiert SP in sauren Endosomen und st den Signalkomplex auf. (7) Auf diesem Weg wird
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der NK1R langsam recycelt. (9) Unter andauernder Stimulation mit hohen Konzentrationen von SP wird NK1R

ubiquitinyliert und in Lysosomen abgebaut. (aus Steinhoff et al. (90))

Immunhistochemische Untersuchungen von Goto et al. zeigten eine hohe Dichte des NK1R auf
der Plasmamembran und im Cytoplasma von Osteoklasten, etwas weniger in Osteoblasten und
Osteozyten (60). In vitro induzierte die Interaktion von SP und NK1R in Osteoblasten einen
osteogenen Effekt, welcher zur Stimulierung der Knochenbildung fuhrt (105,106). Und auch in
vivo konnte eine Assoziation von SP mit der Regulation von Knochen und Knochenstruktur
nach Belastung gezeigt werden (59,65,107). Nicolay et al. wiesen zum Beispiel eine Zunahme
von SP-enthaltenden Axonen im Bereich des Kieferknochens nach Krafteinwirkung nach (107).
Eine weitere Forschergruppe konnte in einem pra-klinischen Versuch mit Ratten zeigen, dass
ein zusétzliches Blockieren des NK1R nach Denervierung der Hinterldufe der Tiere die
Entstehung einer Osteoporose signifikant steigert, was einen osteoprotektiven Effekt des
SP/NK1R-Systems vermuten lasst (108).

Weiterhin konnte in Mé&usen, denen das Gen fiir SP deletiert wurde, eine reduzierte Anzahl an
Osteoblasten, ein geringeres Schmerzempfinden und eine insgesamt mechanisch instabile
Knochenstruktur mit reduzierter Knochenmasse und Trabekeln nachgewiesen werden (66). Es
wurde auBerdem gezeigt, dass durch die Bindung von SP an den NK1R Signalwege induziert
werden, die dazu fihren, dass die Proliferation von Stammzellen des Knochenmarks geférdert

wird und die Differenzierung zu Osteoblasten und Osteoklasten unterstutzt wird (109).

1.5.3.1 Isoformen des NK1R

Der NK1R existiert in zwei Isoformen mit unterschiedlicher Affinitat zu SP: Die Volllange-
Variante des Rezeptors (NK1R-F) hat 407 Aminosauren und eine circa 10-fach hohere Affinitat
im Vergleich zu der verkirzten Variante (NK1R-T), die aus 311 Aminosauren besteht. Die
unterschiedliche Lange betrifft den C-Terminus des Rezeptors (96,110,111) (Abbildung 8). Der
NK1R-F ist demnach um 96 Aminoséuren langer als der NK1R-T. Beide NK1R Formen
werden zu unterschiedlichen Anteilen sowohl im ZNS (112,113), als auch in peripheren
Geweben exprimiert (113), wobei eine vermehrte Expression von NKI1R-T unter
pathologischen Bedingungen beobachtet werden kann (114-117). Neben der unterschiedlichen
Aminosdurenanzahl, Affinitdt zu SP und Verteilung im Gewebe, unterscheiden sich die
Rezeptorisoformen auch in ihrer Funktion: Der NK1R-F wird von GRKs und PKC, wie im
vorausgegangenen  Abschnitt  ausfihrlicher  beschrieben, an den  Serin- und
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Threoninbestandteilen des dritten intrazelluldaren Loops und des Carboxylrests phosphoryliert.
Die Kinasen interagieren auflerdem mit B-Arrestin, was die Internalisierung, Endozytose und
das endosomale Signaling des NK1R-F bewirkt (118). Dem NK1R-T fehlt ein Grofteil des
Carboxylendes, weshalb er nicht phosphoryliert wird und auch nicht mit 3-Arrestin interagiert.
Der NK1R-T kann daher weder internalisiert werden (103,119) noch Uber Signalosomen, die
von B-Arrestin rekrutiert werden, kommunizieren (119). Die Bindung von SP an den verkirzten
Rezeptor induziert keine Expression von NF-kB und erst bei Stimulation mit sehr hohen SP-
Konzentrationen erfolgt eine Freisetzung von Kalziumionen. NK1R-T reduziert auBerdem die
Phosphorylierung der PKC und die Sekretion von IL-8 (90,96,104). Unklar ist zum aktuellen
Zeitpunkt noch durch welchen Mechanismus der NK1R-T Signale aufnimmt und weitergibt.

Beiden NK1R-Formen gemeinsam ist die Eigenschaft, im Bereich des N-Terminus, an den
Stellen 14 und 18 der Aminsaurensequenz, glykosyliert werden. Eine Glykosylierung an beiden
Stellen bewirkt eine hohere Bindungsaffinitdt des NK1R fir SP und eine langsamere
Internalisierung des Rezeptors verglichen mit NK1R, die nicht glykosyliert sind. Im Hinblick
auf die Aktivierung von Signalwegen nach dem Binden von SP an glykosylierte oder nicht-
glykosylierte NK1R konnte kein Unterschied festgestellt werden (120). Die Glykosylierung
bewirkt eine Erhohung des Molekulargewichts (MW) des Rezeptors, ein unterschiedliches
Ausmal} der Glykosylierung kann ein unterschiedlich hohes MW bewirken. Diese Tatsache
erklart moglicherweise, neben der unterschiedlichen Aminosaurenlange der Rezeptorformen
des NK1R, zum Teil, weshalb fiur den NK1R verschiedene MWs gemessen werden kénnen
(38kD und 46kD in Brustkrebszellen (121), 31kD und 58kD in Lymphozyten (122), 75kD in
T-Zellen (123)).

Die vorliegende Arbeit hat das Ziel zu untersuchen, ob und in welchem Verhéltnis die
Rezeptorformen des NK1R, NK1R-F und NK1R-T, von MLO-Y4-Zellen unter bestimmten
Bedingungen exprimiert werden. Dazu wurden Primer und AntikOrper eingesetzt, die an
verschiedenen Regionen des Genabschnitts, beziehungsweise Aminosduren der Rezeptoren
binden kénnen. Im Falle der Antikorper wurde ein Antikorper der Firma Novus genutzt, der am
N-Terminus zwischen den Aminosauren 1 — 50 bindet, ein Bereich, den beide Rezeptorformen
identisch besitzen. Ein anderer Antikorper der Firma Abcam erkennt Aminosduren ab der
350sten Stelle im C-Terminus, den nur der NK1R-F besitzt. Durch die Verwendung beider
Antikorper kdnnen entweder beide Isoformen (in der vorliegenden Arbeit daher als NK1R-T/F
bezeichnet) oder nur die Volllange-Variante NK1R-F des NK1R nachgewiesen werden. Der
Nachweis der verkirzten Variante NK1R-T gelingt nur indirekt, indem eine Differenz gebildet
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wird aus dem Nachweis des NK1R-T/F und dem NK1R-F. Die Bindungsstellen der Antikdrper
sind in nachfolgende Abbildung schematisch eingezeichnet (Abbildung 7).

Eine Gegenuberstellung der Eigenschaften beider Rezeptorisoformen zeigt Tabelle 1.

a) Volllange-Variante des NK1R (NK1R-F)

B e o Extracellular glycosylation
-NH,

Antikorperbindungsbereich fiir den Antikérper der Firma Novus
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b) Verkirzte Variante des NK1R (NK1R-T)
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der zwei Isoformen des NKI1R, sowie der unterschiedlichen

Antikdrperbindungsbereiche.

Beide Isoformen besitzen sieben Transmembrandoménen, drei extrazellulére Loops (E1-3) und drei intrazellulére
Loops (C1-3). Beide Rezeptorisoformen kdnnen an den beiden Asparaginaminosauren an Stelle 14 und 18
glykosyliert werden. Der Aminoterminus befindet sich extrazellular. Die Isoformen haben ein unterschiedlich
langes intrazellulares Carboxylende, wodurch sich NK1R-F (a) und NK1R-T (b) unterscheiden. Dabei kann beim
NK1R-F ein vierter intrazellularer Loop (C4) durch Palmitoylierung von Cystein entstehen. Der lange
intrazellulare C-Terminus des NK1R-F beinhaltet Serine (Ser) und Threonine (Thr), die fir die Internalisierung
des Rezeptors notwendig sind. Die Antikdrper der Firma Novus binden an Aminosduren des Anfangsbereichs, der
in beiden Rezeptorvarianten identisch vorhanden ist (violett schattierte Bereiche). Der Antikdrper der Firma
Abcam bindet an Aminosauren im C-Terminus des NK1R-F und ist folglich auch nur hier nachweisbar (griin

schattierter Bereich). (adaptiert aus Garcia-Recio et al. (95))

Tabelle 1: Ausgewahlte Eigenschaften der beiden Isoformen des NK1R im Vergleich:

Charakteristik NK1R-F NK1R-T
Aminosaurenanzahl 407 311
Affinitat far SP 1 1/10*
Molekulargewicht (berechnet) 46kD 34kD
Internalisierung des Rezeptors Ja Nein
Interaktion mit R-Arrestin Ja Nein
Kalziumfreisetzung Ja Gering
Phosphorylierung von PKC Erhoht Erniedrigt
Aktivierung von NF-xB Ja Nein
Sekretion von IL-8 Erhoht Erniedrigt

*bezogen auf die Bindungsaffinitat von NK1R-F
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2 Ziel der Arbeit

Es ist bekannt, dass eine Anderung in der Knochenbelastung eine Umstrukturierung des
Knochens, im Sinne einer reaktiven Knochenneubildung oder eines Knochenumbaus mit
Trabekelneuausrichtung zur Folge hat (4-6). Die mechanische Beanspruchung von Knochen
bewirkt bewiesenermafen eine Flussdnderung im LCS, was dazu fiihrt, dass Shear Stress auf
die umsplilten Osteozytenzellkdrper und -dendriten einwirkt (6) (siehe Review (124)). Dies
wird von den Osteozyten wahrgenommen und folgendermafen prozessiert: Die Freisetzung
katabol wirkender Molekile wird reduziert und die Sekretion anaboler Mediatoren wird
verstérkt (27). Nach wie vor unklar ist jedoch der Mechanismus uber den die Osteozyten eine
mechanische Belastung initial wahrnehmen, dazu wird eine Vielzahl an Mdglichkeiten
diskutiert (27,43).

Im vorliegenden Projekt wird die Rolle des NK1R in der Mechanorezeption und -transduktion
nach FFSS-Belastung in der murinen Osteozyten-Zelllinie MLO-Y4 untersucht. Als Grundlage
dienen Studien, die gezeigt haben, dass der NK1R sowohl in Chondrozyten als auch in
Tenozyten als Mechanorezeptor fungiert und unter anderem die endogene Produktion von SP
und die Zellproliferation beeinflussen kann (125,126). AuBerdem ist bekannt, dass Osteozyten
den NK1R exprimieren und es gibt Hinweise, dass er bei der Regulation der Knochenstruktur
nach Belastung involviert ist (3,7). Dem sensiblen Neuropeptid aCGRP und seinem
Rezeptorkomplex CRLR/Rampl konnten dahnliche mechanoresponsive Eigenschaften in

murinen Makrophagen nach Dehnungsstress nachgewiesen werden (65).

Um die Frage nach der Rolle des NK1R und des CRLR/Rampl in der Mechanorezeption und
—transduktion in Osteozyten nach FFSS-Belastung beantworten zu kénnen, musste zunachst ein
geeigneter Versuchsaufbau etabliert werden, der es ermoglichte, MLO-Y4-Osteozyten
unterschiedlichen  FFSS-Belastungen auszusetzten. AnschlieBend wurden folgende

Fragestellungen an den belasteten MLO-Y4-Osteozyten untersucht:

1) Wie beeinflussen unterschiedliche FFSS-Starken die Genexpression der sensiblen
Neuropeptide SP und aCGRP sowie die ihrer Rezeptoren NK1R und CRLR/Ramp1?

2) Zeigen sich Unterschiede in der Genexpression der Isoformen des NKI1R bei
unterschiedlichen FFSS-Stéarken?

3) Wie wirken sich unterschiedliche FFSS-Starken auf die Genexpression verschiedener

Modulatoren des Knochenremodelings in murinen Osteozyten aus?
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Bei jeder Fragestellung in dieser Arbeit wurde der NK1R differenziert nach seinen Isoformen,
also als NK1R-T und NK1R-F betrachtet, um zu untersuchen ob das vermehrte Auftreten einer
der Rezeptorvarianten mit bestimmten Belastungszustanden assoziiert ist. Um die Unterschiede
in der Expression noch deutlicher beurteilen zu kénnen wurde in einem zweiten Schrittin MLO-
Y4-Zellen jeweils eine der Rezeptorvarianten mit Hilfe eines lentiviralen Systems eingebracht.
Dabei sollten Zellklone der MLO-Y4-Osteozyten etabliert werden, die jeweils eine der beiden
Isoformen des NK1R uberexpremieren. In kiinftigen Experimenten der AG Gréssel konnen die
uberexprimierenden Zellen verschiedenen FFSS Belastungen ausgesetzt werden und die dabei
gemessenen Daten mit den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten fiir die unverénderten
MLO-Y4-Zellen verglichen werden. Moglicherweise zeigen die tberexprimierenden Zellen
deutliche Unterschiede in Reaktion auf diverse FFSS Belastung. Dariiber hinaus kénnen die
Zellen eingesetzt werden um Effekte, die in Osteozyten lber das NK1R/SP-System vermittelt

werden, nach dem involvierten NK1R-Subtyp zu differenzieren.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Gerate und Hilfsmittel

Name Firma, Ort

Agilent Technologies Incorporated (Inc.),
Santa Clara, Vereinigte Staaten von
Amerika (USA)

2100 Bioanalyzer Instrument

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

Agagel Standard (Gelelektrophorese) (D)

Analog Vortex Mixer (Vortexer) VWR International, Radnor, USA

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,

Analysenwaage 770-60 D

Camera Controller Digital Sight DS-U1 Nikon Corporation, Tokyo, Japan (J)

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz

Cedex XS Cell Analyser

(CH)

Corning® 96 Well (#CLS3596)

Corning Inc., Corning, USA

Corning® 96 Well Black (#CLS3904)

Corning Inc., Corning, USA

Corning® Cell Culture Flask 175¢cm?
(#CLS431080)

Corning Inc., Corning, USA

Corning® Cell Culture Flask 25cm?
(#CLS430639)

Corning Inc., Corning, USA

Corning® Cell Culture Flask 75¢cm?
(#CLS430641)

Corning Inc., Corning, USA

Corning® Centrifuge Tube PP 15mi
(#CLS430791)

Corning Inc., Corning, USA

Corning® Centrifuge Tube PP 50ml
(#CLS430829)

Corning Inc., Corning, USA

Corning® Stripettor™ Ultra Pipet Controller

Corning Inc., Corning, USA

Costar® 6 Well (#CLS3516)

Corning Inc., Corning, USA

Costar® Stripette Serological Pipets 2ml

(#CLS4486)

Corning Inc., Corning, USA

Costar® Stripette Serological Pipets 5ml

(#CLS4487)

Corning Inc., Corning, USA

Costar® Stripette Serological Pipets 10ml

(#CLS4488)

Corning Inc., Corning, USA

Costar® Stripette Serological Pipets 25ml

(#CLS4489)
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Costar® Stripette Serological Pipets 50ml
(#CLS4490)

Corning Inc., Corning, USA

Duomax 1030 (Plattformschuttler)

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, D

Eclipse TE 2000-U (Mikroskop)

Nikon Corporation, Tokyo, J

Eppendorf Safe-Lock Tubes (diverse
Grolen)

Eppendorf AG, Hamburg, D

Gefrierschrank -20 °C

Liebherr AG, Biberach an der Rif}, D

Gefrierschrank -80 °C

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel, D

Heraeus HERAcell® (CO2-Inkubator)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Heizplatte

Stork-Tronic, Stuttgart, D

HERAsafe® (Sicherheitswerkbank)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Hirschmann pipetus (Pipettierhilfe)

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG,
Eberstadt, D

Intas Gel Jet Imager

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gotttingen, D

Kihlschrank 2-8 °C

Liebherr AG, Biberach an der Rif}, D

Luer Plug Male (#10822)

ibidi GmbH, Grafelfing, D

Luer-Schlauchverbinder ROTILABO® fir
Luer Lock weiblich (LLW) / Schlauch @
innen 1,6mm (#CT58.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Luer-Schlauchverbinder ROTILABO® fir
Luer Lock ménnlich (LLM) / Schlauch @
innen 1,6mm (#CT62.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Luer-Schlauchverbinder ROTILABO® fiir:
LLW / Schlauch @ innen 3,2mm (#CT60.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Luer-Schlauchverbinder ROTILABO® fiir
LLM / Schlauch @ innen 3,2mm (#CT64.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Luer-Stopfen ROTILABO® fiir LLW
(#CT71.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Magnetruhrer RCT basic

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, D

Microplate Reader GENios F129004

Tecan Group Ltd., Mannedorf, CH

Mikrowelle 8022L

Privileg, Stuttgart, D

Mini-PROTEAN® Combs (#165336)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules,
USA

Mini-PROTEAN® Short Plates (#1653308)
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Mini-PROTEAN® Spacer Plates
(#1653312)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules,
USA

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell (#1658004)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules,
USA

MiniSpin (Tischzentrifuge)

Eppendorf AG, Hamburg, D

Minizentrifuge Sprout

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, D

Mx3005P gPCR System

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA

peqTWIST (Vortexer)

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

PerfectSpin 24 Plus (Zentrifuge)

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

Petrischale 94/16 MM (#632181)

Greiner Bio-One International AG,
Kremsmunster, A

pH-Meter pH211

Hanna Instruments, Woonsocket, USA

gPCR Adhesive Seals (#4ti-0560)

4titude Limited, Wotton, Vereinigtes
Konigreich (UK)

gPCR-96-Well-Platten

4titude Limited, Wotton, Vereinigtes
Konigreich (UK)

Research (diverse GroRen) (Pipetten)

Eppendorf AG, Hamburg, D

ROTANTAV/P Zentrifuge Typ 3502

Hettich AG, Béach, CH

Schlauchpumpe IP-N 24 ISM949

Cole-Parmer GmbH, Wertheim, D

Schlauch, TYGON® S3™ E-3603
(#YL81.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Schlauch, TYGON® S3™ E-3603
(#YL83.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Schlauchverbinder ROTILABO® Mini
gerade Form, fur: Schlauch @ innen 1,6mm
(#CT33.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Schlauchverbinder ROTILABO® Mini
gerade Form, fur: Schlauch @ innen 3,2mm
(#CT35.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Sonoplus Ultraschall-Homogenisator HD
2070

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,
Berlin, D

Spektralphotometer NanoDrop ND-2000

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

Standard Power Pack P25 (Netzteil)

Biometra GmbH, Géttingen, D

Systec V-95 (Autoklav)

Systec GmbH, Wettenberg, D

T3000 Thermocycler T Gradient

Biometra GmbH, Géttingen, D

Thermomixer comfort (Heizblock)
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Wasserbad 1086

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel, D

p-Slide V1 0.1 (#80666)

ibidi GmbH, Grafelfing, D

u-Slide V1 0.4 (#80606)

ibidi GmbH, Grafelfing, D

u-Slide V1 - Flat (#80626)

3.1.2 Chemikalien

Name

ibidi GmbH, Grafelfing, D

Firma, Ort

Aceton (#9372.4)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Ammoniumpersulfat (#133375)

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
D

Biozym LE Agarose (#840004)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, D

Bromphenolblaulésung (#B3269)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Buffer RLT Plus (#1053393)

Qiagen, Germantown, USA

Corning® Collagen I Rat Tail Natural
100mg (#354236)

Corning Inc., Corning, USA

Dithiothreitol (DTT) (#A1101)

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

DNA Ladder 50 bp (#N3236)

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main, D

DNA Ladder 1kb (#SM0311)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

DNA Loading Dye & SDS Solution (6X)
(#R1151)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Essigsaure (#6755.2)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Ethanol 100% (#32205)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)
(#X986.2)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Gel Loading Dye, Purple (6X) (#B7025)

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main, D

Glycin (#7530.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

lysogen broth (LB)-Medium (Lennox)
vegetal (#0155.2)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Natriumchlorid (NaCl) (#3957.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Precision Plus Protein Dual Color Standards
(#1610374)

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Propanol 70% (#3889017)
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Protein Loading Buffer (5x) (#900216)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, D

Methanol

Chemikalienausgabe Universitat
Regensburg, D

Mucasol® Flissigkonzentrat
(Universalreiniger) (#44005)

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, D

Natriumdodecylsulfat (SDS) ultra pure
(#2326)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine
(TEMED) (#7024)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

ROTIPHORESE®Gel 30% (Wassrige
Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammldsung im
Verhaltnis 37,5: 1) (#3029.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-
Puffer) (#5429.2)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Tris/HCI (pH 6,8) (#T3263)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypsin/EDTA (10x) (#T4174)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tween20 (#P1379)

3.1.3 Zellkulturmedien, Zusatze und Puffer

Name

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Firma, Ort

Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP)
(#M0290)

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main, D

BamHI-HF(Restriktionsenzym) (#R3136)

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main, D

Blasticidin (#R210-01)

Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
USA

Bovine Calf Serum (BCS) (#12133C)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

CutSmart® Buffer (10x) (#87204)

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main, D

Dimethyl sulfoxide (DMSO) (#A994.2)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-
MEM), high glucose (#41965-039)

Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA

D-MEM, high glucose, pyruvate, no
glutamine (#21969035)

Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-
MEM), low glucose (#31885-023)

Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-
MEM)/Nutrient Mixture F-12 Ham
(#D8437)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS) (#D8537)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Fetal Bovine Serum (FBS) (#F7524)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Geneticin, 1:100 in Medium (G-418)
(#04727894001)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D

GlutaMAX™-] (100x) Supplement
(#35050-038)

Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA

Lipofectamine™ 2000 (#11668-027)

Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
USA

Minimum Essential Medium Eagle (MEM)
(#M8042)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

MEM Non-Essential Amino Acids (NEAA)
(50x) (#11130051)

Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA

Opti-MEM™ Reduced Serum Medium
(#31985062)

Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA

Penicillin-Streptomycin (#4333)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Polybrene Infection/Transfection Reagent
(#TR-1003)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sodium Pyruvate Solution (#¥S8636)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

T4DNA Ligase (#M0202)

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main, D

Xhol (Restriktionsenzym) (#R0146)

3.1.4 Pufferliste

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main, D

Name Zusammensetzung
14,4g Glycin
3,039 Tris
Laufpuffer (pH 8,3)
1g SDS

mit Aqua dest. aufgefillt zu 11

SDS-Ladepuffer, 5fach konzentriert

3,0ml Tris/HCI (pH 6,8)

5ml Glycin
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760mg Dithiothreitol (DTT)

10l 5% Bromphenolblauldsung

mit Aqua dest. aufgefullt zu 10ml

Transferpuffer nach Towbin (pH 8,3)

14,49 Glycin

3,0g Tris

100mI Methanol

mit Aqua dest. aufgefillt zu 1l

Tris-buffered saline with Tween20 (T-TBS)
(pH 7,6)

3.1.5 Bakterienstamme und Vektoren

Name

2,429 Tris

8,00g NaCl

1ml Tween20

mit Aqua dest. aufgefullt zu 11

Firma, Ort

E. coli K12 DH10B™ T1R (Bakterien)

GeneArt Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

NK1R-F (1236 bp) in pMA-RQ (AmpR)

GeneArt Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

NK1R-T (948 bp) in pMA-RQ (AmpR)

GeneArt Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

One Shot® StbI3™ Chemically Competent
E. coli (Bakterien) (#C737303)

Invitrogen Life Technologies, Carlshad,
USA

pLenti6/\VV5-D-TOPO
(Uberexpressionsvektor)

Invitrogen Life Technologies, Carlshad,
USA

pLenti6/VV5-GW/LacZ

3.1.6 Zelllinien

Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
USA

Name Firma, Ort
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
293FT USA
MLO-Y4 Kerafast, Boston, USA
NIH 3T3 ATCC, Manassas, USA
RAW 264.7 ATCC, Manassas, USA
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3.1.7 Kits

Name

Firma, Ort

AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit
(#600559)

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA

BCA Protein Assay Kit (#23255)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Bioanalyzer RNA 6000 Nano Assay (#5067-
1511)

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA

Brilliant 11 SYBR® Green QPCR Master
Mix (#600828)

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA

MinElute PCR Purification Kit (#¥28004)

Qiagen, Germantown, USA

Pierce ECL Western Blotting Substrate
(#32106)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Pierce™ Fast Western Blot Kits,
SuperSignal™ West Femto, Rabbit
(#35081)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

QIAGEN Plasmid Purification Kit (#12125)

Qiagen Germantown, USA

QIAprep Spin Miniprep Kit (#27104)

Qiagen Germantown, USA

QIAquick Gel Extraction Kit (#28704)

Qiagen Germantown, USA

Re-Blot Mild Plus (#2502)

Merck KGaA, Darmstadt, D

RNeasy Plus Micro Kit (#74034)

Qiagen Germantown, USA

ViraPower™ Lentiviral Expression System
(#K495510)

3.1.8 Software

Name

Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
USA

Firma, Ort

2100 Expert Software (Bioanalyzer
Software)

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA

Adobe® Photoshop® CS4 Extended

Adobe Systems Inc., San José, USA

GraphPad Prism 6

GraphPad Software, Inc., San Diego, USA

Microsoft Excel 2016

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Word 2016

Microsoft Corporation, Redmond, USA

MxPro — Mx3005P (gPCR Programm)

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA
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3.1.9 Primerliste

In der Arbeit verwendete Primer wurden mit Hilfe der Genomdatenbanken von OMIM
(www.omim.org) und NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide) fiir bestimmte Zielsequenzen
(Gene of interest) gesucht und unter Zuhilfenahme der Design-tools von NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) und Roche (www.lifescience.roche.com/en_
de/brands/universal-probe-library.html#assay-design-center) erstellt. Die spezifischen Primer
wurden anschlielend bei der Firma Microsynth (Microsynth AG, Balgach, Schweiz) bestellt.

- ) Amplicon-
Ezrr]ne Funktion Primersequenz [5¢->3¢] grrggeu[:gg]

Neuropeptide und Rezeptoren

NK1R E;erzui?et? L:E(;n?:bbs;?;; " | FwATT GAG TG CCA GAA CAT CC 135
. Rv: ACT GGC CCA CAG TGT AAT CC
Rezeptorvarianten)

Rezeptor fr Substanz P | o o1 oG TCT GGG CTT CAA
NK1R-F (Primer erkennt nur 72
Rv: TTC CAG CCCCTC ATAATC AC

Volllange)
CRLR Untereinheit des CGRP- Fw: GCC AAT AAC CAG GCCTTAGTG 77
Rezeptors Rv: GCC CAT CAG GTA GAG ATG GAT
Ramol Untereinheit des CGRP- Fw: CCT GAC TAT GGG ACT CTC ATCC 138
P Rezeptors Rv: CGT GCT TGG TGC AGT AAG TG

. . Fw: GAT GAA GGA GCT GTC CAA GC
SP Sensibles Neuropeptid Rv: GCA CAG GAG TCT CTG CTT CC 102

_ _ Fw: TGC AGG ACT ATA TGC AGA TGA AA
«CGRP | Sensibles Neuropeptid Rv: GGA TCT CTT CTG AGC AGT GACA | °F

Osteoklasten-Differenzierungsfakoren

Monozytendifferenzierung | Fw: CGA GAC CCT CAG ACATTG GA

sfaktor Rv: TGT GTG CCC AGC ATAGAATC 17

MCSF

PANKL OHra”ptd'fferenz'er””gSfakt Fw: TGG AAG GCT CAT GGT TGG AT -
) Rv: AGC AAA TGT TGG CGT ACA GG
flr Osteoklasten

OPG Loslicher Rezeptor fiir Fw: CGA GTG TGT GAG TGT GAG GAA 111
Rankl Rv: TGT TTC GCT CTG GGG TTC

Osteoblasteninhibitoren
Whnt5a/R-catenin-

DKK1 Signalweg-Inhibitor Fw: GTA ATG ACC ACAACGCCGC 94
(inhibiert Rv: ACG GAG CCT TCT TGT CCTTTG

Zelldifferenzierung)
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Whntba/R3-catenin-
Signalweg-Inhibitor

Fw: TGA CGC CAA AGATGT GTC CG

SOST LS 108
(inhibiert Rv: GAG CAC ACC AACTCG GTG AC
Zelldifferenzierung)

Endogene Kontrolle

GAPDH endogene Kontrolle Fw: AACTTT GGC ATT GTG GAA GG 223

Rv: ACA CAT TGG GGG TAG GAA CA

Neurokininl-Rezeptor (NK1R), Volllange-Variante des Neurokininl-Rezeptors (NK1R-F), Calcitonin receptor-

like receptor (CRLR), Receptor activity-modifying protein 1 (Rampl), Substanz P (SP), alpha-Calcitonin gene-

related peptide (a«CGRP), Macrophage-colony-stimulating factor (MCSF), Receptor activator of nuclear factor

kB Ligand (Rankl),

Osteoprotegerin  (OPG),

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).

3.1.10 Antikorperliste

Dickkopf-related proteinl (Dkk1),

Molekulargewicht

Sclerostin  (SOST),

Antigen Host Klonalitat Verdinnung (MW) Antigen Hersteller
priméare Antikorper
NK1R-F Kaninchen monoklonal | 1 :20000 46 kD @2%?&713)
Novus
NK1R-T/F Kaninchen polyklonal 1:500 36 kD (NKIR-T) (#NB300-
46 kD (NK1R-F) 119SS)
i . Abcam
GAPDH Kaninchen monoklonal | 1 :5000 37 kD (#ab181602)
sekundarer Antikdrper
Esel Anti-Kaninchen fr?rlr(]zonr:)
Fc .
Meerrettichperoxidase- Esel polykional 110000 E;%Sfifgg(s_
gekoppelt 152)
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3.2 Methoden
3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Murine Osteozyten-Zelllinie MLO-Y4

Sowohl fur die FFSS-Versuche, als auch zur Generierung von Zellklonen, die die NK1R-
Isoformen (berexprimieren, wurden MLO-Y4-Zellen, eine murine Osteozytenzelllinie

hergestellt von Prof. Lynda Bonewald (127), verwendet.

Die Zellen wurden nach Herstellerangaben kultiviert. Zellkulturflaschen und -platten wurden
mit Kollagen Typ 1 in einer Endkonzentration von 0,15 mM beschichtet. Dazu wurde die zu
beschichtende Oberflache mit der Kollagenlosung (5ml fur 75cm? Flasche) fir 60 min bei
Raumtemperatur unter sterilen Bedingungen inkubiert. Danach wurde der Kollagentberstand
abgenommen, die beschichtete Oberflache zweimal mit PBS gewaschen und die Flaschen
anschlieBend fir die Zellaussaat verwendet. Wenn die beschichteten Flaschen nicht sofort
genutzt wurden, wurden sie steril luftgetrocknet und bei 4°C bis zu einem Monat flr spéatere
Zellaussaaten aufbewahrt. Initial wurden die Zellen in Medium mit hoherer FBS-Konzentration
(5%) ausgesat, um das Zellwachstum zu férdern. Am Folgetag fand ein Medienwechsel zum
regular verwendeten Nahrmedium, mit niedrigerer FBS-Konzentration (2,5%) statt
(Zusammensetzung der Medien siehe Auflistung nach diesem Absatz). Die Zellen wurden bei
37°C und 5% CO kultiviert und alle drei bis vier Tage wurde ein Mediumwechsel
durchgefuhrt. Zur Subkultivierung der Zellen wurde das Nahrmedium abgenommen, die Zellen
mit PBS gewaschen, EDTA (1x) zur Zellablésung zugegeben und fur 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. EDTA wirkt dabei als Kalzium-Chelator und l6st vor allem Zell-
Zell-Verbindungen, wéhrend Trypsin, eine alkalische Pankreasprotease, die Zell-Matrix-
Verbindungen andaut und sie vom Substrat 16st (,,Detachment®), was durch Schwenken und
sanftes Klopfen der Flaschen verstarkt wurde. Durch Zugabe von Nahrmedium wurde die
Wirkung des Trypsin/EDTA-Gemischs schliellich abgestoppt. Die Flissigkeit wurde in ein
Falcon Uberfuhrt, bei 129x g fiir 5 min zentrifugiert, der Zelliberstand wurde verworfen und
das zuriickgebliebene Pellet in N&hrmedium suspendiert. Mittels Cedex XS Cell Analyser
wurde die Zellzahl in 10ul Medium gemessen und die gewinschte Zellzahl fur die Neuaussaat
errechnet. Bei einer Zellaussaat von etwa 2 x10° MLO-Y4-Osteozyten in eine 75cm? Flasche

wurde die Zielkonfluenz von 60% bis 75% innerhalb von flinf Tagen erreicht.

MLO-Y4-Auftaumedium:
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- MEM #M8042

- 5%FBS

- 2,5%BCS

- 1% Penicillin-Streptomycin
- 1% GlutaMAX

MLO-Y4-Nahrmedium:

- MEM #M8042

- 25%FBS

- 25%BCS

- 1% Penicillin-Streptomycin
- 1% GlutaMAX

Abbildung 8: Fotos von MLO-Y4-Osteozyten .

(A) 1 Tag nach Aussaat, VergréRerung 10fach; (B) 75% Konfluenz, VergréRerung 4fach

3.2.1.2 293FT-Zellen

Die 293FT-Zelllinie wurde im Rahmen des Versuchs, in MLO-Y4-Zellen die NK1R-Isoformen
uber zu exprimieren, verwendet. Mit der 293FT-Zelllinie kdnnen groRe Mengen Viruspartikel
produziert werden, die zur anschlieBenden Transduktion der Zielzellen (MLO-Y4) verwendet
werden. Bei der Zelllinie handelt es sich um humane, embryonalen Nierenzellen, transduziert
mit dem SV40 large T-Antigen, welches die Expression grof3er Proteinmengen aus Vektoren
mit dem SV40-Ursprung ermdglicht (128).
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293FT-Nahrmedium:

- DMEM, high glucose #41965-039
- 10% FCS

- 1% MEM NEAA

- 1% MEM Sodium Pyruvate

- 1% Penicillin-Streptomycin

- 1% GlutaMAX

Dem Medium wurde zusétzlich das Antibiotikum G-418 zugegeben (Endkonzentration 1%)
gegen welches die 293FT-Zellen ein Resistenzgen besitzen. Die Zellen wurden dreimal

passagiert bevor sie flr die Transfektionsversuche genutzt wurden.

3.2.1.3 NIH 3T3-Zellen

Die NIH 3T3-Zelllinie stammt aus embryonalen Mausfibroblasten, die 1962 an der New York
University School of Medicine isoliert wurden (129). Die Zellen wurden ebenfalls im Rahmen
des Versuchs, in MLO-Y4-Zellen die NK1R-Isoformen Uber zu exprimieren, verwendet. NIH
3T3-Zellen eignen sich sehr gut fir DNA-Transfektionsstudien und zur Virus-Transduktion
(130), weshalb sie in dieser Dissertation zur Bestimmung der transduction units (TU) des neu

generierten Virus genutzt wurden.

NIH 3T3-Nédhrmedium:

- D-MEM, high glucose, pyruvate, no glutamine #21969035
- 10% FCS

- 1% Penicillin-Streptomycin

3.2.1.4 RAW 264.7-Zellen

Bei RAW 264.7-Zellen handelt es sich um eine murine Makrophagen-Zelllinie, die in der AG
Gréssel bereits in einem anderen Projekt zum Thema ,,Sensory Neuropeptides and their
Receptors Participate in Mechano-Regulation of Murine Macrophages“ (65), verwendet
wurden. Im Rahmen dieses Projekts wurde die Expression des NK1R in den RAW 264.7-Zellen
auf Proteinebene mittels Western Blot nachgewiesen (ebd.). Im vorliegenden Projekt wurden

sie daher als Positivkontrollzellen im Rahmen der Uberpriifung der Transduktion der NK1R-
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Rezeptorformen in die MLO-Y4-Osteozyten, die auf Proteinebene durch Western Blot
Verfahren durchgefuhrt wurde, genutzt. Es wurden bereits vorbereitete, gefrorene Zellpellets
aus dem vorherigen Projekt fur die Proteinisolation und den Proteinnachweis iber SDS-PAGE

sowie fur den Western Blot verwendet.

3.2.2 Die Auswirkungen von Fluid Flow Shear Stress auf bestimmte Gene of interests
in der murinen Osteozyten-Zelllinie MLO-Y4

Die Flussigkeit in den Hohlrdumen des Knochens ist in stdndiger Bewegung und bewirkt bei
Flussdnderungen (Starke und Richtung) mechanische Scherkréfte auf die umspdlten
Knochenzellen (siehe Einleitung Abschnitt 1.3). In unserem Versuchsaufbau wurden Driicke
unterschiedlicher Starke auf Osteozyten der Zelllinie MLO-Y4 ausgetbt, um ein Spektrum tber
die gangigsten Annahmen zu den physiologischen Druckverhaltnissen im Knochen abzubilden.
Wir orientierten uns dabei an Angaben aus verschiedenen Publikationen (Tabelle 2). Die
verwendeten FFSS entsprachen: 1 dyn/cm?, 10 dyn/cm2 und 20 dyn/cm?. Nach der Belastung
wurden die MLO-Y4-Osteozyten hinsichtlich der Expression bestimmter Genes of interests

analysiert, um den Einfluss von FFSS zu untersuchen.

Tabelle 2: Literaturangaben zu Druckstarken im Rahmen von Fluid Flow Shear Stress Versuchen

Publikation Jahr Fluid Flow Shear Stress (Spitzendruck)
Luetal. (33) 2012 20 dyn/cm?

Konstante Flussrate: 0,5 bis 2 dyn/cmz;
Boneweld etal. (7) 2008 Alternierende Komponente: 8 dyn/cm?
Mi et al. (131) 2005 18 dyn/cm?
Weinbaum et al. (29) 1994 8-30 dyn/cm?

3.2.2.1 Versuchsaufbau

Im Rahmen der FFSS-Versuche wurde 37°C temperiertes MLO-Y4-Zellmedium mit einer
zuvor berechneten Flussgeschwindigkeit in einem geschlossenen Kreislauf, bestehend aus 50ml

Réhrchen, diversen Schlduchen und den Gangen der p-Slides, gepumpt (Abbildung 9).

40



Durch die Kombination einer bestimmten Drehzahl der Pumpe, eines definierten
Schlauchdurchmessers und der Ganghohe der p-Slides wurde FFSS in den drei verschiedenen
Starken (1 dyn/cmz?, 10 dyn/cm?, 20 dyn/cm?2) erzeugt (siehe Berechnung Anhang Abschnitt
8.1). Der FFSS wirkte auf MLO-Y4-Osteozyten, welche am Tag vor dem Versuch in die Gange

der p-Slides ausgesat worden waren.

b
[ Pumpe D C
a q /
-
p-Slide

50ml Réhrchen
mit Nahrmedium

Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Kreislaufs im FFSS-Versuchsaufbau.

Die blauen Pfeile/Bogen in der Abbildung zeigen die Verwendung der Schldauche innerhalb eines Kreislaufs in
FFSS-Versuchsaufbau. ,, Kreislauf* bezeichnet dabei ein geschlossenes Schlauchsystem bestehend aus Schlduchen,
die in das beforderte Nahrmedium eintauchen (a), Schlauchen die durch das Pumpsystem laufen (b) zwei Génge
eines p-Slides, die miteinander Uber einen Verbindungsschlauch (c) verbunden sind und einem Schlauch (d), der
zuriick in das 50ml Réhrchen fihrt.

3.2.2.2 Verwendetes Material

50ml Roéhrchen befanden sich zum Warmeerhalt in warmeisolierten, wassergefullten
Erlenmayerkolben, die auf einer Heizplatte standen. Die Temperatur in den Erlenmayerkolben

wurde kontinuierlich Giberwacht.

Um die Flissigkeit aus und in die Réhrchen zu beférdern, wurden in die Deckel der R6hrchen
Locher gebohrt. In diese wurden Schlauchverbindungen so gesteckt, dass ein luftdichter
Verschluss sichergestellt werden konnte. Die verwendeten Schlduche wurden in

unterschiedlichen Langen im Versuch genutzt (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Verwendetes Schlauchmaterial

Innen- Lokalisation im
hlaucht Herstell L&

Schlauchtyp durchmesser erstetier Versuch ange
Réhrchen innen 10cm x 2

TYGONSSTME- |, o, Carl Roth GmbH & Rohrchen — Gang 49cm x 2

3603 (#YL81.1) ' Co. KG, Karlsruhe, D | Gang - Gang 3,5cm
Gesamt: 121,5cm
Réhrchen innen 10cm x 2

TYGONS3TME- | ., Carl Roth GmbH & Rohrchen — Gang 48cm x 2

3603 (#YL83.1) ' Co. KG, Karlsruhe, D | Gang - Gang 10cm
Gesamt: 126 cm

Die verwendete Schlauchpumpe IP-N 24 1SM949 wurde freundlicherweise von der AG Straub
(Innere Medizin 1, Universitatsklinikum Regensburg) zur Verflgung gestellt. Mittels
Planetenantrieb erzeugt die Pumpe einen gleichmaRigen Flussigkeitsstrom mit minimaler
Pulsation. Unmittelbar neben der Pumpe wurde eine Styroporplatte befestigt, die die
Hohendifferenz zwischen Heizplatte, Pumpe und p-Slides und damit Kkorrelierenden
Differenzdriicken ausgleicht. Auf dieser Styroporplatte wurden, parallel zur Pumpe, die p-
Slides der Firma ibidi in einer Reihe angeordnet. MLO-Y4-Zellen wurden in zwei
unterschiedlichen p-Slide-GroRen (p-Slide V1 0.4 mit 0.4mm Ganghohe und p-Slide V1 0.1 mit
0.1mm Ganghohe) ausgesat. Der Boden der p-Slides ist in etwa 180um dick und besteht aus
einem Polymer, das Gasdurchléssig ist. Der Kohlendioxid/Sauerstoff-Austausch der Zellen

kann somit kontinuierlich gewéhrleistet werden (132).

Die folgenden Fotos zeigen den Versuchsaufbau wahrend eines FFSS-Versuchs:
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Heizplatte

Erlenmayerk.

Abbildung 10: Aufbau des Fluid Flow Shear Stress Versuchs.

(A) Aufsicht auf den Versuchsaufbau. Oben im Bild stehen die mit MLO-Y4-Nahrmedium befullten Réhrchen in
Erlenmayerkolben auf der schwarzen Heizplatte; Mittig befindet sich die Pumpe; Unten sind die p-Slides in Reihe
auf der Styroporplatte befestigt. (B) Sicht von vorne auf die p-Slides. Auf den zu- und abfiihrenden Schlauchen
sind schwarze Markierungen angebracht, um die Position der Schlduche in der Pumpe zu markieren. Die
Kontrollen (K) wurden wahrend der Laufzeit nicht belastet. (C) Blick auf die Heizplatte von vorne. Die mit MLO-
Y4 Nahrmedium gefullten Réhrchen stehen in mit 37°C warmen Wasser geflllten und mit Aluminiumfolie
ummantelten Erlenmayerkolben. Die Temperatur in den Kolben wird tber ein Thermometer (mittig im Bild)

tiberwacht.

3.2.2.3 Versuchsablauf

Die Zellaussaat der MLO-Y4-Osteozyten in die p-Slides fand nachmittags statt (Tag 1), am

Morgen des nachsten Tages (Tag 2) wurden die p-Slides an das Pumpensystem angeschlossen.

Vor Aussaat der MLO-Y4-Osteozyten in die Gange der p-Slides wurden diese mit Kollagen
Typ 1 beschichtet. Nach Zellaussaat unter sterilen Bedingungen wurden die p-Slides 15 min bei

Raumtemperatur inkubiert, sodass sich die Zellen absetzen konnten. AnschlieRend wurden die
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Reservoirs, von denen sich je einer an den beiden Enden eines Ganges befinden, mit jeweils
60ul warmen Nahrmedium gefullt. Die p-Slides wurden bei 37°C in einem CO»-Inkubator
gelagert, wobei sie mit einem Gasdurchldssigen Polymer-Deckel abgedeckt und in eine feuchte
Kammer gesetzt wurden, da das Fullvolumen der Gange mit 1,7ul fir die kleineren p-Slides
und 30ul flr die groReren, so gering ist, dass das Medium im Inkubator andernfalls rasch

verdunstet waére.

Die Zahl, in der die MLO-Y4-Osteozyten in die Gange ausgesat wurden, betrug fur die 0.4pum
Ganghohe 1200 Zellen/ul und fur die 0.1um Ganghohe 2400 Zellen/ul. Es wurde darauf
geachtet, dass die Zelldichte innerhalb der Génge in etwa gleich war und am Versuchstag eine
Zielkonfluenz von 60-75% erreicht wurde (Abbildung 11).

Abbildung 11: Lichtmikroskopische Aufnahme von MLO-Y4-Osteozyten in einem p-Slide VI 0.4.

MLO-Y4-Osteozyten mit einer Zelldichte von ~70% Konfluenz 2 Tage nach Aussaat. VergroRRerung 4fach.

Je Versuchsansatz wurden drei p-Slides mit MLO-Y4-Osteozyten dem FFSS ausgesetzt. Dabei
wurden immer zwei benachbarte Génge eines p-Slides wahrend des Versuchs Uber einen
Schlauch verbunden und die Zellen dieser beiden Gange im néchsten Schritt zusammengefihrt,
um eine hoéhere Zellzahl zu erreichen. Pro p-Slide erhielt man so drei Zellproben, die
miteinander verglichen werden konnten. Zwei Zellproben (die Zellen aus den Géangen eins
zusammengefihrt mit zwei und die Zellen aus den Gangen drei zusammengefiihrt mit vier)
waren FFSS ausgesetzt, die dritte Zellprobe (die Zellen aus den Géngen funf zusammengefihrt
mit sechs) diente als Kontrolle und wurde nicht belastet (Abbildung 12).
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C D Verbindung von Gang 1 und 2

- E) Verbindung von Gang 3 und 4

- = §) Verbindung von Gang 5 und 6 (= Kontrolle)

MLO-Y4 P40
10.06.19

10 dynierp? Beschriftung mit Zellpassage, Datum und Druckstérke

Abbildung 12: Schematische Darstellung der u-Slidebelegung.

Der blaue Bogen in der Abbildung steht fiir die Verbindung zweier Gange mittels Schlauchverbindung.

Unter sterilen Bedingungen wurden je p-Slide drei 50ml Réhrchen mit 15ml 37°C temperierten
Né&hrmedium gefillt. Der konstante Warmeerhalt des Mediums wurde wahrend des Versuches
sichergestellt und Uberwacht. Die p-Slides wurden am Versuchsplatz an die Schlduche
angeschlossen. Nachdem alle Schlauche in die Pumpe eingespannt waren, wurden sie zunachst
untereinander verbunden und mit maximaler Drehzahl befiillt. Dies war zum einen nétig, um
vorhandene Luft aus dem System zu entfernen, zum anderen bendtigen die Schlauche eine
Einlaufzeit. Anschlielend wurde die Pumpe ausgeschaltet und die Gange der p-Slides ziigig
mit ihren jeweiligen Schlduchen verbunden. Sobald der Kreislauf zwischen den Réhrchen und
p-Slides geschlossen war, wurde die Pumpe wieder eingeschaltet und die Expositionszeit (2h
fur die RNA-Isolierung) wurde gestartet. Nach Beendigung des Versuches wurden je 2ml des
Mediums bei -80°C eingefroren und die Zellen in 350ul Zelllysepuffer (RLT-Puffer Plus)
lysiert. Vor erneuter Verwendung wurden alle Teile griindlich gereinigt und bei 121°C

autoklaviert.

3.2.3 Molekularbiologie

3.2.3.1 Transduktion der NK1R-Isoformen NK1R-F und NK1R-T in MLO-Y4-Zellen

Zelleffekte, die durch Stimulation mit SP bewirkt werden, kénnen Uber zwei Rezeptorvarianten
des NKI1R vermittelt werden, die sich, strukturell betrachtet hinsichtlich ihrer
Aminosdurenlédnge unterscheiden (siehe Einleitung Abschnitt 1.5.3.1). Der Vollange-NK1R
(,fulllength, NK1R-F, geschatztes MW 46kD) besitzt am cytoplasmatischen C-Terminus 96
Aminosauren mehr als der Verkiirzte-NK IR (,,truncated”, NK1R-T, geschéatztes MW 34kD).
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Durch Uberexpression jeweils einer der beiden Varianten des NK1R in MLO-Y4-Zellen
wurden Zellklone geschaffen, die es ermdglichen in zukinftigen Versuchen NK1R-vermittelte
Effekte differenziert zu betrachten.

3.2.3.2 Informationen zu den verwendeten Plasmiden

Initial wurden von der Firma GeneArt synthetische Konstrukte des Volllange-NK1R (1236bp,
NK1R-F) und der verkiirzten Variante (948bp, NK1R-T), die in einen pMA-RQ-Vektor (pMA-
NK1R-F und pMA-NK1R-T) kloniert worden waren, geordert. Die Plasmide enthielten den
NK1R-Genabschnitt umfassende Schnittstellen fir die Restriktionsenzyme BamHI und Xhol
(siehe Plasmid- und Vektorkarten sowie Gensequenzen Anhang Abschnitt 8.3). Sie wurden

mittels Hitzeschocktransformation in E. coli ,,One Shot Stbl 3*“ Bakterien eingebracht.

Der Zielvektor pLenti6/VV5-D-TOPO, in den die NK1R-Gensequenzen zur Transfektion ligiert
werden mussten, konnte aus einem anderen Projekt der Arbeitsgruppe genutzt werden. Er
enthielt ein Insert fur den tissue inhibitor 3 of metalloproteinases (TIMP3). Das Plasmid
pLenti6/V5-D-TOPO-Timp3 war in E. coli ,,One Shot Stbl 3* Bakterien transfiziert worden.

3.2.3.3 Plasmidisolation

Auf allen verwendeten Plasmiden, sowohl auf denjenigen, die eine Isoform des NK1R, als auch
auf denjenigen, die den Zielvektor pLenti6/VV5-D-TOPO enthielten, war auch ein Antibiotikum-
Resistenzgen fur Ampicillin enthalten. Die Bakterien wurden daher auf Agarplatten mit
100pg/ml Ampicillin ausplattiert und so selektioniert. Nach circa 24 h wurden einzelne
Kolonien gepickt und tiber Nacht in je 5ml LB -Medium mit Ampicillin (100ug/ml), bei 37°C
auf einer Schiittelplatte inkubiert. Am folgenden Tag wurden jeweils 2ml des Mediums bei
659x g fur 1 min zentrifugiert. Das sedimentierte Pellet wurde unter Zuhilfenahme des QlAprep
Spin Miniprep Kits nach Anleitung aufgereinigt. Die Plasmide wurden aus den Bakterien nach
dem Binden-Waschen-Eluieren Prinzip isoliert und abschlieBend in 50ul Elutionspuffer eluiert.
Die in dem Kit inkludierten Saulchen enthalten eine Silikonmembran, die DNA in Gegenwart
von chaotropen Salzen bindet und die Elution der aufgereinigten DNA in geringen Volumina
ermoglicht (133).
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3.2.3.4 Restriktionsverdau und Agarose-Gelelektrophorese

In einem ndchsten Schritt wurde der Zielvektor (pLenti6/V5-D-TOPO) aus dem Plasmid
pLenti6/VV5-D-TOPO-Timp3 und die Inserts (NK1R-F und NK1R-T) aus den Plasmiden pMA.-
NK1R-F und pMA-NK1R-T ausgeschnitten. Dazu wurden die Plasmide mit den Enzymen
BamHI-HF und Xhol in einem Verhéltnis Enzym zu Plasmid von 1:1 fiir 15 min bei 37°C in
CutSmart Puffer verdaut. AnschlieBend wurden die Proben mit Gel Loading Dye Purple
vermischt und auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Eine elektrische Spannung von 95V wurde
an die Elektrophoresekammer angelegt, wodurch die negativ geladenen Proteine im Gel
gerichtet wandern. Die kurzeren Insertteilsticke (NK1R-F, NK1R-T, Timp3) kdénnen das
Agarosegel deutlich schneller durchwandern als die groReren Vektorteilsticke (pMA-RQ,
pLenti6/V5-D-TOPO). Aus diesem Grund waren die DNA-Banden nach einer Laufzeit von 1,5
h auf unterschiedlichen Hohen detektierbar und eine Unterscheidung zwischen Insert
beziehungsweise Vektor war mdglich (Abbildung 13).

100bp  plentil plenti2 NKI1R-F1 NK1R-T NK1R-F2 1kb

Abbildung 13: Restriktionsverdau von pLenti6/V5-D-TOPO-Timp3, pMA-NK1R-F und pMA-NK1R-T.

Proben: 1) pLenti6/V5-D-TOPO-Timp3, 2) pLenti6/V5-D-TOPO-Timp3, 3) pMA-NK1R-F, 4) pMA-NK1R-T, 5)
pMA-NK1R-F

Nach einem Restriktionsenzymverdau mit BamHI-HF und Xhol wurden die Proben auf das Agarosegel
aufgetragen und aufgetrennt. Die beiden &ufReren Banden zeigen jeweils einen GréRenmarker (links 100bp, rechts
1kb). Rote Pfeile zeigen Banden, die dem Vektor pLenti6/V5-D-TOPO (6,9 kb) entsprechen. Weil3e Pfeile zeigen
Banden, die der Vollléange-Variante des NK1R (NK1R-F, 1,2 kb) entsprechen. Der blaue Pfeil markiert eine Bande,
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die der verkirzten Variante des NK1R (NK1R-T, 0,95kb) entspricht. Griine Sterne zeigen Banden, die dem Insert
TIMP3 entsprechen. Graue Sterne markieren die pMA-RQ Vektor Banden (2,3kb).

Es kann davon ausgegangen werden, dass der Restriktionsverdau erfolgreich war. Die finf

mit Pfeilen markierten Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten.

3.2.3.5 Fragmentisolation

Die jeweiligen Banden des NK1R-F (1236bp), NK1R-T (948bp) und pLenti6/V5-D-TOPO
(6963bp) wurden unter UV-Licht detektiert und aus dem Agarosegel ausgeschnitten.
AnschlieRend wurden die Gelstiicke mit dem QIlAquick Gel Extraction Kit, welches ebenfalls
nach dem Binden-Waschen-Eluieren Prinzip funktioniert, aufbereitet. In Relation zu ihrem
Gewicht werden dabei die aus dem Agarosegel ausgeschnittenen DNA-Banden in Lysepuffer
bei 50°C gel6st. Die Flissigkeit wird nach mehreren Arbeitsschritten, die die Reinheit der zu
isolierenden DNA erhdhen, auf eine QIAquick Gel Extraction Sdule gegeben, die die
Nukleinsauren Uber eine Silikonmembran bindet. Durch Waschschritte werden
Verunreinigungen entfernt und die isolierte Plasmid-DNA zuletzt von der Saule eluiert.

3.2.3.6 Ligationsansatz

Die Proben wurden im Anschluss mit alkalischer Phosphatase (CIP) verdaut, um eine
Dephosphorylierung an den 5° und 3 DNA-Enden zu bewirken und so die Re-Ligation des
Plasmids zu verhindern. Nach einer Reinigung mit dem MinElute PCR Purification Kit, der
vorhandene Primer-, Nukleotid-, Enzym- und Salzriickstande entfernt, wurde jeweils eine der
beiden NK1R-Isoformen (Insert) mit einem pLenti6/\VV5-D-TOPO Vektor im Verhéltnis 1:3
gemischt und unter Verwendung von T4ADNA-Ligase-Puffer, TADNA-Ligase und Aqua dest.
ligiert. Der Ligationsansatz wurde furr 16 h bei 16°C inkubiert und abschlief3end fiir 10 min bei
65°C hitzeinaktiviert.

3.2.3.7 Hitzeschocktransformation in E. coli Bakterien

Die neu entstandenen Plasmide (Konstrukte pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F und pLenti6/V5-
D-TOPO-NK1R-T) und ein Kontrollplasmid (pLenti6/V5-GW/LacZ) wurden durch
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Hitzeschocktransformation in ,,One Shot Stbl3 Chemically Competent* E. coli eingebracht. Bei
der angewandten Hitzeschock-Methode wird einerseits eine kalziumreiche Umgebung erzeugt,
die dazu flhrt, dass die elektrostatischen AbstoRBungskréafte zwischen Plasmid-DNA und
bakterieller Zellmembran aufgehoben werden. Andererseits entstehen durch den plétzlichen
Temperaturanstieg Poren in der Bakterienzellmembran, durch welche die Plasmid-DNA in das

Bakterium gelangt (134).

Die transformierten Bakterien wurden (ber eine Ampicillin-Resistenz selektioniert. Zur
Sicherung der Plasmide wurden Plasmidstocks und Bakterienstocks angelegt und bei -80°C

kryokonserviert.

3.2.3.8 Kontrolle der Ligation durch Restriktionsverdau, Gelelektrophorese und
Sanger-Sequenzierung

Der Erfolg des Ligationsansatzes wurde durch Isolation der Konstrukte mittels QlAprep Spin
Miniprep Kit und anschlieRendem Verdau des Plasmids mit den Restriktionsenzymen BamHI-
HF und Xhol tGberpruft (Abbildung 14). Die Laufzeit der Gelelektrophorese betrug 2 h bei 93V,
das Gel enthielt 1% Agarose.

100bp pksFl plxF2 plE3 plkF4 pBKRL  plide

*--‘-.
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Abbildung 14: Restriktionsverdau von pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F und pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T.

Proben: 1) pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F, 2) pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F, 3) pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F,
4) pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F, 5) pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T, 6) pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T

Nach einem Restriktionsenzymverdau mit BamHI-HF und Xhol wurden die Proben auf das Agarosegel
aufgetragen und aufgetrennt. Die beiden &ulleren Banden zeigen jeweils einen GréRenmarker (links 100bp,
rechts 1kb). Rote Pfeile zeigen Banden, die dem Vektor pLenti6/V5-D-TOPO (6,9 kb) entsprechen. Weile
Pfeile zeigen Banden, die der Volllange-Variante des NK1R (NK1R-F, 1,2 kb) entsprechen. Die blauen Pfeile
markieren Banden, die der verkirzten Variante des NK1R (NK1R-T, 0,95kb) entsprechen. Die Plasmidstiicke
der Proben pL-F3 und pL-F4 zeigen sowohl passende Banden fiir pLenti6/V5-D-TOPO (6,9 kb, roter Pfeil)
als auch fir NK1R-F (1,2 kb, weiler Pfeil). pL-T1 und pL-T2 zeigen Banden auf der H6he von pLenti6/V5-D-
TOPO (6,9 kb, roter Pfeil) und NK1R-T (950 kb, blauer Pfeil).

Es kann angenommen werden, dass die Ligation der Inserts (NK1R-T, NK1R-F) mit dem
Zielvektor (pLenti6/\VV5-D-TOPO) fiir die Proben 3 — 6 erfolgreich war.

Von den Klonen mit der starksten Plasmidexpression wurden fir die nachfolgenden
Experimente groRere Bakterienkulturen in 50ml LB-Medium angesetzt und die DNA im
Folgenden unter Verwendung des QIAGEN Plasmid Purification Kit isoliert. Der Kit
funktioniert Uber eine alkalische Lyse und im weiteren Verlauf tber das Binden der Plasmid-
DNA an Harze. Nach verschiedenen Waschschritten wird die DNA abschlieBend eluiert. Um
auch auf DNA-Ebene den Erfolg der Ligation der NK1R-Isoformen mit dem Zielvektor
pLenti6/VV5-D-TOPO zu uberpriifen, wurden Proben der isolierten Plasmide zur Sanger-
Sequenzierung an die Firma Microsynth versandt (siehe Sequenzierungsergebnisse Anhang
Abschnitt 8.3.4, 8.3.5).

3.2.3.9 Transfektion in 293FT-Zellen und Virusproduktion

Zum Zweck der Hochtiter-Virusproduktion wurden 293FT-Zellen mit Hilfe des ViraPower
Lentiviral Expression System Kits mit den erstellten Plasmiden transfiziert und kultiviert. Je
Ansatz (NK1R-F, NK1R-T, pLenti6/V5-GW/LacZ-Kontrolle, H.O-Kontrolle) wurden 5 x10°
293FT-Zellen in eine 10 cm Petrischale ausgeséat. Die Zellen wuchsen tiber Nacht bei 37°C in
N&hrmedium ohne Antibiotikumzusatz und hatten am Folgetag eine Konfluenz von etwa 95%.
Am zweiten Tag der Transfektion wurde ein Medienwechsel durchgefiihrt und der DNA-
Lipofectamin-Komplex auf die 293FT-Zellen gegeben. Darin enthalten war der
ViraPowerPackaging Mix, das jeweilige Expressionsplasmid (pLenti6/\VV5-D-TOPO-NK1R-F,
pLenti6/VV5-D-TOPO-NK1R-T oder pLenti6/V5-GW/LacZ), Opti-MEM Reduced Serum
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Medium und Lipofectamin 2000. Nachdem der Komplex tropfenweise zugegeben worden war,
wurden die Petrischalen Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Anderntags wurde ein Mediumwechsel
mit Nahrmedium ohne Antibiotikum durchgefihrt und die Petrischalen weitere 24 h bei 37°C
inkubiert. Die Uberstinde, die groBe Mengen an Viren enthielten, wurden abgenommen, bei
554x g fir 15 min bei 4°C zentrifugiert, anschlieBend steril filtriert, aliquotiert und bei -80°C
gelagert.

3.2.3.10 Transduktion des Virus in NIH3T3-Zellen und Berechnung der ,,transduction
units

Zur Bestimmung der Anzahl an infektidsen Partikeln je ml Virustiberstand werden transduction
units (TU) berechnet. Dafiir wurden 1x10* NIH 3T3-Zellen pro Well einer 6-Well Platte
ausgesat und unter Verwendung von Polybrene (2ug/ml, Steigerung der Transfektionseffizienz)
mit unterschiedlichen Verdiunnungen des jeweiligen Virusiberstandes (NK1R-F, NK1R-T,
LacZ, Wasserkontrolle), transduziert. Uber die Zugabe des Antibiotikums Blasticidin (5ug/ml)
wurden die Zellen selektioniert. Nach 14 Tagen wurde das Medium der Zellen abgenommen.
Daraufhin wurden die Zellen mit PBS gewaschen, durch Zugabe von 1% Glutaraldehyd fixiert,
nochmals gewaschen und mit Kristallviolett gefarbt und anschlieRend die angeféarbten Kolonien
gezéhlt (Abbildung 15).

Belegung NK1R-F

clo
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der 6-Well-Plattenbelegung und Fotos der 6-Well-Platten mit

transduzierten NIH 3T3-Zellen nach Kristallviolettfarbung zur Bestimmung der transduction units (TU).

Die Blaue Sonne markiert jeweils den linken Rand der 6-Well Platten. Schema: In der Mitte der Kreise sind die
jeweiligen Virusverdiinnungsstufen angegeben. Auf jeder Platte befand sich eine Kontrolle (K) zu der kein Virus
zugegeben wurde. Fotos: Die vier Platten zeigen die mit Kristallviolett gefarbten Kolonien (lila).

Tabelle 4: Berechnung der TU/ml

Virus mit Virus-Verdunnungsstufe TU/mI
Gen fir: K. 102 103 10 10° 10®
H20 = 0 0 0 0 0 0 0
8
LacZ 3 0 1 0 0 0 0 0,1*103
Sc
NKIR-F | = = |0 13 2 0 0 1 344,4%10°
o
N —
NKIRT | £¥ |0 5 3 0 0 0 1,8*103

Volllange-Variante des Neurokininl-Rezeptors (NK1R-F), Verkirzte Variante des Neurokininl-Rezeptors (NK1R-
T), transduction unit (TU), Kontrolle (K)

Die TU werden nach folgender Formel berechnet:

TU _ Yn(gefarbte Kolonien einer Verdinnung)x Verdinnungsstufe

ml n(Verdimnungsstufen)

Die errechneten TU sind der Tabelle 3 zu entnehmen.

3.2.3.11 Transduktion des Virus in MLO-Y4-Zellen

Analog zur Virustransduktion in NIH 3T3-Zellen wurden die Zielzellen MLO-Y4 transduziert
und selektioniert. Das Zellwachstum der transduzierten MLO-Y4-Osteozyten wahrend der
Blasticidinselektion war unterschiedlich schnell. Die, mit den NK1R-Rezeptorisoformen
transduzierten MLO-Y4-Osteozyten, teilten sich schneller als die Kontrollzellen, in welche das
Gen fir LacZ transduziert wurde. Die neu entstandenen Zellklone, welche die NK1R-
Rezeptorisoformen (berexprimieren, wurden im Verlauf des Versuches grundsatzlich sowohl
mit MLO-Y4-Zellen, in die das LacZ-Gen transduziert worden war, als auch mit unverénderten

MLO-Y4-Zellen verglichen. Ein deutlicher Unterschied in der Rezeptorexpression der NK1R-
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Isoformen gegentiber den Referenzzellen (unverédnderte MLO-Y4-Osteozyten und Osteozyten,
in die das Gen fur LacZ transduziert worden war) sollte sich nach erfolgreicher Transduktion
der MLO-Y4-Osteozyten mit NK1R-F und NK1R-T zeigen, auch unabhéngig davon, ob die
Transduktion mit LacZ in die MLO-Y4-Osteozyten erfolgreich und in ausreichender Zahl
gelungen war. Aus Zeit- und Materialgrinden wurden die entstandenen Zellklone daher trotz
einer niedrigen Viruslast, vor allem fir den Kontrollvektor LacZ, fur die weiteren Versuche
verwendet und auf eine Wiederholung der Transfektion zu diesem Zeitpunkt verzichtet. Ein
gutes Zellwachstum unter Blasticidinselektion konnte fur die MLO-Y4-Zellen, in die die
NK1R-Rezeptorisoformen transduziert worden waren, nachgewiesen werden (Abbildung 16).
Fur die Transfektion wurden 2x10* Zellen pro Well einer 6-Well-Platte ausgesat und der
Virustuiberstand in den Verdinnungen 1:2, 1:5, 1:10 und 1:50 auf die MLO-Y4-Zellen gegeben.
Die Zellen wurden Uber drei Wochen selektioniert, alle zwei bis drei Tage fand ein
Mediumwechsel mit Nahrmedium und Blasticidin (2ug/ml) statt. Ab einer Konfluenz von 70%
wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA subkultiviert und ein Teil der Zellen bei -80°C
kryokonserviert.

Die erfolgreiche Transduktion der DNA fiir den NK1R-T-Rezeptor, den NK1R-F-Rezeptor und
fiir den Kontrollvektor LacZ in die MLO-Y4-Zellen wurde auf RNA-Ebene mittels gRT-PCR

und auf Proteinebene durch Western Blot nachgewiesen.

Der neu entstandene MLO-Y4-Zellklon, der den NK1R-F Uberexprimiert, wurde fortan als
MLO-Y4_NKI1R-F gefuhrt. Analog verhielt es sich mit den Zellklonen, die die verkirzte Form
des NKI1R Uberexprimieren (MLO-Y4 NKI1R-T), beziehungsweise die Kontrolle LacZ
enthalten (MLO-Y4_LacZ).
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Abbildung 16: Lichtmikroskopische Aufnahmen
von MLO-Y4-Zellen wahrend der
Blasticidinselektion (2pug/ml) am 13. Tag nach

Virustransduktion.

(A) Virus mit NKI1R-T, Verdinnung 1:2,
VergroRBerung 10fach, (B) Virus mit NKI1R-F,
Verdinnung 1:2, VergroRerung 10fach, (C)

Kontrolle ohne Virus.

3.2.3.12 RNA Isolation

Nach beiden Versuchsansatzen (Fluid Flow Shear Stress und Etablierung der
Uberexpressionsklone) wurde die RNA mit dem RNeasy Plus Micro Kit der Firma Qiagen
isoliert. Das im RLT-Lysepuffer enthaltene Guanidin-Isothiocyanat denaturiert vorhandene
RNasen und schitzt so die RNA vor Abbau. Genomische DNA wird mittels einer im Kit
enthaltenen spezifischen Séule entfernt. Nach Hinzugabe von Ethanol wird das Lysat auf eine
RNA-bindende Silikonmembranséule gegeben. Nach mehreren Waschschritten wird zuletzt die
gebundene RNA in 14pl RNase-freiem Wasser eluiert. Der RNA-Gehalt und die Reinheit der
Proben wurden mittels Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Wellenldangenbereich 190 — 840
nm) bestimmt. AuBerdem wurden aus jedem Versuch RNA-Stichproben mit dem Bioanalyser
RNA 6000 Nano Assay auf ihre Reinheit geprift (RNA integrity number (RIN)-Werte). Die

Proben wurden bei -80°C aufbewahrt.
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3.2.3.13 cDNA Synthese

Die RNA wurde unter Verwendung des AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit nach
Anweisung des Herstellers in complementary DNA (cDNA) umgeschrieben. Je
Reaktionsansatz wurden 300ng RNA transkribiert. Die Proben wurden im T3000 Thermocycler
in drei Schritten zu cDNA umgeschrieben: 1) Beim Annealing lagern sich Primer bei 25°C (5
min) an die RNA an. 2) Im Rahmen der Synthesereaktion, die bei 42°C ablauft, wird der
komplementére cDNA-Strang gebildet (15 min). 3) Zuletzt wird die Reaktion bei 95°C (5 min)
abgestoppt. Die erhaltene cDNA wurde bei -20°C gelagert.

3.2.3.14 gqRT-PCR

Mittels qRT-PCR kann die Expressionsrate eines Gens ermittelt werden. Nach Vervielfaltigung
(PCR) des gewunschten Gens durch die Verwendung spezifischer Primer entsteht ein
Doppelstrang, in den der Farbstoff SYBR-Green interkaliert. Durch Denaturierung wird aus
dem Doppelstrang nach jedem Zyklus der eingelagerte SYBR-Green-Farbstoff wieder
freigesetzt und die Fluoreszenzintensitat gemessen. Die Zunahme der Fluoreszenzintensitét ist
proportional zur Zunahme der PCR-Produkte und ermdglicht so eine Quantifizierung der
Genexpression. Es wurde eine gRT-PCR-Maschine Mx3005P QPR System von Agilent
Technologies mit dem Brilliant Il SYBR Green QPCR Master Mix mit ROX genutzt. Die
Proben wurden in eine 96-Well-PCR-Platte als Duplikate aufgetragen.

gRT-PCR-Messungen wurden im Rahmen des FFSS Versuchs mit den MLO-Y4-Zellen, die
mit unterschiedlich starkem FFSS belastet worden waren durchgefiihrt, um eine Regulation von
ausgewahlten anabolen und katabolen Stoffwechselfaktoren des Knochens zu untersuchen. Im
Rahmen der Etablierung der Uberexpressionsklone wurden gRT-PCR-Messungen gemacht, um
eine erfolgreiche Transduktion der Uberexpressionsplasmide pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F,
beziehungsweise pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T in MLO-Y4-Zellen auf RNA-Ebene zu

Uberprufen.

Die gemessenen Ct-Werte wurden in Microsoft Excel tibertragen und entweder nach der AACt-
Methode, fir die Ct-Werte, die im Rahmen des FFSS-Versuches erhoben wurden oder nach der
ACt-Methode, fiir die Ergebnisse aus dem Nachweis der Transduktion der NK1R-Isoformen in
die MLO-Y4-Zellen, ausgewertet. Die Ct-Werte wurden dabei entweder nur auf die

gemessenen Ct-Werte von Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) (endogene
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Kontrolle) normiert (fir ACt) oder zusétzlich auf unbelastete Kontrollzellen bezogen
(Kalibrator) (fur AACt).

3.2.4 Proteinchemische Methoden

Zum Nachweis, des Erfolgs der Transduktion der Uberexpressionsplasmide NKI1R-T,
beziehungsweise NK1R-F, in die MLO-Y4-Zellen auf Proteinebene, wurden Western Blots
(WB) mit Zelllysaten der entsprechenden Zellklone durchgefuhrt. Als Kontrolle dienten native
MLO-Y4- und RAW 264.7-Zellen (murine Macrophagen-Zelllinie), fir die der Nachweis einer
Expression des NK1R auf Proteineben mittels Western Blot bereits dokumentiert ist (65).

Der Nachweis erfolgt in mehreren Schritten: 1) Zundchst mussen die Proteine aus den Zellen
geldst werden (Proteinisolation). 2) Anschlieend muss die Proteinkonzentration in den Proben
bestimmt (BCA Assay) und 3) eine gleich groRe Menge an Proteinproben auf ein SDS-Gel
aufgetragen und die Proteine nach GroRRe getrennt werden (SDS-Gelelektrophorese). 4) Die
aufgetrennten Proteine werden anschlielend auf eine Membran tbertragen (Western Blot) 5)
und als letzter Schritt werden spezifische Proteinbanden durch Antikérpernachweis identifiziert
(Detektion der Proteine).

3.2.4.1 Proteinisolation aus MLO-Y4-Zellen

Zur Isolation des Rezeptors aus der Zellmembran wurden Zellpellets mit je 1-3x10°. MLO-Y4-
Osteozyten in 100°C Heat-Hot-Lysepuffer (Tris-HCI (10 mM) pH 8,0 und 1% SDS)
suspendiert. Die Mischung wurde anschlieRend weitere 20 min bei 100°C erhitzt und dabei alle
5 min gevortext. Der NKI1R ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor mit sieben
Membrandoménen und daher fest in der Zellmembran verankert. Die Arbeitsgruppe hatte aus
Versuchen mit anderen G-Protein gekoppelten Rezeptoren bereits gute Erfahrungen mit der
Proteinlyse dieser Rezeptoren durch Verwendung der Heat-Hot-Lysemethode. Um die
Rezeptorextraktion aus der Zellmembran zu verstérken, folgte als néchster Schritt eine
Ultraschallbehandlung mit dem Sonoplus Ultraschall-Homogenisator HD 2070 (2x 20 sec; 3
Zyklen, 40% Power) und die Zentrifugation der Proben mit 14 000x g bei 4°C fur 20 min. Der
klare Uberstand wurde in ein neues MikroreaktionsgefaR uberfihrt und fir die folgende

Bicinchonic Acid (BCA) Analyse verwendet.
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3.2.4.2 BCA-Assay

Um die Konzentration des isolierten Gesamtproteins im Uberstand zu ermitteln, wurde der
BCA Protein Assay Kit genutzt. Der Kit nutzt die Eigenschaft von Proteinen in alkalischer
Umgebung Cu?* zu Cu*-lonen reduzieren zu konnen. Bei dieser Reduktionsreaktion entsteht
ein freies Kupferkation, das mit dem zugesetzten BCA-Reagenz einen stabilen Licht-
absorbierenden Kupferkomplex bildet, was photometrisch gemessen werden kann und mit dem

Proteingehalt einer Probe korreliert.

Die Uberstande mit den isolierten Proteinen wurden 1:10 mit PBS verdiinnt und je 25ul wurden
am Boden einer 96-Well Platte vorgelegt. Ebenso wurden jeweils 25ul des BSA-
Referenzstandards (0-1000pg/ml) auf den Plattenboden pipettiert. Die belegten Wells wurden
anschlieBend mit 200l Working Reagenz des BCA Protein Assay Kits befllt. Nach einer 30-
mindtigen Inkubation bei 37°C erfolgte die photometrische Messung der Proben bei 595nm in

einem Photometer und die Auswertung der gemessenen Daten mit Microsoft Excel 2016.

3.2.4.3 SDS-Gelelektrophorese

20 pg Gesamtprotein wurden mit der entsprechenden Menge 5fach SDS-Ladepuffer versetzt
und 5 min bei 95°C erhitzt.

Das stark negativ geladene SDS bindet an die Aminoséurenkette der Proteine, entfaltet sie
dadurch und maskiert eventuelle Eigenladungen. Das im Ladepuffer enthaltene DTT zerstort
mogliche Disulfidbrucken innerhalb der Proteine. Die Proteine werden hitzedenaturiert und
proportional zur Proteinmasse negativ geladen. Das enthaltene Bromphenolblau farbt die
Proben, sodass die Wanderung durch das Gel nachverfolgt werden kann. Glycin erhéht die
Probendichte, sodass sie in die Geltaschen absinken. Im Rahmen der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Dies wird erreicht, indem an die Gelelektrophoresekammer ein elektrisches Feld
angelegt wird, das bewirkt, dass die denaturierten, negativ geladenen Proteine eine
Polyacrylamid-Gelmatrix durchwandern. Jeweils ein Trenn- und ein Sammelgel bilden die
Gelmatrix, wobei sie sich in ihrem Gehalt an Polyacrylamid und im pH-Wert unterscheiden.
Sie bilden Poren von unterschiedlicher GroRe, die wie ein Proteinsieb funktionieren. Je kleiner,

beziehungsweise groRer ein Protein, desto schneller, beziehungsweise langsamer ist die
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Durchwanderung der Gele mdglich, was letztlich zur Auftrennung der Proteine nach ihrer
Grolie fihrt.

Fur die SDS-Gelelektrophorese wurden Trenn- und Sammelgele mit folgender

Zusammensetzung angefertigt:

Zusammensetzung fir 2 Trenngele:

6,6ml Aqua dest.

- 8,0ml 30%-Acrylamid Mix
- 5,0ml Tris-Puffer (pH 8,8)
- 0,2ml SDS

- 0,2ml Ammoniumpersulfat
- 0,008ml TEMED

Zusammensetzung fir 2 Sammelgele:

2,78ml Aqua dest.

- 0,83ml 30%-Acrylamid Mix
- 1,5ml Tris (pH 6,8)

- 0,05ml SDS

- 0,05ml Ammoniumpersulfat
- 0,005ml TEMED

Bis die Proben die Gelgrenze zwischen Sammel- und Trenngel erreicht hatten, wurde eine
Spannung von 80V angelegt. Anschliefend wurde die Spannung fir 2 h 30 min auf 120V
erhoht.

3.2.4.4 Western Blotting

Die aufgetrennten Proteine werden nach Beendigung der SDS-PAGE in einem darauffolgenden
Schritt aus dem Polyacrylamid-Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran
Ubertragen. Hierfir wurde das Tank-Blot-Verfahren verwendet.
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Die Polyacrylamid-Gele werden von den Glasplatten geldst und bei Raumtemperatur in
Transferpuffer geschwenkt, um eventuelle Salzriickstdénde des Ladepuffers zu entfernen.
Zwischenzeitlich werden Whatmanpapiere, Schwémme und die PVDF-Membran vorbereitet.
Die Transferkassette wird anschlieRend wie im Schema dargestellt zusammengesetzt
(Abbildung 17). Gemeinsam mit einem Eiseinsatz wird die Kassette in die mit Transferpuffer
gefullte Transferkammer eingesetzt und auf Eis gestellt. An die Kammer wird ein elektrisches
Feld angelegt, aufgrund dessen die Proteine aus dem Gel in die PVDF-Membran einwandern,

wo sie mittels hydrophober und polarer Wechselwirkungen binden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine bei einer Stromstérke von 120mA fur 2 h aus
dem Gel auf die PVDF-Membran ,,geblottet™.

Kassettendeckel {
Schwamm {

Whatmanpapiere
Polyacrylamid-Gel
PVDF-Membran
Whatmanpapiere

{
{
{
{

Transferrichtung

Schwamm
Kassettenboden {

P
<

Abbildung 17: Schematische Darstellung des Western Blot Transferkassettenaufbaus

Aufbau innerhalb der Transferkassette von oben nach unten (entspricht auch der Transferrichtung): Kassettendeckel,
Schwamm, Whatmanpapiere, Polyacrylamid-Gel, PVDF-Membran, Whatmanpapiere, Schwamm und

Kassettenboden

3.2.45 Detektion der Proteine

Nachdem die Proteine auf die PVDF-Membran ubertragen worden sind, sind spezifische
Proteinnachweise moglich. Wir verwendeten als Nachweismethode eine indirekte

Proteindetektion.

Dazu werden zundchst unspezifische Bindungsstellen durch Schwenken der Membran in einer
Milchpulverldsung (5% in T-TBS) blockiert. Anschlielend wird die Lésung abgegossen und
spezifische primére Antikorper gegen die gesuchten Proteine werden, verdunnt in 5%iger

Milchpulverlésung, tber Nacht auf die Membran gegeben und bei 4°C inkubiert. Am Folgetag
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wird die Milchpulver-Antikorper-Losung abgekippt, die Membran mehrmals mit T-TBS
gewaschen und anschlieBend ein sekundérer Antikorper, welcher den gebundenen
Primarantikorper erkennt, verdinnt in 5%iger Milchpulverlosung bei Raumtemperatur
zugegeben und fir 1 h geschwenkt. Es folgt wiederum ein mehrmaliges Waschen der Membran
mit T-TBS.

Mit Hilfe des Pierce ECL Western Blotting Substrats wird die PVDF-Membran entwickelt. Das
Substrat enthélt eine Peroxidase, die als Katalysator die Reaktion von Luminol oxidiert, wobei
Lumineszenz entsteht, die wiederum in einem Chemilumineszenzgerat detektiert werden kann.
Bei schwachen Proteinbanden wird zur Membranentwicklung der sensitivere Pierce™ Fast

Western Blot Kit, SuperSignal™ West Femto genutzt.

Um verschiedene Proteine, deren Molekulargewicht und somit auch Proteinbanden auf der
PVDF-Membran sehr nahe beieinanderliegen, gezielt nachweisen zu konnen, werden die
spezifischen Primarantikdrper getrennt voneinander zugegeben und die PVDF-Membran

dazwischen mit dem Re-Blot Mild Plus von zuvor gebundenen Antikdrpern gereinigt.

3.2.5 Statistik

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurden die Programme Microsoft Office Excel
2016 und GraphPad Prism 9 genutzt. Die Ergebnisse wurden als Boxplots dargestellt. Sie
zeigen die Einzelwerte als Punkte, den Median und die Quartile, sowie Whiskers, die den
Bereich zwischen Minimum und Maximum kennzeichnen. Als Signifikanztest wurde der
Wilcoxon Vorzeichen-Rang Test verwendet. Der Hypothetische Wert wurde auf 100%,
beziehungsweise 1, gesetzt. Fir alle Ergebnisse wurde das Signifikanzniveau mit p<0.05
festgelegt.

4 Ergebnisse

4.1 Einfluss von Fluid Flow Shear Stress auf die Genexpression in MLO-Y4-Zellen

Nach Applikation von FFSS wurde der Einfluss unterschiedlicher Flussraten auf die Expression
verschiedener Gene analysiert. Zum einen wurden die sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP
mit den zugehorigen Rezeptoren (NK1R und CRLR/Rampl) untersucht und zum anderen

Faktoren, die die Osteoblasto- und Osteoklastogenese steuern (Primerliste Abschnitt 2.1.9). Die
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absoluten Ct-Werte der Proben waren im Allgemeinen hoch, was einer niedrigen
Genexpressionsrate entspricht (siehe absolute Ct-Werte Anhang Abschnitt 8.2). Daher kann
nicht fiir alle untersuchten Gene eine Darstellung erfolgen, beziehungsweise ist die Anzahl der

Einzelwerte (n) in den Graphen unterschiedlich.

Die Daten des FFSS-Versuchs werden als relative Genexpression RQ dargestellt. Sie zeigen
die Expression eines Gene of interests (GOI) in den untersuchten Proben als Vielfaches der
Genexpression in der Kontrolle (entspricht dem Kalibrator). Hohere Werte sprechen daher fir

eine n-fach héhere Expression des Gens in der Probe bezogen auf den Kalibrator.
Die Berechnung der relativen Genexpression RQ eines GOI ergibt sich nach folgender Formel:
RQ = 7-AACE
= 27[ACtProbe - ACtKontmlle]
— 2*[(CtGOI - CtKalibrator)prObe - (Ctgor — CtKalibrator)Komro]le]

2(CtKontrol]e - CtProbe)Gol

2(CtK0ntrol]e — Ctprobe )Kalibrator

4.1.1 Genexpression der Neuropeptidrezeptoren und Neuropeptide

4.1.1.1 NKI1R-F, NK1R-T und SP

Um die Expression der verschiedenen Isoformen des NK1R-Rezeptors zu detektieren, wurden
Primer genutzt, die an die DNA-Sequenz vor der Deletion des C-Terminus binden und daher
beide Isoformen (NK1R-F und NK1R-T) erkennen und Primer, die in dem Bereich der DNA
des C-Terminus binden, die nur der NK1R-F aufweist. Da die N-terminalen Protein- und
Nukleinsduresequenzen von NK1R-T und NK1R-F identisch sind, ist eine gezielte Detektion
und Unterscheidung des NK1R-T vom NK1R-F nicht moglich. Ruckschliisse auf die Expression
der verkirzten Rezeptorvariante lassen sich daher nur aus der Differenz zwischen den
Ergebnissen fir die Volllange-Variante (NK1R-F) und der Ergebnisse flr beide Varianten
(NK1R-F und NK1R-T) abschéatzen. Werden Primer beziehungsweise Antikorper genutzt, die
beide Rezeptorvarianten erkennen konnen, da sie im gemeinsamen N-terminalen Bereich
binden, werden diese im Folgenden als NK1R-T/F bezeichnet. Kann aufgrund einer Bindung
der Primer beziehungsweise Antikorper im verlangerten C-terminalen Bereich nur der NK1R-

F erkannt werden, werden diese Primer respektive Antikorper als NK1R-F bezeichnet.

61



Die FFSS-Versuche wurden mit unverédnderten MLO-Y4-Osteozyten durchgefuhrt. In
zukunftigen Projekten konnen die Versuche mit den transduzierten MLO-Y4-Osteozyten
durchgefuhrt werden und eventuelle Unterschiede in der Genexpression der GOI miteinander

verglichen werden.
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Abbildung 18: Genexpression des Neurokininl-Rezeptors und des zugehdrigen Neuropeptids Substanz P nach
FFSS.

Einfluss von 2 Stunden 1dyn/cmz, 10 dyn/cm?2 und 20 dyn/cm2 FFSS auf die Genexpression des NK1R (a,b) und des
Neuropeptids SP (c). Die Genexpression des NK1R wurde analysiert mit Primern, die beide Rezeptorvarianten
erkennen (a) und Primern, die nur die Volllange-Variante erkennen (b). Es konnten keine Werte fir NK1R-T/F bei

10dyn/cm? gemessen werden (no Cq), weshalb an dieser Stelle keine Daten abgebildet werden kénnen. Darstellung
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als relative Genexpression RQ mit Bezug auf unstimulierte MLO-Y4-Zellen (=1, Kalibrator, gestrichelte Linie)

und die Genexpression der endogenen Kontrolle GAPDH als Normalizer. n = 2-10.

Die Applikation von FFSS in verschiedenen Druckstarken (1 dyn/cmz2, 10 dyn/cmz?, 20 dyn/cm?)
hat nur einen geringen Einfluss auf die Genexpression beider NK1R Varianten (Abbildung 18
a), b)) sowie auf die Genexpression des Neuropeptids SP (c)). Ein starker FFSS (20 dyn/cm?)
bewirkt eine etwas héhere Expression der mRNA des NK1R-T/F (a)). Tendenziell wird durch
mittleren FFSS (10dyn/cm?) eine leicht verminderte Expression des NK1R-T/F induziert (a),

b)).

41.1.2 CRLR, Rampl und aCGRP

Der Einfluss von FFSS auf die Genexpression der Untereinheiten des CGRP-Rezeptors, CRLR
und Ramp1, und des Neuropeptids aCGRP in der Osteozytenzelllinie MLO-Y4 wurde ebenfalls
untersucht und erbrachte folgende Ergebnisse:
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Abbildung 19: Genexpression der Untereinheiten CRLR und Rampl des CGRP-Rezeptors und des
Neuropeptids aCGRP nach FFSS.

Der Einfluss von 2 Stunden 1dyn/cmz2, 10 dyn/cm? und 20 dyn/cm? FFSS auf die Genexpression der Untereinheiten
des CGRP-Rezeptors und des Neuropeptides o CGRP. Die Genexpression der Untereinheiten CRLR (a) und des
Rampl (b), welche gemeinsam den CGRP-Rezeptor bilden und des Neuropeptids aCGRP (c). Darstellung als
relative Genexpression RQ mit Bezug auf unstimulierte MLO-Y4-Zellen (=1, Kalibrator, gestrichelte Linie) und

die Genexpression der endogenen Kontrolle GAPDH als Normalizer. n = 1-10.

Die Genexpression der CGRP-Rezeptor Untereinheiten CRLR und Rampl wird durch die
Applikation von FFSS kaum beeinflusst (Abbildung 19 a), b)). Starker FFSS (20 dyn/cm?)
bewirkt eine tendenzielle Hochregulierung der mRNA des Neuropeptids aCGRP (c)).
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4.1.2 Genexpression von regulatorischen Proteine der Osteoklastogenese

Osteozyten konnen durch differentielle Expression des Monozytendifferenzierungsfaktors
MCSF, des Osteoklastendifferenzierungsmarkers RankL und des Iéslichen RankL-Rezeptors
OPG steuernden Einfluss auf die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten nehmen.
Der Einfluss von unterschiedlich starkem FFSS auf die Genexpression von MCSF, RankL und
OPG in Osteozyten der MLO-Y4-Zelllinie zeigte folgende Ergebnisse:
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Abbildung 20: Genexpression von MCSF, RankL und OPG nach FFSS.

Der Einfluss von 2 Stunden 1dyn/cmz2, 10 dyn/cm2 und 20 dyn/cm? FFSS auf die Genexpression von MCSF (a),
sowie auf die Genexpression von RankL (b) und von OPG (c). Darstellung als relative Genexpression RQ mit
Bezug auf unstimulierte MLO-Y4-Zellen (=1, Kalibrator, gestrichelte Linie) und die Genexpression der endogenen

Kontrolle GAPDH als Normalizer. n = 8-11. *p<0,05 (Wilcoxon Vorzeichen-Rang Test).

FFSS in Starke von 1 und 10 dyn/cm? bewirkt eine signifikante Hochregulierung der mRNA
fiir den Monozytendifferenzierungsmarker MCSF (Abbildung 20 a)). Mit zunehmendem FFSS

nimmt die Genexpression von RankL tendenziell ab, ein signifikanter Einfluss auf die
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Expression von RankL wird jedoch nicht beobachtet (b)). Bei einem mittleren FFSS (10
dyn/cm?) und bei 20 dyn/cm? wird eine signifikante Hochregulierung der Genexpression des
I6slichen RankL-Rezeptors OPG beobachtet (c)).

4.1.3 Genexpression von Osteogenese-Inhibitoren

Durch Expression der Wnt5a/3-catenin-Signalweg-Inhibitoren Dkkl und SOST nehmen
Osteozyten regulierenden Einfluss auf die Osteoblastendifferenzierung und —aktivitat und sind
so in der Lage, den Knochenumbau zu steuern. Wir untersuchten den Einfluss von FFSS
unterschiedlicher Starke auf die Genexpression der Inhibitoren Dkk1 und SOST.
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Abbildung 21: Genexpression von Dkk1 und SOST nach FFSS.

Der Einfluss von 2 Stunden 1dyn/cm?, 10 dyn/cm? und 20 dyn/cm? FFSS auf die Genexpression der Wnt5a/R3-
catenin-Signalweg-Inhibitoren Dkk1 (a) und SOST (b). Darstellung als relative Genexpression RQ mit Bezug auf
unstimulierte MLO-Y4-Zellen (=1, Kalibrator, gestrichelte Linie) und die Genexpression der endogenen Kontrolle
GAPDH als Normalizer. n =1-10. *p<0,05 (Wilcoxon Vorzeichen-Rang Test).

Die Genexpression von Dkk1 wird durch Applikation von mittelstarkem (10 dyn/cm?) und
starkem (20 dyn/cm?) FFSS signifikant hochreguliert (Abbildung 21 a)). Die Ct-Werte fur SOST
sind in unstimulierten MLO-Y4-Zellen nicht detektierbar, wie in der Literatur fiir diese Zelllinie

bereits beschrieben wurde (16). Die Anwendung von 10 dyn/cm?2 bewirkt eine Induktion der
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Genexpression von SOST und impliziert eine FFSS sensitive Genexpression bei mittelstarkem
Druck (b)). Bei sehr starkem FFSS (20 dyn/cm?) konnten keine Werte flir SOST gemessen

werden, weshalb keine Darstellung von Werten bei diesem Druck erfolgte.

4.2 Uberprufung der Transformation und Transduktion der NK1R-Isoformen in
MLO-Y4-Zellen

Zur Uberpriifung, ob die lentivirale Transduktion der NKI1R-Isoformen in MLO-Y4-
Osteozyten zum Zweck einer Uberexpression der Rezeptoren erfolgreich war, wurden
transduzierte Zellen auf RNA-Ebene mittels qRT-PCR und auf Proteinebene mittels Western
Blot (WB) untersucht.

4.2.1 Uberprufung auf RNA-Ebene mittels qRT-PCR

Fur die gqRT-PCR wurden Zellen mehrerer Passagen, die mit einer Virusverdiinnung von 1:2
behandelt worden waren, getestet. Die ACt-Werte der NK1R-tberexprimierenden MLO-Y4
Zellen (MLO-Y4_NK1R-T oder MLO-Y4_NK1R-F) wurden mit MLO-Y4-Zellen, denen der
LacZ-Kontrollvektor transduziert worden war (MLO-Y4_LacZ) und unbehandelten MLO-Y4-
Zellen (MLO-Y4) verglichen. Die Expression der Rezeptorvarianten wurde analog zu den
FFSS-Versuchen mit zweierlei Primern fur den NK1R getestet: Der Primer NK1R-T/F bindet
im Anfangsbereich der Gensequenzen, dem Bereich, in dem die Rezeptorisoformen
ubereinstimmen und erkennt daher auch beide Varianten. Der Primer NK1R-F bindet in dem
C-terminalen Bereich, der nur fur die VVolllangen-Variante des Rezeptors codiert. GAPDH dient

als endogene Expressionskontrolle (Primerliste Abschnitt 2.1.9).

Die Darstellung der Rezeptorgenexpression erfolgt als ACt-Wert bezogen auf die endogene
Kontrolle. Ein niedriger Wert entspricht somit einer hohen Genexpression in den getesteten
Proben. Die Berechnung ergibt sich aus folgender Formel:

ACt = CtRezeptorgen — CtgappH

Auch hier waren die absoluten Ct-Werte hoch (siehe absolute Ct-Werte Anhang Abschnitt 8.4),
insbesondere in den Kontrollproben (MLO-Y4 LacZ und MLO-Y4), was einer niedrigen
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Genexpressionsrate in diesen Proben entspricht. Es kann daher nicht fiir alle getesteten Proben

eine Darstellung erfolgen und die Anzahl der Einzelwerte (n) in den Graphen variiert.

NK1R-T/F
(erkennt beide Rezeptorvarianten)
25-
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Abbildung 22: Genexpressionsanalyse der NK1R Varianten in MLO-Y4-Zellen nach Transduktion mit
pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F, pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T und dem Kontrollvektor pLenti6/V5-GW/LacZ.

Vergleich der ACt-Werte der Genexpressionsanalyse von NK1R-T/F (erkennt die beiden Rezeptor-Varianten
NK1R-T und NK1R-F). In die MLO-Y4-Zellen war das Uberexpressionsplasmid der Volllange-Variante des NK1R,
pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F, mit Generierung der Zellen MLO-Y4_NK1R-F, die verkirzte Variante des NK1R,
pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T, mit Generierung der Zellen MLO-Y4 NK1R-T oder der Kontrollvektor
pLenti6/V5-GW/LacZ, mit Generierung der Zellen MLO-Y4_LacZ transduziert worden. Ebenfalls dargestellt sind
unbehandelten MLO-Y4-Zellen, in die kein Plasmid transduziert wurde (MLO-Y4). Die absoluten Ct-Werte fiir
MLO-Y4 LacZ und MLO-Y4 waren insgesamt sehr hoch oder nicht messbar (no Cq), was einer niedrigen
Genexpressionsrate entspricht. Es konnte nur flr jeweils einen Wert ein Messwert erhoben werden. Die ACt-Werte

sind auf die Genexpression der endogenen Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen. n = 1-5.

Die ACt-Werte der Uberexpressionsklone MLO-Y4_NK1R-F und der MLO-Y4 NK1R-T sind
niedriger als der NK1R ACt-Wert der Kontrolle MLO-Y4_LacZ und der unbehandelten
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Kontrolle MLO-Y4 (wesentlich héhere ACt-Werte oder kein Wert messbar) (Abbildung 22).

Das bedeutet, dass beide Rezeptorvarianten erfolgreich Giberexprimiert werden.
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Abbildung 23: Genexpressionsanalyse von NK1R-F in MLO-Y4-Zellen nach Transduktion mit pLenti6/V5-D-
TOPO-NK1R-F, pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T und dem Kontrollvektor pLenti6/V5-GW/LacZ.

Vergleich der ACt-Werte der Genexpressionsanalyse von NK1R-F (erkennt nur NK1R-F). In die getesteten MLO-
Y4-Zellen war das Uberexpressionsplasmid der Volllange-Variante des NK1R, pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F, mit
Generierung der Zellen MLO-Y4_NK1R-F, die verkirzte Variante des NK1R, pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T, mit
Generierung der Zellen MLO-Y4_NK1R-T oder der Kontrollvektor pLenti6/V5-GW/LacZ, mit Generierung der
Zellen MLO-Y4_LacZ eingebracht worden. Ebenfalls dargestellt sind unbehandelten MLO-Y4-Zellen, in die kein
Plasmid transduziert wurde (MLO-Y4). Die absoluten Ct-Werte fur MLO-Y4_LacZ und MLO-Y4 waren insgesamt
sehr hoch oder nicht messbar (no Cq), was einer niedrigen Genexpressionsrate entspricht. Es konnte nur fir
jeweils einen Wert ein Messwert erhoben werden. Die ACt-Werte sind auf die Genexpression der endogenen
Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen. n = 1-5.

Die ACt-Werte der MLO-Y4-Osteozyten, die mit der verkirzten Variante des NK1R (MLO-
Y4 NKI1R-T), dem Kontrollvektor pLenti6/V5-GW/LacZ (MLO-Y4 LacZ) transduziert

wurden oder ohne Uberexpressionsplasmid (MLO-Y4) verblieben sind, sind deutlich héher als
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die ACt-Werte der MLO-Y4 mit dem transduzierten NK1R-F (MLO-Y4 NK1R-F) oder
Uberhaupt nicht detektierbar (Abbildung 23). Dies entspricht einer hoheren Genexpression des
NK1R-F im transduzierten Klon verglichen mit dem Kontrollklon (MLO-Y4_LacZ) und den
unbehandelten Kontrollen. Da der Primer die NK1R-T Variante nicht erkennt, kann man von

einer erfolgreichen Uberexpression des NK1R-F ausgehen.

4.2.2 Uberprufung der Expression der Rezeptorvarianten auf Proteinebene mittels
Western Blot

Zur Uberpriifung der Rezeptortransduktion auf Proteinebene wurden mittels Western Blot je 20
pg Protein von unterschiedlichen Zelltypen/-klonen auf eine PVDF-Membran transferiert und
mit Antikorpern, welche beide (NK1R-T/F, Antikorper der Firma Novus) oder nur eine (NK1R-
F, Antikorper der Firma Abcam) Rezeptorisoform detektieren kdnnen, behandelt (siehe
Abbildung 8 Einleitung). Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um MLO-Y4-Osteozyten,
in die eine Variante des NK1R transduziert worden war (MLO-Y4 NKI1R-F oder MLO-
Y4 NKI1R-T), beziehungsweise der LacZ-Kontrollvektor (MLO-Y4 LacZ). Auferdem
werden zum Vergleich noch unbehandelte MLO-Y4-Osteozyten (MLO-Y4) und eine murine
Makrophagen-Zelllinie (RAW 264.7), die den NK1R nachgewiesenermalien exprimieren (65),
aufgetragen. Die Detektion von GAPDH dient als endogene Ladekontrolle (Antikdrperliste
Abschnitt 2.1.10). Eine erfolgreiche Uberexpression der Neurokininl-Rezeptoren in den
transduzierten Zellen sollte sich optisch als intensiver gefarbte Bande, im Vergleich zu MLO-
Y4 _LacZ-Zellen und unbehandelten MLO-Y4-Zellen, zeigen.

Abgebildet ist zweimal dieseloe Membran. Sie wurde, um die verschiedenen NKI1R-
Rezeptoren eindeutig zu zeigen, nach der ersten Zugabe der Primarantikorper (Antikorper
gegen NK1R-F und GAPDH) mit dem Re-Blot Mild Plus Kit von allen zuvor gebundenen
Antikdrpern gereinigt und anschlieffend mit dem Priméarantikorper gegen den NK1R, der beide
Varianten erkennt (Antikdérper gegen NK1R-T/F von Novus) inkubiert. Die Suche nach einem
geeigneten Antikorper, welcher den NK1R-T/F nachweist, gestaltete sich als schwierig. In allen
ausgetesteten Antikorpern zeigten sich mehrere unspezifische Banden in den Blots. Mdgliche
Griunde hierftr werden im Abschnitt 5.2.7 diskutiert. Ein spezifischer Nachweis des NK1R-F
mit dem Antikorper der Firma Abcam gelang in den Antikorper-Etablierungsblots. Wir
entschieden uns in der Konsequenz fur ein ,,zweizeitiges* Vorgehen mit Anwendung des Re-
Blot Mild Plus Kits und getrennter Inkubation der PVDF-Membran mit den NKI1R-
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Antikdrpern. Trotz der Verwendung eines suboptimalen Antikorpers fir NK1R-T/F und dem
maoglicherweise Auftreten mehrerer unspezifischer Banden sollte so eine eindeutige Zuordnung
der NK1R-F- Banden mdglich sein. Eine Uberlagerung von unspezifischen Banden unter
Verwendung des Antikdrpers von Novus (erkennt NK1R-T und NK1R-F) mit den spezifischen
Banden fur den NK1R-F (Antikdrper von Abcam) wird so verhindert. Der Nachweis fur eine
identische Proteinkonzentration in den aufgetragenen Proben, die durch eine identische
intensive Farbung der GAPDH-Bande in allen dargestellten Proben sichtbar ist, gilt, da es sich
um dieselbe Membran handelt, fir beide Abbildungen (Abbildung 24 und 25).
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Abbildung 24: Rezeptorprotein-Expressionsanalyse von NK1R-T/F in MLO-Y4-Zellen nach Transduktion mit
pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F, pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T und dem Kontrollvektor pLenti6/V5-GW/LacZ
im Vergleich zu unbehandelten Zellen (MLO-Y4) und murinen Makrophagen (RAW-264.7).

Vergleich der Intensitat der detektierten Proteinbanden von NK1R-F (erkennt nur NK1R-F) und GAPDH als
Normalizer in je 20 pg Proteinmenge aus verschiedenen Zellklonen / -typen. In die getesteten MLO-Y4-Zellen war
das Uberexpressionsplasmid der Volllange-Variante des NK1R (MLO-Y4_NK1R-F), die verkiirzte Variante des
NK1R (MLO-Y4_NK1R-T) oder der Kontrollvektor pLenti6/V5-GW/LacZ (MLO-Y4_LacZ) eingebracht worden.
Ebenfalls dargestellt sind unbehandelten MLO-Y4-Zellen, in die kein Plasmid transduziert wurde (MLO-Y4),
sowie murine Makrophagen (RAW-264.7), die als positiv Kontrolle fir den NK1R fungieren. Die Intensitét der
gefarbten Proteinbanden ist in Relation zu der Intensitét der endogenen Kontrolle GAPDH (Normalizer) zu

werten. Das Bild wurde unter Zuhilfenahme des Pierce ECL Kits 33,8 Sekunden entwickelt.

Die Proteinbanden, die auf H6he des NK1R-F liegen (ca. 46 kD) sind in allen aufgetragenen

Proben deutlich zu sehen. Eine ausgepragte Mehrfarbung einer Bande im Vergleich zu den
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anderen l&sst sich nicht festhalten. Die Abbildung von GAPDH als endogene Kontrolle und
Nachweis einer gleich aufgetragenen Proteinmenge ist ebenfalls in allen Proben deutlich
sichtbar und gleich intensiv (Abbildung 24).
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Abbildung 25: Rezeptorproteinexpressionsanalyse von NK1R-T/F in MLO-Y4-Zellen nach Transduktion mit
pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F, pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T und dem Kontrollvektor pLenti6/V5-GW/LacZ
im Vergleich zu unbehandelten Zellen (MLO-Y4) und murinen Makrophagen (RAW-264.7).

Vergleich der Intensitat der detektierten Proteinbanden von NK1R-T/F in je 20 pug Gesamtproteinmenge aus
verschiedenen Zellklonen/-typen. In die getesteten MLO-Y4-Zellen war das Uberexpressionsplasmid der
Volllange-Variante des NK1R (MLO-Y4_NK1R-F), die verkirzte Variante des NK1IR (MLO-Y4_NK1R-T) oder
der Kontrollvektor plLenti6/V5-GW/LacZ (MLO-Y4 LacZ) transduziert worden. Ebenfalls dargestellt sind
unbehandelten MLO-Y4-Zellen, in die kein Plasmid transduziert wurde (MLO-Y4), sowie murine Makrophagen
(RAW-264.7), die als positive Kontrolle fiir den NK1R fungieren. Die Intensitat der gefarbten Proteinbanden ist
in Relation zu der Intensitat der endogenen Kontrolle GAPDH (Normalizer) zu werten. Das Bild wurde unter
Zuhilfenahme des Pierce ECL femto Kits 122,8 Sekunden entwickelt.

Im dargestellten Blotbild sind Proteinbanden auf Hohe des NK1R (ca 46 kD) in allen MLO-Y4
Proben nur schwach zu erkennen, am wenigsten intensiv flr die Probe aus den MLO-Y4 LacZ-
Zellen. Eine sehr deutliche Bande, passend fur den Neurokininl-Rezeptor in seinen beiden
Varianten, zeigt sich in den RAW 264.7-Zellen. Insgesamt besitzt das Blotbild viel Hintergrund
und unspezifische Banden in allen aufgetragenen Proben. Die Blotentwicklung wurde mit
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einem sehr sensitiven Kit (Pierce ECL femto) und langer Entwicklungsdauer (122, 8 Sekunden)
durchgefuhrt (Abbildung 25).

5 Diskussion

5.1 Eignung und Limitationen des FFSS-Versuchs

Mechanische Belastung bewirkt eine Flussanderung im LCS und damit einhergehend wird
Shear Stress auf die umspulten Dendriten von Osteozyten ausgelibt (6) (siehe Review (124)).
Um die Auswirkungen von unterschiedlich starkem FFSS auf die murinen MLO-Y4-
Osteozyten zu testen, musste zunéchst eine geeignete Methode etabliert werden. Wir nutzten
ein Pumpensystem und p-Slides, um FFSS unterschiedlicher Starke zu generieren. Im
Versuchsaufbau ergaben sich folgende Limitationen:

5.1.1 Fluid Flow Shear Stress Starke

Zum aktuellen Zeitpunkt der Forschung herrscht noch Uneinigkeit ber die exakte Starke des
vorherrschenden FFSS in vivo, weshalb verschiedene Angaben dazu in der Literatur gefunden
werden konnen (siehe Tabelle 2, Abschnitt 3.2.2).

In unserem Versuch nutzten wir eine FFSS-Druckstarke von 1 dyn/cmz?, 10 dyn/cm? und 20
dyn/cmz, um sowohl einen geringen FFSS von 1 dyn/cm?, der laut Bonewald et al. (7) mit Bezug
auf die Berechnungen von Wang et al. (135) als Druckstarke des stdndigen Grundflusses
angegeben wird, als auch starkere FFSS (10 dyn/cm? und 20 dyn/cm?), die nach mechanischer
Belastung von Knochen angenommen werden: Eins der dlteren mathematischen Modelle zur
Berechnung des FFSS im LCS stammt von Weinbaum et al. (29). In dieser Publikation gehen
die Forscher davon aus, dass im Knochen nach Belastung ein FFSS-Spitzendruck von 8 bis zu
30 dyn/cm? entsteht, abhangig vom AusmaR der Knochendeformation. Mi et al. berechneten
fur den Flussigkeitsstrom in Truthahnknochen nach mechanischer Belastung in Form von
Knochendeformation und axialer Stauchung einen Spitzendruck von 18 dyn/cm? (136). Lu et
al. nutzten in ihrer Studie zur Untersuchung der Kalziumantwort in MLO-Y4-Zellen nach
einem Stimulus der Zellen durch FFSS, ebenso wie wir, einen Spitzendruck von 20 dyn/cm?
(33).
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Wir beschréankten uns in unserem Versuchsaufbau auf die drei angefiihrten Druckstéarken, zum
einen deshalb, weil wir davon ausgehen, damit in dem tatsdchlichen in vivo vorherrschenden
Druckbereich zu liegen, da nur Weinbaum et al. von starkeren Driicken als 20 dyn/cm? ausgehen
(29). Zum anderen mussten auch Limitationen seitens des verwendeten Schlauch-, Pumpen-,
und p-Slidematerials bedacht werden (siehe Berechnung Anhang Abschnitt 8.1). Es besteht die
Maoglichkeit, dass durch die verwendeten Druckstarken die tatsédchlich vorherrschenden
Druckverhéltnisse nicht erfasst werden. Eine differenziertere Betrachtung durch Verwendung
weiterer Druckstédrken, die auch zwischen den hier erhobenen liegen, kdnnte flr zukunftige
Versuche sinnvoll sein, um eventuelle Tendenzen in der Regulation diverser Faktoren nach

FFSS-Belastung genauer zu erfassen.

5.1.2 Verwendete Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von FFSS auf eine Osteozyten-Zelllinie
betrachtet. Hierfur verwendeten wir MLO-Y4-Zellen, die dem Differenzierungsstadium von
frihen murinen Osteozyten entsprechen (137). Aufgrund ihrer Charakteristik sind MLO-Y4-
Zellen sehr gut geeignet, um mechanische Effekte auf Osteozyten in vitro zu analysieren. So
bilden MLO-Y4-Osteozyten beispielsweise Dendriten aus, die sich auch zwischen den Zellen
iiber ,,Gap Junctions* verbinden. Sie reagieren auf FFSS unter anderem mit der Freisetzung von
Prostaglandinen, einer Hochregulierung von Gap Junction-Komponenten, der Aktivierung des
Wnt/B-catenin-Signaltransduktionswegs und der Offnung von Hemi-Kanilen. Sie konnen
Einfluss auf Osteoklasten nehmen und besitzen ein priméres Cilium. Eine entscheidende
Limitation der MLO-Y4-Zellen besteht darin, dass sie sich in einem frihen
Osteozytenentwicklungsstadium befinden und eine Aussage Uber das Verhalten reifer
Osteozyten aus den Ergebnissen somit nur eingeschrankt moglich ist (siehe Review (16)).
Ebenso organisieren sich die Zellen nicht wie in vivo in Osteonen, sondern wachsen nur in einer
Ebene. Auch kann die Komplexitdt des Knochenaufbaus, die neben Osteozyten auch
Osteoklasten, -blasten, Blut- und Nervengefalle, sowie zahlreiche weitere Faktoren umfasst,
nur bedingt durch das verwendete Modell abgebildet werden. Diese Einschréankung gilt

allerdings fur alle in vitro Zellkultur-Modelle.
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5.1.3 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau zur Belastung von MLO-Y4-Zellen mit FFSS nutzte eine Heizplatte und
Warmebdder (mit Alufolie ummantelte und mit 37°C temperierten Wasser gefullten
Erlenmayerkolben) zum Warmeerhalt des durch das Schlauchsystem gepumpten
Né&hrmediums. Aufgrund der Tatsache, dass der Versuch am Laborplatz durchgefuhrt wurde,
waren sowohl die Schlduche, als auch die Zellen enthaltenden p-Slides wahrend des Versuchs
der Umgebungstemperatur (Raumtemperatur) ausgesetzt. Ein geringes Abkihlen des
Nahrmediums wahrend des Versuchs innerhalb des Schlauchsystems ist aus diesem Grund
nicht auszuschlieBen, wobei das Medium insgesamt nur eine kurze Zeit zum Durchlauf des
Versuchsaufbaus benétigte (langstens 8,49 min (20 dyn/cm?), kirzestens 1,29 min (10
dyn/cm?)) (siehe Berechnung Tabelle 5 Anhang Abschnitt 8.1.1). Die unterschiedlichen Zeiten
ergeben sich durch die verschiedenen zu verwendenden Kombinationen aus Drehzahl der
Pumpe und Schlauch- und p-Slidegrée, um die erwiinschten Druckstérken erzeugen zu
kénnen. Die Gesamtlaufzeit fur die RNA-Versuche betrug insgesamt nur 2 Stunden, eine relativ
konstante Temperatur Gber diesen kurzen Zeitraum ist daher anzunehmen. Je p-Slide wurden
zwei der Géange keinem FFSS ausgesetzt, sie dienten als unbelastete Kontrolle. Die
verwendeten p-Slides der Firma ibidi bestehen aus Gasdurchléassigen Polymer, es bestand daher
zu jeder Zeit ein CO2/O2-Austausch der Zellen. Mittels pH Indikatorpapier wurde zudem keine
Veranderung des pH-Wertes in dem Zellkulturuberstand der unbelasteten Zellen, deren Génge
fiir die Dauer des Versuchs mit Polymer-Deckeln abgedeckt wurden, gegentiber dem pH des
Zellkulturtiberstands zu Beginn der Belastung und dem pH des Zellkulturliberstands aus den

belasteten Zellen festgestellt.

Es wurde wéhrend des Versuchs darauf geachtet, dass die Schlduche spannungsfrei in der
Pumpe lagen. AuBerdem wurden die p-Slides auf einer Styroporplatte befestigt, die die Hohe
der Heizplatte hatte, um einem Hohenunterschied innerhalb des Kreislaufs vorzubeugen.
Nichtsdestotrotz ergab sich durch die Hohe der Erlenmayerkolben ein geringer (etwa 3cm)
Hohenunterschied, der jedoch zu vernachldssigen ist.

Der Anschluss der p-Slides an die Schlauchverbindungen zu Beginn eines Versuchdurchlaufs,

sowie die weitere Verarbeitung der Proben nach dem Durchlauf erfolgte umgehend.
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5.2 Genexpression der sensiblen Neuropeptide und ihrer Rezeptoren

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht inwieweit eine Regulation der Genexpression der
Neuropeptide SP und aCGRP sowie ihrer Rezeptoren NKI1R in beiden Isoformen und
CRLR/Ramp1l nach FFSS in unterschiedlichen Starken in MLO-Y4-Osteozyten erfolgt. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Versuche an unveranderten (das heif3t an MLO-Y4-Zellen ohne

Gentransduktion von NK1R-Isoformen) durchgefuhrt.

5.2.1 NKIR-T/F, NK1R-F und NK1R-T und SP

Backman et al. beobachteten in ihrer Studie mit primdren Tenozyten, die Dehnungsstress
ausgesetzt worden waren, eine Zunahme der SP-mRNA nach mechanischer Belastung und eine
Abnahme der Expression des NK1R (138). Ytteborg et al. betrachteten in ihren Versuchen die
Auswirkung mechanischer Belastung in Form von erhéhter Schwimmaktivitdt auf die
Expression des NK1R und SP in Osteozyten und Osteoblasten des Seelachs‘(139). Dabei zeigte
sich eine erhohte Expression von SP und dem NKI1R nach mechanischer Belastung.
Ubereinstimmend mit der Literatur konnten auch wir eine geringe Hochregulierung der SP
MRNA unter starkem FFSS feststellen. Fir den NK1R zeigten unsere Ergebnisse allerdings
weder eine Ab- noch Zunahme der Expression, sondern vielmehr eine stabile Genexpression
uber die verschiedenen FFSS-Druckstérken. Die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnen zum
einen darin begriindet sein, dass unterschiedliche Zelltypen untersucht wurden (z.B.:
Tenozyten), zum anderen wurde in unserer Studie eine Osteozyten-Zelllinie in vitro getestet,
wéhrend Ytteborg et al. in vivo Experimente in einer anderen Spezies durchgefiihrt haben.
Dariiber hinaus betrachteten wir den NK1R in seinen beiden Isoformen NK1R-F und NK1R-T,
was in den beiden hier angefuhrten Vergleichsstudien nicht beriicksichtigt wurde.
Verdnderungen in der Genexpression, die nur eine der beiden Rezeptorformen betreffen,
konnen aus diesem Grund nur bedingt mit anderen Studien, die keine Unterscheidung der

NK1R-Varianten machen, verglichen werden.

Maximaler FFSS (20 dyn/cm?) zeigte in unseren Versuchen eine Zunahme der Genexpression
des NK1R-T/F sowie eine geringere Zunahme der Expression des NK1R-F. Da die beiden
Isoformen des NK1R bis auf die Deletion des C-Terminus identisch aufgebaut sind, ist eine
gezielte Detektion ausschlieBlich des NK1R-T nicht moglich. Bei der Auswertung der
Ergebnisse fir den NK1R-T/F, in welche die Ergebnisse fiir beide Isoformen eingehen, muss

daher eine Regulation des NK1R-T und damit eine Beeinflussung des Gesamtergebnisses
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bedacht werden. Ruckschlisse auf eine mégliche veranderte Expression des NK1R-T kénnen
aus dem Vergleich des NK1R-T/F mit den Werten fir den NK1R-F gezogen werden. Im
vorliegenden Fall zeigt sich ein deutlicher Unterschied bei einer Belastung von 20 dyn/cm?. Die
Genexpression des NK1R-T/F ist in etwa dreimal hoher als die Genexpression des NK1R-F.
Maoglicherweise wird also bei sehr starkem FFSS, mdglicherweise sogar pathologisch hoch, die
Genexpression des NK1R-T induziert. Fir die These, dass unter pathologischen Umsténden
mehr NK1R-T gebildet wird, sprechen die Beobachtungen in mehreren publizierten Studien mit
unterschiedlichen Zelltypen: Eine starke Hochregulation des NK1R-T wird beispielsweise in
einer Studie von Gillespie et al. in Kolonkarzinomzellen beobachtet (116). Dabei zeigt sich eine
Erh6hung der NK1R-T Expression in Relation zu dem Dysplasiegrad der Kolonkarzinomzellen.
In Brustkrebszellen (140) und in Blutzellen der akuten myeloischen Leukd&mie konnten
ebenfalls Korrelationen zwischen der Expression des NK1R-T und dem Grad der Malignitét
hergestellt werden (141). Eine eindeutige Aussage, ob die NK1R-T Bildung mit der Starke des
FFSS in Zusammenhang gebracht werden kann, ist aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
jedoch schwierig, da die Genexpression des NK1R-T/F insgesamt niedrig war (Ct-Werte
zwischen 34,37 und 39,97, siehe absolute Ct-Werte Anhang Abschnitt 8.2). Soweit wir wissen,
gibt es neben unserer Studie aktuell keine weitere, die eine Regulation des NK1R-T nach
mechanischer Belastung, wie Dehnung, Druck oder Shear Stress, untersucht hat. Weitere
Untersuchungen auf diesem Gebiet werden helfen zu kléaren, welche Rolle speziell der NK1R-
T unter pathologisch starken FFSS Belastungen spielt. Um in Zukunft den Einfluss von FFSS
auf die Neuropeptidrezeptoren besser beurteilen zu kénnen, wurden in einem weiteren Teil
dieser Arbeit die NK1R-Isoformen integriert in Uberexpressionsplasmide in MLO-Y4-
Osteozyten transduziert.

5.2.2 CRLR, Ramp1l und aCGRP

Die Expression von CRLR und Rampl, die zwei Untereinheiten (UE), die zusammen den
Rezeptor fir das Neuropeptid aCGRP bilden, zeigte eine stabile Geneexpression Uber die
verschiedenen FFSS-Druckstarken hinweg. Vergleichbar verhielt es sich mit der «CGRP
Genexpression, die unter starkem FFSS tendenziell abnahm. Fir den Spitzendruck von 20
dyn/cm? konnte nur ein Wert gemessen werden, die weiteren Werte bei dieser Druckstérke
lagen auRerhalb des Messbereichs (no Cq). Insgesamt war die Genexpression fir aCGRP Uber
alle FFSS-Druckstéarken hinweg niedrig (Ct-Werte zwischen 35,96 und 38,83, siehe absolute
Ct-Werte Anhang Abschnitt 8.2), die Werte sind daher mit VVorsicht zu betrachten. Muschter et
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al. malen in ihren Versuchen mit murinen Makrophagen nach Zelldehnungsbelastung ebenfalls
nur geringe Genexpressionswerte fir aCGRP, konnten allerdings im Gegensatz zu unseren
Beobachtungen ein Hochregulierung des Gens nach Belastung feststellen, ebenso wie eine
Hochregulierung der mRNA fur die CRLR Untereinheit (65). Auch Sample et al. stellten eine
Mehrexpression von aCGRP nach mechanischer Belastung fest (84). Der Unterschied dieser
Ergebnisse zu unseren Beobachtungen liegt vor allem darin, dass andere Zelltypen (primare
Makrophagen, beziehungsweise Knochengewebe in vivo) untersucht wurden, die aul3erdem mit
anderen Arten von mechanischem Druck belastet wurden. Auf Grundlage unserer Ergebnisse
gehen wir nicht davon aus, dass FFSS einen wesentlichen regulierenden Effekt auf die
Expression von CRLR/Rampl oder aCGRP in Osteozyten der Zelllinie MLO-Y4 hat.

5.2.3 Genexpression regulatorischer Proteine der Osteoklastogenese

Durch die Expression von M-CSF, RankL und OPG nehmen Osteozyten Einfluss auf die
Aktivitdt von Osteoklasten (25,142). M-CSF bewirkt die Bildung und Ausreifung von
Osteoklasten (6). Durch Binden von RankL an seinen Rezeptor wird ebenfalls die Reifung von
Osteoklasten gefordert, durch Binden an den l6slichen Decoy-Rezeptor OPG wird dies
verhindert und der Knochenabbau inhibiert (siehe Review (9)). Eine Regulation dieser
Knochenstoffwechselregulatoren nach mechanischer Belastung von Osteozyten konnte zum

Teil bereits nachgewiesen werden (siehe Review (16)).

Unter niedrigem FFSS (1 dyn/cm?2) und einem FFSS in Starke von 10 dyn/cm? konnten wir eine
signifikante (p<0.05) Hochregulierung von M-CSF mRNA in den MLO-Y4-Zellen beobachten,
wobei der hochste Wert fiir 10 dyn/cm? erreicht wurde. Diese Beobachtung wiederspricht den
Ergebnissen mit primdren murinen Makrophagen, die Dehnungsstress ausgesetzt wurden. In
dieser Studie von Muschter et al. wurde kein Einfluss der mechanischen Belastung auf die
Expression von M-CSF gefunden, wobei bericksichtigt werden muss, dass verschiedene

Zelltypen betrachtet werden (65).

Fir das Verhéaltnis von OPG zu RankL konnte eine signifikante (p<0.05) Zunahme bei
starkerem FFSS (10 dyn/cm? und 20 dyn/cm?) festgestellt werden, wobei eine minimale
Abnahme in der Genexpression von RankL und eine starke Zunahme in der Genexpression von
OPG beobachtet wurde. Einen erhdhten OPG/RankL mRNA Quotient nach mechanischer
Belastung zeigte sich auch in Studien von Malone et al. (142) und Yan et al. (143) mit MLO-
Y4-Zellen.
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Die Daten deuten maglicherweise darauf hin, dass bei geringem FFSS via M-CSF Expression
durch Osteozyten die Osteoklastenbildung und —differenzierung, beispielweise im Rahmen des
Knochenremodelings (siehe Review (26)), gefordert wird. Starkerer FFSS bewirkt zunehmend
eine Hochregulierung des, die Differenzierung von Osteoklasten hemmenden, OPG.
Maoglicherweise handelt es sich hierbei um einen protektiven Mechanismus, der den Knochen
bei starker Druckbelastung vor zusétzlicher Osteolyse schitzt und die Neubildung von
Knochensubstanz ermdglicht.

5.2.4 Genexpression von Osteoblastogenese-Inhibitoren

Die Bildung und Funktion von Osteoblasten wird durch die Wnt/R-catenin-Signalweg-
Inhibitoren Dkk1 und Sklerostin beeinflusst (sieche Review (27)). Eine Uberexpression von
Dkk1 beispielsweise fuhrte in Tierversuchen zu massiver Osteopenie und einem Verlust an
funktionsféhigen Osteoblasten (28). Niedrige Level an SOST, dem Sklerostin Gen, werden mit

osteogenen Effekten assoziiert (144).

Die Daten aus unserem Versuch zeigten fur Dkk1 eine signifikante Mehrexpression (p<0.05)
nach einer FFSS-Belastung der MLO-Y4-Zellen mit 10 dyn/cm? und 20 dyn/cm?. Yan et al.
bemerkten in ihrer Studie mit MLO-Y4-Zellen, die ebenfalls einem FFSS von 10 dyn/cm?
ausgesetzt worden waren, gleichsam einen leichten Anstieg in der Dkkl Genexpression
unmittelbar nach der zweistundigen FFSS-Belastung. Nach drei Stunden zeigte sich in
derselben Studie jedoch eine signifikante Reduktion in der Genexpression des Dkk1, verglichen
mit unbelasteten Kontrollen. Nach sechs Stunden konnte ein erneuter Anstieg in der Dkk1l
Expression beobachtet werden (143). Eine ahnliche Schwankung in der Dkk1 Genexpression
wurde in einer in vivo Studie mit unterschiedlich alten Mdusen, deren rechte Tibia mechanischer
Belastung ausgesetzt worden war, beobachtet. Die Messungen der Dkk1 Genexpression fanden
zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Belastung statt. Auch in dieser Studie zeigte sich
zunéchst ein Rickgang der Genexpression nach drei Stunden und ein Anstieg im weiteren
zeitlichen Verlauf (145). Mdoglicherweise reagieren belastete Osteozyten initial mit einer
Mehrexpression des Dkk1 und erst im zeitlichen Verlauf mit der Reduktion der Genexpression
von Dkk1. Da unsere Messungen nur zu einem Zeitpunkt, unmittelbar nach der FFSS Belastung,
stattfanden, kann keine Aussage tiber eventuelle Veranderungen der Genexpression im weiteren
zeitlichen Verlauf getroffen werden. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der angefiihrten

Studien ist es daher schwierig, aus der beobachteten Mehrexpression des Dkk1l Gens nach
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Belastung eine eindeutige Aussage hinsichtlich der Regulation des Gens nach FFSS zu treffen.
Eine initiale Hochregulierung, vor allem bei moderaten und starken Driicken (10 dyn/cm? und
20 dyn/cm?) scheint aber wahrscheinlich. Mdglicherweise wird durch die Belastung zunédchst
ein Reiz gesetzt, der dazu fihrt, dass Knochenmasse abgebaut wird und erst im weiteren
zeitlichen Verlauf wird tber die Reduktion der Genexpression des Dkk1 ein Knochenaufbau

induziert, beides im Sinne eines Remodelings nach Belastung.

In unseren Versuchen konnten flir SOST nur niedrige Genexpressionswerte gemessen werden,
ein bereits bekanntes Charakteristikum der verwendeten MLO-Y4-Zelllinie, da es sich bei der
Zelllinie um Osteozyten in einem frihen Reifestadium handelt (siehe Review (16)). Eine
Beurteilung ber die Regulation von Faktoren, die vor allem reife Osteozyten exprimieren
(Sklerostin als Proteinprodukt des SOST-Gens wird als Marker fir reife Osteozyten genutzt),
ist somit nur eingeschréankt moglich. Wir konnten dennoch einen Anstieg der SOST mRNA bei
einem FFSS von 10 dyn/cm? feststellen, was fir einen vermehrten Knochenabbau,
maoglicherweise im Sinne eines Remodelings, sprechen koénnte und zu den beobachteten
Tendenzen in der Regulation der Osteoklastogenese-Faktoren passen wiirde. Unsere Ergebnisse
der vermehrten Expression von SOST nach mechanischer Belastung wiedersprechen allerdings
den Beobachtungen von Robling et al. (144) und Yan et al. (143) die nach Krafteinwirkung auf
Knochen in vivo, beziehungsweise nach FFSS in MLO-Y4-Zellen eine verminderte Expression
von SOST in Osteozyten registrierten. Die Studie von Yan et al. betrachtete allerdings nur den
Einfluss von 10 dyn/cm? auf die Osteozytenzelllinie zu verschiedenen Zeitpunkten. Dartiber
hinaus wurde eine andere Pumpe verwendet, die im Unterschied zu der von uns verwendeten,

keinen gleichmé&Rigen, sondern peristalischen Druck auf die Zellen ausiibte.

5.2.5 Uberprufung der Transduktion der NK1R-1soformen in MLO-Y4-Zellen

Um die Einfllsse von FFSS auf die NK1R-Isoformen in MLO-Y4-Zellen bei insgesamt niedrig
gemessener Expression des NK1R in Zukunft besser beurteilen zu kénnen, wurde versucht
mittels Gentransduktion der beiden Rezeptorisoformen in MLO-Y4-Zellen eine
Uberexpression des NK1R-F beziehungsweise NK1R-T zu bewirken. Zur Uberpriifung der
erfolgreichen Gentransduktion in die Zellen wurden gRT-PCRs und Western Blots

durchgefiihrt. Die gewonnenen Daten werden nachfolgend diskutiert.
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5.2.6 Uberprufung der NK1R-T/F und NK1R-F Expression auf RNA-Ebene mittels
gRT-PCR

Die ACt-Werte des NKI1R-T/F sind in den MLO-Y4-Zellen, in die eine der beiden
Rezeptorvarianten transduziert wurde (MLO-Y4_NK1R-F oder MLO-Y4_NK1R-T), deutlich
niedriger, als in den Referenzzellen (MLO-Y4_LacZ und MLO-Y4). Dieses Ergebnis spricht
fir eine deutliche Mehrexpression auf mRNA Ebene von NK1R-F und/oder NK1R-T im
Vergleich zu den Referenzproben. Die absolut gemessenen CT-Werte der Vergleichsproben
MLO-Y4_LacZ und MLO-Y4 sind sehr hoch (34,00 und 36,45) und waren in der Mehrzahl der
Proben nicht mehr messbar (no Cq). In der Abbildung kdnnen daher nur n=1 ACt-Werte fur die
NK1R-T/F und NK1R-F der MLO-Y4-Zellen und MLO-Y4 LacZ-Zellen wiedergegeben

werden.

Bei der Verwendung der Primer, welche nur die Volllange-Variante des NK1R (NK1R-F)
erkennen konnen, zeigen sich deutlich niedrigere ACt-Werte fir diejenigen MLO-Y4-
Zellklone, in die die Volllange-Variante (MLO-Y4_NK1R-F) transduziert worden war, als in
den Klonen, in die der NK1R-T, LacZ oder kein Plasmid transduziert worden war. Letztere
zeigen absolute Ct-Werte, die deutlich Gber 30 liegen (minimal 32,81) und zum Teil auch nicht
messbare Werte (no Cq), weshalb nicht alle gemessenen Werte dargestellt werden kénnen. Die
Transduktion der MLO-Y4-Zellen mit dem pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F scheint daher auf
MRNA-Eben erfolgreich zu sein.

Eine gezielte ausschlielfliche Darstellung des NK1R-T ist aus bereits dargestellten Griinden
nicht moglich. Es zeigen sich jedoch deutlich niedrigere ACt-Werte fir die MLO-Y4 _NKI1R-T
unter Verwendung der Primer fir NK1R-T/F (absolute Ct-Werte um 26), verglichen zu den
ACt-Werten unter Verwendung der Primer fur den NK1R-F (absolute Ct-Werte tber 35, zum
Teil nicht messbar). Diese deutliche Differenz weist auf die erfolgreiche Transduktion des
pLenti6/VV5-D-TOPO-NK1R-T in MLO-Y4-Zellen hin, da bei Verwendung der Primer NK1R-
T/F die NK1R-T Form miterfasst wird, bei Verwendung der Primer fur den NK1R-F jedoch nur
der NK1R-F erkannt werden kann.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse fur eine erfolgreiche Transduktion der Vektoren
pLenti6/VV5-D-TOPO-NK1R-F und pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T auf mMRNA Ebene in MLO-
Y4-Zellen (siehe absolute Ct-Werte Anhang Abschnitt 8.4).
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5.2.7 Uberprufung der verschiedenen Zellklone auf Proteinebene mittels Western Blot

Um die Mehrexpression, die durch die Transduktion der NK1R-Isoformen in die MLO-Y4-
Osteozyten generiert werden sollte, auch auf Proteinebene nachzuweisen, wurden Western
Blots durchgefuhrt. Dabei zeigt der Western Blot, in dem ein Antikdrper genutzt wurde, der nur
die Volllange-Variante (NK1R-F) erkennen kann, zwar deutliche Proteinbanden im zu
erwartenden Bereich fir den NK1R-F, allerdings gibt es keinen offensichtlichen Unterschied
in der Auspragung zwischen den transduzierten Zellen (MLO-Y4_NK1R-F, MLO-Y4_NKI1R-
T, MLO-Y4_LacZ) und den Kontrollzellen (MLO-Y4 als unbehandelte Kontrolle und RAW-
264.7 als Positivkontrolle). Die Auspragung der GAPDH Proteinbande als interne
Ladekontrolle ist in allen Proben relativ identisch, sodass von einer Auftragung gleicher
Proteinmengen ausgegangen werden kann. Das Ergebnis zeigt, dass der NK1R-F in allen
aufgetrennten Proben vorhanden ist. Eine Mehrexpression des Rezeptors lasst sich jedoch auf
Proteinebene nicht bestédtigen. Wir gehen davon aus, dass, auch in Zusammenschau mit den
gRT-PCR Ergebnissen und auf Grund der erfolgreichen Selektion der Klone mit Blasticidin,
die getesteten Zellklone den transduzierten Uberexpressionsvektor in ihr Genom integriert
haben, allerdings die Virusmenge (siehe Tabelle 4 Abschnitt 3.2.3.9) fiir die Zellen zu gering
war, sodass eine deutliche Mehrexpression der NK1R auf Proteinebene nicht nachgewiesen
werden konnte. Ein anderer Grund fiir die Diskrepanz zwischen gRT-PCR-Ergebnis und WB-
Ergebnis kénnte sein, dass das transduzierte Plasmid nicht gezielt, sondern an einer zufélligen
Stelle in das Wirtsgenom integriert wird, ein Einbau des Genabschnitts in eine Region, in der
der Genabschnitt ,,abgeschaltet und nachfolgend nicht abgelesen wird. Um ersteres Problem
zu lésen musste der Virusstock hoher konzentriert werden oder neu in hoherer Menge
produziert werden. Im Falle der zweiten Option konnte versucht werden, im Rahmen der
Selektion einzelne Kolonien zu entnehmen und zu kultivieren, in der Annahme, dass das
Transdukt an verschiedenen Stellen im Genom integriert wurde (146). Daruber hinaus muss
beriicksichtigt werden, dass in den 20ug Gesamtprotein, die fir die Western Blots genutzt
wurden, gegebenenfalls nur ein geringer Anteil an Protein von dem, aus der Membran gelGsten,
NK1R stammt. Eine hohere Gesamtproteinzahl oder eine Erhéhung der Konzentration des
NK1R in der Proteinmenge koénnten die Ergebnisse mutmaRlich verbessern. Denkbar ware
auBerdem eine Sekretion des NK1R in den Zellkulturiiberstand. Eine Uberpriifung des

Uberstands auf den Rezeptor hin ware diesbezuglich aufschlussreich.
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Zur Detektion des NK1R-T/F, also beider Rezeptorvarianten, wurde ein Antikorper der Firma
Novus verwendet. Mehrere geeignete Antikorper gegen NKI1R-T/F wurden im Vorfeld
ausgetestet, wobei sich eine saubere Detektion der Banden als schwierig erwies. Dabei muss
einerseits berlcksichtigt werden, dass beide, NK1R-T und NK1R-F detektiert werden, da der
Antikdrper am identischen N-Terminus der Rezeptorvarianten bindet. Aufgrund der annahernd
gleichen MW des NK1R-T (~34kD) und GAPDH (~ 37kD), sowie einer gegebenenfalls
,doppelten* Detektion des NK1R-F bei gleichzeitiger Verwendung des Antikorpers gegen
NK1R-T/F von Novus und dem Antikorper nur gegen NK1R-F von Abcam, wurde dieselbe
Membran zweimal genutzt, aber zwischen der Verwendung der Primarantikorper gegen die
NK1R-Varianten von den zuvor gebundenen Antikorpern gereinigt. Der Nachweis von
GAPDH als interne Kontrolle (Abbildung 18) gilt daher auch fur die nachfolgende Darstellung
(Abbildung 19). Es zeigen sich bei viel Hintergrund insgesamt schwache Proteinbanden fiir den
NK1R-F und NK1R-T unter Verwendung des Antikdrpers von Novus gegen den NK1R-T/F.
Die Positivkontrolle des RAW-264.7-Zelllysates zeigt eine sehr deutliche Bande fir den
NK1R-F und den NK1R-T, jedoch ebenfalls viel Hintergrund. Eine sichere Aussage uber die
Mehrexpression des NK1R-Gesamt ist aufgrund des vorliegenden Western Blots nicht zu
treffen. Ein deutlicher Unterschied zwischen den MLO-Y4_NK1R-F, MLO-Y4 NK1R-T und
MLO-Y4 besteht nicht. Die Griinde daftr sind analog zu den bereits angefiihrten.

Dass die Proteinbanden fir den NK1R-T und NK1R-F in den Blots insgesamt bei einem
hoéheren MW liegen als berechnet (berechnet fir den NK1R-T 34kD, fur den NK1R-F 46kD)
konnte durch eine Variation der Glykosylierung der Rezeptoren begriindet sein (siehe
Einleitung 1.5.3.1) (95). Dieses Phanomen wurde auch von Morelli et al. in ihrem Versuch mit
murinen T-Zellen beobachtet (123). Die Forschergruppe verwendete zum Nachweis des NK1R-
T und NK1R-F wie auch wir den Antikdrper der Firma Novus. Ebenso nutzten Zhou et al. den
Antikorper zur Detektion der beiden NK1R-Varianten (121). Bei beiden Forschergruppen
zeigten die Blots ebenso wie bei uns verhaltnismaRig viel Hintergrund. Eine eindeutige
Detektion, vor allem von geringer ausgepragten Proteinbanden, ist dadurch erschwert.
Moglicherweise kdnnte man in zukiinftigen Versuchen weitere Antikérper anderer Firmen zur
Detektion des NKI1R-T/F austesten und nutzen, sowie die bereits oben genannten
Verbesserungen wie die Erhéhung der Proteinkonzentration bericksichtigen und dadurch

bessere Ergebnisse erzielen.
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6 Ausblick

Die, in dieser Arbeit dargestellten und diskutierten Ergebnisse, lassen einen Einfluss von FFSS
auf einige Regulatoren und Faktoren des Knochenstoffwechsels vermuten. Um diese
Beobachtungen zu verifizieren, sollten die Versuche wiederholt und mit einer gréReren
Probenanzahl durchgefihrt werden. Aullerdem konnten weitere FFSS-Stirken ausgetestet
werden, die die bisher verwendeten erganzen und moglicherweise weitere Erkenntnisse ber
die Regulation der GOlIs bei verschieden starken FFSS liefern. Eine Ausweitung auch in
Hinblick auf die betrachteten GOIs kdnnte aufschlussreich sein. Da unsere Ergebnisse vor allem
eine Regulation knochenabbauender Faktoren, wie RANKL, M-CSF, OPG, Dkk1 und SOST
nahelegen, erscheint es sinnvoll, in weiteren Projekten ergdnzend auch die Regulation von
Knochenaufbauenden Faktoren, wie Beispielsweise PGE2, IGF1, ATP und NO zu betrachten.
Die Erfassung dieser Faktoren wére noch aus einem weiteren Grund interessant: Die
Mediatoren bewirken nicht nur die vermehrte Bildung von Osteoblasten (27), sondern werden
nachweislich auch nach mechanischem Reiz freigesetzt (13,33,36). Ob sich eine Regulation
dieser Faktoren und auch der anderen GOIls nach FFSS beobachten I&sst, ware besonders unter
Verwendung der unterschiedlichen MLO-Y4-Osteozytenklone (unverédnderte und NKI1R-
Uberexprimierende Zellklone) interessant. Spielt die NK1R-Isoform eine Rolle in der
Vermittlung des FFSS in Osteozyten? Es ware weiterhin interessant zu erforschen, ob sich fur
Knochenstoffwechselregulatoren auch eine Verdnderung in der Genexpression im zeitlichen
Verlauf nach Applikation des FFSS zeigt, so wie es bereits andere Forschergruppen fir Dkk1
beobachten konnten (145).

Beziiglich der Uberexpression der NK1R-Isoformen in MLO-Y4-Osteozyten sollte in weiteren
Projekten nochmals versucht werden, MLO-Y4-Zellen mit den erzeugten, oder ggf. mit neu
generierten, Viren zu transfizieren. Ein Nachweis der stabilen Mehrexpression der Rezeptoren
NK1R-T oder NK1R-F, vor allem auf Proteinebene, ware fiir weitere Versuche nétig. Wenn es
gelingt MLO-Y4-Zellen zu generieren, die den NKI1R-T oder NKI1R-F deutlich
Uberexprimieren, wére es von Interesse, diese Zellklone FFSS unterschiedlicher Stérke
auszusetzten und eventuelle Rezeptorassoziierte Effekte (in Hinblick auf die bereits genannten

und auch bereits in dieser Arbeit betrachteten GOIs) zu erfassen.
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7 Zusammenfassung

Die Frage, (iber welchen Mechanismus Knochenzellen eine Anderung in mechanischen
Belastungen wahrnehmen, um darauf mit einem Umbau der Knochenstruktur zu reagieren, ist
nach wie vor Gegenstand der Forschung. Dass der Fluss durch das Lakunocanaliculére System,
vorbei an den Osteozyten (147), dabei eine tragende Rolle spielt, wurde inzwischen
entsprechend publiziert (33,34). Ebenso unbestritten ist die Anwesenheit von Fasern des
sensiblen Nervensystem im Knochen und in knochennahen Geweben, wie Periost und Synovia
(53,54) sowie die Expression verschiedener Neurotransmitterrezeptoren auf Knochenzellen
(siehe Review (57)). Diverse Studien konnten dariiber hinaus zeigen, wie essentiell das
Vorhandensein eines intakten sensiblen Nervensystems fur eine gesunde Knochenhomdostase
(61-63), Frakturheilung (66) und Wachstum (58,59) des Knochens ist. In Chondrozyten und
auch in Tenozyten zeigte sich, dass der NK1R als zentraler Mechanorezeptor fungiert und unter
anderem auch wesentlich die endogene Produktion von SP und die Zellproliferation
beeinflussen kann (125,126). Ebenfalls bekannt ist, dass Osteozyten den NK1R exprimieren
und es gibt Hinweise, dass er an der Regulation der Knochenstruktur nach Belastung beteiligt
ist (3,7). Bezuglich des sensiblen Neuropeptids aCGRP und seines Rezeptorkomplex
CRLR/Rampl konnten ahnliche mechanoresponsive Eigenschaften in murinen RAW264.7
Makrophagen und priméaren Knochenmarksmakrophagen nach Dehnungsstress beobachtet
werden (65).

Um die Effekte, die durch FFSS in Osteozyten bewirkt werden analysieren zu kdnnen, wurde
in der vorliegenden Arbeit zunachst eine Methode entwickelt, die es ermdglichte, Zellen der
murinen Osteozytenzelllinie MLO-Y4 einem FFSS auszusetzten. Dazu wurde ein
Pumpensystem etabliert und die Zellen einem FFSS Uber einen Zeitraum von 2 Stunden
ausgesetzt. Anschlielend wurde mittels gqRT-PCR untersucht, wie Osteozyten nach FFSS
Belastung die Genexpression bestimmter anaboler und kataboler Modulatoren des
Knochenremodelings regulieren und welchen Einfluss die Starke des FFSS auf die Expression
der Neuropeptide SP und aCGRP sowie der dazugehorigen Rezeptoren hat. Die Ergebnisse
zeigten fur den NK1R insgesamt eine stabile Genexpression bei niedrigen und moderat starken
FFSS Belastungen. Eine deutliche Zunahme in der Genexpression des NK1R-T/F, sowie einer
im Vergleich dazu nur minimalen Zunahme des NK1R-F bei sehr starkem FFSS deutet
moglicherweise auf eine starke Hochregulation des NK1R-T bei groRer FFSS-Belastung hin.
Ein Unterschied in der Genexpression des Neuropeptids SP konnte nicht gefunden werden, die

Werte blieben (iber alle Belastungen hinweg auf niedrigem Level stabil. Wir gehen daher nicht
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davon aus, dass durch unterschiedlich starken FFSS die Synthese von SP in Osteozyten reguliert

wird.

Beziglich des sensiblen Neuropeptides aCGRP und seines Rezeptors, bestehend aus den
Untereinheiten CRLR und Rampl, konnten ebenfalls keine wesentlichen VVeranderungen in der
Genexpression (ber die verschiedenen FFSS-Belastungsstiarken festgestellt werden. Eine
Regulation in der Genexpression induziert durch FFSS, scheint daher auch hier eher

unwahrscheinlich.

Unsere Messungen zeigten einen signifikanten Einfluss von FFSS auf die Genexpression von
regulatorischen Proteinen der Osteoklastogenese. Moderater und leichter FFSS bewirkte eine
Mehrexpression des Osteoklastenstimulierenden M-CSF. Bei starkerem FFSS hingegen konnte
eine signifikante Induktion der Genexpression des Osteoklastogenese-hemmenden Proteins
OPG beobachtet werden. Zusammengenommen kann man hier moglicherweise von einem
regulatorischen Mechanismus ausgehen, der bei geringem FFSS den Knochenabbau férdert,

wahrend starker FESS eher den Abbau des Knochens zu verhindern scheint.

Eine signifikante Mehrexpression konnte auch fir die Dkkl mRNA vor allem nach der
Applikation von moderaten und starken Dricken, beobachtet werden. FFSS bewirkt
maoglicherweise unmittelbar nach der Belastung einen vermehrten Abbau von Knochenmasse.
In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression von Dkk1 nach einem initialen
Anstieg im zeitlichen Verlauf nach mechanischer Belastung reduziert wird, was dann den
Knochenaufbau fordert (143,145). Die beobachtete Schwankung in der Dkk1 Genexpression
bildet moglicherweise die komplexen Vorgange des Remodelings ab, welches eventuell durch

Belastung vermehrt initiiert wird.

Aufgrund der Limitierung, die sich aus der Verwendung der Osteozytenzelllinie MLO-Y4 mit
den Eigenschaften friiher Osteozyten ergab, namlich die geringe Expression von SOST,
welches als Marker reifer Osteozyten definiert wird, kann nur eine eingeschrankte Aussage
bezuglich der Regulation von SOST nach FFSS getroffen werden. Ein leichter Anstieg der
SOST mRNA nach einem FFSS von 10 dyn/cm? deutet mdglicherweise auf einen vermehrten
Knochenabbau nach dieser Druckbelastung hin, eventuell ebenfalls im Sinne eines

Remodelings.

In Vorbereitung fir zukunftige Forschungsprojekte der Arbeitsgruppe wurde versucht zwei
Zellklone von MLO-Y4-Osteozyten zu generieren, die jeweils eine der NK1R-Isoformen

(NK1R-F oder NK1R-T) uberexprimieren, sodass in zukiinftigen Projekten Rezeptoreffekte
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differenziert nach der Unterart des Rezeptors betrachtet werden kdénnen. Wir nutzten ein
Lentivirales-System, um die Zielzellen zu transduzieren. Die Ergebnisse fir die Uberpriifung
der Transduktion auf Genebene zeigen eine deutliche Mehrexpression fir die jeweils
transduzierten Genabschnitte, sodass von einer erfolgreichen Transduktion des Gens in die
MLO-Y4-Zellen ausgegangen werden kann. Bei Uberpriifung der Mehrexpression auf
Proteinebene mittels Western Blot zeigten sich keine eindeutigen Ergebnisse, die fur eine
vermehrte Bildung der NK1R-Rezeptor-Isoformen sprechen wiirden. Méglicherweise liegt dies
in einer zu geringen Virusmenge oder einer ungunstigen Integration des Plasmids im
Wirtsgenomm oder in einem der anderen, bereits oben (siehe Abschnitt 5.2.7) angefiihrten

Grinde, begrundet.
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8 Anhang

8.1 Berechnungen fur den Fluid Flow Shear Stress-Versuch

Materialdaten:

89

p-Slides
p-Slidetyp ibidi p-Slide VI10.4 V10.1
Kanalanzahl 6 6
Kanalhéhe [mm] 0,4 0,1
Kanalweite [mm] 3,8 1,0
Kanallange [mm] 17 17
Kanalvolumen [ul] 30 1,7
Schlauche
Schlauchtyp YGON® S3™ E-3603 YL81.1 YL83.1
Schlauch ID [mm] 1,52 3,2
ID = Innendurchmesser
Pumpe
Pumpentyp IP-N ISM949
Pumpleistung [1/min]D ie[r:é?:]l IE:ll’;lf/srll:l?:lﬁ
Schlauch ID [mm] 1,52 3,2
min 0,11 0,03 0,11
max 11,25 3 11
Berechnung fur p-Slide V1 0.4

Fluid Flow Shear Stress Flussrate Drehzahl Drehzahl
Schlauch ID 1,52mm Schlauch ID 3,2mm

Umrechnung: = Shear Stress™ = Flussrate/ = Flussrate/
[dyn/cm?] [mi/min] [1/min] = [rpm] [1/min] = [rpm]
1 0,79 2,96 0,80




2 1,58 5,92 1,60
3 2,37 8,88 2,40
4 3,16 11,84 3,20
3,95 14,79 4,00
6 4,74 17,75 4,80
7 5,53 20,71 5,60
8 6,32 23,67 6,40
9 7,11 26,63 7,20
10 7,9 29,59 8,00
11 8,69 8,80
12 9,48 9,60
13 10,27 10,39
14 11,06 11,19
15 11,85 11,99
Berechnung fur p-Slide V1 0.1
Fluid Flow Shear Stress Flussrate Drehzahl Drehzahl
Schlauch ID 1,52mm Schlauch ID 3,2mm
Umrechnung: = Shear = Flussrate/ = Flussrate/
Stress* /1000
[dyn/cm?] [ml/min] [1/min] = [rpm] [1/min] = [rpm]
10 0,1298 0,49 0,13
11 0,14278 0,53 0,14
12 0,15576 0,58 0,16
13 0,16874 0,63 0,17
14 0,18172 0,68 0,18
15 0,1947 0,73 0,20
16 0,20768 0,78 0,21
17 0,22066 0,83 0,22
18 0,23364 0,88 0,24
19 0,24662 0,92 0,25
20 0,2596 0,97 0,26
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LEGENDE

Maximalwerte der Pumpleistung

Verwendete Drehzahl fur Fluid Flow Shear Stress von 1dyn/cm?

Verwendete Drehzahl fur Fluid Flow Shear Stress von 10dyn/cm?

Verwendete Drehzahl fur Fluid Flow Shear Stress von 20dyn/cm?

Flussrate zu rpm aus den Unterlagen der Pumpe

Fluid Flow Shear Stress zu Flussrate aus ibidi Channels Data Sheet fiir Viskositét =
0,0072dyn*s/cm?

8.1.1 Berechnung der Zeit zum Durchlauf eines Kreislaufs im Schlauchsystem

Im Rahmen der FFSS-Versuche wurde 37°C temperiertes Medium mit einer gewissen Flussrate
(siehe Tabelle 5) durch einen Kreislauf gepumpt, mit dem Ziel, eine bestimmte FFSS-
Druckstarke auf MLO-Y4, die in den p-Slide-Gangen ausgesat waren, auszuiben. ,,Kreislauf*
bezeichnet dabei ein geschlossenes Schlauchsystem bestehend aus Schlauchen, die in das
beforderte Nahrmedium eintauchen, Schlduchen die durch das Pumpsystem laufen, zwei
Gangen eines p-Slides, die miteinander tber einen Verbindungsschlauch verbunden sind und
einem Schlauch, der zuriick in das 50ml Réhrchen fihrt (siehe Abbildung 9 Abschnitt 3.2.2.1).
Die Zeit, die das Medium fur den einmaligen Durchlauf eines Kreislaufs bendtigt, ist in der

folgenden Tabelle (Tabelle 5) berechnet.

Tabelle 5: Berechnung der Dauer, die benétigt wird um einen Kreislauf einmalig zu durchlaufen

FESS | Schlauchdaten p-Slide- Volumeq in einem Flussrate Dauer eines
Daten Kreislauf Durchlaufs
Vges. = VSchIauch+2*VGang
= r2** 4+ 2*Veang = t = Vges /[Flussrate

= (ID/2)*GL* 1 + 2*Viang

1 GL: 121,5cm Art: V1 0.4

dyn/cm? | 1D: 1,52mm GV: 304l Vges = 2,265ml 0,79 ml/min | t=2,87min
égn/cmz %-}%gﬂ é@i \3{(')&'4 Vees= 10,194ml 79 mlmin | t=1,29min
20 GL:121,5em | At VIO.L 1y, — 5 508ml 0,26 ml/min | t = 8,49min

dyn/cm2 | ID: 1,52mm GV: 1,7ul
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Gesamtlange (GL) des Schlauchsystems in einem Kreislauf, Innendurchmesser (ID) des Schlauches, Gangvolumen
(GV) eines p-Slide-Gangs, Zeit (t), die bendtigt wird um den Kreislauf eines Schlauchsystems einmal zu
durchlaufen.

8.2 Uberblick tiber absolute Ct-Werte gemessen im Fluid Flow Shear Stress-Versuch

Nach Beendigung des FFSS wurde die RNA aus den belasteten MLO-Y4-Osteozyten und den
unbelasteten Kontroll-MLO-Y4-Osteozyten gewonnen und in mehreren Schritten in cDNA
umgeschrieben. Mit diesen Proben wurden anschlielend qRT-PCRs zur Analyse der
Genexpression durchgefiinrt. Der hier dargestellte Uberblick (Tabelle 6) zeigt den spatesten
(minimal) und den friihesten (maximal) gemessenen absoluten Ct-Wert des jeweiligen GOls,
um die Bandbreite, in denen sich die Genexpressionswerte bei unterschiedlich grofien FFSS

befanden, abzubilden.

Tabelle 6: Uberblick tiber absolute Ct-Werte gemessen im FFSS-Versuch.

1dyn/cm? 10dyn/cm? 20dyn/cm?

Gen:

min 38,46 38,83 37,85
aCGRP

max 36,69 36,96 35,96

min 38,92 38,97 39,57
SP

max 36,52 36,37 36,90

min 38,36 36,10 38,62
Dkk1

max 34,95 32,48 35,02

min 36,39 36,97 39,60
OPG

max 33,35 33,53 35,18

min 37,96 39,97 38,33
NK1R-T/F

max 34,37 35,25 35,74

min 38,66 39,42 38,59
NK1R-F

max 35,35 34,45 36,09

min 37,43 38,24 36,94
Rampl

max 34,60 32,22 33,78

min 39,81 38,12 39,81
SOST

max 38,01 24,17 39,81

min 19,42 19,62 20,28
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GAPDH max 17,07 17,22 16,75
min 29,18 27,73 27,79
CRLR
max 27,47 24,85 24,72
min 28,99 29,94 28,92
Rankl
max 25,68 24,17 26,12
min 23,86 24,78 24,96
MCSF
max 21,92 20,16 22,03

Minimaler (min) und maximaler (max) absoluter Ct-Wert der Mittelwerte eines Gene of Interests (GOI).

Neurokininl-Rezeptor (NK1R), Volllange-Variante des Neurokininl-Rezeptors (NK1R-F), Calcitonin receptor-
like receptor (CRLR), Receptor activity-modifying protein 1 (Rampl), Substanz P (SP), alpha-Calcitonin gene-
related peptide (aCGRP), Macrophage-colony-stimulating factor (MCSF), Receptor activator of nuclear factor
kB Ligand (Rankl), Osteoprotegerin (OPG), Dickkopf-related proteinl (Dkk1), Sclerostin (SOST),
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).

8.3 Plasmidkarten und Gensequenzen im Rahmen des Uberexpressionsversuchs

Um neue MLO-Y4-Zellklone zu generieren, welche den NK1R in seinen Isoformen (NK1R-F
oder NK1R-T) Uberexprimieren, mussten entsprechende Plasmide in die MLO-Y4 Zellen
eingebracht werden. Diese Plasmide mussten unter Verwendung von Restriktionsenzymen aus
einem geeigneten Vektor (pLenti-6/VV5-D-TOPO) und dem jeweiligen Insert (NK1R-F oder
NK1R-T) zusammengefligt werden. Als Ausgangsmaterial wurden die Plasmide pLenti-6/V5-
D-TOPO, 18AFGMLC_NKI1R-F pMA-RQ (AmpR) und 18AFGMMC_NKI1R-T_pMA-
RQ_(AmpR) genutzt (Plasmidkarten und Gensequenzen 6.3.1 — 6.3.3). Die neu kreierten
Uberexpressionsplasmide pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F und pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T

wurden sequenziert (Sequenzierergebnisse 6.3.4 — 6.3.5).
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8.3.1 Plasmidkarte und Gensequenz von pLenti-6/V5-D-TOPO

Spe |
BstX |

BamH |

Gensequenz:

5...TCTATAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATTATCGTTTCAGACCCACCTCCCAACCC
CGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGAGAGAGACAGAGACAGATC
CATTCGATTAGTGAACGGATCTCGACGGTATCGATAAGCTTGGGAGTTCCGCGTTACATAACTTAC
GGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGT
TCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGC
CCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAA
ATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTAC
GTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGG
TTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAA
ATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
TACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTLGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATC
GATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAAT
GCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCC
TCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTTAGTAATGAGTTTGGAATTAATTCTGTGGAATGTGT
GTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTC
AATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCAT
GCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCC
AGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCT
CTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGC
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TCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAG
TA... 3

Gelb markiert sind die Anfangs- und Endbereiche der pLenti-6/V5-D-TOPO Vektorgensequenz, die in den neuen
Plasmiden mit den Inserts NK1R-F und NK1R-T nachgewiesen werden konnten. Cyan markiert ist die
Genschnittstelle des Restriktionsenzyms BamHI und in dunklerem Tirkis ist die Gensequenz der Genschnittstelle
des Restriktionsenzyms Xhol gekennzeichnet. Der blaue Pfeil markiert den Bereich des pLenti-6/V5-D-TOPO
Vektors, der an die Gensequenz des NK1R-F ankniipft (siehe Abschnitt 8.3.4). Die roten Pfeile markieren die
Bereiche des pLenti-6/V5-D-TOPO Vektors, die die Gensequenz des NK1R-T umgeben (siehe Abschnitt 8.3.5).

8.3.2 Plasmidkarte und Gensequenz von 18AFGMLC_NK1R-F_pMA-RQ_(AmpR)

18AFGMLC_NK1R-F_pMA-RQ_(AmpR)
3,577 bp

Gensequenz:

5¢...AAGGCCGCATGGATCCA ETTCCTGTGGACTCTGATCTCTTCCCCAACACCTCC
ACCAACACTTCTGAGTCTAACCAGTTTGTGCAACCTACCTGGCAAATTGTCCTTTGGGCAGCCGCCT
ATACGGTCATCGTGGTGACTTCCGTGGTGGGCAACGTAGTGGTGATATGGATCATTTTGGCCCACA
AGAGAATGAGGACAGTGACCAATTATTTCCTGGTGAACCTGGCCTTCGCTGAGGCCTGCATGGCTG
CATTCAATACAGTGGTGAACTTCACCTACGCAGTCCACAACGTGTGGTACTACGGCCTCTTTTACTG
CAAGTTTCACAACTTCTTCCCCATTGCTGCTCTCTTCGCCAGTATCTACTCCATGACAGCTGTGGCCT
TTGACAGATACATGGCCATCATCCACCCTCTTCAGCCCCGGCTGTCGGCCACTGCTACCAAAGTGG
TCATCTTTGTCATCTGGGTCCTGGCTCTCCTGCTGGCCTTCCCACAGGGCTACTACTCCACCACAGA
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GACCATGCCCAGCAGAGTAGTGTGCATGATTGAGTGGCCAGAACATCCCAACAGGACTTACGAGA
AAGCGTACCACATCTGTGTGACTGTGCTGATCTACTTCCTGCCTCTGCTGGTGATTGGCTATGCATA
CACTGTGGTAGGGATTACACTGTGGGCCAGTGAGATCCCCGGTGACTCCTCTGACCGTTACCATGA
GCAAGTCTCTGCCAAGCGCAAGGTGGTCAAAATGATGATCGTGGTTGTGTGTACCTTCGCCATCTG
CTGGCTGCCCTTCCACATCTTCTTCCTCCTGCCCTACATCAACCCAGATCTCTACCTTAAGAAGTTC
ATCCAGCAGGTCTACCTGGCCAGCATGTGGCTGGCCATGAGTTCTACCATGTACAACCCCATCATC
TACTGCTGCCTCAATGACAGGTTCCGTCTGGGCTTCAAGCATGCCTTTCGCTGCTGCCCTTTCATCA
GTGCTGGTGATTATGAGGGGCTGGAAATGAAATCCACCCGATACCTCCAGACCCAGAGCAGCGTGT
ACAAGGTCAGCCGCCTGGAGACCACCATCTCCACTGTGGTGGGAGCCCATGAAGATGAGCCAGAG

GAAGGTCCCAAGGCCACACCTTCATCCTTGGATCTCACCTGCAATGGCTCCTCTCGAAGCAACTCG
AAGACCATGACAGAAAGCTCCAGCTTCTACTCTAACATCTGGG L3

Der hellgraue Bereich kennzeichnet die Gensequenz des NK1R-T/F. Der dunkelgraue Genabschnitt zeigt den
verlangerten C-Terminus, welchen nur der NKI1R-F besitzt. Cyan markiert ist die Genschnittstelle des
Restriktionsenzyms BamHI und in dunklerem Tarkis ist am Ende der Gensequenz die Genschnittstelle des
Restriktionsenzyms Xhol gekennzeichnet. Die blauen Pfeile kennzeichnen den Beginn und das Ende der

Gensequenz des NK1R-F, die in dem neuen Uberexpressionsplasmid nachgewiesen werden konnte (siehe
Gensequenz in Abschnitt 8.3.4).

8.3.3 Plasmidkarte und Gensequenz von 188AFGMMC_NK1R-T_pMA-RQ_(AmpR)

18AFGMMC_NK1R-T_pMA-RQ_(AmpR)

3,289 bp
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Genseqguenz:

5¢...AATTGGCGGAAGGCCGTCAAGGCCGCATGGATCCA m CTTCCTGTGGACTCTGA
TCTCTTCCCCAACACCTCCACCAACACTTCTGAGTCTAACCAGTTTGTGCAACCTACCTGGCAAATT
GTCCTTTGGGCAGCCGCCTATACGGTCATCGTGGTGACTTCCGTGGTGGGCAACGTAGTGGTGATA
TGGATCATTTTGGCCCACAAGAGAATGAGGACAGTGACCAATTATTTCCTGGTGAACCTGGCCTTC
GCTGAGGCCTGCATGGCTGCATTCAATACAGTGGTGAACTTCACCTACGCAGTCCACAACGTGTGG
TACTACGGCCTCTTTTACTGCAAGTTTCACAACTTCTTCCCCATTGCTGCTCTCTTCGCCAGTATCTA
CTCCATGACAGCTGTGGCCTTTGACAGATACATGGCCATCATCCACCCTCTTCAGCCCCGGCTGTCG
GCCACTGCTACCAAAGTGGTCATCTTTGTCATCTGGGTCCTGGCTCTCCTGCTGGCCTTCCCACAGG
GCTACTACTCCACCACAGAGACCATGCCCAGCAGAGTAGTGTGCATGATTGAGTGGCCAGAACATC
CCAACAGGACTTACGAGAAAGCGTACCACATCTGTGTGACTGTGCTGATCTACTTCCTGCCTCTGCT
GGTGATTGGCTATGCATACACTGTGGTAGGGATTACACTGTGGGCCAGTGAGATCCCCGGTGACTC
CTCTGACCGTTACCATGAGCAAGTCTCTGCCAAGCGCAAGGTGGTCAAAATGATGATCGTGGTTGT
GTGTACCTTCGCCATCTGCTGGCTGCCCTTCCACATCTTCTTCCTCCTGCCCTACATCAACCCAGATC
TCTACCTTAAGAAGTTCATCCAGCAGGTCTAECTGGCCAGCATGTGGCTGGCCATGAGTTCTACCAT
GTACAACCCCATCATCTACTGCTGCCTCARTGACAGGTAA CTGGGCCTCATGGGCCTTCC
GCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAACA. .3°

Der hellgraue Bereich kennzeichnet die Gensequenz des NK1R-T. Cyan markiert ist die Genschnittstelle des
Restriktionsenzyms BamHI und in dunklerem Turkis ist am Ende der Gensequenz die Genschnittstelle des
Restriktionsenzyms Xhol gekennzeichnet. Die pinken Pfeile kennzeichnen den Beginn und das Ende der
Gensequenz des NK1R-T, die in dem neuen Uberexpressionsplasmid nachgewiesen werden konnte (siehe
Gensequenz in Abschnitt 8.3.5).
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8.3.4 Sequenzierergebnis von pLenti6/\VV5-D-TOPO-NK1R-F

mwm mwf\f\,ﬂmrw\ “wavws[\/ww

SN AG 6 TE 6T ¢h R & 8 66 T8 8T TATGEGTEG

mWmemxwwmlmmmww” vaw W
/\WV\MMNWNJ\WWJ\AMWWMWWM A
mﬂw/\/mvw V\/\/\MM/MM\AN\JV\MM/\/\M\A/VWV\WM%

MMMMMMMMf mm"w/\m

Abbildung 20: Auszug aus dem Sequenzierungsergebnis des pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-F

Gensequenz:
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5"...CNCATCTGTGTGACPTGTGCTGATCTACTTCCTGCCTCTGCTGGTGATTGGCTATGCATACACTGT
GGTAGGGATTACACTGTGGGCCAGTGAGATCCCCGGTGACTCCTCTGACCGTTACCATGAGCAAGT
CTCTGCCAAGCGCAAGGTGGTCAAAATGATGATCGTGGTTGTGTGTACCTTCGCCATCTGCTGGCT
GCCCTTCCACATCTTCTTCCTCCTGCCCTACATCAACCCAGATCTCTACCTTAAGAAGTTCATCCAG
CAGGTCTACCTGGCCAGCATGTGGCTGGCCATGAGTTCTACCATGTACAACCCCATCATCTACTGCT
GCCTCAATGACAGGTTCCGTCTGGGCTTCAAGCATGCCTTTCGCTGCTGCCCTTTCATCAGTGCTGG
TGATTATGAGGGGCTGGAAATGAAATCCACCCGATACCTCCAGACCCAGAGCAGCGTGTACAAGG
TCAGCCGCCTGGAGACCACCATCTCCACTGTGGTGGGAGCCCATGAAGATGAGCCAGAGGAAGGT
CCCAAGGCCACACCTTCATCCTTGGATCTCACCTCCAATGGCTCCTCTCGAAGCAACTCGAAGACC
ATGACAGAAAGCTCCAGCTTCTACTCTAA FCTAGAGGGCCCGC TT
CGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTTAGTAATGAGTT
TGGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCA
GAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAG
CAGGC...3

Der hellgrau markierte Bereich zeigt einen Ausschnitt der Gensequenz des NK1R, der dunkelgraue Bereich zeigt
die Gensequenz des C-Terminus, die einzigartig flr den NK1R-F ist. Die blauen Pfeile markieren Anfang und
Ende der Gensequenz des NK1R-F, der im neuen Klon nachgewiesen wurde und so auch im urspriinglichen
Plasmid zu finden ist (Stellen dort identisch markiert, siehe Abschnitt 8.3.2). Gelb markiert und mit einem blauen
Pfeil gekennzeichnet ist der Teil des pLenti-6/V5-D-TOPO-Vektors, der in der dargestellten Gensequenz
identifiziert werden kann und so auch im urspriinglichen Vektor vorkommt (Stelle dort identisch markiert siehe
Abschnitt 8.3.1).
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8.3.5 Sequenzierergebnis von pLenti6/\VV5-D-TOPO-NK1R-T

WWW\WMMWNMWWWM

W\(\/W\NV’MMMN V\/W\/MPYW\WMMM/W\/VW\[\/\A/\
&M&[\/M\ANWNV\MWM\WWW
MMW%M&WWVWMM AW

Abbildung 21: Auszug aus dem Sequenzierungsergebnis des pLenti6/V5-D-TOPO-NK1R-T

Gensequenz:

100



5'...CJCGTTTAGTGACCGTCAGATCGCCRGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGA
CACCGACTCTAGAGGATCCATGGATAACGICCTTCCTGTGGACTCTGATCTCTTCCCCAACACCTCC
ACCAACACTTCTGAGTCTAACCAGTTTGI GCAACCTACCTGGCAAATTGTCCTTTGGGCAGCCGCCT
ATACGGTCATCGTGGTGACTTCCGTGGTGGGCAACGTAGTGGTGATATGGATCATTTTGGCCCACA
AGAGAATGAGGACAGTGACCAATTATTTCCTGGTGAACCTGGCCTTCGCTGAGGCCTGCATGGCTG
CATTCAATACAGTGGTGAACTTCACCTACGCAGTCCACAACGTGTGGTACTACGGCCTCTTTTACTG
CAAGTTTCACAACTTCTTCCCCATTGCTGCTCTCTTCGCCAGTATCTACTCCATGACAGCTGTGGCCT
TTGACAGATACATGGCCATCATCCACCCTCTTCAGCCCCGGCTGTCGGCCACTGCTACCAAAGTGG
TCATCTTTGTCATCTGGGTCCTGGCTCTCCTGCTGGCCTTCCCACAGGGCTACTACTCCACCACAGA
GACCATGCCCAGCAGAGTAGTGTGCATGATTGAGTGGCCAGAACATCCCAACAGGACTTACGAGA
AAGCGTACCACATCTGTGTGACTGTGCTGATCTACTTCCTGCCTCTGCTGGTGATTGGCTATGCATA
CACTGTGGTAGGGATTACACTGTGGGCCAGTGAGATCCCCGGTGACTCCTCTGACCGTTACCATGA
GCAAGTCTCTGCCAAGCGCAAGGTGGTCAAAATGATGATCGTGGTTGTGTGTACCTTCGCCATCTG
CTGGCTGCCCTTCCACATCTTCTTCCTCCTGCCCTACATCAACCCAGATCTCTACCTTAAGAAGTTC
ATCCAGCAGGTCTAGCTGGCCAGCATGTGGCTGGCCATGAGTTCTACCATGTACAACCCCATCATC
TACTGCTGCCTC A«m m GCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCC
TAACCCTCTCCTCGGY CTCGATTCTACGCGTACCGGTTAGTAATGAGTTTGGAATTAATTCTGTGGA
ATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATG
CATCTCATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGC...3

Der hellgrau markierte Bereich zeigt die Gensequenz des NK1R-T. Die pinken Pfeile markieren Anfang und Ende
der Gensequenz des NK1R-T. Es zeigt sich ein Nachweis der Gensequenz im neuen Uberexpressionsplasmid. Die
Sequenz des NK1R-T ist so auch im urspriinglichen Plasmid zu finden (Stellen dort identisch markiert, siehe
Abschnitt 8.3.2). Gelb markiert und mit roten Pfeilen gekennzeichnet sind die Teile des pLenti-6/V5-D-TOPO-
Vektors, die den NK1R-T umgeben und die in der dargestellten Gensequenz identifiziert werden kénnen. Sie
kommen auch im ursprunglichen pLenti-6/V5-D-TOPO-Vektor vor (Stelle dort identisch markiert siehe Abschnitt
8.3.1).

8.4 Uberblick tiber die absoluten Ct-Werte nach Uberexpression

Zur Uberprifung der erfolgten Transduktion von MLO-Y4-Zellen mit den beiden
Isotypvarianten des NK1R (NK1R-F und NK1R-T) auf mRNA-Ebene wurden qRT-PCRs
durchgefiihrt. Die nachfolgend dargestellte Ubersicht (Tabelle 7) zeigt den spatesten (minimal)
und den frihesten (maximal) gemessenen absoluten Ct-Wert des jeweiligen GOIs, um die
Bandbreite, in denen sich die Genexpressionswerte befanden, abzubilden.

Tabelle 7: Uberblick tiber absolute Ct-Werte gemessen im Uberexpressionsversuch
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Gen:

NK1R-T/F (erkennt beide Rezeptorvarianten)

Probe:

min 29,11
MLO-Y4 NKI1R-F

max 26,62

min 27,03
MLO-Y4 _NKI1R-T

max 25,78

min no Cq
MLO-Y4 _LacZ

max 34,00

min no Cq
MLO-Y4

max 36,45

Minimaler (min) und maximaler (max) absoluter Ct-Wert der Mittelwerte des Gene of Interests NK1R-T/F in den
verschiedenen Zellklonen/-typen MLO-Y4_NK1R-F, MLO-Y4_NK1R-T, MLO-Y4_LacZ, MLO-Y4 im Rahmen der

Uberprifung der Transduktionsergebnisse der NK1R-Isoformen in murine Osteozyten der Zelllinie MLO-Y4.

Gen: NK1R-F (erkennt nur Volllange-Variante)
Probe:

min 29,93
MLO-Y4 NKI1R-F

max 29,26

min no Cq
MLO-Y4 _NKI1R-T

max 35,10

min no Cq
MLO-Y4 LacZ

max 32,81

min no Cq
MLO-Y4

max 32,91

Minimaler (min) und maximaler (max) absoluter Ct-Wert der Mittelwerte des Gene of Interests (GOI) NK1R-F in

den verschiedenen Zellklonen/-typen MLO-Y4_NK1R-F, MLO-Y4_NK1R-T, MLO-Y4_LacZ, MLO-Y4 im Rahmen

der Uberpriifung der Transduktionsergebnisse der NK1R-Isoformen in murine Osteozyten der Zelllinie MLO-Y4.

9 Abkirzungsverzeichnis

Auflistung der in der Arbeit verwendeten Abkirzungen.
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% Prozent

0 Klammern

/ pro

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

pl Mikroliter

pm Mikrometer

pmol Mikromol

aCGRP Alpha Calcitonin-gene related peptide
A Ampere

AT Osterreich

AG Arbeitsgemeinschaft

AMP Adenosinmonophosphat

ATP Adenosintriphosphat

R-Arr R-Arrestin

BCA Bicinchoninsdure

BCS bovine calf serum

bp Basenpaare

BSA bovine serum albumin

ca circa

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
cDNA Komplementére DNA

CH Schweiz

CIP alkalischer Phosphatase, Calf Intestinal
cm Zentimeter

cm? Quadratzentimeter

CO2 Kohlenstoffdioxid

CREB CAMP response element-binding protein
CRLR Calcitonin receptor-like receptor
Ct Threshold Cycle

Cq Quantification Cycle

D Deutschland

DAG Diacylglycerin

dest. destilliert
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Dkk1

Dickkopf-related proteinl

D-MEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinséure

Dr. Doktor:in

DTT Dithiothreitol

dyn Einheit der Kraft (1dyn entspricht 10° N)

EB elution buffer

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

ER Endoplasmatisches Retikulum

Erk extracellular signal-regulated kinases

ET endothelin

et al. und andere

FBS Fetal Bovine Serum

FFSS Fluid Flow Shear Stress

Fz Frizzled

g Gramm

GAPDH g(la%c):ag:ggledneargd-3-Phosphat-

gof gegebenenfalls

h Stunde

H20 Wasser

HSC haematopoietische Stammzelle

IGF-1 insulin-like growth factor 1

IL-6 Interleukin-6

IP3 Inositoltriphosphat

J Japan

K Kontrolle

kb Kilobase

kD Kilodalton

kg Kilogramm

I Liter

LB lysogen broth

Lrp low-density lipoprotein receptor-related
protein

mA Milliampere

104



MAPK Mitogen-activated protein Kinasen
MCSF Macrophage-colony-stimulating factor
MEM Minimum Essential Medium

mg Milligramm

min Minuten

ml Milliliter

MLO-Y4 Murine Osteocyte-like cell line
mm Millimeter

mM Millimol/Liter

mmol Millimol

MMP Matrix-Metalloproteasen

mol Molekulargewicht

MRNA messenger RNA

MSC mesenchymale Stammzellen

MT1 Membran Typ 1

MTA Medizinisch-technische Assistentin
N Einheit der Kraft, Newton

NaCl Natriumchlorid

NEAA Non-Essential Amino Acids
NF-xB nuclear factor Kappa B

ng Nanogramm

NK1R Neurokininl-Rezeptor

NK1R-F Neurokininl-Rezeptor fulllength
NK1R-T Neurokininl-Rezeptor truncated
NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxidsynthese

O2 Sauerstoff

OPG Osteoprotegerin

PBS Phosphat-Salz-Puffer

pH pH-Wert

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PK Proteinkinase

PNS peripheries Nervensystem

PVDF Polyvinylidenfluorid
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quantitative real-time polymerase chain

GRT-PCR reaction

RAMP1 receptor activity modifying protein 1
RANK Receptor Activator of NF-«xB

RANKL Receptor Activator of NF-xB Ligand
RNA Ribonukleinsdure

rpm Rotation pro Minute

Prof. Professor:in

sec Sekunde

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrilamid-Gelelektrophorese
SOST Sclerostin

SP Substanz P

TAC1 Tachykinin Precursor 1

TEMED N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine
TIMP3 tissue inhibitor 3 of metalloproteinases
T-TBS Tris-buffered saline with Tween20

TU transduction unit

UE Untereinheit

UK Vereinigtes Konigreich

USA Vereinigte Staaten von Amerika

uv ultraviolet

\/ Volt

WB Western Blot

Wnt Wingless-int

ZNS zentrales Nervensystem
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