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Kapitel 1 Einleitung

1. Einleitung
1.1. Anatomie des adulten Knochens

1.1.1. Makroskopische Anatomie des adulten Knochens

Die 206 menschlichen Skelettknochen unterscheiden sich untereinander stark in Grofse
und Form. Von den filigranen Gehorknodchelchen im Innenohr (Malleus, Incus und
Stapes) bis hin zum massiven Oberschenkelknochen (Femur) folgt die Morphologie
jedes Knochens weitgehend seinen funktionellen Anforderungen. Trotz der enormen
Heterogenitdt der einzelnen Skelettknochen lassen sich makroskopisch einige
anatomische Gemeinsamkeiten erkennen.

Auf der Oberflédche fast jeden Knochens befinden sich Strukturen, an denen Sehnen
und Bédnder entspringen oder ansetzen, um das Skelett mit dem aktiven
Bewegungsapparat in Verbindung zu bringen. Je nach ihrer Gestalt und Lokalisation
werden diese Strukturen als Tuberculum (Hocker), Trochanter (Rollhiigel),
Epicondylus (Knochenvorsprung in unmittelbarer Né&he eines Gelenkkopfes),
Malleolus (Knochel), Tuberositas (Aufrauhung), Eminentia (Erhebung), Crista
(Kamm), Labium (Lippe) oder Linea (Linie) bezeichnet (1).

In nahezu jedem Knochen lassen sich makroskopisch zwei verschiedene Anteile
voneinander abgrenzen - die Substantia corticalis (Substantia compacta) und die
Substantia spongiosa (Abb. 1). Die Substantia corticalis bildet die dufSere Schicht des
Knochens und stellt eine kompakte und dichte Masse dar. Die Substantia spongiosa
lagert sich der Substantia corticalis ohne scharfe Grenze von innen her an und besteht
aus einem feinen System aus diinnen Knochenbilkchen, die Trabekel genannt werden.
Zwischen den Trabekeln befindet sich Raum fiir das blutbildende Knochenmark oder
Fettgewebe. Die Ausprdgung von Substantia corticalis und Substantia spongiosa
variiert und ist von der Art des Knochens abhdngig. In langen Rohrenknochen
beispielsweise ist die Substantia corticalis am proximalen und distalen Ende sehr
diinn, wahrend die Substantia spongiosa hingegen sehr ausgedehnt ist. Zur Mitte des

Knochens hin wird die Substantia corticalis jedoch immer stdrker ausgepragt und die
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Substantia spongiosa weicht mehr und mehr der inneren Markhohle - einem
Hohlraum im Inneren des Knochens, der entweder rotes Knochenmark oder
Fettgewebe beinhaltet (Abb. 1). Von aufien wird der Knochen vom bindegewebigen
Periost (duflere Knochenhaut), das mit der Substantia corticalis verwachsen ist,
umhtillt. Die Trabekel sowie die innere Markhohle sind von Endost (innere
Knochenhaut) tiberzogen (1), (2), (3), (4), (5).

Nach ihrer Gestalt konnen die Knochen des menschlichen Skeletts in fiinf Kategorien

eingeteilt werden, die im Folgenden ndher erldutert werden.

a) Ossa longa

Zu den Ossa longa (lange Knochen, Rohrenknochen) gehoren beispielsweise der
Humerus, der Radius, die Ulna, der Femur, die Tibia und die Fibula. An einem
Rohrenknochen werden verschiedene Abschnitte unterschieden (Abb. 1). Das
proximale und distale Ende des Knochens wird als Epiphyse bezeichnet. Hier
befinden sich die Gelenkflichen, mit denen der Knochen mit anderen
Skelettelementen artikuliert. An die Epiphyse schliefit sich die Metaphyse an - ein
zumeist verbreiterter Knochenabschnitt, der die Epiphysenfuge enthilt. Diese stellt
beim juvenilen Knochen den Ort des Langenwachstums dar und verknochert nach
Abschluss des Wachstums. An der Metaphyse befinden sich héaufig
Knochenvorspriinge, an denen Sehnen wund Bédnder inserieren. Diese
Knochenvorspriinge werden als Apophysen bezeichnet. Der Abschnitt des
Rohrenknochens, der die proximale mit der distalen Metaphyse verbindet, heifst

Diaphyse (Knochenschaft) (1), (2), (3), (4), (5).
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~— Gelenkfldche

Metaphyse - At \ verknocherte

s \ Epiphysenfuge

Substantia spongiosa

‘. ‘ 7 Substantia corticalis

<— Periost
Diaphyse +
<b— innere Markhohle
5, Abbildung 1: Schematischer Aufbau
R8T eines Rohrenknochens am Beispiel
i des menschlichen Femurs.
R Frontalschnitt durch den proximalen
Metaphyse AR verknécherte un.d distalen Teil des rechten F_emurs
______ Al / Epiphysenfuge bei als Ganzes erhaltenem mittleren
Epiphyse - g Teil der Diaphyse. Ansicht von
L , Gelerkfliche ventral (modifiziert nach (1)).
b) Ossa brevia

Die Ossa brevia (kurze Knochen) beinhalten die Handwurzelknochen sowie die

Fufiwurzelknochen.

¢) Ossa plana

Zu den Ossa plana (platte Knochen) zdhlen die Scapula, das Sternum, die
Beckenknochen (Os ilium, Os ischii und Os pubis) sowie die Knochen des
Schéddeldachs (Os frontale, Os parietale und Os occipitale). Letztere bestehen aufien
und innen aus einer breiten Substantia corticalis, die als Lamina externa
beziehungsweise Lamina interna bezeichnet wird. Die dazwischenliegende Substantia

spongiosa heifst in der Schadelkalotte Diploe.
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d) Ossa pneumatica
Ossa pneumatica (lufthaltige Knochen) sind Knochen des Viszerokraniums, die innen
hohl und mit einer Schleimhaut ausgekleidet sind. Sie bilden die Nasennebenhshlen

sowie die Paukenhohle und den Processus mastoideus.

e) Ossa irregularia
Die Knochen, deren Form sich in keine der vier genannten Kategorien einordnen lasst,
werden als Ossa irregularia (unregelmifiige Knochen) zusammengefasst. Hierzu

zdhlen beispielsweise die Wirbelknochen (1), (2), (3), (4), (5).
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1.1.2. Mikroskopische Anatomie des adulten Knochens

1.1.2.1. Extrazellularmatrix des Knochens

Die fiir den Knochen charakteristische Harte und Stabilitdt beruht auf der
Zusammensetzung seiner Extrazellularmatrix. Diese besteht zu etwa einem Drittel aus
organischen und zu etwa zwei Dritteln aus anorganischen Substanzen. Den mit
Abstand grofiten Anteil des organischen Materials macht Kollagen Typ I aus. Daneben
kommen Proteoglykane und Glykoproteine (Osteocalcin (OCN), Osteopontin (OPN),
Osteonektin, Bone Sialoprotein (BSP), Thrombospondin (TSP) und weitere) vor. Die
anorganische Komponente der knéchernen Extrazellularmatrix besteht vor allem aus
Hydroxylapatit (Ca10[PO4]6[OH]2). Dabei handelt es sich um ein kristallines Salz, das
im Rahmen der Knochenmineralisierung an die Kollagenfibrillen angelagert wird und
dem Knochen seine Robustheit verleiht (2), (3).

Histologisch lassen sich nach der raumlichen Organisation der Extrazellularmatrix der
Geflechtknochen (Faserknochen, primédrer Knochen) und der Lamellenknochen
(sekunddrer Knochen) voneinander unterscheiden. Wahrend im Geflechtknochen die
mineralisierten Kollagenfibrillen in Biindeln zusammengelagert und ungeordnet in
der Extrazellularmatrix verteilt sind, sind sie im Lamellenknochen in etwa 3 bis 5 pm
dicken Lamellen organisiert. Eine Lamelle besteht aus mehreren Kollagenfibrillen, die
nahezu parallel zueinander angeordnet sind. Der Geflechtknochen ist die
tiberwiegende Erscheinungsform der Knochen bei Sduglingen und wird nach und
nach in den stabileren Lamellenknochen umgebaut. Bei Erwachsenen findet sich
Geflechtknochen nur noch an sehr wenigen Stellen des Korpers oder nach einer
Fraktur als Zwischenstufe bei der Frakturheilung. Daher soll im Folgenden nédher auf
die mikroskopische Morphologie des Lamellenknochens eingegangen werden (2), (3).
Wahrend die Lamellen in der Substantia spongiosa ungerichtet und zufillig in den
Trabekeln verteilt sind, weisen sie in der Substantia corticalis eine geordnete Struktur
auf (Abb. 2). Jeweils vier bis zwanzig so genannte Speziallamellen sind hier
konzentrisch um einen zentralen Kanal, der als Havers’scher Kanal bezeichnet wird

und meist in Langsrichtung des Knochens verlduft, angeordnet. Die mikroskopische
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Baueinheit des Lamellenknochens - bestehend aus einem Havers’schen Kanal und
den umgebenden Speziallamellen - wird Osteon (Havers’sches System) genannt. Ein
Osteon besitzt einen Durchmesser von etwa 100 bis 400 pm und ist bis zu einigen
Zentimetern lang. Es ist von seiner Umgebung durch so genannte Zementlinien, die
reich an Proteoglykanen sind, scharf abgegrenzt. Die Lamellen, die zwischen den
einzelnen Osteonen liegen und keinen konzentrischen Verlauf aufweisen, heifien
Schaltlamellen und stellen Reste von alten und bereits abgebauten Osteonen dar.
Unmittelbar unterhalb des Periosts liegt die dufiere Generallamelle, die die Oberflidche
des Knochens bildet. Die innere Generallamelle grenzt die Substantia corticalis von
der Substantia spongiosa ab (2), (3).

Die Havers’schen Kanile haben einen Durchmesser von etwa 20 bis 30 pm und
beinhalten in der Regel ein bis drei Blutgefdfie (Kapillaren, Venolen und Arteriolen),
die in lockeres Bindegewebe eingebettet sind. Das Endost kleidet die Havers’schen
Kanile aus und bildet die Abgrenzung zu den umliegenden Speziallamellen. Ein in
einem Havers’schen Kanal verlaufendes Blutgefafs kann sich aufzweigen und durch
Querverbindungen - die so genannten Volkmann’schen Kanile - in einen anderen

Havers’schen Kanal gelangen (2), (3).

Schaltlamellen

a
Speziallamellen \ ) ,
duflere Generallamelle \ ' :
\ -

Periost ———— Osteon:
Sharpey-Fasern — zentraler Havers’scher
= Kanal mit konzentrischen
. / Speziallamellen
Havers’scher Kanal

Volkmann“scher Kanal innere Generallamelle

T T
Substantia corticalis Substantia
spongiosa

Abbildung 2: Schematische Darstellung der mikroskopischen Struktur eines Lamellenknochens
(modifiziert nach (1)).

10
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1.1.2.2. Knochenzellen

Im Knochen befinden sich hauptsédchlich drei Zellarten - Osteoblasten, Osteoklasten
und Osteozyten. Osteoblasten sind fir die Synthese der Knochenmatrix
verantwortlich, Osteoklasten fiir deren Resorption. Osteozyten sind Osteoblasten, die
ihre Matrixsynthese eingestellt haben wund sich in die mineralisierte
Extrazellularmatrix eingemauert haben (2). Im Folgenden wird auf die
Differenzierung von Osteoblasten und Osteoklasten eingegangen. Die
Osteozytogenese wird ausfiihrlich in Kapitel 1.2.1 beschrieben.

Osteoblasten entstehen tiber mehrere Differenzierungsstufen aus mesenchymalen
Stammzellen (Mesenchymal Stem Cells, MSCs). Bei diesen handelt es sich um
pluripotente Zellen, die unter anderem zu Osteoblasten, Chondrozyten und
Adipozyten differenzieren kénnen (6). Welcher Differenzierungsweg von den MSCs
eingeschlagen wird, hdangt von der Expression bestimmter Transkriptionsfaktoren ab,
die die Expression von fiir die jeweilige Zellart spezifischen Genen regulieren (7). Fiir
die Differenzierung zu Osteoblasten haben unter anderem die Transkriptionsfaktoren
Runt-related transcription factor 2 (Runx2) und Osterix (OSX) eine zentrale Bedeutung
(8).

Runx2 wird auch als Core-binding factor subunit alpha 1 (Cbfal) bezeichnet und ist
fur die osteogene Differenzierung essenziell. In homozygoten Runx2-Knockout-
Méusen sind keine Osteoblasten und damit kein knochernes Skelett nachweisbar.
Heterozygote Mutationstréger weisen schwere Skelettabnormalitdten auf (9). Runx2
fordert die Expression von verschiedenen Genen, die typisch oder sogar spezifisch fiir
Osteoblasten sind. Dazu gehoren die Gene fiir OCN, OPN, BSP und das fiir eine der
beiden Proteinketten von Kollagen I kodierende Gen COL1A1 (10).

Eine ebenso bedeutende Rolle in der Osteoblastogenese spielt der
Transkriptionsfaktor OSX. Auch in OSX-Knockout-Mdusen findet keine
Knochenbildung statt. OSX-Knockout-Mduse exprimieren jedoch Runx2, wahrend in
Runx2-Knockout-Médusen keine Expression von OSX nachgewiesen werden konnte.
Dies fithrte zu der Schlussfolgerung, dass OSX in einem spdteren Stadium der

Differenzierung exprimiert wird als Runx2 (11).

11
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Obgleich Runx2 und OSX die Schliisselrollen unter den fiir die Osteoblastogenese
wichtigen Transkriptionsfaktoren einnehmen, existieren noch zahlreiche weitere
Transkriptionsfaktoren, die fiir die Differenzierung der Osteoblastenlinie von
Bedeutung sind. Beispiele hierfiir sind SRY-box transcription factor 9 (SOX9) und
Activating transcription factor 4 (ATF4). Die Osteoblastogenese wird von einer
Vielzahl an unterschiedlichen Faktoren moduliert. Neben den genannten
Transkriptionsfaktoren gehoren hierzu Wachstumsfaktoren und Zytokine - wie
beispielsweise Bone morphogenic proteins (BMPs) und Interleukin 11 (IL11) - sowie
endokrine Einfliisse tiber das Parathormon (PTH) und Vitamin D und parakrine
Stimuli - zum Beispiel tiber Glykoproteine der Wnt-Familie (12).

Osteoklasten stammen - anders als Osteoblasten und Osteozyten - von
hamatopoetischen Stammzellen ab, die {iber die Monozyten-Makrophagen-Linie zu
Préaosteoklasten differenzieren. Dafiir ist die Prasenz des Zytokins Receptor activator
of NFxB ligand (RankL) und des Wachstumsfaktors Macrophage colony-stimulating
factor (MCSF) erforderlich. In Abwesenheit dieser beiden Molekiile kann keine
Osteoklastogenese stattfinden. Die Bindung von RankL an den von Osteoklasten-
Progenitorzellen exprimierten Receptor activator of NFxB (Rank) fiihrt zu einer
Vielzahl an intrazelluldren Signalwegen, die in zellmorphologischen Verdanderungen
und in der Expression von Osteoklasten-spezifischen Genen resultieren. Zu diesen
gehoren unter anderem die fiir Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) und
Kathepsin K - die beiden wichtigsten lytischen Enzyme fiir die Resorption von
Knochenmatrix - kodierenden Gene. Die mononukledren Praosteoklasten fusionieren
schliefilich zu mehrkernigen Zellen, die so zu Osteoklasten heranreifen. Auch reife
Osteoklasten exprimieren Rank. Dessen Aktivierung durch RankL fiithrt zu einer
Steigerung der Resorptionstitigkeit und einer verlingerten Uberlebenszeit der

Osteoklasten (13).

1.1.2.3. Periost und Endost

Das Periost umgibt den Knochen als bindegewebige dufiere Knochenhaut. Sie besteht

in der Regel aus drei Schichten. Die dufiere Adventitia ist reich an Blutgefifien, die der
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Erndhrung des Knochens dienen. Die mittlere Schicht wird als Stratum fibrosum
bezeichnet. Von ihr gehen Kollagenfasern - die so genannten Sharpey-Fasern - aus,
die bis in die Substantia corticalis hineinragen und fest mit ihr verwachsen sind (Abb.
2). Die innere Schicht des Periosts ist das Stratum osteogenicum. Bei sich im Wachstum
befindenden Knochen beinhaltet diese Schicht eine grofie Anzahl an mesenchymalen
Stammzellen und Osteoblasten-Vorstufen, wie zum Beispiel Osteoprogenitorzellen.
So wird das Dickenwachstum des Knochens gewihrleistet. Bei adulten Knochen ist
das Stratum osteogenicum zellarm oder gar nicht mehr abgrenzbar (2).

Das Endost tiberzieht die Trabekel der Substantia spongiosa und kleidet die innere
Markhohle sowie die Havers’schen Kanile aus. Es besteht aus Bone Lining Cells
(Knochendeckzellen), zu denen mesenchymale Stammzellen, Osteoblasten-Vorstufen
sowie inaktive Osteoblasten und inaktive Osteoklasten gehtren. Im Fall einer Fraktur

konnen diese Zellen aktiviert werden und entscheidend zur Frakturheilung beitragen

2).
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1.2. Osteozyten

1.2.1. Morphologie und Differenzierung von Osteozyten

Osteozyten machen mit etwa 95% den mit Abstand grofsten Anteil der Zellen im
adulten Knochen aus. Sie befinden sich - eingebettet in die mineralisierte
Extrazellularmatrix - in konzentrisch um den Havers’schen Kanal eines Osteons
angeordneten Aussparungen zwischen den Lamellen. Diese Aussparungen werden
als Lakunen bezeichnet und besitzen einen Durchmesser von etwa 15 bis 20 pm (Abb.
3). Osteozyten exprimieren zahlreiche Dendriten, die den Knochen in von den
Lakunen ausgehenden, etwa 250 bis 300 nm durchmessenden Kandlen (Canaliculi)
durchziehen (Abb. 3). Uber ihre Dendriten stehen die Osteozyten zum einen
untereinander mittels ,Gap Junctions” in engem Kontakt und interagieren zum
anderen mit Osteoblasten, mit dem Gefadfisystem sowie moglicherweise mit Zellen der
inneren Markhohle. Durch das lakunokanalikuldre System wird den Osteozyten also
die Kommunikation mit anderen Zellen ermoglicht, obwohl sie von der
Knochenmatrix regelrecht ,ummauert” sind. Die feste Integration in die Matrix bringt
jedoch noch eine weitere Herausforderung mit sich - die Erndhrung der Osteozyten.
Die Diffusion von Néhrstoffen durch die verkalkte Knochenmatrix ist nahezu
unmoglich. Daher erfolgt die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff grofstenteils
tiber die Fliissigkeit, die die Osteozyten im lakunokanalikuldren System umgibt. Die
Zusammensetzung dieser Knochenfliissigkeit ist bisher nicht hinreichend geklart,
jedoch wird ihr neben der Funktion des Nahrstofftransports auch eine zentrale Rolle

in der Mechanorezeption (Kapitel 1.2.2.2) zugeschrieben (2), (14).
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2477 % 4 NREh el 0 3: Havers scher Kanal

Abbildung 3:

a: Lichtmikroskopische Aufnahme eines Osteons. Konzentrisch um den Havers'schen Kanal
liegen in interlamellaren Lakunen die Zellkérper der Osteozyten. lhre Zellfortsatze durchziehen
den Knochen in radiar zum Havers'schen Kanal ausgerichteten feinen Kanalen (modifiziert nach

(2).

b: Elektronenmikroskopische Aufnahme des lakunokanalikularen Systems (entnommen aus (15)).

Osteozyten entstehen durch Enddifferenzierung von Osteoblasten, die sich in die von
ihnen produzierte Matrix einbetten. Osteoblasten, die nicht die Apoptose einleiten,
konnen entweder zu inaktiven , Bone Lining Cells” konvertieren oder zu Osteozyten
differenzieren (16). Der Osteozyt ist die terminal differenzierte Zellart der
Osteoblastenlinie (14), (17). Wahrend der Osteozytogenese verdndert sich die
Zellmorphologie der differenzierenden Osteoblasten merklich. Ein wesentlicher
Schritt vom Osteoblast zum Osteozyt ist die Ausbildung von Dendriten. Zudem geht
die Differenzierung mit einer Reduktion des Zellvolumens sowie mit einer
schwindenden Anzahl an Zellorganellen - insbesondere des endoplasmatischen
Retikulums und des Golgi-Apparats - einher (18), (19).

In der Literatur existieren verschiedene Theorien, wie die Einbettung von Osteoblasten
in die Knochenmatrix im Detail ablduft. Franz-Odendaal et al. gehen davon aus, dass
ein Osteoblast seine Matrixproduktion langsam reduziert und daraufhin von
benachbarten Osteoblasten, deren Matrixsynthese unverdndert stattfindet, passiv
eingemauert wird (20). Dieser Theorie widersprechen jedoch Befunde von Holmbeck
et al. und Inoue et al., die eine grofie Bedeutung von Matrix-spaltenden Enzymen, die

von Osteozyten exprimiert werden und durch Spaltung von Kollagen-Fasern der
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bereits bestehenden Knochenmatrix eine Einbettung der Zelle in seine umgebende
Matrix begtinstigen konnten, festgestellt haben (21), (22). Diese Ergebnisse weisen weg
vom Bild der Osteozytogenese als passiver Prozess und deuten darauf hin, dass
Osteozyten aktiv an der Ausbildung des lakunokanalikuldren Systems und damit an
ihrer Einbettung in die Knochenmatrix beteiligt sind (14). Des Weiteren ist unklar, ob
die Wahrscheinlichkeit der Differenzierung zum Osteozyten fiir jeden Osteoblasten
gleich hoch ist oder ob bestimmte Untergruppen von Osteoblasten fiir die
Osteozytogenese molekular pradisponiert sind (18).

In Anbetracht der zellmorphologischen Verdanderungen wahrend der Differenzierung
wurden von verschiedenen Autoren unterschiedliche Zwischenstadien in der
Entwicklung vom Osteoblast zum Osteozyt definiert (20). Ihnen gemeinsam ist die
Vorstellung, dass einer der ersten Schritte in der Osteozytogenese die Ausbildung von
Dendriten in die Richtung, in die auch das Osteoid sezerniert wird, ist. Daraufhin
kommt es zur Abtrennung der Zelle von der Osteoblastenfront. In diesem Stadium
wird die Zelle als Osteoid-Osteozyt bezeichnet. Im Anschluss daran bildet die Zelle
auch Dendriten in Richtung der Osteoblastenfront aus, um mit den Osteoblasten in
Kontakt zu bleiben. Nun ist die Zelle komplett von Osteoid umgeben und wird
mineralisierender Osteozyt genannt. Mit weiterer Progression der Osteozytogenese
wird schliefslich das Osteoid mineralisiert und der mineralisierende Osteozyt wird
zum reifen Osteozyt (20), (15). Diese vereinfachte Modellvorstellung der
phénotypischen Entwicklung wéhrend der Osteozytogenese ist in Abb. 4 schematisch
dargestellt.

16



Kapitel 1 Einleitung

Osteoblast Osteoid-Osteozyt

reifer Osteozyt mineralisierender Osteozyt

0 0
-1
0 0

nicht-mineralisierte Knochenmatrix (Osteoid)

"
o [/

Prdosteoblast
Osteoblast

[ mineralisierte Knochenmatrix

Abbildung 4: Vereinfachte schematische Darstellung der zellmorphologischen Veranderungen
wahrend der Osteozytogenese (inspiriert durch (20)).

Die zellmorphologische Entwicklung geht mit Verdnderungen der Genexpression
einher. Wahrend Osteoblasten-spezifische Gene - wie beispielsweise OSX, COL1A1
oder das fiir die alkalische Phosphatase kodierende ALP - weniger oder gar nicht
mehr exprimiert werden, werden in Osteozyten andere Gene induziert. Je nach
Differenzierungsstadium dndert sich das Spektrum der exprimierten Markergene (14).
Das wiahrend der Differenzierung am frithesten exprimierte Osteozyten-spezifische
Gen kodiert fuir E11 (gp38, Podoplanin, OTS-8, PA2.25). Ell1 ist ein
Transmembranprotein, dem eine entscheidende Bedeutung bei der Formation der

Dendriten zugeschrieben wird. Die konditionelle Deletion von Knochen-spezifischem
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E11 in M&usen fiithrt zu reduzierten Volumina und Langen der osteozytdren Dendriten
sowie zu Beeintrdchtigungen der Mikroarchitektur des Knochengewebes (23). Die
Osteozyten-dhnliche Zelllinie MLO-Y4 reagiert auf die Applikation von ,Fluid Flow
Shear Stress” (Kapitel 1.2.2.2), indem sie sowohl mehr als auch langere Dendriten
ausbilden. Dieser Effekt wird durch Blockierung von E11 mittels siRNA aufgehoben
(24). Da E11 nur in frithen Stadien der Osteozytogenese, aber nicht in reifen Osteozyten
exprimiert wird, geht man davon aus, dass es zwar eine bedeutende Rolle fiir die
Ausbildung der Dendriten spielt, jedoch keinen Einfluss auf die Aufrechterhaltung
der Dendriten-Struktur im reifen Osteozyten hat (18).

Genanalysen und proteomische Untersuchungen lieferten weitere Markergene sowie
Markerproteine von jungen Osteozyten. Hierzu zdhlen die Gene fiir Phosphate-
regulating gene with homologies to endopeptidases on the X chromosome (PHEX),
Matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE), Dentin matrix protein 1 (DMP1),
Macrophage-capping protein (CapG) und Destrin (DSTN) (14). PHEX, MEPE und
DMP1 spielen eine Rolle in der Aufrechterhaltung des Phosphat-Haushalts sowie in
der Regulation der Biomineralisierung des Knochens. Ihre genaue Funktion wird in
Kapitel 1.2.2.3 erldutert. Lu et. al. gehen davon aus, dass DMP1 die Differenzierung
von Osteozyten reguliert, da die Expression von Osteoblasten-spezifischen Genen in
Osteozyten von DMP1-Knockout-Méausen nachgewiesen werden konnte. Dies fiihrt
zu der Schlussfolgerung, dass DMP1 die Expression von Osteoblasten-spezifischen
Genen in jungen Osteozyten unterdriicken konnte (25). CapG und DSTN regulieren
die Organisation der Aktinfilamente des Zytoskeletts. CapG kodiert das Macrophage-
capping protein - ein Mitglied der Gelsolin/ Villin-Familie. Es deckt die spitzen Enden
von Aktinfilamenten ab und reguliert dadurch deren Lange und Motilitat (26), (27).
DSTN gehort zur Familie der Aktin-bindenden Proteine und steigert die Umsatzrate
von Aktinfilamenten (28). Die hohe Expression von CapG und DSTN in unreifen
Osteozyten spricht fiir eine aktive Umorganisierung des Zytoskeletts wahrend der
Einbettung in die Knochenmatrix und der Dendritenbildung (29).

Reife, fest in die mineralisierte Matrix eingemauerte Osteozyten exprimieren zudem
Sklerostin (SOST), Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) und Hypoxia up-regulated
protein 1 (HYOU1, ORP150) (14). SOST hat eine immense Bedeutung fiir die
Aufrechterhaltung der Knochenhomdostase (Kapitel 1.2.2.1). Zudem inhibiert SOST
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die Biomineralisierung sowie die Entwicklung von Osteoid-Osteozyten zu
fortgeschrittenen Differenzierungsstufen, indem es die Expression von MEPE sowohl
auf Gen- als auch auf Proteinebene erhoht, wahrend PHEX vermindert exprimiert
wird (30), (31). Das Genprodukt von FGF23 wird von ausgereiften Osteozyten
sezerniert und besitzt aufierhalb des Knochens zahlreiche systemische Funktionen
(Kapitel 1.2.2.3). HYOUT1 kodiert ein Chaperon, das moglicherweise protektiv auf die
in ihrer hypoxischen Umgebung residierenden Osteozyten wirkt (29).

Eine Ubersicht iiber die Entwicklung der Expression der eben genannten Markergene
widhrend der verschiedenen Stadien der gesamten Osteoblastenlinie - von der
Osteoprogenitorzelle tiber den Osteoblast bis hin zum reifen Osteozyt - ist in Tab. 1

zusammengestellt.
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Tabelle 1: Expression ausgewahlter Markergene in verschiedenen Stadien der Differenzierung der
gesamten Osteoblastenlinie — von der Osteoprogenitorzelle bis zum reifen Osteozyt (~: wird nicht
exprimiert, +: wird exprimiert, ++: wird stark exprimiert (im Vergleich zur Expression desselben
Gens in den anderen Stadien), -/+: keine oder widerspriichliche Literaturangaben) (14), (15), (29),

(32), (33).
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1.2.2. Funktionen von Osteozyten

Lange wurden Osteozyten, die als enddifferenzierte Zellen in die Knochenmatrix
eingebettet sind, als inaktive Zellpopulation ohne wesentliche Funktionen fiir den
Knochen angesehen. Jedoch hat sich in den letzten beiden Jahrzehnten diese
Sichtweise mit der Entdeckung zahlreicher bedeutender Funktionen von Osteozyten
fur den Knochen und dartiber hinaus drastisch gedndert. Osteozyten regulieren - als
Hauptmechanosensoren des Knochens - aktiv den Knochenumbau im adulten
Knochen, indem sie die Differenzierung und Aktivitdt sowohl von Osteoblasten als
auch von Osteoklasten beeinflussen und an endogene und exogene Einfliisse
anpassen. Weiterhin wird aufgrund der Synthese und Sekretion FGF23, das in den
Vitamin-D-Phosphat-Haushalt eingreift, eine endokrine Funktion der Osteozyten

diskutiert (14).

1.2.2.1. Regulierung des Knochenumbaus

Auch nach Abschluss des Wachstums bleibt der Knochen ein physiologisch aktives,
dynamisches Organ, das einem stdndigen Umbauprozess (Bone Remodeling)
unterliegt. Durch ein Zusammenspiel von Knochen-resorbierenden Osteoklasten und
Knochen-bildenden Osteoblasten wird die Knochenmatrix permanent erneuert. Der
Knochenumbau ist ein akkurat koordinierter Prozess, der auf hormonelle und
parakrine Stimuli sowie auf mechanische Belastung reagieren kann. Dies ist wichtig,
um Mikroschdden im Knochen zu reparieren, die Knochenarchitektur an mechanische
Anspriiche anzupassen und eine Balance im Mineralhaushalt aufrechtzuerhalten. Ein
Ungleichgewicht zwischen der Aktivitdt von Osteoblasten und Osteoklasten fiihrt zu
vermehrter oder verminderter Knochenmasse und damit zu Krankheitsbildern wie
der Osteopetrose, Osteopenie oder Osteoporose. Osteozyten gelten als
hauptverantwortliche Regulatoren des Knochenumbaus und beeinflussen die

Differenzierung und Aktivitidt von beiden am Knochenumbau beteiligten Akteuren -

Osteoblasten und Osteoklasten (Abb. 6) (14), (34), (35).
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a) Osteozytire Regulierung der Osteoblastogenese

Osteozyten regulieren die Osteoblastogenese iiber den Wnt-Signalweg. Der Wnt-
Signalweg hat fur die Differenzierung von Osteoblasten-Vorlduferzellen zu reifen
Osteoblasten und fiir die Knochenbildung eine grofie Bedeutung. Im Mausmodell
fuhrt eine Gain-of-function-Mutation im Gen fiir Wnt10b zu einer vierfach erhohten
Knochenmasse, wiahrend in Mdusen, die keinen Wnt-Korezeptor LRP5 exprimieren,
die Knochenmasse vermindert ist und die Proliferation von Osteoblasten gehemmt
wird. Die Aktivierung der Wnt-Signalkaskade fordert die Expression von Runx2 und
OSX und unterdriickt die Expression von Transkriptionsfaktoren, die fiir die
Adipozytogenese relevant sind. Damit induziert der Wnt-Signalweg die osteogene
Differenzierung von pluripotenten Vorlduferzellen (36), (37), (38).

Die Bindung eines Wnt-Proteins an seinen Rezeptor l6st eine Vielzahl an
unterschiedlichen intrazelluldren Signalkaskaden aus. Vereinfachend unterscheidet
man zwischen dem [-Catenin-abhdngigen kanonischen Signalweg und den {-
Catenin-unabhédngigen nicht-kanonischen Signalwegen (39). Es wurde bereits
nachgewiesen, dass der kanonische Signalweg fiir die Modulation der
Osteoblastogenese eine grofie Bedeutung besitzt, wahrend die Rolle der nicht-
kanonischen Signalwege fiir die osteogene Differenzierung noch nicht abschliefsend
geklart ist (40). Eine vereinfachte schematische Darstellung der kanonischen
Signalkaskade ist in Abb. 5a und 5b dargestellt. Der Wnt-Rezeptor besteht aus einem
Transmembranrezeptor der Frizzled-Familie (Fzd) sowie einem Korezeptor aus der
Familie der Low-density-lipoprotein-related proteins (LRPs) - vorrangig LRP5 oder
LRP6 (39), (41). Im Zentrum des kanonischen Signalwegs steht [-Catenin. In
Abwesenheit von Wnt wird im Zytosol [-Catenin vom [-Catenin-
Destruktionskomplex - bestehend aus Axin, Adenomatosis polyposis coli (APC) und
Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3) - phosphoryliert und anschlieflend
ubiquitinyliert, was den Abbau im Proteasom nach sich zieht (39), (42). Bindet jedoch
Wnt an seinen Rezeptor, wird durch Phosphorylierung das Protein Dishevelled (Dsh)
aktiviert, das wiederum den p-Catenin-Destruktionskomplex inaktiviert. Dadurch
bleibt die Phosphorylierung und damit der Abbau von [B-Catenin aus. Dieses

akkumuliert im Zytosol und transloziert schlieilich in den Zellkern, wo es als

22



Kapitel 1

Einleitung

Transkriptionsfaktor die Expression von Osteoblasten-spezifischen Genen induziert

(39), (39).

Der Wnt-Signalweg kann durch LRP-Antagonisten - wie Sklerostin (SOST) oder

Dickkopf 1 (DKK1) - inhibiert werden (Abb. 5c). Die Bindung des Antagonisten an

extrazelluldre Domé&nen von LRP5 beziehungsweise LRP6 fiithrt zur Beeintrachtigung

der Komplexbildung von LRP mit Fzd und Wnt und verhindert somit die

intrazelluldre Signalweiterleitung (43), (44).

a

-IIIIII-Q‘_

o~ Zellmembran
o EEEEEE NN .J I

Fzd

/_\
[-Catenin —@

l

Ubiquitinylierung
und Abbau im
Proteasom

-Catenin

Abbildung 5: Schematische Darstellung der kanonischen Wnt-Signalkaskade in Osteoblasten
(inspiriert durch (45)). a: Signalkaskade in Abwesenheit von Wnt; b: Signalkaskade in
Anwesenheit von Wnt; c: Inhibierung der kanonischen Wnt-Signalkaskade durch LRP-
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Antagonisten (Fzd: Frizzled, LRP: Low-density-lipoprotein-related proteine, Dsh: Dishevelled,
APC: Adenomatosis polyposis coli, GSK3: Glykogensynthase-Kinase 3, P: Phosphat).
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Osteozyten sind die Hauptproduzenten von SOST im Organismus. SOST wird jedoch
nur in reifen Osteozyten exprimiert, nicht aber in jungen Osteozyten, deren
umgebende Matrix noch nicht mineralisiert ist (31), (46). SOST ist ein potenter
Inhibitor der Osteoblastogenese. In vitro fithrt die SOST-vermittelte Unterdriickung
der Wnt-Signalkaskade in prdosteoblastischen Zellen zu einer verminderten
osteogenen Differenzierung und einer reduzierten Mineralisierung (31), (47). In vivo
weisen transgene Maiuse, die SOST tiberexprimieren, eine Reduktion der
Osteoblasten-Aktivitdt, Knochenbildung, Knochenmasse und Knochenstabilitdt auf
(48), wahrend alle diese Parameter in SOST-Knockout-Mdusen sowohl in der
Substantia corticalis als auch in der Substantia spongiosa erhoht sind (49). Patienten
mit Sklerosteose - eine autosomal-rezessive Erbkrankheit, der eine Loss-of-function-
Mutation im SOST-Gen zugrunde liegt - leiden an tiberméfiiger Knochenbildung und
Sklerosierung (50).

Die Expression von DKKT1 ist hauptsdchlich auf den Knochen beschréankt, wobei es in
Osteozyten am stirksten exprimiert wird (51), (52). Ahnlich wie SOST hemmt auch
DKK1 die Differenzierung von prdosteoblastischen MC3T3-E1-Zellen und induziert
stattdessen die Adipozytogenese in primdren Kalvarienzellen aus Ratten. Zudem
fuhrt die heterozygote Deletion von DKK1 in Mdusen zu einer signifikant gesteigerten
Knochenbildung, Knochenmasse, Mineralisierung und Osteoblasten-Anzahl (53). Die
Uberexpression von DKK1 hat hingegen eine starke Osteopenie zur Folge (51).
Neben den beiden am besten erforschten Osteoblastogenese-Inhibitoren SOST und
DKK1 synthetisieren Osteozyten noch weitere Faktoren, die Osteoblasten beeinflussen
konnen. Zu diesen gehoren die ebenfalls inhibitorisch wirkenden Proteine
Neuropeptid Y und Secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1) (14), (54). Osteozyten
konnen Osteoblasten durch Sekretion von Prostaglandin E> (PGE:), Insulin-like
growth factor 1 (IGF-1), Stickstoffmonoxid (NO), Wnt-Proteinen und
Adenosintriphosphat (ATP) jedoch auch stimulieren. Die Relevanz der genannten
Molekiile fiir den Knochenmetabolismus ist noch nicht vollstindig aufgeklart (14),

(33).

24



Kapitel 1 Einleitung

b) Osteozytidre Regulation der Osteoklastogenese

Neben der Modulation der Knochenbildung nehmen Osteozyten auch Einfluss auf die
Knochenresorption, indem sie mafsgeblich an der Regulation der Osteoklastogenese
beteiligt sind. Den potenziellen Einfluss von Osteozyten auf die Osteoklastogenese
zeigten Studien von Tanaka et al. und Zhao et al.,, die Kokulturen von priméren
Osteozyten sowie von Zellen der Osteozytenlinie MLO-Y4 mit Osteoklasten-
Vorlduferzellen anlegten. In beiden Kokulturen differenzierten die Osteoklasten-
Progenitorzellen - ohne die Zugabe von RankL und MCSF - zu reifen Osteoklasten.
Dies legt nahe, dass Osteozyten in der Lage sind, diese Faktoren in relevanten Mengen
zu produzieren und dadurch die Osteoklastogenese zu induzieren (55), (56).

Die Expression von RankL wurde unter anderem in Osteozyten, Osteoblasten,
Chondrozyten und Bone Lining Cells nachgewiesen (57). RankL-Knockout-Mduse
weisen eine Osteopetrose und einen vollstandigen Mangel an Osteoklasten aufgrund
der nicht stattfindenden Osteoklastogenese auf. Nakashima et al. entwickelten eine
Methode der spezifischen Deletion von RankL in Osteozyten, wahrend die Expression
in Osteoblasten und anderen Zellen erhalten bleibt. Diese Mduse entwickeln ebenfalls
einen stark osteopetrotischen Phanotyp, was auf eine Schliisselrolle der Osteozyten in
der RankL-vermittelten Induktion der Osteoklastogenese hindeutet. Auch in vitro ist
die Expression von RankL in Osteozyten hoher als in Osteoblasten und Osteoblasten-
Vorlduferzellen. Osteozyten gelten daher mittlerweile als Hauptquelle von RankL (58),
(59), (60).

Die RankL-exprimierenden Zellen synthetisieren des Weiteren Osteoprotegerin (OPG)
(57). OPG ist ein unmittelbarer Gegenspieler von RankL. Es fungiert als Decoy-
Rezeptor und konkurriert mit Rank um die Bindung an RankL. An OPG gebundenes
RankL steht nicht mehr fiir die Bindung an Rank zur Verfiigung, was dazu fiihrt, dass
die Induktion der Osteoklastogenese ausbleibt. Im Mausmodell fiihrt ein Knockout
von OPG zu einer starken Osteoporose, wihrend die Uberexpression von OPG -
bedingt durch Hemmung der Osteoklastogenese - eine Osteopetrose zur Folge hat.
Auch in vitro wird die Differenzierung von Osteoklasten-Vorlduferzellen durch OPG
inhibiert. Das Verhaltnis der im Mikromilieu vorhandenen Mengen an RankL und
OPG bestimmt mafigeblich den Grad der Differenzierung und Aktivitit von
Osteoklasten. Ist mehr RankL als OPG vorhanden (RankL/OPG-Verhiltnis > 1), wird
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die Osteoklastogenese stimuliert; tiberwiegt hingegen die Dosis von OPG die Menge
an RankL (RankL/OPG-Verhiltnis < 1), wird die Osteoklastogenese inhibiert. Die
RankL-OPG-Achse gilt als wichtigstes regulatorisches Element der Osteoklastogenese
(61), (62), (63), (64), (65), (66). In Osteozyten wird die Sekretion von OPG durch den
kanonischen Wnt-Signalweg reguliert. Kramer et al. fithrten im Mausmodell eine
spezifische Deletion von p-Catenin in Osteozyten - nicht aber in Osteoblasten und
anderen Zellen - durch. Dies fiithrte zu einer verminderten Expression von OPG in
Osteozyten und dadurch zu einer erhohten Osteoklasten-Anzahl und einer
gesteigerten Knochenresorption mit der Konsequenz eines osteoporotischen
Phénotyps. Daraus ldsst sich schliefSen, dass das von Osteozyten produzierte OPG
entscheidend zur Aufrechterhaltung des RankL/OPG-Verhiltnisses beitrdagt und ein
Verlust des osteozytdaren OPG zu einer physiologisch relevanten Verschiebung der
Knochenhomoostase fiihrt (67).

Das in Osteozyten produzierte RankL wird den Osteoklasten-Vorldufern Membran-
gebunden {tiber die osteozytdren Dendriten prasentiert. Der Einfluss der sezernierten
RankL-Molekiile auf die Osteoklastogenese ist hingegen vernachldssigbar gering.
Somit ist nicht nur die Expression von RankL, sondern auch dessen subzelluldrer
Transport zur Zellmembran ein moglicher Ansatz fiir regulatorische Prozesse.
Synthetisierte RankL-Molekiile gehen einen Komplex mit OPG ein und werden
darauthin zu den Lysosomen transportiert. Die Komplexbildung ist fiir den
subzelluldren Transport unerldsslich. OPG reguliert also neben seiner extrazelluldren
Funktion als Decoy-Rezeptor intrazelluldr den Transport von RankL. Der Verlust der
Transportfunktion von OPG bei erhaltener Funktion als Decoy-Rezeptor resultiert in
einer gesteigerten Osteoklastogenese. Die Regulation des subzelluldren Transports
von RankL in Osteozyten durch OPG hat somit einen direkten physiologisch
bedeutsamen Einfluss auf die Osteoklastogenese (68), (69).

Neben der RankL-OPG-Achse exprimieren Osteozyten noch diverse andere Molekiile,
die die Osteoklastogenese beeinflussen. Zu diesen gehoren unter anderem MCSF,
Interleukin 6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) (33). MCSF ist fiir eine
normale Osteoklastogenese unverzichtbar. Es wird in Osteoblasten, Osteozyten und
in einigen nicht-skelettalen Geweben exprimiert. Die Bindung von MCSF an den

MCSF-Rezeptor (MCSFR) stimuliert die Proliferation und durch Hochregulierung der
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Expression von Rank die Differenzierung von Prédosteoklasten. MCSF-Knockout-
Maduse weisen einen osteopetrotischen Phanotyp sowie eine gestorte Osteozyten-
Reifung - assoziiert mit einer reduzierten Expression von DMP1 in Osteozyten - auf
(70), (71), (72). Auch der Osteoblastogenese-Inhibitor SOST konnte in die
Osteoklastogenese eingreifen. Die Stimulation von primédren humanen Prdosteozyten
und MLO-Y4-Zellen mit SOST fiihrt zu einer vermehrten Expression von RankL und
einer verminderten Expression von OPG. Dies resultiert in einer Erhohung des
RankL/OPG-Verhéltnisses, die mit einer erhthten Osteoklasten-Aktivitit einhergeht
(73). SOST konnte also neben der parakrinen Inhibition der Osteoblastogenese
moglicherweise auch autokrin die Osteozyten-vermittelte Osteoklastogenese

stimulieren.

1.2.2.2. Mechanorezeption

Osteozyten gelten als die wichtigsten Mechanosensoren des Knochens. Sie nehmen
mechanische Stimuli wahr, generieren daraufhin intrazelluldre biochemische Signale,
leiten diese Signale interzelluldr tiber ,Gap Junctions” weiter und modifizieren
schlieffllich die osteoblastische Knochenbildung und die osteoklastische
Knochenresorption, um die Struktur des Knochens an die mechanischen Anspriiche
anzupassen (14). Tatsumi et al. zerstorten gezielt einen Grofiteil der Osteozyten im
Mausmodell und stellten daraufhin neben einem osteoporotischen Phanotyp auch
eine gestorte Mechanorezeption in diesen Mdusen fest. Dieser Befund unterstreicht die
hohe Relevanz von Osteozyten fiir die Mechanorezeption im Knochen (74).
Osteozyten nehmen mechanische Belastung unter anderem durch die in Folge von
mechanischen Belastungen verdnderte Dynamik der sie umgebenden Fliissigkeit im
lakunokanalikuldren System mit damit einhergehenden Scherkréften (Fluid Flow
Shear Stress) wahr. Jedoch sind bislang viele Details der physiologischen Prozesse
noch ungeklart (14), (75).

Beispielsweise ist nicht abschliefiend geklart, welches subzelluldre Kompartiment den
grofiten Beitrag zur osteozytdren Mechanosensation leistet (14). Es gibt Hinweise, dass

die dendritischen Fortsdtze der Osteozyten sensitiver fiir die Rezeption von
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mechanischen Reizen sind als die Zellkérper (76). Zudem wird den Zilien
moglicherweise eine Bedeutung in der Mechanorezeption zugeschrieben. Zilien sind
mit Antennen vergleichbare Zellfortsitze, die in die Extrazellularmatrix ragen (77). Die
mechanosensorischen Komplexe in Zilien von Epithelzellen der Niere enthalten das
Transmembranprotein Polycystin 1 (PC1). Knochenzellen besitzen ebenfalls Zilien-
dhnliche Strukturen und Polycystin 1 - das Genprodukt von Polycystic kidney disease
1 (PKD1) - wird auch in Osteoblasten und Osteozyten exprimiert (78). Xiao et al.
postulieren, dass das Genprodukt von PKD1 essenziell fiir eine physiologische
Antwort von Osteoblasten und Osteozyten auf mechanische Belastung ist (79).
Zudem konnten Adhédsionsmolekiile bei der Registrierung von Fluid Flow Shear
Stress eine entscheidende Rolle spielen. Adhdsionsmolekiile befestigen zum einen die
osteozytdren Zellkorper und Dendriten an den Wénden des lakunokanalikuldren
Systems und koénnen zum anderen potenziell mit dem Zytoskelett der Osteozyten
interagieren (Abb. 6). Die Lokalisation der Adh&dsionsmolekiile prddestiniert sie als
mogliche Sensoren des Fluid Flow Shear Stress und ihr Kontakt zu Filamenten des
Zytoskeletts  konnte als  histologisches  Korrelat der intrazelluldren
Mechanotransduktion  aufgefasst ~werden. Osteozyten exprimieren die
Adhédsionsmolekiile CD44, Fimbrin sowie verschiedene Integrine (14). Das
Transmembranprotein CD44 wird ubiquitdr im Organismus exprimiert. Im Knochen
hat CD44 eine hohe Expressionsrate in Osteozyten und eine méfiige Expressionsrate
in Osteoklasten und Zellen des Periosts, wahrend es in Osteoblasten und Bone Lining
Cells nicht oder nur gering exprimiert wird (80). Immobilitdt erhoht die Expression
von CD44 in Osteoklasten in vivo (81).

Nach Registrierung eines mechanischen Reizes finden diverse intrazelluldre Prozesse
statt, die bisher nur unzureichend bekannt sind. Fluid Flow Shear Stress induziert in
Osteozyten die Offnung von Hemikanidlen und Gap Junctions, durch die die
Osteozyten untereinander in Verbindung stehen und interzelluldr Signale {ibertragen
konnen (14), (82). Gap Junctions bestehen aus hexameren Connexonen, die wiederum
aus jeweils sechs Connexinen aufgebaut sind (83). Der Hauptbestandteil von Gap
Junctions in Osteozyten ist Connexin 43 (Gap junction alpha-1 protein, GJA1). Auch in
Osteozyten der Zelllinie MLO-Y4 ist GJA1 hoch exprimiert. Fluid Flow Shear Stress

erhoht in Osteozyten in vitro die Expression von GJA1 auf mRNA- und Proteinebene
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und induziert die Translokation von GJA1 an die Zelloberflidche (84), (85), (86), (87). In
vivo konnte ebenfalls eine Beteiligung von GJA1l in der Mechanorezeption von
Knochenzellen nachgewiesen werden (14), (88), (89).

Um die Knochenarchitektur an mechanische Anspriiche anpassen zu konnen, fiihrt
die Applikation von mechanischer Belastung auf Osteozyten zu Verdnderungen in der
Expression von zahlreichen osteozytiren Genen, die zum Teil mafigeblich in die
Knochenhomoostase eingreifen. Beispielsweise ist die Expression von El1l in
Osteozyten nach mechanischer Belastung sowohl in vitro als auch in vivo erhdht. Zhao
et al. schlussfolgern daraus, dass Osteozyten auf mechanische Belastung mit der
Verldngerung ihrer Dendriten reagieren. Die maximale Expression von E11 wird
jedoch nicht an den Orten der maximalen mechanischen Belastung beobachtet,
sondern in Regionen, wo potenziell Knochenumbau stattfinden kann (24).
Mechanische Belastung hat in Osteozyten eine Reduktion der Expression von SOST
und DKK1 sowie ein erniedrigtes RankL/OPG-Verhiltnis zur Folge - mit
resultierender Steigerung der Osteoblastogenese bei gleichzeitiger Inhibition der
Osteoklastogenese (90), (91). Dartiber hinaus stimuliert mechanische Belastung die
Expression von DMP1 und MEPE in Osteozyten (92), (93), (94). Immobilitat fiihrt
hingegen zu einer Hochregulierung von SOST und RankL (60), (95).

1.2.2.3. Regulierung des Vitamin-D-Phosphat-Haushalts

Osteozyten regulieren nicht nur die in ihrer unmittelbaren Nachbarschaft lokalisierten
Osteoblasten und Osteoklasten, sondern beeinflussen - auf endokrine Weise - auch
weit entfernte Zellen in anderen Organen und greifen dadurch in den Vitamin-D-
Stoffwechsel und Phosphat-Haushalt ein. Aufgrund der Einbettung der Osteozyten in
der rigiden Knochenmatrix erscheint die Sekretion von Hormon-dhnlichen
Substanzen aus Osteozyten in den Blutkreislauf zundchst unwahrscheinlich. Jedoch
sind Osteozyten von der lakunokanalikuldren Fliissigkeit umgeben, die von
Osteozyten sezernierte Substanzen aufnehmen und diese wiederum in den
Blutkreislauf tiberfiihren kann. Intravends injizierte Substanzen bis zu einer Grofse von

40 kDa erreichen innerhalb weniger Minuten das lakunokanalikuldre System im
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Mausmodell - getrieben allein durch den Blutdruck. Die Verbindung zwischen dem

Blutkreislauf und dem lakunokanalikuldren System ermdoglicht den Osteozyten die

Kommunikation mit weit entfernten Zellen und qualifiziert sie damit als endokrine

Zellen (14), (96).

Osteozyten sind die Hauptquelle des im Blutstrom zirkulierenden Fibroblast growth

factor 23 (FGF23) (97). FGF23 vermittelt seine Wirkung durch Bindung an einen FGF-

Rezeptor in Verbindung mit dem Korezeptor Klotho (98) und erreicht Zielzellen in

diversen Organen:

* Niere:
Die Niere ist das wichtigste Zielorgan von FGF23. Zum einen senkt FGF23 die
tubulédre Rickresorption des glomeruldr filtrierten Phosphats und fithrt daher zu
einer gesteigerten renalen Phosphat-Ausscheidung mit dem Resultat einer
verminderten Phosphat-Konzentration im Serum (99), (100), (101), (102). Zum
anderen hemmt FGF23 das Enzym la-Hydroxylase, das in der Niere den letzten
Schritt der Vitamin-D-Synthese - die Umwandlung der inaktiven Vorstufe Calcidiol
(25-Hydroxycholecalciferol) in den aktiven Metaboliten Calcitriol (1,25-
Dihydroxycholecalciferol) - katalysiert. Die Enzymhemmung resultiert in einer
Reduktion der Calcitriol-Konzentration im Serum (100), (103), (104). Die FGF23-
Calcitriol-Achse ist bidirektional, da Calcitriol im Sinne eines Feedback-
Mechanismus wiederum die Expression von FGF23 im Knochen induziert (105).
Eine erniedrigte Serumkonzentration von Calcitriol hat zahlreiche Auswirkungen
auf den gesamten Organismus und fiihrt unter anderem zu einer verminderten
enteralen Phosphat-Resorption (106).

* Nebenschilddriisen:
Ein weiteres Zielorgan von FGF23 sind die Nebenschilddriisen. FGF23 inhibiert in
Nebenschilddriisenzellen die Expression und Sekretion von Parathormon (PTH),
das wiederum im Sinne eines Feedback-Mechanismus die FGF23-Expression in
Osteozyten erhoht (107), (108), (109), (110), (111).

* Knochen:
Obwohl Knochenzellen kein primdres Ziel von FGF23 sind, hat FGF23 indirekt
durch Modifikation des Vitamin-D-Haushalts und der PTH-Sekretion und den

damit einhergehenden Verdnderungen im  Calcium-Phosphat-Haushalt
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gravierende Auswirkungen auf den Knochenmetabolismus. FGF23-Knockout-
Maduse weisen einen abnormen ossdren Phéanotyp auf (100). Dartiber hinaus sind
zahlreiche Erkrankungen des Knochenstoffwechsels - wie beispielsweise die
tumorinduzierte Osteomalazie, die fibrose Dysplasie sowie hereditdre
hypophosphatdmische Rachitiden - mit Verdnderungen in der Expression von
FGF23 assoziiert (112).
» Kardiovaskuldres System:
Auch ein FGF23-vermittelter Effekt auf das Herz-Kreislauf-System wird diskutiert.
Erhohte FGF23-Konzentrationen im Serum konnten die arterielle Gefdfisteifigkeit
erhdhen sowie zur Pathogenese der linksventrikuldren Hypertrophie beitragen und
somit das kardiovaskuldre Risiko steigern (113), (114).
Die Expression von FGF23 in Osteozyten wird durch die Faktoren DMP1, PHEX und
MEPE reguliert (Abb. 6). DMP1 ist ein Mitglied der Familie der Small integrin-binding
ligand, N-linked glycoproteins (SIBLING) (115). Es wird hauptsachlich in Osteozyten
exprimiert (116) und fungiert als Inhibitor der osteozytdren Expression von FGF23
(117). In DMP1-Knockout-Médusen ist die Expression von FGF23 in Osteozyten sowie
die FGF23-Konzentration im Serum erhoht - mit der Folge einer erniedrigten
Serumkonzentration von Phosphat. Damit einhergehend sind die Knochen in DMP1-
Knockout-Mausen hypomineralisiert, wiahrend die Uberexpression von DMP1 im
Mausmodell einen erhohten Mineralgehalt des Knochens zur Folge hat (118), (119),
(120), (121). Menschen mit einer Loss-of-function-Mutation im DMP1-Gen leiden an
autosomal-rezessiver hypophosphatdamischer Rachitis (118), (122). Moglicherweise
tragt DMP1 auch direkt zur Mineralisierung der Knochenmatrix bei (123), (124).
Zudem spielt DMP1 eine Rolle in der Differenzierung von Osteozyten (25) und scheint
eine protektive Funktion fiir ausgereifte Osteozyten zu haben, da es die Apoptoserate
von Osteozyten reduziert (125), (126).
Ein weiterer Regulator der osteozytdren FGF23-Expression ist PHEX. PHEX wird
hauptsédchlich im Knochen exprimiert, wobei die Expression in Osteozyten hoher als
in Osteoblasten ist (127), (128), (129). PHEX ist eine Endopeptidase und hemmt die
Expression von FGF23 in Osteozyten vermutlich durch den selben Signalweg wie
DMP1 (117), (130), (131). PHEX-defiziente M&duse dhneln beztiglich ihres Phanotyps

und ihrer reduzierten Serumkonzentration von Phosphat und Calcitriol den DMP1-
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Knockout-Médusen (132). Bei Menschen fiithrt eine Loss-of-function-Mutation im
PHEX-Gen zu einer X-chromosomal-dominant vererbten Form der Rachitis, bei der
erhohte Serumkonzentrationen von FGF23 auftreten (130), (133).

PHEX wird durch das ebenfalls in Osteozyten exprimierte SIBLING-Protein MEPE
beeinflusst, das dadurch indirekt zur FGF23-Regulation beitrdgt (33), (115), (134).
Kathepsin B spaltet von MEPE das Peptid Acidic serine-aspartate-rich MEPE-
associated motif (ASARM) ab. Dieses Peptid bindet direkt an PHEX und hemmt seine
enzymatische Aktivitdt mit dem Resultat einer erhchten Expression von FGF23, die zu
einer reduzierten renalen Riickresorption von Phosphat und damit zu einer
verminderten Knochenmineralisierung fiihrt (135), (136), (137), (138), (139). Die MEPE-
PHEX-Achse verfiigt tiber eine Riickkopplung, indem PHEX wiederum die
proteolytische Freisetzung des ASARM-Peptids aus MEPE verhindert und ASARM
auch direkt spaltet und dadurch inaktiviert (140), (141). Zudem zirkuliert MEPE in
relevanten Mengen im Blut, was auf PHEX-unabhédngige endokrine Funktionen von

MEPE hindeutet (142).
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Abbildung 6: vereinfachte schematische Ubersicht iiber die Funktionen von Osteozyten:

Regulierung der Osteoblastogenese (griine Umrandung): Osteozyten hemmen durch
Freisetzung der LRP-Inhibitoren SOST und DKK1 die Osteoblastogenese.

Regulierung der Osteoklastogenese (rote Umrandung): Osteozyten induzieren durch
Expression von RankL und MCSF die Osteoklastogenese. Das ebenfalls von Osteozyten
exprimierte OPG reguliert zum einen den intrazellularen Transport von RankL zu den
Lysosomen und inhibiert zum anderen die Osteoklastogenese durch extrazellulare
Blockierung von RankL als Decoy-Rezeptor.

Mechanorezeption (gelbe Umrandung): Osteozyten exprimieren das Oberflachenprotein
CD44, das sowohl mit dem osteozytaren Zytoskelett als auch mit der lakunokanalikularen
Wand in Verbindung steht und moglicherweise fur die Detektion von Fluid Flow Shear
Stress von Bedeutung ist. Nach mechanischer Belastung 6ffnen sich interosteozytare Gap
Junctions, deren Hauptbestandteil GJA1 ist. Mechanische Belastung fuhrt in Osteozyten zu
Veranderungen der Genexpression: DMP1 und MEPE werden hochreguliert, wahrend SOST,
DKK1 und RankL vermindert exprimiert werden.

Regqulierung des Vitamin-D-Phosphat-Haushalts (blaue Umrandung): Das von Osteozyten
sezernierte FGF23 gelangt in den Blutkreislauf und beeinflusst endokrin zahireiche Organe.
Das wichtigste Zielorgan ist die Niere, wo FGF23 einerseits die Vitamin-D-Synthese hemmt
und andererseits die renale Phosphat-Ausscheidung erhoht. Die osteozytiare FGF23-
Expression wird durch MEPE, PHEX und DMP1 reguliert. MEPE wird von Kathepsin B zu
ASARM gespalten, das inhibitorisch auf PHEX wirkt. PHEX inhibiert wiederum - ebenso wie
DMP1 - die Expression von FGF23.

Grune Pfeile symbolisieren Stimulierung bzw. Aktivierung, rote Pfeile stellen Inhibierung bzw.
Inaktivierung dar und das Blitz-Symbol steht fiir mechanische Belastung (ASARM: Acidic serine-
aspartate-rich MEPE-associated motif, DKK1: Dickkopf 1, DMP1: Dentin matrix protein 1, FFSS:
Fluid Flow Shear Stress, FGF23: Fibroblast Growth Factor 23, Fzd: Frizzled, GJA1: Gap junction
alpha-1 protein (Connexin 43), LRP: Low-density-lipoprotein-related proteine, MCSF: Macrophage
colony-stimulating factor, MCSFR: Macrophage colony-stimulating factor receptor, MEPE: Matrix
extracellular phosphoglycoprotein, OPG: Osteoprotegerin, PHEX: Phosphate-regulating gene
with homologies to endopeptidases on the X chromosome, Rank: Receptor activator of NFkB,
RankL: Receptor activator of NFkB ligand, SOST: Sklerostin).
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1.3. Beeinflussung des Knochens durch das Nervensystem

1.3.1. Neuronale Innervation des Knochens

Der Knochen als stoffwechselaktives Organ wird nicht nur von einem Geflecht aus
Blutgefdfien durchzogen, sondern auch von zahlreichen Nervenfasern innerviert.
Immunhistochemische Untersuchungen zeigten, dass Nervenfasern das Periost, den
mineralisierten = Knochen, die Epiphysenfuge, das Knochenmark, die
Synovialmembran, die vaskularisierten Anteile der Menisken sowie das hintere
Kreuzband innervieren, wobei die Innervationsdichte im Periost und im epiphysaren
beziehungsweise metaphysdren Knochen in der Umgebung der Epiphysenfuge am
hochsten ist. Zur genaueren Charakterisierung der Nervenfasern wurden in
Knochenpréparaten Neuropeptide des sensiblen und sympathischen Nervensystems
immunhistochemisch angeférbt. Es zeigte sich unter anderem ein hoher Gehalt an den
sensiblen Neuropeptiden Substanz P (SP) und alpha-Calcitonin gene-related peptide
(aCGRP). aCGRP-positive Nervenfasern sind insgesamt hdufiger als SP-positive
Nervenfasern, jedoch gibt es keine wesentlichen Unterschiede in der lokalen
Verteilung. Daneben wurden auch sympathische Nervenfasern, die unter anderem die
Neuropeptide Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP) und Neuropeptid Y (NPY) sowie
Katecholamine wie Noradrenalin enthalten, im Knochen identifiziert. Ein Grofsteil der
Nervenfasern ist perivaskuldr lokalisiert und zieht zusammen mit den Blutgefidfien
durch die Havers’schen und Volkmann’schen Kanile (143), (144), (145), (146), (147),
(148), (149), (150).

Die anatomische Ndhe von Nervenfasern zum Knochen legt nahe, dass das sensible
und sympathische Nervensystem Einfluss auf den Knochen und angrenzende
Strukturen austibt. Die aus den Nervenfasern freigesetzten Neuropeptide konnen in
parakriner Weise auf die umliegenden Knochenzellen einwirken, da viele
Knochenzellen die entsprechenden Rezeptoren fiir die ausgeschiitteten Neuropeptide
exprimieren (Kapitel 1.3.2.2 und 1.3.3.2). Zahlreiche experimentelle und klinische

Beobachtungen unterstiitzen die These einer neuro-osteogenen Interaktion:
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a) Offley et al. behandelten Ratten mit Capsaicin zur selektiven Ausschaltung von
unmyelinisierten sensiblen Nerven. Die chemische Denervierung hatte eine
signifikante Reduktion der Knochenmasse und Knochenfestigkeit zur Folge. Die
Autoren fiithrten diese Effekte auf eine verminderte Ausschiittung von SP und
aCGRP aus sensiblen Nerven zurtick und postulierten eine essenzielle Funktion des

sensiblen Nervensystems fiir die Erhaltung der Knochenintegritat (151).

b) Patienten mit Schlaganfall oder Riickenmarkstrauma entwickeln im Verlauf haufig
eine Osteopenie oder Osteoporose und haben ein erhohtes Frakturrisiko (152), (153).
Dies ist nicht allein auf die Immobilitdt der Patienten zurtickzufiihren (153), (154).
Stattdessen = wird die Knochenresorption zeitnah nach einer
Riickenmarksverletzung erhoht, wahrend die Knochenneubildung unverdndert
bleibt. Die Steigerung der Knochenresorption halt fiir mehrere Jahre an und erklart
den nachhaltigen Verlust von Knochenmasse (155). Somit konnen zentralnervose
Storungen die Knochenhomdoostase in ein Ungleichgewicht bringen, was auf eine

neuronale Modulation des Knochenmetabolismus schliefen 14sst.

c) Der wahrend der Heilung von Frakturen entstehende Frakturkallus ist ebenfalls
nerval innerviert. Madsen et al. wiesen eine insuffiziente Frakturheilung in
chirurgisch denervierten Ratten mit einem vergrofierten, aber instabileren
Frakturkallus im Vergleich zu Ratten mit intaktem Nervensystem nach (156). In SP-
defizienten Knockout-Mdusen ist nach einer Fraktur die Knochenbildung sowie die
mechanische Stabilitdt des Knochens niedriger als in Wildtyp-Mdusen (157).
Patienten mit Kopfverletzungen weisen eine gesteigerte osteogene Aktivitdt im
Rahmen der Frakturheilung auf (158). Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass
eine intakte neuronale Innervation des Knochens essenziell fiir eine normale

Frakturheilung ist.

d) Auch in der Pathogenese der Arthrose und in der Schmerzwahrnehmung in
arthrotischen Gelenken nehmen Nervenfasern und Neuropeptide eine tragende
Rolle ein (159). Im Mausmodell beschleunigt die altersabhdngige Reduktion der

Gelenk-innervierenden Nervenfasern die Entwicklung von degenerativer
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Gonarthrose (160). Gesunder Knorpel ist nicht nerval innerviert. Suri et al. fanden
jedoch perivaskulédr sensible und sympathische Nervenfasern im arthrotischen
Knorpel. Dies fiihrt zu der Hypothese, dass im Rahmen der Arthrose-Entstehung
Nervenfasern - getrieben durch den Motor der Vaskularisierung und Angiogenese
- zusammen mit Blutgefdfsen vom subchondralen Knochen in den degradierten
Knorpel einwandern (159), (161). Einige Studien zeigten auch im subchondralen
Knochen von arthrotischen Gelenken und in Osteophyten Verdnderungen im
Verteilungsmuster und in der Innervationsdichte von sensiblen und sympathischen
Nerven (159). Zudem ist die Konzentration der sensiblen Neuropeptide SP und
0CGRP in der Synovialfliissigkeit bei Patienten mit Hiiftdysplasie-assoziierter
Coxarthrose erhoht (162).
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1.3.2. Einfluss von SP auf den Knochen

1.3.2.1. Das sensible Neuropeptid SP und sein Rezeptor NK1R

SP ist ein Neuropeptid des sensiblen Nervensystems und besteht aus elf Aminosduren:
Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH: (163), (164). SP ist ein wichtiger
Vertreter der Familie der Tachykinine (Tab. 2) und wird vom Tachykinin(Tac)-1-Gen
(Pra-Protachykinin A, PPT-A) kodiert. Insgesamt sind bisher drei Gene bekannt, die
fur Tachykinine kodieren: Tacl kodiert neben SP auch fiir Neurokinin A und seine
alternativen Spleifiprodukte Neuropeptid K und Neuropeptid vy, Tac3 (Pra-
Protachykinin B, PPT-B) kodiert fiir Neurokinin B und Tac4 (Pra-Protachykinin C,
PPT-C) kodiert fiir Hemokinin 1 und die Endokinine A, B, C und D (164), (165), (166),
(167), (168), (169), (170).

Tachykinine entfalten ihre Wirkung durch Bindung an Neurokinin-Rezeptoren
(NKRs). Man unterscheidet die drei Subtypen NK1R, NK2R und NK3R, wobei die
einzelnen Tachykinine jeweils unterschiedliche Bindungsaffinititen zu den drei
Subtypen aufweisen. SP sowie Hemokinin 1 und Endokinine binden bevorzugt an
NKIR, Neurokinin A, Neuropeptid K und Neuropeptid y haben die hochste
Bindungsaffinitdt zu NK2R und Neurokinin B hat die stdrkste Préaferenz fiir NK3R
(Tab. 2) (164), (170), (171). Fiir die Untersuchung der biologischen Wirkung von SP ist
daher die Betrachtung des NK1R vorrangig.

Gen Tachykinin Rezeptor
Substanz P NK1R

Neurokinin A | NK2R
Neuropeptid K | NK2R
Neuropeptid y | NK2R
Tac3 | Neurokinin B | NK3R
Hemokinin 1 NKI1R

. EHSOE@Q EEE Tabelle 2: Mitglieder der Tachykinin-Familie, aufgeteilt

acs | SRJOoXIin nach ihren kodierenden Genen, mit dem jeweiligen
Endokinin C | NKIR | Rezeptor mit der héchsten Bindungsaffinitit (164), (165),
EndokininD | NKIR | (166), (167), (168), (169), (170), (171).

Tacl

38



Kapitel 1 Einleitung

NKIR gehort zu den ,7TM-Rezeptoren”, die tiber sieben Transmembrandomédnen
(TM) sowie {iiber jeweils vier intra- und extrazelluldre Anteile verfiigen. NK1R kann
nach Aktivierung durch SP mit verschiedenen G-Proteinen interagieren, was zu einer
Akkumulierung von verschiedenen , second messengers” und damit zu einer Vielzahl
von intrazelluldren Signalkaskaden fithren kann. Zu diesen Mechanismen zihlen
beispielsweise die Erhohung der intrazelluldren Calcium-Konzentration durch
Stimulation der Phosphoinositol-Umsetzung {iber die Phospholipase C, die
Mobilisierung von Arachidonsdure tber die Phospholipase A2 sowie die
Akkumulierung von cAMP tiber die Adenylatzyklase mit konsekutiver Aktivierung
der Proteinkinase A (172). Durch alternatives Splicing existieren zwei Isoformen des
NKI1R - eine lange Variante (full-lenght NK1R) sowie eine kurze Variante (truncated
NK1R), die am C-Terminus 96 Aminosduren weniger besitzt (Abb. 7). Die beiden
Isoformen konnen je nach Zellart unterschiedlich verteilt sein und scheinen bei

Aktivierung durch SP unterschiedliche Wirkungen zu zeigen (173).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der beiden Isoformen full-lenght (a) und truncated (b) des
NK1-Rezeptors (TMD: transmembrane domain, ECL: extracellular loop, ICL: intracellular loop)
(modifiziert nach (170)).

SP und NK1R werden in einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe und Organe sowohl
in neuronalen als auch in nicht-neuronalen Zelltypen exprimiert (174). Somit ist SP an
verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Mechanismen beteiligt. Zu
diesen gehoren inflammatorische Prozesse, Vasodilatation, Extravasation,
Angiogenese, Nozizeption, Kontraktion glatter Muskulatur, Regulation von Ubelkeit
und Erbrechen, psychische Vorgdnge wie Stress- und Angstreaktionen sowie die

Modulation des Knochenumbaus (175), (176), (177), (178), (179), (180).
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1.3.2.2. Einfluss von SP auf Osteoblasten und Osteoklasten

Sowohl Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten als auch Osteoblasten- und
Osteoklasten-Vorlduferzellen exprimieren den NK1R und sind daher potenziell in der
Lage, auf Exposition zu SP zu reagieren (181), (182), (183), (184), (185). Man geht davon
aus, dass SP durch Modulation der Akteure des Knochenumbaus entscheidend zur
Regulation des Knochenmetabolismus beitrdgt, wobei die genaue Rolle von SP fiir den
Knochenstoffwechsel noch nicht hinreichend geklart ist.

Zahlreiche Studien weisen auf eine Stimulation von Osteoblasten durch SP hin und
ordnen SP damit eine anabole Funktion im Knochenmetabolismus zu. Goto et al.
zeigten, dass aus Schiddelkalotten von Ratten isolierte Osteoblasten nach Behandlung
mit SP signifikant mehr extrazelluldre Knochenmatrix synthetisieren. Zudem erhoht
SP die Genexpression von OCN, Runx2 und Kollagen Typ I (183). Kingery et al.
behandelten Ratten mit einem NKI1R-Antagonisten und wiesen daraufhin eine
signifikante Verminderung der Substantia spongiosa nach (186). In vitro induziert SP
dosisbezogen die Osteogenese (187) und férdert die Proliferation und Differenzierung
von Osteoblasten-Vorlduferzellen (Bone Marrow Stem Cells, BMSCs) tiber den Wnt-
Signalweg (188), (189) sowie die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen
durch Hochregulation von OSX (190). Ebenso konnte eine erh6hte ALP-Aktivitdt und
eine gesteigerte Knochenmineralisierung nach Stimulation von Osteoblasten-
Vorldufern mit SP festgestellt werden (185). Zudem erhoht SP die Aktivitdt von
Osteoblasten, indem die interzellulire Kommunikation tiber Gap Junctions verbessert
wird (191).

Jedoch widersprechen Erkenntnisse von Azuma et al. und Adamus et al. der Theorie
einer Osteoblasten-stimulierenden Wirkung von SP. Sie fanden heraus, dass SP in
vitro die Knochenbildung inhibiert, die Aktivitit von ALP reduziert und die
Expression von Osteoblasten-spezifischen Genen unterdriickt (192), (193). AufSerdem
hemmt SP die Differenzierung von Osteoblasten nach Riickenmarkstraumata und
fordert tiber eine Verschiebung der RankL/OPG-Achse in Osteoblasten die
Knochenresorption (184). Somit ist angesichts der inkonsistenten Studienlage mit teils
widerspriichlichen Ergebnissen bislang nicht abschliefend geklidrt, ob SP einen

stimulierenden oder inhibitorischen Effekt auf Osteoblasten ausiibt.
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Ein klareres Bild ergibt sich hingegen bei der Untersuchung der Wirkung von SP auf
Osteoklasten. SP aktiviert die Knochenresorption und induziert die Osteoklastogenese
in Osteoklasten-Vorlduferzellen (Bone Marrow Macrophages, BMMs) durch
Aktivierung von NFxB - einem fiir die Differenzierung von Osteoklasten essenziellen
Transkriptionsfaktor (185), (194), (195), (196). Mori et al. stellten fest, dass SP in vitro
die intrazelluldre Calcium-Konzentration in Osteoklasten erhoht. Diesen Effekt ruft
auch RankL nach Bindung an seinen Rezeptor hervor, was zu einer Translokation von
NFxB in den Zellkern und somit zu einer Stimulierung der Osteoklastogenese fiihrt
(176), (197), (198). Zudem fordert SP die Expression von RankL und hemmt die
Expression von OPG in Synovialfibroblasten, die dadurch die Osteoklastogenese
anregen (199). Zusammenfassend kann also eine Osteoklasten-stimulierende Wirkung
von SP angenommen werden.

Aufgrund der Inkonsistenz der bisher vorliegenden Befunde kann dem sensiblen
Neuropeptid SP nicht eindeutig eine anabole oder katabole Funktion im
Knochenstoffwechsel zugeschrieben werden. Dennoch ist eine Involvierung von SP
im Knochenmetabolismus offensichtlich und es bleibt Aufgabe zukiinftiger Studien,
die genaue Funktion von SP offenzulegen. Moglicherweise sind die unterschiedlichen
Wirkungen von SP auf die Zielzellen auf unterschiedliche SP-Konzentrationen
zuriickzuftthren. SP konnte in Abhdngigkeit seiner Konzentration die
Knochenhomoostase in die katabole oder in die anabole Richtung verschieben (176).
Diese Arbeit untersucht die Beteiligung von Osteozyten in der SP-vermittelten
Regulierung des Knochenumbaus. Obwohl den Osteozyten eine bedeutende Rolle in
der Modulation von Osteoblastogenese und Osteoklastogenese zugeschrieben wird
und bereits nachgewiesen wurde, dass sie tiber den SP-Rezeptor NK1R verfiigen,
wurden bislang keine Studien publiziert, die den Einfluss von SP auf Osteozyten

analysieren.
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1.3.3. Einfluss von aCGRP auf den Knochen

1.3.3.1. Das sensible Neuropeptid aCGRP und sein Rezeptor CGRPR

Das sensible Neuropeptid aCGRP besteht aus 37 Aminosduren und wird vom Gen
CALCA kodiert. Durch gewebsspezifisches alternatives Spleifsen entsteht aus der vom
CALCA-Gen transkribierten hnRNA in den C-Zellen der Schilddriise das Hormon
Calcitonin und in Nervenzellen das Neuropeptid a CGRP (200), (201), (202). Calcitonin
und aCGRP bilden aufgrund struktureller Ahnlichkeit eine Familie mit den Peptiden
Adrenomedullin (AM), Amylin (AMY), Adrenomedullin 2 / Intermedin (AM2/IMD),
Calcitonin receptor-stimulating peptide (CRSP) und BCGRP - einem Peptid, das sich
von O0CGRP in drei Aminosduren unterscheidet, aber von einem separaten Gen
(CALCB) kodiert wird (203), (204), (205).

aCGRP bindet an ein Rezeptordimer, das aus dem Calcitonin-receptor-like receptor
(CRLR) und dem Receptor-activity-modifying protein 1 (Ramp1) besteht. CRLR ist ein
7TM-Rezeptor und ist auf die Interaktion mit Proteinen der Ramp-Familie (Rampl,
Ramp2 und Ramp3) angewiesen, um eine Bindung mit seinen Liganden eingehen zu
konnen. Die Ramps bestehen aus einer einzelnen Transmembrandoméne und
transportieren CRLR aus dem endoplasmatischen Retikulum an die Zelloberfldche.
Zudem regulieren sie die Glykosylierung von CRLR und stellen damit die Liganden-
Spezifitit des Rezeptordimers her: aCGRP hat eine hohe Affinitdt zu CRLR in
Kombination mit Ramp1, wihrend es an CRLR/Ramp2 sowie CRLR/Ramp3 fast gar
nicht binden kann. Ramp2 und Ramp3 hingegen befdhigen CRLR zur Interaktion mit
Adrenomedullin (206), (207), (208). Der Calcitonin-Rezeptor (CTR) weist einige
strukturelle Homologien zu CRLR auf, wobei die Bindung von Calcitonin an CTR
keine Beteiligung von Ramps erfordert. Dennoch kann auch CTR mit den Ramps
interagieren und so Rezeptoren bilden, die eine hohe Affinitit zu Amylin sowie
variable Affinitdten zu a CGRP haben. a CGRP bindet nur geringfiigig an CTR/Ramp?2
und CTR/Ramp3, hat jedoch eine mit Amylin vergleichbare Affinitdt zu CTR/Ramp1.
Insgesamt scheint aber die Bedeutung von CRLR/Rampl als CGRP-Rezeptor grofier
zu sein als die von CTR/Ramp1 (209), (210). Eine Ubersicht {iber die Rezeptoren, die
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durch Kombination von CRLR beziehungsweise CTR mit den verschiedenen Ramps
entstehen, sowie deren bevorzugten Liganden ist in Abb. 8 dargestellt.

Die Bindung von aCGRP an seinen Rezeptor setzt verschiedene intrazelluldre
Signalkaskaden in Gang. Hauptsédchlich vermittelt aCGRP seine Wirkung durch
Interaktion des CRLR-Ramp1-Komplexes mit Gs-Proteinen, was in einer Erhhung der
intrazelluldiren cAMP-Konzentration resultiert. Wie die meisten G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren kann auch CRLR/Rampl dartiber hinaus noch weitere
Proteine - beispielsweise Gq-Proteine und Mitogen-activated protein kinase (MAPK)
- aktivieren und so multiple Signalwege auslosen (211).

aCGRP kommt - hédufig in Koexistenz mit SP - hauptsachlich im ZNS und in sensiblen
C- und Ad-Fasern, die perivaskuldr bis in die Koérperperipherie ziehen, vor. Daneben
wurde die Expression von aCGRP auch in verschiedenen nicht-neuronalen Zellen
nachgewiesen (213), (214). aCGRP-Rezeptoren sind ubiquitdr verbreitet (215) und die
Funktionen von aCGRP sind dementsprechend vielfdltig. aCGRP ist einer der
potentesten bisher bekannten Vasodilatatoren (216). Dariiber hinaus hat aCGRP
Einfluss auf das kardiovaskuldre System und ist an der Nozizeption, der
Wundheilung, der Entstehung von Ubergewicht sowie am Knochenstoffwechsel
beteiligt. a CGRP spielt zudem eine Schliisselrolle in der Pathophysiologie der Migrane
(213), (217).
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Abbildung 8: M6gliche Kombinationen von CRLR bzw. CTR und den Mitgliedern der Ramp-Familie
zur Ausbildung von unterschiedlichen Rezeptoren mit den jeweils zugehdrigen Liganden mit der
hochsten Bindungsaffinitat (203), (208), (212).
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1.3.3.2. Einfluss von aCGRP auf Osteoblasten und Osteoklasten

Die Expression der beiden fiir die vollstindige Funktionsweise des a CGRP-Rezeptors
essenziellen Rezeptorkomponenten CRLR und Rampl wurde in Osteoblasten und
Osteoklasten sowie in Osteoblasten- und Osteoklasten-Vorlduferzellen nachgewiesen
(218), (219), (220). Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass aCGRP eine anabole

Wirkung auf den Knochenumsatz hat. aCGRP-Knockout-Mduse weisen eine
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Osteopenie auf, die durch verminderte Knochenbildung hervorgerufen wird (221).
Ratten entwickeln nach Ovariektomie eine Osteoporose, jedoch mildert eine
Behandlung von ovariektomierten Ratten mit aCGRP den osteoporotischen Phanotyp
ab (222). Transgene Mduse, die in Osteoblasten dCGRP unter dem Promotor
Osteocalcin exprimieren, weisen eine gesteigerte Knochenbildung und eine erhohte
Knochenmasse auf (223).

In vitro zeigte sich ein direkter Einfluss von d CGRP sowohl auf Osteoblasten als auch
auf Osteoklasten. aCGRP fordert die Proliferation und inhibiert die Apoptose von
Osteoblasten-Vorlduferzellen, stimuliert die osteogene Differenzierung von
praosteoblastischen Zellen, induziert die Genexpression von ALP, Kollagen Typ I,
Bmp?2, Osteonectin und Runx2 in mesenchymalen Stammzellen, erhoht die ALP-
Aktivitdt in BMSCs und steigert die Knochenmineralisierung (220), (224), (225).
Zudem fiihrt die Stimulation von Osteoblasten-Vorlduferzellen mit aCGRP zu einer
verminderten Expression von RankL, wihrend die Expression von OPG erhoht wird.
Somit inhibiert dCGRP - vermittelt durch Osteoblasten - die Osteoklastogenese (226),
(227). aCGRP inhibiert dariiber hinaus die Differenzierung von Osteoklasten-
Vorlduferzellen, reduziert die Genexpression von TRAP und Kathepsin K in BMMs,
hemmt die durch RankL vermittelte Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB in
BMMs und vermindert die osteoklastische Knochenresorption (220), (228), (229).
Zusammenfassend spricht die Studienlage fiir eine Osteoblasten-fordernde und eine
Osteoklasten-hemmende Wirkung von aCGRP und somit insgesamt fiir einen
anabolen, protektiven Effekt im Knochenstoffwechsel. Die vorliegende Arbeit
untersucht, ob auch Osteozyten den aCGRP-Rezeptor exprimieren. Falls die
Rezeptorexpression nachgewiesen werden kann, wird weiterhin analysiert, inwiefern

die osteozytdre Regulation des Knochenmetabolismus durch a CGRP moduliert wird.

45



Kapitel 2 Gegenstand der Arbeit

2. Gegenstand der Arbeit

Das vorliegende Projekt wurde im Rahmen der Forschungsgruppe ,Exploring
Articular Cartilage and Subchondral Bone Degeneration and Regeneration in
Osteoarthritis (ExCarBon)”, die von der Deutschen Forschungsgesellschaft (DFG)
gefordert wird (FOR2407), durchgefiihrt. ExCarBon ist ein Konsortium aus sieben
deutschen  Forschungsprojekten, das sich mit der Exploration von
pathophysiologischen Mechanismen der Entstehung sowie der Regeneration von
Knorpel- und Knochenschdden in arthrotischen Gelenken mit dem Ziel der
Entwicklung neuer Therapieansatze fiir die Arthrose beschiftigen. Prof. Dr. Susanne
Grassel ist die Sprecherin der Forschungsgruppe ExCarBon und die Abteilung fur
experimentelle Orthopédie der Universitdt Regensburg bildet mit dem Subprojekt 4
(SP4) eine tragende Sdule des Konsortiums. SP4 untersucht den Einfluss von sensiblen
Neuropeptiden auf strukturelle Verdnderungen in Knorpel und Knochen wéhrend der
Osteoarthroseprogression.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation soll der Einfluss der sensiblen
Neuropeptide SP und oCGRP auf murine Osteozyten in Hinblick auf die
Genregulation des Knochenumbaus (Bone Remodeling) und die Genexpression von
Mediatoren der Mechanorezeption und der Modulierung des Vitamin-D-Phosphat-
Haushalts sowohl in vitro - mittels der murinen Osteozyten-gdhnlichen Zelllinie MLO-
Y4 - als auch in vivo - mittels SP-defizienten Tacl-Knockout-Mausen und aCGRP-
defizienten aCGRP-Knockout-Mdusen - untersucht werden. Dabei werden die

folgenden Fragen bearbeitet:

1. Sind Osteozyten mit Rezeptoren fiir SP und aCGRP ausgestattet?
Der Nachweis der Prasenz der Rezeptoren NK1R, CRLR und Rampl1 in Osteozyten
ist die Voraussetzung dafiir, dass die Zellen auf entsprechende Stimuli reagieren
konnen, und stellt daher die Basis des vorliegenden Projekts dar. Der SP-Rezeptor
NKIR wurde bereits in Osteozyten identifiziert (181), (182), wahrend fiir die
aCGRP-Rezeptorkomponenten CRLR und Rampl bisher keine entsprechenden

Befunde veroffentlicht wurden.
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Zunichst wird RNA aus Zellen der Osteozyten-dhnlichen Zelllinie MLO-Y4 isoliert
und dann mittels quantitativer Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qPCR)
hinsichtlich der Genexpression fiir NK1R, CRLR und Ramp1 untersucht. Fiir den
Nachweis der Rezeptoren auf Proteinebene werden Western Blots mit Zelllysaten
aus MLO-Y4-Osteozyten sowie Immunfluoreszenzfarbungen von MLO-Y4-
Osteozyten mit spezifischen Antikdrpern fiir die zu untersuchenden Rezeptoren

durchgefiihrt.

2. Haben SP und aCGRP in vitro Einfluss auf die Proliferations- und Apoptoserate
von Osteozyten? Haben SP und aCGRP in vitro Einfluss auf die Genexpression
von Markern fiir die Osteozytenmorphologie, das Knochenremodeling, den
Vitamin-D-Phosphat-Stoffwechsel = sowie die Mechanorezeption von
Osteozyten?

Die vorliegende Arbeit soll untersuchen, ob und inwiefern die sensiblen
Neuropeptide SP und aCGRP die Genexpression entsprechender Markergene
beeinflussen. Zudem sollen Auswirkungen von SP und aCGRP auf die
Proliferations- und Apoptoserate von Osteozyten-dhnlichen MLO-Y4-Zellen in
vitro analysiert werden.

Hierfiir werden MLO-Y4-Osteozyten mit SP, a CGRP, GR73632 (spezifischer NK1R-
Agonist), CGRPs37; (CGRP-Antagonist) sowie L733,060 (INK1R-Antagonist)
stimuliert. Fiir die Analyse der Auswirkungen der Stimulationen auf die
Proliferations- beziehungsweise Apoptoserate der Zellen werden BrdU-Assays
beziehungsweise Caspase-3/7-Assays durchgefiihrt. Dartiber hinaus wird mittels
qPCR untersucht, ob MLO-Y4-Zellen SP und aCGRP auf mRNA-Ebene
exprimieren und ob sich die Expression der Neuropeptide sowie der
Neuropeptidrezeptoren nach Stimulation verdndert. Schliefllich wird die
Genexpression von Mediatoren, die an der Regulation der Osteozytenmorphologie
(Dendritenausbildung), Osteoblastogenese und Osteoklastogenese sowie am
Vitamin-D- und Phosphat-Stoffwechsel und an der Mechanorezeption beteiligt sind
(Tab. 3), analysiert und Unterschiede nach Neuropeptid-Stimulation herausgestellt.
Gene, die nach Stimulation deutlich reguliert werden, werden anschlieffend auf

Proteinebene mittels Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) untersucht.
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3. Fithrt die Abwesenheit von SP und aCGRP in vivo zu Verdnderungen der
Genexpression in murinen Rohrenknochen?
Um den Einfluss der Neuropeptide SP und aCGRP auf Osteozyten auch in vivo
untersuchen zu konnen, sollen Knockout-Méduse, denen entweder SP (Tac1-/-) oder
aCGRP (aCGRP-/-) fehlt, mit Wildtyp-Médusen verglichen werden. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass Knockout-Mé&duse mit zunehmendem Alter eine starke
Sklerosierung des subchondralen Knochens, verglichen mit Wildtyp-Mdusen,
aufweisen (230). Ebenfalls konnte nachgewiesen werden, dass die Aktivitdt von
Osteoblasten und Osteoklasten, die aus Knockout-Midusen isoliert wurden,
verdndert ist (231). Die Verdnderungen in der Aktivitdt von Osteoblasten und
Osteoklasten sind jedoch nicht ausreichend grofi, um die Knochenbefunde
hinreichend zu erkldren. So ist es naheliegend, dass auch Osteozyten zum
sklerotischen Knochenphéanotyp in Knockout-Mdusen beitragen konnten.
Im Rahmen dieses Projekts soll zundchst ein Protokoll fiir die Isolierung von RNA
aus murinen Rohrenknochen etabliert werden, um anschlieffend die Genexpression
in Rohrenknochen von Wildtyp-Mdusen und Tacl- beziehungsweise aCGRP-
Knockout-Méadusen mittels qPCR vergleichen zu konnen. Dabei wird die Expression
von osteozytiren Mediatoren, die fiir die Osteozytenmorphologie
(Dendritenausbildung), Regulation der Osteoblastogenese und Osteoklastogenese,
Modulation des Vitamin-D-Phosphat-Stoffwechsels und Mechanorezeption
relevant sind (Tab. 3), sowie der Rezeptoren NK1R, CRLR und Rampl1 analysiert.
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Regulation der .
Os;g;)zytenmorphologie Podoplanin (E1)
Regulation der Sklerostin (SOST)
Osteoblastogenese Dickkopf 1 (DKK1)
Regulation der Receptor activ'ator of NFxB ligand (RankL)
Osteoklastogenese Osteoprotegerin (OPG_) -
Macrophage colony-stimulating factor (MCSF)
CD44
Mechanorezeption Connexin 43 (GJA1)
Polycystic kidney disease 1 (PKD1)
Dentin matrix protein 1 (DMP1)
Regulation des Vitamin-D- | Phosphate-regulating gene with homologies to
Phosphat-Stoffwechsels endopeptidases on the X chromosome (PHEX)
Fibroblast growth factor 23 (FGF23)

Tabelle 3: Faktoren zur Regulation von Osteozytenmorphologie, Knochenstoffwechsel,
Mechanorezeption und Vitamin-D-Phosphat-Haushalt. Im Rahmen dieses Projekts soll die
Expression dieser Mediatoren hinsichtlich Beeinflussbarkeit durch die sensiblen Neuropeptide
SP und aCGRP untersucht werden.
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Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Material

Materialien fiir Zellkultur

(Zelllinie, Zellkulturmedien, Zusitze und Stimulanzien)

rekombinantes alpha Calcitonin gene-
related Peptide (mouse, rat) (dCGRP)
(#H-2265)

Bachem Holding, Bubendorf, Schweiz

alpha Minimum Essential Medium
Eagle (#M8042)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Bovine Calf Serum (BCS) (#12133C)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

CGRPs.7 (#1169)

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Collagen I, rat tail (#A1048301)

gibco®, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Fetal Bovine Serum (FBS) (#12103C)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

GlutaMAX™ (#35050061)

gibco®, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA

GR73632 (#1669)

Tocris Bioscience, Bristol, UK

L.733,060 (#1145)

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Murine Osteocyte-like Cell Line MLO-
Y4 (#EKC002)

Kerafast Inc., Boston, MA, USA

Penicillin/Streptomycin (P/S) (#P4333)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

rekombinantes Substanz P (SP) (#56883)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypsin-EDTA-Losung (#14049)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Puffer und Puffer-Zusitze

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

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tris Buffer AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Triton® X-100 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sonstige Chemikalien

47,6-Diamidino-2-Phenylindole,
Dihydrochloride (DAPI) (#D1306)

Invitrogen®, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Aceton

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Serva, Heidelberg, Deutschland
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Bovine Serum Albumine (BSA)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenol-Blau

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Chloroform Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Essigsdure Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fluorescence Mounting Medium

Dako, Carpinteria, CA, USA

Glycerin

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycin

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol (Desinfektion)

B. Braun Melsungen, Melsungen,
Deutschland

Methanol

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Paraformaldehyd

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

RNAlater™ Stabilisierungslosung

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Salzsdure (HCI) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Schwefelsdure AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TRIzol™ Reagenz

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Kits

AffinityScript QPCR cDNA Synthesis
Kit (#600559)

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA

Apo-ONE® Homogenous Caspase-3/7
Assay (#G7792)

Promega, WI, USA

Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green
QPCR Master Mix (#600882)

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA

Cell Proliferation ELISA BrdU
(colorimetric) (#11647229001)

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz

DuoSet® Ancillary Reagent Kit 2
(#DY008)

Research and Diagnostic Systems,

Minneapolis, Minnesota, USA

Mouse FGF-23 DuoSet® ELISA
(#DY2629-05)

Research and Diagnostic Systems,

Minneapolis, Minnesota, USA
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Pierce® BCA Protein Assay Kit (#23225)

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Pierce® ECL Western Blotting Substrate
(#32134)

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Pierce® SuperSignal West Femto
(#34095)

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

RNA 6000 Nano Kit (#5067-1511)

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA

RNase-Free DNase Set (#79254)

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy® Mini Kit (#74106)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Antikorper
Anti-beta Actin antibody (#ab8227) Abcam, Cambridge, UK
Anti-Neurokinin 1 Receptor antibody Abcam. Cambridee. UK
(#ab183713) / 5¢
Anti-RAMP1 antibody (#ab156575) Abcam, Cambridge, UK

CRLR/CGRPR1 Polyclonal Antibody
(#bs-1860R)

Bioss Antibodies Inc., Woburn, MA,
USA

F(ab")2-Goat anti-Rabbit IgG Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa
Fluor 488 (#A-11070)

Invitrogen®, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Peroxidase-conjugated AffiniPure
F(ab”)2 Fragment Donkey Anti-Rabbit
IeG (#711-036-152)

Jackson ImmunoResearch, Cambridge,
UK

Rabbit IgG Isotype control polyclonal
(#NBP1-97041)

Novus Biologicals, Centennial, CO, USA

Rabbit monoclonal Isotype control

Abcam, Cambridge, UK
(#ab172730)
Verbrauchsmaterialen
Cell Scraper 25 cm Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Greiner Bio-One, Kremsmuiinster,
Cellstar® Tubes 50 ml

Osterreich

Costar® 6 Well Cell Culture Cluster

Corning, Corning, NY, USA

Costar® 12 Well Cell Culture Cluster

Corning, Corning, NY, USA

Costar® 96 Well Cell Culture Cluster

Corning, Corning, NY, USA

Culture Slides 8 Chamber

Corning, Corning, NY, USA

Eppendorf Safe-Lock Tubes

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Falcon® 96 Well Black/Clear Cell
Culture Plate

Corning, Corning, NY, USA

Filtropur S plus 0,2 pm

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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FrameStar® 96 Well Non-Skirted PCR
Plate

4titude, Wotton, UK

Ibidi Smart Slide

Ibidi, Gréfelfing, Deutschland

PVDF Western Blotting Membranes

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz

TC-Flasche T75 (75cm?-Zellkulturflasche)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Geriite

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA

AriaMx Real-Time PCR System G8830A

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA

Cedex Cell Counter

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz

Chemilumineszenzgerét

Peqlab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Eclipse TE2000-U (Fluoreszenzmikroskop)

Nikon, Tokio, Japan

Electrophoresis Power Supply EPS 601

GE Healthcare, Chicago, IL, USA

Eppendorf mini Spin (Zentrifuge)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf ThermoMixer C (Heizblock)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gefrierschrank (-20 °C)

Liebherr, Biberbach, Deutschland

Gefrierschrank (-80 °C)

Heraeus, Hanau, Deutschland

GelDoc Imager

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Heraeus HeraCell (Brutschrank)

Heraeus, Hanau, Deutschland

Heraeus HeraSafe HS 15 (Sterilbank)

Heraeus, Hanau, Deutschland

Hettich Universal 320 (Zentrifuge)

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Microplate Reader GENios F129004

Tecan Group, Mannedorf, Schweiz

NanoDrop 2000 Spektralphotometer

Peqlab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Sonopuls HD 2070

Ultraschallhomogenisator

Bandelin, Berlin, Deutschland

Thermocycler TGradient

Biometra, Gottingen, Deutschland

VWR International, Darmstadyt,

VWR Mini Vort
il VOTEExEr Deutschland
Software
Adobe Photoshop 7.0 Adobe Systems, San José, CA, USA

AriaMx HRM qPCR Software

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA

Bioanalyzer 2100 Expert Software

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA

Cedex XS

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz

93



Kapitel 3 Material und Methoden

GraphPad Prism 7 GraphPad, San Diego, CA, USA
) Microsoft Corporation, Redmond, WA,
Microsoft Excel 2010
USA
) Microsoft Corporation, Redmond, WA,
Microsoft Word 2010
USA
Tiermodell

Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland

A. Zimmer, Universitdt Bonn,
Deutschland (232)

T. Schinke und M. Amling,
Universitdtsklinik Hamburg Eppendorf,

Wildtyp-Mause (C57BI/ 6]))

Tacl-Knockout-Miuse

a CGRP-Knockout-Miuse ) ]
Deutschland (urspriinglich generiert

von R. B. Emeson) (233)

Tabelle 4: verwendete Materialien mit Herstellerangaben
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3.2. Methoden

3.2.1. Zellkultur

3.2.1.1. Die Zelllinie MLO-Y4

Die durchgefiihrten in-vitro-Experimente basieren auf der Zelllinie MLO-Y4 (Murine
Long Bone Osteocyte Y4), die im Labor von Prof. Linda Bonewald etabliert wurde. Bei
dieser Zelllinie handelt es sich um Osteozyten-dhnliche Zellen, die aus Rohrenknochen
von genetisch modifizierten Médusen isoliert wurden. Den Mdusen wurde zuvor das
aus dem Polyomavirus Simian Virus 40 (5V40) stammende Onkogen SV40 Large T-
Antigen transfiziert, dessen Exprimierung durch den Promotor Osteocalcin reguliert
wird. Osteocalcin eignet sich fiir die Rolle des Promotors, da es fast ausschliefdlich im
Knochen exprimiert wird und seine Expressionsrate in Osteozyten hoher als in
Osteoblasten ist (234).

Zur Kontaminationsprophylaxe wurden alle Arbeiten mit Zellkulturen unter einer
Sterilbank durchgefiihrt. Die verwendeten Utensilien waren entweder sterilisiert oder
wurden vor der Anwendung ebenso wie die Arbeitsflichen mit Isopropanol (70%)

gereinigt.

3.21.2. Kultivierung von MLO-Y4-Zellen

Die Kultivierung der MLO-Y4-Zellen erfolgte in 75cm?-Zellkulturflaschen, die zur
Schaffung von optimalen Wachstumsbedingungen fiir die Osteozyten-dhnlichen
Zellen zuvor mit Kollagen I beschichtet wurden. Hierftir wurden 8 ml Kollagen I (150
mM), das zuvor in Essigsdure (20 mM) verdiinnt und anschlieffend durch einen Filter
mit einer Porengrofie von 0,2 pm sterilfiltriert wurde, in eine 75cm?-Zellkulturflasche
pipettiert. Nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur (rt) folgten zwei
Waschschritte mit PBS-Puffer und anschliefend wurde die Flasche unter der

Sterilbank luftgetrocknet.
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Als Ndhrmedium wurde das alpha Minimum Essential Medium Eagle (aMEM)
verwendet, dem Bovine Calf Serum (BCS), Fetal Bovine Serum (FBS),
Penicillin/Streptomycin (P/S) sowie Glutamax zugesetzt wurde (Tab. 5). Nach dem
Auftauen der Zellen wurden sie fiir einen Tag in Osteozytenmedium A kultiviert.
Danach wurde auf Osteozytenmedium B gewechselt, wobei zwei Mal pro Woche ein
Medienwechsel durchgefiihrt wurde. Die Kulitivierung der Zellen erfolgte in einem

Brutschrank bei einer Temperatur von 37 °C und einem CO»-Gehalt von 5%.

Osteozytenmedium A: Osteozytenmedium B:
+ 5% BCS +2,5% BCS
+ 5% FBS +2,5% FBS
oMEM +1%P/S oaMEM +1%P/S
+ 1% Glutamax + 1% Glutamax

Tabelle 5: Zusammensetzung des Nahrmediums fiir die Kultivierung von MLO-Y4-Osteozyten

3.2.1.3. Passagierung und Aussaat von MLO-Y4-Zellen

Bei Erreichen von Subkonfluenz wurden die kultivierten MLO-Y4-Zellen passagiert,
um das weitere Wachstum zu gewdhrleisten. Hierfiir wurde zundchst das
Ndhrmedium abgesaugt und die 75cm?-Zellkulturflasche einmal mit PBS-Puffer
gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen durch 5 ml Trypsin enzymatisch vom Boden
abgelost. Nach finfmintitiger Inkubationszeit wurde die Wirkung des Trypsins durch
Hinzugeben von 5 ml Osteozytenmedium B (Tab. 5) terminiert. Nun wurde der Inhalt
der Zellkulturflasche in ein 50ml-Gefafs tiberfiihrt, das anschliefSend 5 Minuten bei 220
x g zentrifugiert wurde. Nach Absaugen des Uberstands wurde das Zellpellet in 5 ml
Osteozytenmedium B (Tab. 5) resuspendiert. Im Anschluss daran wurde mit dem
Cedex Cell Counter die Zellzahl bestimmt. Das die gewtiinschte Anzahl an Zellen
enthaltende Volumen der Zellsuspension wurde in eine neue kollagenbeschichtete
75cm?-Zellkulturflasche pipettiert und mit 12 ml Osteozytenmedium B (Tab. 5)
aufgefiillt oder fiir die Versuche in Platten oder Chamber Slides ausgesit. Diese
wurden analog zu der in Kapitel 3.2.1.2 beschriebenen Vorgehensweise zuvor mit

Kollagen I beschichtet. Fiir die Beschichtung von 6-Well-Platten wurden pro Well 2 ml
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der Kollagen-Losung, fiir 12-Well-Platten 1 ml, fiir 96-Well-Platten 50 pl und fiir 8-
Well-Chamber-Slides 200 pl verwendet.

3.2.1.4. Stimulation von MLO-Y4-Zellen mit sensiblen Neuropeptiden und Rezeptorinhibitoren

Um den Einfluss von sensiblen Neuropeptiden auf Osteozyten zu untersuchen,
wurden MLO-Y4-Zellen mit den in Tabelle 6 aufgelisteten Substanzen stimuliert. Die
Inhibitoren wurden jeweils allein sowie in Kombination mit den jeweiligen
Neuropeptiden auf die Zellen gegeben. Inhibitoren wurden 30 Minuten vor

Neuropeptidzugabe prdinkubiert. Die Stimulationsdauer betrug 24 Stunden.

Substanz Funktion Endkonzentration | Abkiirzung
SP Neuropeptid 108 M (10°M) | SP
GR73632 | NK1R-Agonist 108 M GR
L733,060 | NK1R-Antagonist 107 M L
aCGRP | Neuropeptid 108 M (10-1°M) | aCGRP
CGRPs37 | aCGRP-Rezeptorantagonist | 107 M C*

Tabelle 6: Sensible Neuropeptide und spezifische Rezeptor-Antagonisten bzw. -Agonist

Es wurden die Auswirkungen der Stimulationen auf die Proliferation, die Apoptose,
die Genexpression sowie die Proteinsynthese untersucht. Fiir die Analyse der
Proliferations- beziehungsweise Apoptoserate wurden BrdU-Assays (Kapitel 3.2.1.5)
beziehungsweise Caspase-3/7-Assays (Kapitel 3.2.1.6) durchgefiihrt.

Fiir die Untersuchung von Stimulationseinfliissen auf die Genexpression wurden
3x105 MLO-Y4-Zellen pro Well in einer 6-Well-Platte ausgesdt. Nach 24 Stunden
wurde das Nahrmedium abgesaugt und die Stimulanzien, die in den jeweiligen
Konzentrationen (Tab. 6) in 1 ml Osteozytenmedium B (Tab. 5) verdiinnt wurden, auf
die Zellen gegeben. Die Zellen wurden nun 24 Stunden in einem Brutschrank bei 37
°Cund 5% COz inkubiert. Danach wurden die Zellen geerntet und die mRNA isoliert.
Diese wurde in cDNA transkribiert und mittels qPCR amplifiziert, um die Expression
der in Tabelle 3 aufgelisteten Gene zu analysieren (Kapitel 3.2.2).

Fiir die Analyse der Auswirkungen der Stimulationen auf Proteinebene wurden 1x10°

MLO-Y4-Zellen pro Well in eine 12-Well-Platte ausgesit. 24 Stunden nach der Aussaat
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wurde das Nahrmedium abgesaugt und durch 1 ml Osteozytenmedium B (Tab. 5), das
mit den Stimulanzien in den in Tabelle 6 angegebenen Konzentrationen versetzt
wurde, ersetzt. Nach 24 Stunden wurde fiir weitere 24 Stunden auf 500 pl BCS- und
FBS-freies Osteozytenmedium gewechselt, sodass die Stimulationsdauer insgesamt 48
Stunden betrug. Danach wurde der Uberstand abgenommen und bis zur

Durchfiihrung des FGF23-ELISA bei -80 °C gelagert.

3.21.5. BrdU-Assay

Fiir die Untersuchung der Proliferationsrate wurden je 1x10* MLO-Y4-Zellen pro Well
in eine 96-Well-Platte ausgesdt. Nach einer Inkubation von 24 Stunden wurde zur
Synchronisation der Zellen das Ndhrmedium durch BCS- sowie FBS-freies
Osteozytenmedium ersetzt und die Zellen erneut fiir 24 Stunden kultiviert.
Anschlieffend wurden die Zellen fiir 24 Stunden wie in Kapitel 3.2.1.4 beschrieben
stimuliert. Daraufhin wurde der Cell Proliferation ELISA BrdU (colorimetric) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Das Prinzip des Assays beruht auf dem Einbau des
Thymidinanalogons 5-Bromo-2‘-deoxyuridine (BrdU) in die neu synthetisierte DNA
von proliferierenden Zellen. Durch einen mit einer Peroxidase gekoppelten
Antikorper kann das inkorporierte BrdU und damit die Proliferationsrate quantifiziert
werden. Es kommt durch Hinzugabe des entsprechenden Substrats der Peroxidase zu
einem Farbumschlag, der mit einem Mikrotiterplatten-Photometer (Microplate Reader
GENios F129004) bei einer Wellenldnge von 450 nm detektiert wird. Die gemessene
Absorption ist direkt proportional zur Menge des in die neu synthetisierte DNA
eingebauten BrdU und damit zur Anzahl der proliferierenden Zellen. Durch Vergleich
der optischen Dichten von stimulierten Zellen mit denen von unstimulierten
Kontrollen lassen sich die Auswirkungen der Stimulationen auf die Proliferationsrate

relativ darstellen.
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3.2.1.6. Caspase-3/7-Assay

Um den Einfluss sensibler Neuropeptide und deren spezifischen Rezeptorinhibitoren
auf die Apoptoserate von MLO-Y4-Osteozyten zu untersuchen, wurde der Apo-ONE®
Homogenous Caspase-3/7 Assay nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierfiir wurden
je 1x104 Zellen pro Well in Dreifachbestimmung in eine schwarze 96-Well-Platte mit
lichtdurchldssigem Boden ausgesidt. 24 Stunden nach Aussaat wurden sie wie in
Kapitel 3.2.1.4 beschrieben stimuliert, wobei die Stimulanzien in dem im Kit
enthaltenen Caspase-Reagenz verdiinnt wurden. Im Caspase-Reagenz ist der nicht-
fluoreszierende  Stoff  bis-(N-CBZ-L-aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-L-aspartic-acid
amide) enthalten. Von diesem wird durch die proteolytische Aktivitdt der Caspasen 3
und 7, die Proteine spezifisch nach Aspartat-Resten schneiden, das fluoreszierende
Rhodamin 110 abgespalten. Die Menge des entstehenden Rhodamin 110 ist direkt
proportional zur Aktivitdt der Caspasen 3 und 7, die als Exekutor-Caspasen eine
Schltisselrolle in der Signalkaskade zur Einleitung der Apoptose spielen, und ist damit
ein Indikator fiir die apoptotische Aktivitdt der Zelle. Die Fluoreszenz wurde 1, 4 und
24 Stunden nach Beginn der Stimulation mit einem Photometer (Microplate Reader
GENios F129004) bei einer Wellenldnge von 485 nm gemessen und dann auf die
Fluoreszenz von unstimulierten Kontrollen bezogen, um die Auswirkungen der

Stimulationen auf die Apoptoserate zu ermitteln.
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3.2.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1. RNA-Isolierung aus MLO-Y4-Zellen

Fiir die Isolierung von RNA aus MLO-Y4-Zellen wurde der RNeasy® Mini Kit sowie
das RNase-Free DNase Set verwendet. Simtliche im Folgenden erwahnten Puffer und
Enzyme sowie die verwendeten Sdulen sind in den beiden Kits enthalten.

Zunichst wurde das Nahrmedium der in 6-Well-Platten ausgesiten Zellen abgesaugt
und der Zellboden mit PBS-Puffer gewaschen. Um die Zellen zu lysieren, wurden 350
pul RLT-Puffer in jedes Well pipettiert und die Zellen mit einem Zellschaber
mechanisch vom Boden abgelost. Das Lysat wurde anschliefend in ein 1,5ml-
Rohrchen tberfiihrt und durch einmintiitiges Vortexen homogenisiert. Nach
Hinzugeben von 350 pl Ethanol (70%) wurde das Lysat in eine Saule tiberfiihrt, die in
ein 2ml-Sammelrohrchen gestellt wurde, und anschliefSend 30 Sekunden bei 12 000 x
g zentrifugiert.

Um Kontaminationen mit DNA moglichst gering zu halten, wurde ein DN Ase-Verdau
durchgefiihrt. Dazu wurde nach Hinzugeben von 350 pl RW1-Puffer 30 Sekunden bei
12 000 x g zentrifugiert und anschlieSend 10 pl DNAse I, die in 70 pl RDD-Puffer
verdunnt wurden, hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten wurden
erneut 350 pul RW1-Puffer hinzugegeben und wieder 30 Sekunden bei 12 000 x g
zentrifugiert.

Nun wurde die Sdule mit 500 pul RPE-Puffer, der zuvor mit der vierfachen Menge
Ethanol (100%) versetzt worden war, gewaschen und 30 Sekunden bei 12 000 x g
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, wobei die Zentrifugationsdauer beim
zweiten Mal 2 Minuten betrug. Im Anschluss daran wurde 1 Minute bei 12 000 x g leer
zentrifugiert. Dann wurde die Sdule in ein neues 1,5ml-Sammelrchrchen gestellt und
zur Eluation der RNA wurden 30 pl RNAse-freies Wasser direkt auf die Membran
pipettiert. Nach einmintitiger Inkubation wurde 1 Minute bei 12 000 x g zentrifugiert.
Um die Ausbeute zu erhhen, wurde das erste Eluat erneut auf die Membran pipettiert
und nach erneuter Inkubation fiir 1 Minute wurde der letzte Zentrifugationsschritt

wiederholt. Die isolierte RNA ist nun in Wasser gelost und wurde bei -80 °C gelagert.
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3.2.2.2. RNA-Isolierung aus murinen Réhrenknochen

Um zu analysieren, welche Auswirkungen die Abwesenheit der sensiblen
Neuropeptide SP und aCGRP in vivo auf die Genexpression im Knochen hat, wurde
zundchst RNA aus murinen Rohrenknochen isoliert und anschliefend die
Genexpression von osteozytdren Mediatoren (Tab. 3) in den Knochen aus Tacl- und
aCGRP-Knockout-Médusen mit Wildtyp-Mdusen mittels qPCR verglichen. Pro
Genotyp wurden fiinf Mduse verwendet (n=5).

Die Méduse wurden in den zentralen Tierlaboratorien (ZTL) der Universitatsklinik
Regensburg mit freiem Zugang zu Futter und Wasser und einem zwolfsttindigen Hell-
Dunkel-Rhythmus bis zu einem Alter von sechs bis acht Monaten gehalten. Nach
Totung der Maus mit CO2 wurde diese auf Eis gelegt und mit Isopropanol (70%)
desinfiziert. Darauthin wurden die kompletten hinteren Extremitidten entfernt, grob
von Haut und Muskeln befreit und dann in RNAlater zwischengelagert. Die folgenden
Préaparationsschritte erfolgten ebenfalls auf Eis und unter einer Sterilbank. Femur und
Tibia wurden mit einem Skalpell griindlich von Muskeln, Sehnen und Periost befreit.
Die so isolierten Femora und Tibiae (Abb. 9a) einer Maus wurden in einer 12-Well-
Platte mit RN Alater gesammelt. AnschliefSend wurden die Epiphysen abgetrennt und
das Knochenmark mit RNAlater herausgespiilt. Die hohlen Knochen (Abb. 9b)
wurden daraufhin mit einem Skalpell zu etwa 1 bis 2 mm langen Knochenstiicken

zerkleinert (Abb. 9c) und in einem 5ml-Rohrchen bei -20 °C gelagert.

i ]

Femur
Tibjgm -

Femur

Abbildung 9: Isolierung von RNA aus murinen Rohrenknochen. a: Femur und Tibia nach der
Praparation. b: Femur und Tibia nach Entfernen der Epiphysen und Herausspiilen des
Knochenmarks. c: zerkleinerte Knochenstiicke
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Nach dem Auftauen auf Eis wurde die RNAlater-Suspension abgenommen und durch
500 pl Trizol ersetzt. Trizol lysiert die Zellen und das in Trizol enthaltene
Guanidiniumthiocyanat ist zudem ein starker Inhibitor von Ribonukleasen (235). Die
Proben wurden mit einem Polytron zwei Mal fiir etwa 15 Sekunden mechanisch
zerkleinert. Danach waren makroskopisch keine Knochenstiicke mehr sichtbar. Das
Lysat wurde 1 Minute gevortext und anschlieffend 5 Minuten bei rt inkubiert. Danach
wurde die Probe mit 100 pl Chloroform versetzt und 3 Minuten bei rt inkubiert. Darauf
folgte durch Zentrifugation mit 12 000 x g fiir 15 Minuten bei 4 °C eine Phasentrennung
innerhalb der Probe. Die obere Phase ist wéssrig und enthélt RNA, wiahrend sich DNA
und Proteine in der Interphase sowie in der unteren organischen Phase befinden (235),
(236). Die obere Phase wurde vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und in einem
neuen Rohrchen mit Ethanol (70%, in RNAse-freiem Wasser) resuspendiert. Im
Anschluss wurde bei -20 °C tiber Nacht die RNA ausgefillt. Die weitere Aufreinigung
erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit sowie dem RNase-Free DNase Set. Es wurden 700 pl
des Lysats in eine Sdule gegeben und dann die RNA analog zu der in Kapitel 3.2.2.1

beschriebenen Vorgehensweise eluiert.

3.2.2.3. Konzentrationsbestimmung und Qualitatskontrolle der isolierten RNA

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit dem NanoDrop 2000
Spektralphotometer bestimmt. Dieses misst die Extinktion von UV-Strahlung
unterschiedlicher Wellenldnge durch die Probe. Das Absorptionsmaximum von RNA
liegt bei einer Wellenlédnge von 260 nm. Das Gerit misst die Extinktion bei 260 nm und
berechnet daraus die Massenkonzentration der in der Probe enthaltenen RNA. Zudem
wird auch die Extinktion bei anderen Wellenldngen gemessen, beispielsweise bei 280
nm, wo das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt. Das Verhdltnis der
Extinktionen bei 260 nm und 280 nm Ildsst daher eine Aussage {iiber die
Verunreinigung der Probe durch Proteine zu. Eine isolierte RNA gilt als rein, wenn
dieses Verhiltnis zwischen 1,9 und 2,1 liegt. Der Grofsteil der isolierten RNA wies ein

260/280-Verhiltnis in diesem Bereich auf und war somit relativ rein.
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Um eine differenziertere Einschidtzung tiber die Qualitdt beziehungsweise Integritat
der isolierten RNA zu erhalten, wurde zudem eine Analyse mit dem Agilent 2100
Bioanalyzer durchgefiihrt. Hierfiir wurde der RNA 6000 Nano Kit nach
Herstellerangaben verwendet. Aliquots der RNA-Proben wurden auf einen Chip
aufgetragen und die RNA-Fragmente mittels Mikrokapillar-Gelelektrophorese nach
ihrer Grofie aufgetrennt. Die Software erschliefit aus dieser Auftrennung Riickschliisse
auf den Grad der Denaturierung der RNA und errechnet die , RNA integrity number”
(RIN). Eine RIN von 1 steht dabei fiir komplett degradierte RNA, wahrend ein Wert
von 10 fiir eine intakte RNA spricht. Fiir unsere Stimulationsversuche wurde die
Integritadt der aus den MLO-Y4-Zellen isolierten RNA stichprobenartig tiberpriift. Alle
Stichproben wiesen eine RIN von tiber 7 auf. Alle aus murinen Rohrenknochen
isolierten RNA-Proben wurden einer Qualitdtskontrolle mittels Bioanalyzer

unterzogen, wobei die RIN stets tiber einem Wert von 7 lag.

3.2.2.4. cDNA-Synthese

Sowohl die aus MLO-Y4-Zellen als auch die aus murinen Réhrenknochen isolierte
RNA wurde in cDNA umgeschrieben, um im nédchsten Schritt eine qPCR durchfiihren
zu konnen. Fiir die cDNA-Synthese wurde der AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit
verwendet. Pro Reaktionsansatz wurden 1 pg RNA in cDNA transkribiert.

cDNA Synthesis Master Mix (2x) | 10 pl

Oligo(dT) Primer 1,5 pl

Random Primer 1,5 ul

Affinity Script RT Mixture Ll Tabelle 7: Reaktionsansatz fiir die

RNA 1 Hg/ c Transkription von 1 ug RNA in cDNA.
Die Variable C bezeichnet die

RNAse-freies Wasser ad 20 ul | Massenkonzentration der in RNAse-

%&n ﬁ freiem Wasser verdiinnten RNA.
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Die cDNA-Synthese fand im Thermocycler TGradient statt und gliedert sich in drei
Phasen:

Phase 1: Annealing (5 Minuten bei 25 °C),

Phase 2: Elongation (15 Minuten bei 42 °C),

Phase 3: Inaktivierung (5 Minuten bei 95 °C).

Die synthetisierte cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

3.2.2.5. Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QPCR)

Mittels qPCR kann die Expressionsrate bestimmter Gene einer Probe unter
Verwendung spezifischer Primer relativ zur Expression einer Kontrollgruppe
untersucht werden. Dazu wurde der Reaktionsansatz gemdfs Tabelle 8 in

Doppelbestimmung auf eine 96-Well-PCR-Platte aufgetragen.

cDNA (50 ng/pl) 1l

Primer vorwadrts (10 pM) 0,4 pl

Primer riickwarts (10 pM) 0,4 pl

Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green QPCR 10 pl

Master Mix (2x)

RN Ase-freies Wasser 8,2 ul | Tabelle 8: Reaktionsansatz
fir die gPCR

Die Amplifikation der cDNA erfolgt im AriaMx Real-Time PCR System G8830A und
gliedert sich in verschiedene Schritte. Zundchst wird der Reaktionsansatz fiir 15
Minuten auf 95 °C erhitzt, um die cDNA zu denaturieren. Darauf folgen 40
Amplifizierungszyklen, die jeweils aus zwei Phasen bestehen. Wéahrend der
Denaturierungs-Phase wird der Reaktionsansatz fiir 10 Sekunden auf 95 °C erhitzt und
die Elongations-Phase erfolgt bei 60 °C fiir 30 Sekunden.

In der Theorie fiihrt jeder Zyklus zu einer Verdopplung des entsprechenden cDNA-
Abschnitts. Die Produkte des einen Zyklus fungieren dann wiederum als Templates
fur den darauffolgenden Zyklus, was zu einer exponentiellen Vervielfdltigung des

Templates fithren sollte. In der Realitét trifft jedoch aufgrund der anfanglich geringen
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Konzentration des Templates nicht jedes Template mit den Primern und der DNA-
Polymerase zusammen und wird daher nicht zwingend kopiert, sodass die
Verdopplung des Templates in den anféanglichen Zyklen nicht unbedingt gegeben ist
und die exponentielle Phase der Amplifikation erst nach einigen Zyklen einsetzt. Je
grofier die urspriingliche Menge der gewtinschten cDNA ist, desto frither wird die
exponentielle Phase erreicht. Die Menge der in der Probe vorhandenen cDNA wird
nach jedem Zyklus durch Messung des Fluoreszenzsignals des interkalierenden
Farbstoffs Brilliant III SYBR® Green, der fast ausschlieSlich an doppelstrangige DNA
bindet, detektiert. Sobald die exponentielle Phase eingesetzt hat, hebt sich das
Fluoreszenzsignal vom Hintergrundrauschen ab. Die Anzahl der Zyklen, nach denen
das gemessene Fluoreszenzsignal erstmalig das Hintergrundrauschen tibertrifft, wird
als Ct-Wert (Threshold Cycle) bezeichnet.
Die Auswertung der qPCR erfolgte nach der AACt-Methode. Dabei wurde die Relative
Expression RQ (Relative Quantification) des spezifischen Gens (gene of interest, GOI)
nach der folgenden Formel berechnet:
RQ = 2-2ACt
— -[ACthrobe - ACtkontroli]
= 7 [(Ctcor - Ctreferenz)probe ~ (Ctcor =~ Ctieferenz)konroe]

Z(CtKontrolIe - CtProbe)GOI

>Ctiontrolle - CtProbeRefereny.

Der Quotient RQ gibt die Expression des GOI in der Probe als Vielfaches der
Expression desselben Gens in der Kontrolle an. Fiir die Auswertung der
Stimulationsversuche mit MLO-Y4-Zellen werden als Proben die mit Neuropeptiden
oder Neuropeptidrezeptor-Inhibitoren stimulierten Zellen bezeichnet. Als Kontrolle
(Kalibrator) dienen unstimulierte MLO-Y4-Osteozyten. Beim Vergleich der
Genexpression in murinen Rohrenknochen unterschiedlicher Genotypen werden die
aus Tacl- beziehungsweise t CGRP-Knockout-Mdusen isolierten Proben auf die aus
Wildtyp-Mdusen isolierten Kontrollen (Kalibratoren) bezogen. Dabei werden die
Werte der RNA aus einer Knockout-Maus auf die Werte der RNA aus jeder Wildtyp-
Maus bezogen und die Werte dann gemittelt. Um Probe und Kontrolle sinnvoll
miteinander vergleichen zu kénnen, werden beide auf ein Referenzgen (Normalizer)

bezogen, dessen Expression unter allen verwendeten Bedingungen als konstant
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angesehen wird. Fiir alle unsere Experimente wird als Referenz die Expression von
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) genutzt.

Fiir den Rezeptornachweis in unstimulierten MLO-Y4-Zellen wird die Darstellung des
ACt gewdhlt:

ACt = Ctrezeptor — CtoappH-

Als Primer wurden die in Tabelle 9 aufgelisteten Oligonukleotide verwendet. Sie
wurden von Microsynth (Balgach, Schweiz) bestellt und anschliefiend etabliert, indem
eine JPCR mit mindestens vier verschiedenen cDNA-Konzentrationen zur Erstellung
einer Standardkurve durchgefiihrt wurde. Die Steigung der Standardkurve entspricht
der Effizienz der Bindung des Primers an die cDNA. Um die Genexpression
unterschiedlicher Proben sinnvoll miteinander vergleichen zu kénnen, wurden nur
Primer verwendet, deren Effizienz anndhernd gleich ist und idealerweise zwischen
90% und 110% liegt. Zusatzlich wurden die Schmelzkurven begutachtet, um die

Existenz relevanter Nebenprodukte auszuschliefien.
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. ms o Amplikon- NCBI-
Basensequenz (5" —3") T[] linge [bp] | Referenznummer

Alkalische Phosphatase (ALP)
for | CGCCATGACATCCCAGAAAG 57,5

239 X13409
rev | GCCTGGTAGITGTTGTGAGC 57,5
alpha-Calcitonin gene-related peptide (dCGRP)
for | TGCAGGACTATATGCAGATGAAA 57,7

91 NM_007587
rev | GGATCTCTTCTGAGCAGTGACA 59,5
Calcitonin-receptor-like receptor (CRLR)
for | GCCAATAACCAGGCCTTAGTG 59,0

77 NM_018782
rev | GCCCATCAGGTAGAGATGGAT 58,7
CD44
for | AAAATTGGACCCCGGAAC 59,0

113 MMU_57612
rev | AGCTGCTGCTTCTGCTGTACTA 59,0
Connexin 43 (GJA1)
for | GTGCCGGCTTCACTTTCA 60,0

97 NM_010288
rev | GGAGTAGGCTTGGACCTTGTC 60,0
Dentin matrix protein 1 (DMP1)
for | GAGGACGGGTGATTTGGCTG 61,0

118 NM_016779
rev | AGATTCACTGCTGTCCGTGT 59,3
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
for | AACTTTGGCATTGTGGAAGG 60,0

223 NM_017008
rev | ACACATTGGGGGTAGGAACA 60,0
Dickkopf 1 (DKK1)
for | GTAATGACCACAACGCCGC 59,9

94 NM_010051
rev | ACGGAGCCTTCITGTCCTITTG 60,5
Podoplanin (E11)
for | GCCAGTGTTGTTCTGGGTTT 60,0

105 NM_001290822
rev | TCTCCTGTACCTGGGGTCAC 59,0
Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23)
for | CTTGGCTCCAACTGGGGAAG 60,6

125 NM_022657
rev | AGGGCACTGTAGATGGTCTGA 60,3
Macrophage colony-stimulating factor (MCSF)
for | CGAGACCCTCAGACATTGGA 58,8

117 NM_007778
rev | TGTGTGCCCAGCATAGAATC 58,0
Neurokinin-1-Rezeptor (NK1R)
for | ATTGAGTGGCCAGAACATCC 57,9

135 NM_009313
rev | ACTGGCCCACAGTGTAATCC 59,7
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Osteoprotegerin (OPG)
for | CGAGTGTGTGAGTGTGAGGAA 57,0

111 MMU_94331
rev | TGTTTCGCTCTGGGGTTC 55,0
Osterix (OSX)
for | CCACTTGAGCAAACATCAGC 57,0

103 DQ_229136
rev | GCTGATTGGCTTCTTCTTCC 57,0
Phosphate-regulating gene with homologies to endopeptidases on the X
chromosome (PHEX)
for | CAACGTTCCGCGGTCAATAC 59,9

105 NM_011077
rev | GTGTTGCTTGGTCCAGCTTC 59,7
Polycystic kidney disease 1 (PKD1)
for | AAGCACAGGAGCAATGTCG 60,0

100 NM_013630
rev | AGGCTCCTGGTAACCTTGG 59,0
Receptor-activity-modifying protein 1 (Ramp1)
for | CCTGACTATGGGACTCTCATCC 59,1

139 NM_01689%4
rev | CGTGCTTGGTGCAGTAAGTG 59,8
Receptor Activator of NFkB Ligand (RankL)
for | TGGAAGGCTCATGGTTGGAT 60,0

110 AF_019048
rev | AGCAAATGTTGGCGTACAGG 60,0
Sklerostin (SOST)
for | GAATGATGCCACAGAGGTCA 58,4

107 NM_024449
rev | CGGTTCATGGTCTGGITGIT 58,4
Substanz P (SP)
for | GATGAAGGAGCTGTCCAAGC 58,6

102 NM_009311
rev | GCACAGGAGTCTCTGCTTCC 60,4

Tabelle 9: Primersequenzen fiir die qPCR (°C: Grad Celsius, A: Adenosin, bp: Basenpaare, C:
Cytidin, for: forward (vorwarts), G: Guanosin, rev: reverse (riickwarts), NCBI: National Center for
Biotechnology Information, Tw: Melting temperature (Schmelztemperatur), T: Thymidin)
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3.2.3. Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1.  Proteinisolierung aus MLO-Y4-Zellen

Fiir den Rezeptornachweis mittels Western Blotting wurden zunédchst MLO-Y4-Zellen
in 6-Well-Platten ausgesat und 1 bis 2 Tage im Brutschrank bei 37 °C und 5% COz
kultiviert. Nach einem Waschschritt mit PBS-Puffer wurden die Zellen mit auf 100 °C
erhitztem Heat-Hot-Lysepuffer (Tris-HCl (10 mM) pH 8,0 + 1% SDS) lysiert. Nach
Abldsen mit einem Zellschaber wurden die Proben in einem 1,5ml-Reaktionsgefdfs fiir
weitere 15 Minuten im Heizblock bei 100 °C inkubiert, wobei alle 5 Minuten griindlich
gevortext wurde. Es folgte eine Ultraschallbehandlung mit dem Sonopuls HD 2070
Ultraschallhomogenisator fiir zwei Mal je 20 Sekunden mit einer Amplitude von etwa
40%. Daraufhin wurden die Proben 20 Minuten bei 14 000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues 1,5ml-Réhrchen tiberfiihrt und bei -20 °C gelagert.

Er enthielt die aus den Zellen isolierten 16slichen Proteine.

3.23.2. BCA-Assay

Die Konzentrationsbestimmung des isolierten Gesamtproteins erfolgte mit dem
Pierce® BCA Protein Assay Kit nach Herstellerangaben. Die bei der Heat-Hot-Lyse
(Kapitel 3.2.3.1) gewonnenen Proteintiberstinde wurden in einem Verhiltnis von 1:10
mit PBS-Puffer verdinnt und jeweils 25 pl pro Well auf eine 96-Well-Platte in
Dreifachbestimmung aufgetragen. Daneben wurden ebenfalls in Dreifachbestimmung
jeweils 25 pl Bovine Serum Albumine (BSA) in verschiedenen Konzentrationen (von 0
ng/ml bis 2000 ng/ml) zur Erzeugung einer Standardkurve aufgetragen. Die beiden
dem Kit beiliegenden Reagenzien wurden geméfi den Herstellerangaben in einem
Verhiiltnis von 1:50 gemischt. Jeweils 200 pl dieser Losung wurden zu den zuvor mit
den Proben beziehungsweise mit BSA befiillten Wells hinzugefiigt. Wahrend der
darauffolgenden Inkubation von 30 Minuten auf einer Schiittelplatte bei 37 °C fand
die dem Assay zugrundeliegende Biuret-Reaktion statt. Dabei reduzieren die

Peptidbindungen der Proteine in alkalischem Milieu Cu?*-lonen zu Cu*-lonen, die

69



Kapitel 3 Material und Methoden

daraufhin einen Komplex mit Bicinchoninsdure (BCA) bilden. Dadurch kommt es zu
einem violetten Farbumschlag, der mit einem Photometer (Microplate Reader GENios
F129004) bei 595 nm detektiert wurde. Die gemessene Absorption korreliert linear mit
der Menge an reduziertem Cu?*, die wiederum direkt proportional zur Menge der in
der Probe enthaltenen Proteine ist. Durch Auftragen der gemessenen Absorptionen
der BSA-Standards gegen die bekannten BSA-Konzentrationen wurde eine
Standardkurve erstellt, anhand derer die Proteinkonzentrationen der Proben

berechnet werden konnten.

3.23.3.  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die aus den MLO-Y4-Zellen isolierten Proteine wurden durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend ihrer Grofie aufgetrennt und
anschlieffend mittels Western Blotting auf eine Membran tibertragen, um daraufhin
mittels spezifischer Antikorper die Expression der Proteine NK1R, CRLR und Rampl
nachweisen zu konnen.

Zunichst wurden 30 pg (fiir die Detektion von NK1R und Ramp1) beziehungsweise
50 pg (ftir die Detektion von CRLR) des Gesamtproteins mit Ladepuffer (5x) (Tab. 12)
versetzt und 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Das im Ladepuffer enthaltene SDS dient
der Abschirmung von Eigenladungen durch stabile Bindung an die Aminosduren der
Proteine, wodurch die Auftrennung im elektrischen Feld nur gemaéfs der Molekiilgrofse
und nicht gemdfS der Molekiilladung erfolgen wird. Das ebenfalls im Ladepuffer
enthaltene DTT unterstiitzt die Denaturierung, indem es die fiir die Tertidrstruktur
bedeutsamen Disulfidbriicken reduziert. Anschlieffend wurden die Proben in einem
1,0 mm dicken Polyacrylamid-Gel (15%) aufgetragen (Tab. 10). Als Referenzmarker

wurde der Precision Plus Protein™ Dual Color Standards aufgetragen.
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Trenngel (15%) Sammelgel
Rotiphorese® Gel 30 Rotiphorese® Gel 30
(Acrylamid-Mix) >0 ml (Acrylamid-Mix) 0415 ml
Tris pH 8,8 (1,5 M) 2,5 ml Tris pH 6,8 (0,5 M) 0,625 ml
SDS (10%) 0,1 ml SDS (10%) 0,025 ml
APS (10%) 0,1 ml APS (10%) 0,025 ml
TEMED 0,004 ml TEMED 0,0025 ml
destilliertes Wasser | 2,3 ml destilliertes Wasser | 1,39 ml

Tabelle 10: Zusammensetzung eines fiir die SDS-PAGE verwendeten Gels. Das Sammelgel ist der
Abschnitt des Gels, in dem sich die Beladetaschen fiir die Proben befinden, wahrend die
Auftrennung der Proben im Trenngel erfolgt.

Die Elektrophoresekammer wurde mit Laufpuffer (1x) (Tab. 12) aufgefiillt und eine
Spannung von etwa 140 V angelegt. Diese veranlasst die auf das Gel aufgetragenen
negativ geladenen Molekiile, zur Anode zu wandern. Die netzartige Struktur des
Polyacrylamids bedingt, dass die Laufgeschwindigkeit eines Molekiils umso grofier
ist, je kleiner das Molekiil ist, und fiihrt somit zu einer Auftrennung der Proteine nach
ihrer Grofle. Die Laufstrecke ist indirekt proportional zum Logarithmus der

Molekiilmasse.

3.2.3.4. Western Blot

Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel 30 Minuten in Methanol-haltigem
Transferpuffer (1x) (Tab. 12) equilibriert, um Salzreste des Laufpuffers zu entfernen.
Daraufhin wurden die Proteine per Tank Blot mit 120 mA fiir 90 Minuten unter
standiger Kithlung auf Eis auf eine 0,2um-PVDF-Membran, die zuvor zur Aktivierung
fur 3 Sekunden in Methanol gelegt wurde und anschliefiend 3 Minuten in destilliertem
Wasser geschwenkt wurde, {iibertragen. Zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen wurde die Membran nach dem Blotting fiir 1 Stunde in Trockenmilch
(5%), die in Tris-buffered-saline mit Tween (T-TBS-Puffer, Tab. 12) gelost war, bei rt
auf einem Schiittler inkubiert. Nachfolgend wurde die Membran mit dem jeweiligen
primédren Antikdrper (Tab. 11), der in Trockenmilch-T-TBS (5%) verdiinnt wurde, tiber
Nacht bei 4 °C auf einer Schiittelplatte inkubiert.
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Antigen | Antikorper |  Spezies | Klonalitit | Konzentration
primdre Antikorper

Anti-Neurokinin 1 Receptor

NK1R antibody (#ab183713) Kaninchen | monoklonal | 1 : 20000
CRLR ii’?; ({ ;IG(I;ES}I ;%II}{I; lonal Kaninchen | polyklonal | 1:1000
Rampl 1(?#22_11;?51\7451;1 antibody Kaninchen | monoklonal | 1:5000
B-Aktin E?;;Eégezt;) Actin antibody Kaninchen | monoklonal | 1:5000

sekundirer Antikorper
Peroxidase-conjugated
AffiniPure F(ab”)2 Fragment
Donkey Anti-Rabbit IgG
(#711-036-152)

Tabelle 11: Antikorper fiir Western Blot

Affe polyklonal | 1:10000

Am néchsten Tag wurde die Membran drei Mal fiir 10 Minuten mit T-TBS-Puffer (1x)
(Tab. 12) gewaschen. Darauf folgte die Inkubation mit dem in Trockenmilch-T-TBS
(5%) verdiinnten sekunddren Antikorper fiir 1 Stunde auf einer Schiittelplatte bei rt.
Nach erneutem Waschen mit T-TBS-Puffer (1x) (Tab. 12) wurde die Membran mit Hilfe
des Pierce® ECL Western Blotting Substrate entwickelt. Die Detektion der Banden
erfolgte im GelDoc Imager mit Belichtungszeiten von 1, 3, 5, 10, 15 und 45 Minuten.
Fiir eine sensitivere Detektion der Proteine wurde die Membran im Anschluss daran
mit dem Pierce® SuperSignal West Femto erneut entwickelt. Die Entwicklung erfolgte im
GelDoc Imager mit Belichtungszeiten von 10 und 30 Sekunden sowie 1, 3, 5, 10 und 15

Minuten.

72



Kapitel 3

Material und Methoden

Ladepuffer (5x) Laufpuffer (1x)
Tris-HCl pH 6,8 1M Laufpuffer (10x)
SDS 10% Glycin (192 mM) 144 ¢
DTT 05M Tris (25 mM) 30,3 g | 100 ml
Glycerin 50% SDS (0,1%) 10g
Bromphenol-Blau 0,01% destilliertes Wasser | ad 11
destilliertes Wasser ad 100 ml destilliertes Wasser 900 ml
Transferpuffer (1x) T-TBS-Puffer (1x)

Transferpuffer (10x) T-TBS-Puffer (20x)

Glycin (192 mM) 144 ¢ 100 ml Tris (20 mM) 484 ¢

Tris (25 mM) 303 ¢ NaCl (140 mM) 160 g | 50 ml

destilliertes Wasser ad 11 Tween 20 (0,1%) 20 ml
Methanol 100 ml destilliertes Wasser ad 11
destilliertes Wasser destilliertes Wasser 950 ml

Z

Tabelle 12: Zusammensetzung der fiir SDS-PAGE und Western Blot verwendeten Puffer
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3.2.4. Immunologische Methoden

3.24.1. Immunfluoreszenzfarbung

Um die Expression der Rezeptoren NK1R, CRLR und Ramp1l in MLO-Y4-Zellen auf
Proteinebene nachzuweisen, wurden neben dem in Kapitel 3.2.3.4 beschriebenen
Western Blotting auch Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt, damit neben dem
Nachweis der Proteine auch Aussagen iiber die subzelluldre Lokalisation der
Rezeptoren getroffen werden kénnen.

Es wurden 2x10* MLO-Y4-Zellen pro Well in ein 8-Well-Chamber-Slide ausgesiit.
Nachdem die Zellen tiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO; inkubiert
wurden, wurden die Zellen einmal mit PBS-Puffer gewaschen und anschliefsend
fixiert. Fiir den Nachweis des NK1R wurden zur Fixierung 200 pl Paraformaldehyd
(4%) bei rt verwendet, fiir CRLR 200 pl Methanol und fiir Ramp1 200 pl Aceton bei 4
°C. Die Inkubationszeit betrug fiir alle Fixierungslosungen 15 Minuten. Nach einem
Waschschritt mit TBS + 0,1% Triton erfolgte fiir 30 Minuten die Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen mittels BSA (5%), das in TBS + 0,1% Triton gelost war.
Darauf folgte die Inkubation mit dem primaren Antikorper (Tab. 13) tiber Nacht bei 4
°C. Alle Antikérper wurden in 1% BSA in TBS + 0,1% Triton verdiinnt.
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Antigen | Antikorper |  Spezies | Klonalitit | Konzentration
primdre Antikorper
Anti-Neurokinin 1 Receptor

NK1R antibody (#ab183713) Kaninchen | monoklonal | 2,5 pg/ml
CRLR/CGRPR1 Polyclonal .

CRLR Antibody (#bs-1860R) Kaninchen | polyklonal |3 pg/ml
Anti-RAMP1 antibody .

Rampl (#ab156575) Kaninchen | monoklonal | 2,5 pg/ml

Isotypen

Rabbit monoclonal Isotype
control (#ab172730)

Rabbit IgG Isotype control
polyclonal (#NBP1-97041)
sekundirer Antikorper

F(ab")2-Goat anti-Rabbit IgG
Cross-Adsorbed Secondary

Kaninchen | monoklonal | 2,5 pg/ml

Kaninchen | polyklonal |3 pg/ml

Antibody, Alexa Fluor 488 Ziege polyklonal 1500
(#A-11070)

Kernfiarbung
DAPI (#D1306) 1:5000

Tabelle 13: Antikorper fiir Inmunfluoreszenzfarbung

Am ndchsten Tag wurden die Zellen drei Mal mit TBS + 0,1% Triton gewaschen. Dann
erfolgte fiir 1 Stunde bei rt in einem abgedunkelten Raum die Inkubation mit dem
sekunddren Antikorper sowie mit DAPI, ebenfalls verdiinnt in 1% BSA in TBS + 0,1%
Triton, zur Anfarbung der Zellkerne. Nach dreimaligem Waschen wurden die Zellen
mit Fluorescence Mounting Medium {iberschichtet und mit einem Deckglas
eingedeckt. Die Farbung wurde dann mit dem Fluoreszenzmikroskop Eclipse TE2000-

U dokumentiert.

3.24.2. Enzyme-linked immunosorbent assay fur FGF23 (FGF23-ELISA)

Um Einfliisse der sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP auf die endokrine FGF23-
Sekretion von Osteozyten auf Proteinebene zu untersuchen, wurde FGF23 mittels
Mouse FGF-23 DuoSet® ELISA und DuoSet® Ancillary Reagent Kit 2 im Nahrmedium von
stimulierten beziehungsweise unstimulierten MLO-Y4-Zellen (Kapitel 3.2.1.4)

entsprechend den Herstellerangaben detektiert.

75



Kapitel 3 Material und Methoden

Nach Beschichtung einer 96-Well-Platte mit dem primdren FGF23-Antikorper wurden
die Proben unverdiinnt aufgetragen. In den Proben vorhandene FGF23-Molekiile
verursachen iiber den sekunddren Antikorper durch Umsetzung eines
hinzugegebenen Substrats einen Farbumschlag, der mit einem Photometer
(Microplate Reader GENios F129004) bei einer Wellenldnge von 450 nm detektiert
wird und anhand der Standardkurve quantifiziert wird. Anschliefend werden die
gemessenen optischen Dichten der Proben auf die Kontrollen (unstimulierte MLO-Y4-

Zellen) bezogen und relative Unterschiede dargestellt.
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3.2.5. Statistische Methoden

Die graphische Darstellung der Messergebnisse sowie die statistischen Analysen
erfolgten mit der Software GraphPad Prism 7. Die Ergebnisse wurden als Boxplots, die
vom unteren bis zum oberen Quartile reichen, dargestellt. Eine horizontale Linie
innerhalb des Boxplots markiert den Median. Whiskers unter- und oberhalb des
Boxplots zeigen die minimalen und maximalen Messwerte an. Die einzelnen
Messwerte selbst werden als Punkte dargestellt.

Fir die Auswertung der Stimulationsversuche mit MLO-Y4-Zellen wurden die
Ergebnisse der stimulierten Zellen jeweils auf die unstimulierten Zellen bezogen
(Kontrolle =1 bzw. Kontrolle = 100%). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
stimulierten Zellen und unstimulierten Kontrollzellen wurden mit dem Wilcoxon
Signed-Rank Test auf einem Signifikanzniveau von p < 0,05 ermittelt. Dabei wurden
die Werte einer Gruppe mit dem theoretischen Wert 1 beziehungsweise 100,
entsprechend der Kontrolle, verglichen.

Fiir die Auswertung der in-vivo-Experimente wurden die Ergebnisse der Tacl-
beziehungsweise d CGRP-Knockout-Mduse auf Wildtyp-Méduse bezogen (Kontrolle =
1). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen wurden mit dem
One sample t test auf einem Signifikanzniveau von p < 0,05 ermittelt. Dabei wurden

die Werte einer Gruppe mit dem theoretischen Wert 1 verglichen.
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4. Ergebnisse

41. Nachweis der Rezeptoren NK1R, CRLR und Ramp1 in MLO-Y4-

Zellen

4.1.1. Nachweis von NK1R in MLO-Y4-Zellen

Initial wurde die Expression des SP-Rezeptors NKIR in MLO-Y4-Zellen auf mRNA-

Ebene mittels qPCR nachgewiesen. Fiir den Rezeptornachweis auf Proteinebene

wurden zum einen Zelllysate von MLO-Y4-Zellen mittels Western Blotting analysiert

und zum anderen Immunfluoreszenzfarbungen von MLO-Y4-Zellen durchgefiihrt.
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Abbildung 10: Expression des Rezeptors NK1R in MLO-Y4-Zellen auf mRNA- und Proteinebene.
a: Nachweis der Genexpression von NK1R in unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten der Passagen
36, 37, 38, 40 und 42 mittels qPCR. Der Graph stellt die Ct-Werte von NK1R abziiglich der Ct-Werte
von GAPDH (endogene Kontrolle) dar (ACt). n = 5.

b: Nachweis der Proteinexpression von NK1R (ca. 46 kDa) in unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten
der Passagen 38 (Linie 1), 42 (Linie 2) und 37 (Linie 3) mittels Western Blot. Als endogene Kontrolle
wurde B-Aktin (ca. 42 kDa) verwendet.

c: Nachweis der Proteinexpression von NK1R mittels Immunfluoreszenzfarbung von
unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten der Passagen 36 und 43 in 10-facher (10x) und 40-facher (40x)
VergroBerung. NK1R wurde durch einen spezifischen Antikorper angefarbt, die Anfarbung der
Zellkerne erfolgte mit DAPI.

Der SP-Rezeptor NK1R wird in MLO-Y4-Zellen auf mRNA-Ebene exprimiert, wobei
der hohe ACt-Wert (Median: 18,79) mit einer relativ geringen Expression des NK1R-
Gens einhergeht (Abb. 10a). Jedoch sprechen die eindeutigen Banden im Western Blot
fir eine stabile Expression von NKIR auf Proteinebene (Abb. 10b). Die
Immunfluoreszenzfarbung bestédtigt die Proteinexpression durch spezifische
Anfarbung von NK1R sowohl in der Zellmembran als auch im Zytoplasma von MLO-
Y4-Zellen (Abb. 10c).
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4.1.2. Nachweis von CRLR in MLO-Y4-Zellen

Analog zum SP-Rezeptor NK1R (Kapitel 4.1.1) wurde die Expression der aCGRP-

Rezeptorkomponente CRLR in MLO-Y4-Osteozyten nachgewiesen.
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Abbildung 11: Expression des Rezeptors CRLR in MLO-Y4-Zellen auf mRNA- und Proteinebene.
a: Nachweis der Genexpression von CRLR in unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten der Passagen
36, 37, 38, 40 und 42 mittels qPCR. Der Graph stellt die Ct-Werte von CRLR abziiglich der Ct-Werte
von GAPDH (endogene Kontrolle) dar (ACt). n = 6.

b: Nachweis der Proteinexpression von CRLR (ca. 53 kDa) in unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten
der Passagen 38 (Linie 1), 42 (Linie 2) und 37 (Linie 3) mittels Western Blot. Als endogene Kontrolle
wurde B-Aktin (ca. 42 kDa) verwendet.

c: Nachweis der Proteinexpression von CRLR mittels Immunfluoreszenzfarbung von
unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten der Passagen 36 und 43 in 10-facher (10x) und 40-facher (40x)
VergroBerung. CRLR wurde durch einen spezifischen Antikorper angefarbt, die Anfarbung der
Zellkerne erfolgte mit DAPI.

Die Genexpression von CRLR in MLO-Y4-Zellen liegt mit einem niedrigen ACt-Wert
(Median: 7,800) auf relativ hohem Niveau (Abb. 11a). Auch auf Proteinebene wird
CRLR mittels Western Blot (Abb. 11b) und durch Immunfluoreszenzfarbung (Abb.
11c) detektiert. Hier ist das Fluoreszenzsignal im Zytoplasma hoher als in der

Zellmembran, wobei die stidrkste Intensitit um den Zellkern herum beobachtet wird.
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4.1.3. Nachweis von Ramp1 in MLO-Y4-Zellen

Der Nachweis der zweiten Komponente des d CGRP-Rezeptordimers Ramp1 in MLO-
Y4-Osteozyten erfolgte analog zu NK1R (Kapitel 4.1.1) und CRLR (Kapitel 4.1.2).
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Abbildung 12: Expression des Rezeptors Ramp1 in MLO-Y4-Zellen auf mRNA- und Proteinebene.
a: Nachweis der Genexpression von Ramp1 in unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten der Passagen
36, 37, 38, 40 und 42 mittels qPCR. Der Graph stellt die Ct-Werte von Ramp1 abziiglich der Ct-
Werte von GAPDH (endogene Kontrolle) dar (ACt). n = 6.

b: Nachweis der Proteinexpression von Ramp1 (ca. 17 kDa) in unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten
der Passagen 38 (Linie 1), 42 (Linie 2) und 37 (Linie 3) mittels Western Blot. Als endogene Kontrolle
wurde B-Aktin (ca. 42 kDa) verwendet.

c: Nachweis der Proteinexpression von Ramp1 mittels Immunfluoreszenzfarbung von
unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten der Passagen 36 und 43 in 10-facher (10x) und 40-facher (40x)
VergroRerung. Ramp1 wurde durch einen spezifischen Antikorper angefarbt, die Anfarbung der
Zellkerne erfolgte mit DAPI.

MLO-Y4-Zellen exprimieren Rampl auf mRNA-Ebene, wobei der hohe ACt-Wert
(Median: 16,11) auf eine eher geringe Genexpression hindeutet (Abb. 12a). Im Western
Blot von Zelllysaten aus MLO-Y4-Zellen sind jedoch eindeutige Banden fiir Ramp1 zu
erkennen (Abb. 12b). Auch durch Immunfluoreszenzfarbung ldsst sich Rampl in
MLO-Y4-Zellen spezifisch anfarben. In 40-facher Vergrofierung zeigen sich punktuelle
Intensitdtsmaxima des Fluoreszenzsignals im Zytoplasma mit Betonung um den

Zellkern herum bei insgesamt starkerem Signal im Zytoplasma als in der Zellmembran

(Abb. 120).
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4.2. Einfluss von SP und aCGRP auf MLO-Y4-Zellen

4.2.1. Einfluss von SP und aCGRP auf die Proliferation und Apoptose von MLO-Y4-
Zellen

4.2.1.1. Einfluss auf die Proliferation

Der Einfluss der sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP auf die Proliferation von
MLO-Y4-Zellen wurde mittels BrdU-Assay nach einer Stimulationsdauer von 24

Stunden bestimmt.
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Abbildung 13: Einfluss von SP und aCGRP, dem NK1R-Agonisten GR73632 (GR), dem NK1R-
Antagonisten L733,060 (L) ohne und in Gegenwart von SP, dem aCGRP-Rezeptorantagonisten
CGRPg.37 (C*) allein, sowie in Kombination, auf die Proliferation von MLO-Y4-Osteozyten nach
einer Stimulationsdauer von 24 Stunden. Die Proliferationsrate der stimulierten Proben ist als
prozentualer Anteil der Proliferationsrate von unstimulierten MLO-Y4-Zellen (100%, gestrichelte
Linie) dargestellt. n = 6.
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Die Stimulation mit SP fiithrt in beiden Konzentrationen (108 M und 1010 M) zu keiner
statistisch signifikanten Reduktion der Proliferation in MLO-Y4-Osteozyten (108 M:
Median: 94,70%; p = 0,2188 / 1010 M: Median: 94,70%; p = 0,2188), die auch durch
Kombination mit dem NKIR-Antagonisten L733,060 nicht beeinflusst wird. Der
NK1R-Agonist GR73632 hat ebenfalls keinen Einfluss auf die Proliferation von MLO-
Y4-Zellen. Die Stimulation mit d CGRP in einer Konzentration von 108 M und 10-1° M
fuhrt ebenfalls zu keiner statistisch signifikanten Verdnderung der Proliferationsrate,
die durch Ko-Stimulation mit dem Rezeptorantagonisten CGRPs 37 nicht beeinflusst
wird. Die MLO-Y4-Osteozyten wurden mit den Rezeptorinhibitoren allein stimuliert,
um eine partielle agonistische Aktivitidt der Inhibitoren zu untersuchen. Auch nach
alleiniger Stimulation mit den Rezeptorinhibitoren zeigte sich die Proliferationsrate

der Osteozyten-dhnlichen MLO-Y4-Zellen im Wesentlichen unverdndert (p > 0,1).

4.2.1.2. Einfluss auf die Apoptose

Der Einfluss der sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP auf die Apoptoserate von
MLO-Y4-Zellen wurde mittels Caspase-3/7-Assay nach einer Stimulationsdauer von

1, 4 und 24 Stunden bestimmt.
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Caspase-3/7-Assay
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Abbildung 14: Einfluss von SP und aCGRP, dem NK1R-Agonisten GR73632 (GR), dem NK1R-
Antagonisten L733,060 (L) allein und in Kombination mit SP, dem aCGRP-Rezeptorantagonisten
CGRPs.37 (C*) allein, sowie in Kombination, auf die Apoptose von MLO-Y4-Osteozyten nach einer
Stimulationsdauer von 1, 4 und 24 Stunden. Die Apoptoserate der stimulierten Proben ist als
prozentualer Anteil der Apoptoserate von unstimulierten MLO-Y4-Zellen (100%, gestrichelte Linie)
dargestellt. n = 6. *p<0,05 (Wilcoxon Signed-Rank Test).

Eine Stimulation von Osteozyten-dhnlichen MLO-Y4-Zellen mit SP fiithrt ebenso wie
die kombinierte Stimulation mit SP und dem spezifischen NK1R-Antagonisten nach
einer Stimulationsdauer von 1 Stunde zu keiner wesentlichen Anderung der
Apoptoserate der Zellen. Eine alleinige Stimulation mit dem NKI1R-Antagonisten
L733,060 hat bei gleicher Stimulationsdauer hingegen eine signifikant verminderte
Apoptoserate (Median: 96,90%; p = 0,0313) in Relation zu unstimulierten
Kontrollzellen zur Folge. Ein dhnlicher, wenn auch nicht signifikanter Effekt ldsst sich
jedoch auch nach einstiindiger Stimulation mit dem NKI1R-Agonisten GR73632
beobachten (Median: 97,35%; p = 0,0938). Bei einer Stimulationsdauer von 4 Stunden
fithren Stimulationen mit SP oder mit den entsprechenden Rezeptor-Antagonisten
und -Agonisten weder allein noch in Kombination zu wesentlichen Anderungen der
Apoptoserate. Nach 24 Stunden vergrofiert eine Stimulation mit SP in einer Dosis von
10-1 M die Apoptoserate der MLO-Y4-Zellen tendenziell (Median: 108,7%; p = 0,0938),
wihrend die kombinierte Stimulation mit dem NK1R-Antagonisten L733,060 diesen
Effekt jedoch nicht authebt, sondern stattdessen zu einem signifikanten Anstieg der
Apoptoserate fiihrt (Median: 106,5%; p = 0,0313). Eine alleinige Stimulation mit
L733,060 tiber 24 Stunden hat eine tendenziell erh6hte Apoptose zur Folge (Median:
103,8%; p = 0,0625).

Die Apoptoserate der MLO-Y4-Zellen ist nach Stimulation mit aCGRP in einer
Konzentration von 10 M nach 1 Stunde und nach 24 Stunden tendenziell erhoht im
Vergleich zu unstimulierten Zellen (1 Stunde: Median: 106,4%; p = 0,0938 / 4 Stunden:
Median: 103,5%; p = 0,3125 / 24 Stunden: Median: 106,4%; p = 0,0938). Durch
spezifische Blockade der Neuropeptidrezeptoren mit dem entsprechenden
Antagonisten konnten die beobachteten Effekte jedoch nur tendentiell inhibiert
werden (1 Stunde: Median: 103,9%; p = 0,3125 / 4 Stunden: Median: 100,5; p > 0,9999
/ 24 Stunden: Median: 103,9%; p = 0,3125). Stimulationen mit aCGRP in der

niedrigeren Konzentration (101 M) und alleinige Stimulationen mit dem aCGRP-
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Rezeptorantagonisten CGRPs 37 fithrten an keinem der Messzeitpunkte zu relevanten
Veranderungen der Apoptoserate (p > 0,1).
Insgesamt sind die beobachteten Verdnderungen der Apoptoserate sehr gering. Die

einzelnen Messwerte einer Gruppe zeigen zudem eine hohe Variabilitat.

88



Kapitel 4 Ergebnisse

4.2.2. Einfluss von SP und aCGRP auf die Genexpression in MLO-Y4-Zellen

4.2.2.1. Genexpression in unstimulierten MLO-Y4-Zellen

Im Rahmen dieses Projekts wird der Einfluss der Stimulation von MLO-Y4-Osteozyten
mit SP und aCGRP auf die Genexpression der Neuropeptide, deren Rezeptoren sowie
der in Tabelle 3 aufgelisteten Osteozytenmarker analysiert. Initial wurde mittels qPCR
die Expression dieser Gene in unstimulierten MLO-Y4-Zellen untersucht. Ein hoher
Ct-Wert steht fiir eine geringe Expression, wahrend ein niedriger Ct-Wert eine starke

Expression ausdriickt.
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Abbildung 15: Expression der im Rahmen dieses Projekts untersuchten Gene in unstimulierten
MLO-Y4-Osteozyten. Der Graph stellt die absoluten Ct-Werte der Expression von sensiblen
Neuropeptiden (1), Rezeptoren fiir sensible Neuropeptide (2), einem Regulator der
Osteozytenmorphologie (3), einem Regulator der Osteoblastogenese (4), Regulatoren der
Osteoklastogenese (5), Mediatoren der Mechanorezeption (6), Modulatoren des Vitamin-D-
Phosphat-Stoffwechsels (7) und der endogenen Kontrolle (Referenzgen, 8) in unstimulierten MLO-
Y4-Osteozyten dar. n =5 - 6.
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MLO-Y4-Osteozyten exprimieren mRNA fiir die sensiblen Neuropeptide SP und
aCGRP auf niedrigem Niveau (medianer Ct-Wert von SP: 36,03 / medianer Ct-Wert
von 0CGRP: 36,52). Die Genexpression der Neuropeptidrezeptoren wurde bereits in
Kapitel 4.1 beschrieben (medianer Ct-Wert von NK1R: 35,32 / medianer Ct-Wert von
CRLR: 24,21 / medianer Ct-Wert von Ramp1: 32,04). Der Osteozytenmarker E11 wird
in MLO-Y4-Zellen stdrker exprimiert (medianer Ct-Wert von E11: 15,11). MLO-Y4-
Osteozyten exprimieren ebenfalls verschiedene Regulatoren des Knochenumbaus.
Wihrend die Genexpression des Osteoblastogenese-Inhibitors DKK1 (medianer Ct-
Wert von DKK1: 33,00) und des 16slichen RankL-Rezeptors OPG (medianer Ct-Wert
von OPG: 31,92) eher gering ist, weisen MLO-Y4-Zellen eine starke mRNA-Expression
von RankL und MCSF auf (medianer Ct-Wert von RankL: 22,20 / medianer Ct-Wert
von MCSEF: 18,39). Der Osteoblastogenese-Inhibitor SOST wird in MLO-Y4-Zellen
nicht oder nur geringfiigig exprimiert (14), (237). In unseren Versuchen lagen die Ct-
Werte von SOST stets tiber einem Wert von 38 oder die Expression war nicht
detektierbar (Daten nicht gezeigt). In MLO-Y4-Osteozyten wird auf stabilem Niveau
mRNA fiir die mechanorezeptorischen Proteine CD44, GJA1 und PKD1 transkribiert
(medianer Ct-Wert von CD44: 29,88 / medianer Ct-Wert von GJA1: 20,58 / medianer
Ct-Wert von PKD1: 24,29). Auch osteozytdre Modulatoren des Vitamin-D-Phosphat-
Stoffwechsels werden in MLO-Y4-Zellen exprimiert. Die Genexpression von DMP1
und PHEX ist méfiig, wahrend FGF23 in MLO-Y4-Osteozyten nur geringfligig
exprimiert wird (medianer Ct-Wert von DMP1: 26,51 / medianer Ct-Wert von PHEX:
29,39 / medianer Ct-Wert von FGF23: 36,11).
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4.2.2.2. Einfluss auf die Genexpression von sensiblen Neuropeptiden in vitro

MLO-Y4-Zellen exprimieren die sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP auf mRNA-
Ebene (Kapitel 4.2.2.1). Da fiir das Tachykinin-System ein autoregulatorischer
Expressions-Loop in Knochenmarksmakrophagen nach Belastung beschrieben wurde
(238), wurde der Einfluss der exogenen Stimulation mit SP und aCGRP auf die
endogene Genexpression der Neuropeptide in MLO-Y4-Osteozyten untersucht.
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Abbildung 16: Einfluss von SP und aCGRP, dem NK1R-Agonisten GR73632 (GR), dem NK1R-
Antagonisten L733,060 (L) allein und zusammen mit SP, dem aCGRP-Rezeptorantagonisten
CGRPg.37 (C*) allein, sowie in Kombination, auf die Genexpression von SP (a) und aCGRP (b) in
Relation zu unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten (1, Kalibrator, gestrichelte Linie). Die
Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen. n = 4 - 6.

Die Genexpression von SP und OoCGRP wird durch Stimulation mit den
Neuropeptiden wenig beeinflusst. Die Stimulation mit d CGRP hat keine Anderung
der Genexpression von SP zur Folge (Median: 2,273; p = 0,1563). Auch der SP-
Rezeptor-Agonist GR73632 hat keinen Einfluss auf die Expression von mRNA fur
0CGRP (Median: 1,964; p = 0,2500). Die Ko-Stimulation mit den jeweiligen
Rezeptorinhibitoren fiihrt ebenfalls zu keinen relevanten Verdnderungen. Die
endogene SP-Expression wird durch exogene Stimulation mit SP nicht beeinflusst. Die

exogene Stimulation mit aCGRP hat ebenfalls keinen Einfluss auf die endogene

aCGRP-Expression (p > 0,1).
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4.2.2.3. Einfluss auf die Genexpression von Neuropeptidrezeptoren in vitro

Nach dem Nachweis der Expression des SP-Rezeptors NKIR und des aCGRP-
Rezeptors - bestehend aus den Rezeptoruntereinheiten CRLR und Ramp1l - in MLO-
Y4-Zellen (Kapitel 4.1) wurde untersucht, inwiefern die Stimulation von MLO-Y4-

Zellen mit SP und aCGRP die Genexpression der Neuropeptidrezeptoren beeinflusst.
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Abbildung 17: Einfluss von SP und aCGRP, dem NK1R-Agonisten GR73632 (GR), dem NK1R-
Antagonisten L733,060 (L) allein und zusammen mit SP, dem aCGRP-Rezeptorantagonisten
CGRPs.37 (C*) allein, sowie in Kombination, auf die Genexpression von NK1R (a), CRLR (b) und
Ramp1 (c) in Relation zu unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten (1, Kalibrator, gestrichelte Linie). Die
Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen.n=4 - 6. * p < 0,05
(Wilcoxon Signed-Rank Test).

Die mRNA-Expression von NK1R wird weder durch Stimulation mit dem NKI1R-
Agonisten GR73632 (Median: 2,056; p = 0,3125) noch durch Stimulation mit SP und
0CGRP beeinflusst (SP: Median: 0,8890; p > 0,9999 / aCGRP: Median: 0,4134; p =
0,3750) und durch Stimulation mit SP nicht beeinflusst.

Die Genexpression der 0oCGRP-Rezeptorkomponente CRLR ist nach allen
durchgefiihrten Stimulationen unverdndert im Vergleich zur Genexpression in
unstimulierten MLO-Y4-Zellen (p > 0,1).

Wihrend die alleinige Stimulation von MLO-Y4-Zellen mit SP, dem NK1R-Agonisten
GR73632 und dem NKI1R-Antagonisten L733,060 die Genexpression der zweiten
aCGRP-Rezeptorkomponente Ramp1 nicht wesentlich verdndert (SP: Median: 0,9206;
p =0,5625 / GR73632: Median: 1,098; p = 0,4375 / L733,06: Median: 0,9264; p = 0,6875),
fithrt die Ko-Stimulation mit SP und dem NKI1R-Antagonist L733,060 zu einer
signifikanten Reduktion der Genexpression von Rampl1 in Relation zu unstimulierten
Kontrollzellen (Median: 0,9163; p = 0,0313). Das Neuropeptid aCGRP und der

Rezeptorantagonist CGRPs 37 beeinflussen weder bei alleiniger noch bei kombinierter

Stimulation die Expression von Ramp1 in MLO-Y4-Zellen (p > 0,1).
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4.2.2.4. Einfluss auf die Genexpression eines Markers der Osteozytenmorphologie in vitro

Ein wichtiger Schritt in der Entwicklung vom Osteoblast zum Osteozyt ist die
Ausbildung von Dendriten. Dem Protein E11 wird hierbei eine Schliisselrolle
zugeschrieben (Kapitel 1.2.1). Wir untersuchten, ob SP und oCGRP die
Osteozytenmorphologie verdndern konnen, indem wir die Auswirkungen der

Stimulationen auf die Genexpression von E11 in MLO-Y4-Zellen analysierten.
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Abbildung 18: Einfluss von SP und aCGRP, dem NK1R-Agonisten GR73632 (GR), dem NK1R-
Antagonisten L733,060 (L), dem aCGRP-Rezeptorantagonisten CGRPs.37 (C*) allein, sowie in
Kombination, auf die Genexpression von E11 in Relation zu unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten
(1, Kalibrator, gestrichelte Linie). Die Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH
(Normalizer) bezogen.n=5-6.

Osteozyten-dhnliche Zellen der MLO-Y4-Zelllinie reagieren auf Stimulation mit SP
und mit aCGRP jeweils tendenziell mit einer Reduktion der Genexpression von E11
(SP: Median: 0,8011; p = 0,0625 / aCGRP: Median: 0,9075; p = 0,0625). Die kombinierte
Stimulation mit den jeweiligen Rezeptorantagonisten hebt die verminderte E11-
Expression jedoch nicht oder nur teilweise auf (SP + L733,060: Median: 0,8001; p =
0,0313 / aCGRP + CGRPs37: Median: 0,9034; p = 0,1563). Die Stimulationen mit dem
NK1R-Agonisten GR73632 fiihren ebenso wie die alleinigen Stimulationen mit den
Rezeptorantagonisten zu keinen wesentlichen Verdnderungen der Genexpression von

E11 in MLO-Y4-Zellen (p > 0,1).
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4.2.2.5. Einfluss auf die Genexpression von Regulatoren der Osteoblastogenese in vitro

Uber die Expression der inhibitorischen Molekiile SOST und DKKI1 steuern
Osteozyten die Osteoblastendifferenzierung und -aktivitdt und damit den

Knochenumbau (Kapitel 1.2.2.1).
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Abbildung 19: Einfluss von SP und aCGRP, dem NK1R-Agonisten GR73632 (GR), dem NK1R-
Antagonisten L733,060 (L) allein oder zusammen mit SP, dem aCGRP-Rezeptorantagonisten
CGRPg.37 (C*) allein, sowie in Kombination, auf die Genexpression von DKK1 in Relation zu
unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten (1, Kalibrator, gestrichelte Linie). Die Genexpression ist auf
die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen. n = 5 - 6.

Die Stimulation von MLO-Y4-Zellen mit SP, aCGRP und GR73632 ergab keine
wesentlichen Anderungen der Genexpression von DKK1 (p > 0,1). Da SOST
ausschliefSlich von reifen, fest in die Matrix eingebetteten Osteozyten exprimiert wird
und die Zelllinie MLO-Y4 stattdessen junge, unreife Osteozyten reprasentiert (14), ist
das Gen SOST in MLO-Y4-Zellen nur gering exprimiert (Kapitel 4.2.2.1). In unseren
Versuchen lagen die Ct-Werte stets tiber einem Wert von 38, weshalb eine Analyse des
Einflusses der sensiblen Neuropeptide auf die Genexpression von SOST nicht moglich

war (Daten nicht gezeigt).
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4.2.2.6. Einfluss auf die Genexpression von Regulatoren der Osteoklastogenese in vitro

Osteozyten regulieren neben der Osteoblastogenese auch die Differenzierung und

Aktivierung von Osteoklasten iiber die Expression von RankL, OPG und MCSF

(Kapitel 1.2.2.1).
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Abbildung 20: Einfluss von SP und aCGRP, dem NK1R-Agonisten GR73632 (GR), dem NK1R-
Antagonisten L733,060 (L) allein oder zusammen mit SP, dem aCGRP-Rezeptorantagonisten
CGRPs.37 (C*) allein, sowie in Kombination, auf die Genexpression von RankL (a), OPG (b) und
MCSF (c) in Relation zu unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten (1, Kalibrator, gestrichelte Linie). Die
Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen. n =5 - 6.

Weder die Stimulation mit SP und GR73632 noch mit aCGRP fiihrt zu Anderungen
der Genexpression von RankL in MLO-Y4-Zellen (p > 0,1). Die Stimulation der Zellen
mit dem NK1R-Agonisten GR73632 zusammen mit dem NK1R-Antagonisten L733,060
reduziert die Genexpression von RankL tendenziell (Median: 0,8207; p = 0,0625).

Die Expression von OPG ist nach Stimulation mit SP allein und in Kombination mit
dem NK1R-Antagonisten L733,060 sowie nach Stimulation mit GR73632 tendenziell
leicht erhoht (SP: Median: 1,586; p = 0,0625 / SP + L733,060: Median: 1,325; p = 0,0625
/ GR73632: Median: 1,290; p = 0,0625) und bleibt nach Stimulation mit aCGRP
unverdndert (p > 0,1). Jedoch fiihrt die Stimulation mit aCGRP in Kombination mit
dem Antagonisten CGRPs 37 tendenziell zu einer Erhchung der Genexpression von
OPG (Median: 1,299; p = 0,0625).

MLO-Y4-Zellen exprimieren tendenziell mehr mRNA fiir MCSF nach Stimulation mit
dem NK1R-Agonisten GR73632 (Median: 1,214; p = 0,0625), wiahrend die Stimulation
mit SP und aCGRP sowie den Antagonisten keinen wesentlichen Effekt auf die

Genexpression von MCSF hat (p > 0,1).
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4.2.2.7. Einfluss auf die Genexpression von Mediatoren der Mechanorezeption in vitro

Osteozyten fungieren als Haupt-Mechanorezeptoren des Knochens (Kapitel 1.2.2.2).

Das Tachykinin-System wurde bereits in Chondrozyten und Tenozyten als

Mechanosensor beschrieben (239). Daher untersuchten wir den Einfluss der sensiblen

Neuropeptide auf die Genexpression von drei Mediatoren, die fiir die osteozytdre

Mechanorezeption relevant sind - CD44, GJA1 und PKD1.
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Abbildung 21: Einfluss von SP und aCGRP, dem NK1R-Agonisten GR73632 (GR), dem NK1R-
Antagonisten L733,060 (L) allein und zusammen mit SP, dem aCGRP-Rezeptorantagonisten
CGRPg.37 (C*) allein, sowie in Kombination, auf die Genexpression von CD44 (a), GJA1 (b) und
PKD1 (c) in Relation zu unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten (1, Kalibrator, gestrichelte Linie). Die
Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen.n=5-6. * p < 0,05
(Wilcoxon Signed-Rank Test).

Die Genexpression von CD44 wird durch Stimulation mit dem NK1R-Agonisten
GR73632 signifikant erhoht (Median: 1,383; p = 0,0313). Die Stimulation von MLO-Y4-
Zellen mit dem NK1R-Antagonisten L733,060 fithrt zu einer tendenziell verminderten
Genexpression von PKD1 (Median: 0,6029; p = 0,0625). Weitere Effekte auf die
Expression von CD44, GJA1 und PKD1 wurden nach Stimulation mit SP, GR73632 und
aCGRP sowie den entsprechenden Rezeptorinhibitoren nicht beobachtet (p > 0,1).
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4.2.2.8. Einfluss auf die Genexpression von Modulatoren des Vitamin-D-Phosphat-Haushalts in

vi

tro

Osteozyten greifen durch endokrine Sekretion von FGF23 in den Vitamin-D-Phosphat-

Stoffwechsel ein (Kapitel 1.2.2.3). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von SP

und aCGRP auf die Genexpression von FGF23 sowie der regulatorischen Molekiile

DMP1 und PHEX in MLO-Y4-Osteozyten untersucht.
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Abbildung 22: Einfluss von SP und aCGRP, dem NK1R-Agonisten GR73632 (GR), dem NK1R-
Antagonisten L733,060 (L) allein und zusammen mit SP, dem aCGRP-Rezeptorantagonisten
CGRPg.37 (C*) allein, sowie in Kombination, auf die Genexpression von FGF23 (a), DMP1 (b) und
PHEX (c) in Relation zu unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten (1, Kalibrator, gestrichelte Linie). Die
Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen.n =4 - 6. * p < 0,05
(Wilcoxon Signed-Rank Test).

Nach Stimulation mit SP und GR73632 ist keine Verdnderung der Genexpression von
FGF23 erkennbar (p > 0,1). Die Stimulation mit aCGRP induziert in MLO-Y4-
Osteozyten einen signifikanten Anstieg der Genexpression von FGF23 um etwa das
Dreifache (Median: 3,233; p = 0,0313). Die kombinierte Stimulation mit aCGRP und
dem aCGRP-Rezeptorinhibitor CGRPs37 antagonisiert diesen Effekt (Median: 1,025; p
= 0,6250), wahrend die alleinige Stimulation mit CGRPs.37 keine verdnderte FGF23-
Expression zur Folge hat (p > 0,1).

Die Genexpression des regulatorischen Molekiils DMP1 in MLO-Y4-Zellen wird durch
die Neuropeptid-Stimulation nicht wesentlich beeinflusst (p > 0,1).

Die Stimulation mit SP hat eine tendenzielle Reduktion der Genexpression von PHEX
zur Folge (Median: 0,7436; p = 0,0625), die durch Kombination mit dem NKIR-
Antagonisten L733,060 inhibiert wird (Median: 0,9351; p = 0,6875). Die PHEX-
Expression nach Stimulation mit GR73632 und aCGRP ist hingegen im Wesentlichen

unverdndert zu den unstimulierten Kontrollen (p > 0,1).
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4.2.3. Einfluss von SP und aCGRP auf die Proteinexpression von FGF23 in MLO-
Y4-Zellen

Da die Expression von FGF23 in MLO-Y4-Osteozyten nach Stimulation mit aCGRP
auf mRNA-Ebene signifikant hochreguliert wurde (Kapitel 4.2.2.8), wurde mittels
FGF23-ELISA tberpriift, ob dieser Effekt auf Proteinebene reproduzierbar ist. Hierfiir
wurde die FGF23-Konzentration im Ndhrmedium von unstimulierten MLO-Y4-Zellen
und von mit Neuropeptiden und deren Rezeptorantagonisten stimulierten MLO-Y4-

Zellen bestimmt.
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Abbildung 23: Konzentration von FGF23 im Nahrmedium von MLO-Y4-Osteozyten, die mit SP,
aCGRP, dem NK1R-Agonisten GR73632 (GR), dem NK1R-Antagonisten L733,060 (L) allein und
zusammen mit SP und dem oCGRP-Rezeptorantagonisten CGRPs.3; (C*) allein, sowie in
Kombination, stimuliert wurden, und von unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten (Kontrolle). Die
einzelnen Messwerte sind als Punkte dargestellt und eine horizontale Linie markiert den Median
der Messwerte innerhalb einer Gruppe. n = 5.

Jedoch waren die mittels FGF23-ELISA im Ndhrmedium der Zellen gemessenen
Konzentrationen von FGF23 sehr niedrig und hdufig konnte gar kein FGF23 detektiert
werden. Aufgrund der nur minimalen Sekretion von FGF23 durch MLO-Y4-
Osteozyten kann keine belastbare Aussage iiber den Einfluss der sensiblen

Neuropeptide auf die FGF23-Expression von MLO-Y4-Zellen auf Proteinebene

getroffen werden.
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Da FGF23 nach extrazelluldr sezerniert werden muss, um potenzielle Zielzellen im
Organismus zu erreichen und relevante biologische Prozesse auszultsen (14), wurde
die FGF23-Konzentration in unseren Versuchen im Ndhrmedium der MLO-Y4-Zellen
bestimmt. Um zu iiberpriifen, ob die Stimulation der Zelllinie mit den Neuropeptiden
SP und aCGRP die Synthese von FGF23 beeinflusst, konnte in zukiinftigen Studien
der FGF23-ELISA mit Zelllysaten von MLO-Y4-Zellen wiederholt werden.
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4.3. Einfluss der Abwesenheit von SP und oCGRP auf die
Genexpression in murinen Rohrenknochen in vivo

4.3.1. Genexpression in murinen Rohrenknochen aus Wildtyp-Mausen

Um den Einfluss der Neuropeptide SP und aCGRP auf Osteozyten auch in vivo
untersuchen zu konnen, wurde die Genexpression der sensiblen Neuropeptide, deren
Rezeptoren und der in Tabelle 3 aufgelisteten Osteozytenmarker in R6hrenknochen
von SP-defizienten Tacl-Knockout-Mausen, aCGRP-defizienten a CGRP-Knockout-
Madusen und Wildtyp-Mdusen mittels qPCR analysiert. Vor dem Vergleich der
Genexpression in Knochen der verschiedenen Genotypen wurde die absolute
Expression der zu untersuchenden Gene in Knochen von Wildtyp-Mdusen bestimmt.
Ein hoher Ct-Wert steht fiir eine geringe Expression, wahrend ein niedriger Ct-Wert

eine starke Expression ausdruickt.

mRNA-Expression in WT
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Abbildung 24: Expression der im Rahmen dieses Projekts untersuchten Gene in Rohrenknochen
von Wildtyp-Mausen. Der Graph stellt die absoluten Ct-Werte der Expression von sensiblen
Neuropeptiden (1), Rezeptoren fiir sensible Neuropeptide (2), Osteoblastenmarker (3), einem
Regulator der Osteozytenmorphologie (4), Regulatoren der Osteoblastogenese (5), Regulatoren
der Osteoklastogenese (6), Mediatoren der Mechanorezeption (7), Modulatoren des Vitamin-D-
Phosphat-Stoffwechsels (8) und der endogenen Kontrolle (Referenzgen, 9) in Rohrenknochen von
Wildtyp-Mausen dar. n = 4,

Im Roéhrenknochen von Wildtyp-Mdusen werden die sensiblen Neuropeptide SP und
aCGRP méfiig exprimiert (medianer Ct-Wert von SP: 34,58 / medianer Ct-Wert von
aCGRP: 31,53). Die Genexpression des SP-Rezeptors NK1R ist ebenfalls eher gering,
widhrend die a CGRP-Rezeptorkomponenten CRLR und Rampl eine hohere mRNA-
Expression aufweisen (medianer Ct-Wert von NK1R: 30,23 / medianer Ct-Wert von
CRLR: 23,62 / medianer Ct-Wert von Rampl: 18,78). Im Knochen von Wildtyp-
Madusen werden die Osteoblasten-spezifischen Gene ALP und OSX ebenso wie der
Osteozyten-spezifische Marker E11 stark exprimiert (medianer Ct-Wert von ALP:
19,82 / medianer Ct-Wert von OSX: 24,56 / medianer Ct-Wert von E11: 24,89). Die
Genexpression der LRP-Antagonisten SOST und DKK1 und der Osteoklastogenese-
Regulatoren RankL und MCSF liegt ebenfalls auf einem hohen Niveau, wéhrend
mRNA fiir OPG im murinen Rohrenknochen nur méfiig exprimiert wird (medianer
Ct-Wert von SOST: 25,49 / medianer Ct-Wert von DKK1: 20,86 / medianer Ct-Wert
von RankL: 24,23 / medianer Ct-Wert von OPG: 30,75 / medianer Ct-Wert von MCSF:
22,39). Die Mediatoren der Mechanorezeption GJA1 und PKD1 werden im Knochen
von Wildtyp-Méusen stark und CD44 méfiig exprimiert (medianer Ct-Wert von GJA1:
20,52 / medianer Ct-Wert von PKD1: 25,05 / medianer Ct-Wert von CD44: 30,78).
Auch Modulatoren des Vitamin-D-Stoffwechsels und des Phosphat-Haushalts werden
in den Zellen von murinen Rohrenknochen auf mRNA-Ebene stabil exprimiert. Die
Genexpression von DMP1 und PHEX ist hoch und die Genexpression von FGF23 ist
méflig (medianer Ct-Wert von DMP1: 19,41 / medianer Ct-Wert von PHEX: 21,43 /
medianer Ct-Wert von FGF23: 28,07).

Aus den ermittelten absoluten Ct-Werten kann gefolgert werden, dass die aus den
Knochen isolierte RNA nicht aus einer einzelnen Zellpopulation stammt. Die starke
Genexpression von Osteoblastenmarkern (ALP, OSX) und von Markern fiir junge

Osteozyten (E11, DMP1, PHEX) sowie fiir reife Osteozyten (SOST, FGF23) deutet
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darauf hin, dass die isolierte RNA sowohl aus Osteoblasten als auch aus Osteozyten

in allen Stadien der Osteozytogenese stammt.
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4.3.2. Einfluss auf die Genexpression von sensiblen Neuropeptiden in vivo

Die Deletion von SP beziehungsweise aCGRP in Madusen fiihrt zu einer
kompensatorisch erhohten Serumkonzentration des entsprechenden nicht-deletierten
Neuropeptids (230). Daher wurde im Rahmen dieses Projekts die Expression der

Neuropeptide im Knochen von Tacl- und aCGRP-Knockout-Mdusen auf mRNA-

Ebene untersucht.
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Abbildung 25: Genexpression von SP (a) und aCGRP (b) in R6hrenknochen von SP-defizienten
Tac1-Knockout-Mausen (Tac1-/-) und aCGRP-defizienten aCGRP-Knockout-Mausen («CGRP-/-) in
Relation zur Genexpression in R6hrenknochen von Wildtyp-Mausen (1, Kalibrator, gestrichelte
Linie). Die Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen. n = 5. ***
p <0,001; ***p < 0,0001 (One sample t test).

Die Abwesenheit von SP beziehungsweise d CGRP beeinflusst die Genexpression des
jeweils anderen Neuropeptids im Knochen nicht (SP in a CGRP-/-: Median: 1,029; p =
0,9085 / aCGRP in Tac-/-: Median: 1,166; p = 0,6311). Die Deletion von SP fiihrt zu
einer hochsignifikanten Hochregulierung der Genexpression eines zu SP dhnlichen
Molekiils, dessen mRNA nach Umschreibung in cDNA von den SP-Primern erkannt
wird (Median: 223,7; p = 0,0007). Bei diesem handelt es sich am wahrscheinlichsten um
Hemokinin 1 (Kapitel 5.3). aCGRP-Knockout-Méduse weisen, verglichen mit Wildtyp-
Maédusen, eine hochsignifikant verringerte Genexpression von aCGRP auf (Median:

0,08163; p < 0,0001).
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4.3.3. Einfluss auf die Genexpression von Neuropeptidrezeptoren in vivo

Es wurde der Einfluss der Abwesenheit von SP und aCGRP in Mdusen auf die
Genexpression des SP-Rezeptors NK1R und des a CGRP-Rezeptordimers - bestehend
aus den Untereinheiten CRLR und Ramp1 - in Knochenzellen untersucht.
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Abbildung 26: Genexpression von NK1R (a), CRLR (b) und Ramp1 (c) in R6hrenknochen von SP-
defizienten Tac1-Knockout-Mausen (Tac1-/-) und aCGRP-defizienten aCGRP-Knockout-Mausen
(aCGRP-/-) in Relation zur Genexpression in Rohrenknochen von Wildtyp-Mausen (1, Kalibrator,
gestrichelte Linie). Die Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer)
bezogen. n =5.

Tacl-Knockout-Mduse exprimieren in Rohrenknochen tendenziell mehr mRNA fiir
den SP-Rezeptor NKIR als Wildtyp-Méduse (Median: 6,179; p = 0,0935), wiahrend die
Genexpression von NK1R in a CGRP-Knockout-Médusen nicht wesentlich verdandert ist
(p > 0,1). Die Deletion von SP und aCGRP fiihrt zu keinen relevanten Regulierungen
der Genexpression der a CGRP-Rezeptoruntereinheiten CRLR und Ramp1 in murinen

Rohrenknochen (p > 0,1).
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4.3.4. Einfluss auf die Genexpression von Osteoblastenmarkern in vivo

Die aus murinen Rohrenknochen isolierte RNA stammt zu einem grofien Teil aus
Osteoblasten und Osteozyten (Kapitel 4.3.1). Es wurden zahlreiche Effekte von
sensiblen Neuropeptiden auf die Differenzierung, Proliferation und Aktivitdt von
Osteoblasten beobachtet (Kapitel 1.3.2.2 und 1.3.3.2). Zudem wurde beschrieben, dass
Osteozyten moglicherweise zu funktionalen Osteoblasten dedifferenzieren kénnen
(240). Vor diesem Hintergrund wurde der Einfluss der sensiblen Neuropeptide SP und
0CGRP auf die Anzahl beziehungsweise Aktivitit der im Knochen vorhandenen
Osteoblasten analysiert, indem die Genexpression der Osteoblastenmarker ALP und
OSX in Rohrenknochen aus Tacl- und aCGRP-Knockout-Médusen mit denen aus

Wildtyp-Mdusen verglichen wurde.
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Abbildung 27: Genexpression von ALP (a) und OSX (b) in R6hrenknochen von SP-defizienten
Tac1-Knockout-Mausen (Tac1-/-) und aCGRP-defizienten aCGRP-Knockout-Mausen (aCGRP-/-) in
Relation zur Genexpression in R6hrenknochen von Wildtyp-Mausen (1, Kalibrator, gestrichelte
Linie). Die Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen. n = 5.

Die Deletion von SP und aCGRP fiihrt zu keinen wesentlichen Verdnderungen der

Genexpression der Osteoblastenmarker ALP und OSX in murinen Rohrenknochen.
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4.3.5. Einfluss auf die Genexpression eines Markers der Osteozytenmorphologie in
vivo

Das Transmembranprotein E11 spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der
osteozytdren Dendriten und ist wahrend der Osteozytogenese das friiheste spezifisch
in Osteozyten nachzuweisende Protein (Kapitel 1.2.1). Der Vergleich der
Genexpression von E11 in Knochen aus Tacl- und aCGRP-Knockout-Mdusen mit
Wildtyp-Mdusen erlaubt daher Riickschliisse auf den Einfluss von SP und aCGRP auf

die Osteozytenmorphologie (Dendritenausbildung) sowie auf die Osteozytogenese.

E11
1.4
1.3
1.2+
1.1
1.01-
0.9-
0.8

Tacl/- aCGRP-/-

Relative Expression RQ
(bezogen auf Wildtyp)

Abbildung 28: Genexpression von E11 in Rohrenknochen von SP-defizienten Tac1-Knockout-
Mausen (Tac1-/-) und aCGRP-defizienten aCGRP-Knockout-Mausen («CGRP-/-) in Relation zur
Genexpression in Rohrenknochen von Wildtyp-Mausen (1, Kalibrator, gestrichelte Linie). Die
Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen. n =4 - 5.

Tacl- und aCGRP-Knockout-Mduse weisen keine verdnderte Genexpression von E11,

verglichen mit Wildtyp-Mé&usen, im Knochen auf (p > 0,1).
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4.3.6. Einfluss auf die Genexpression von Regulatoren der Osteoblastogenese in
vivo

Die Knochen von Tacl- und aCGRP-Knockout-Mdusen zeigen eine vermehrte
Sklerosierung verglichen mit den Knochen von Wildtyp-Mdusen (230). Um den
Einfluss von Osteozyten auf die durch Abwesenheit von SP und aCGRP induzierte
Sklerosierung zu wuntersuchen, wurde die Genexpression von osteozytdren
Mediatoren, die die Differenzierung und Aktivitdt von Osteoblasten und Osteoklasten
(Kapitel 4.3.7) regulieren, in murinen Knochen der unterschiedlichen Genotypen
(Tacl-/-, aCGRP-/-, Wildtyp) miteinander verglichen. Fiir die Analyse des Einflusses
von SP und oCGRP auf die osteozytire Regulierung der Knochen-bildenden
Osteoblasten wurde die Genexpression der LRP-Antagonisten SOST und DKK1

(Kapitel 1.2.2.1) in murinen R6hrenknochen untersucht.
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Abbildung 29: Genexpression von SOST (a) und DKK1 (b) in Rohrenknochen von SP-defizienten
Tac1-Knockout-Mausen (Tac1-/-) und aCGRP-defizienten aCGRP-Knockout-Mausen (aCGRP-/-) in
Relation zur Genexpression in R6hrenknochen von Wildtyp-Mausen (1, Kalibrator, gestrichelte
Linie). Die Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer) bezogen. n=5. * p
< 0,05 (One sample t test).

Der Einfluss der Deletion von SP und aCGRP auf die Genexpression der osteozytdren
Osteoblastogenese-Inhibitoren SOST und DKK1 in murinen Rohrenknochen ist
gering. Verglichen mit Wildtyp-Madusen weisen Tacl-Knockout-Méduse keine
wesentlichen Verdnderungen der Genexpression von SOST und DKK1 auf (p > 0,1),
widhrend im Knochen aus aCGRP-Knockout-Mdusen eine signifikant erhohte

Genexpression von DKK1 (Median: 1,268, p = 0,0488) bei unverdnderter SOST-

Expression (p > 0,1) zu beobachten ist.

1M



Kapitel 4 Ergebnisse

4.3.7. Einfluss auf die Genexpression von Regulatoren der Osteoklastogenese in
vivo

Osteozyten konnten durch SP- beziehungsweise a CGRP-vermittelte Verdnderungen
der Regulierung der Osteoklastogenese zum sklerotischen Knochenphénotyp in Tacl-
beziehungsweise aCGRP-Knockout-Mdusen (230) beitragen. Um zu untersuchen,
inwiefern die osteozytdre Regulierung von Osteoklasten durch SP und aCGRP
moduliert wird, wurde die Genexpression der von Osteozyten exprimierten
Osteoklastogenese-Regulatoren RankL, OPG und MCSF (Kapitel 1.2.2.1) in murinen
Rohrenknochen aus Tacl- und aCGRP-Knockout-Mdusen mit denen aus Wildtyp-

Méusen verglichen.
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Abbildung 30: a - c: Genexpression von RankL (a), OPG (b) und MCSF (c) in Rohrenknochen von
SP-defizienten Tac1-Knockout-Mausen (Tac1-/-) und aCGRP-defizienten aCGRP-Knockout-
Mausen (aCGRP-/-) in Relation zur Genexpression in R6hrenknochen von Wildtyp-Mausen (1,
Kalibrator, gestrichelte Linie). Die Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH
(Normalizer) bezogen. n=5. * p < 0,05; ** p < 0,01 (One sample t test).

d: Verhaltnis der Genexpression von RankL und OPG in Rohrenknochen von SP-defizienten Tac1-
Knockout-Mausen (Tac1-/-) und aCGRP-defizienten aCGRP-Knockout-Mausen (aCGRP-/-) in
Relation zum Verhaltnis der Genexpression von RankL und OPG in R6hrenknochen von Wildtyp-
Mausen (1, Kalibrator, gestrichelte Linie). Die Genexpression ist auf die endogene Kontrolle
GAPDH (Normalizer) bezogen. n = 5. * p < 0,05; ** p < 0,01 (One sample t test).

Die Abwesenheit von SP und aCGRP in vivo fiihrt zu keinen relevanten
Veranderungen der Genexpression von RankL im Knochen in Relation zu Wildtyp-
Miusen (p > 0,1). Die Genexpression von OPG im Knochen ist, verglichen mit
Wildtyp-Mdusen, in Tacl-Knockout-Mdusen signifikant erhoht und in aCGRP-
Knockout-Médusen tendenziell erhoht (Tacl-/-: Median: 1,555; p = 0,0119 / aCGRP-/-
: Median: 1,401; p = 0,0638). Dies resultiert in einer signifikanten Reduktion des
RankL/OPG-Verhiltnisses im Knochen von Tacl- und aCGRP-Knockout-Maiusen in
Relation auf das RankL/OPG-Verhdltnis im Knochen von Wildtyp-Mdusen um etwa
50% (Tacl-/-: Median: 0,4961; p = 0,0068 / aCGRP-/-: Median: 0,4565; p = 0,0167).

In Rohrenknochen sowohl von Tacl- als auch von aCGRP-Knockout-Mausen wird

hochsignifikant weniger mRNA fiir MCSF exprimiert als in Knochen von Wildtyp-
Médusen (Tacl-/-: Median: 0,5593; p = 0,0064 / aCGRP-/-: Median: 0,6184; p = 0,0096).
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4.3.8. Einfluss auf die Genexpression von Mediatoren der Mechanorezeption in vivo

Um den Einfluss der sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP auf die osteozytdre
Mechanorezeption in vivo zu untersuchen, wurden Unterschiede in der
Genexpression der osteozytdaren Mediatoren CD44, GJA1 und PKD1 (Kapitel 1.2.2.2)

im Knochen von Tacl- beziehungsweise aCGRP-Knockout-Médusen und Wildtyp-

Maiusen bestimmt.
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Abbildung 31: Genexpression von CD44 (a), GJA1 (b) und PKD1 (c) in Rohrenknochen von SP-
defizienten Tac1-Knockout-Mausen (Tac1-/-) und aCGRP-defizienten aCGRP-Knockout-Mausen
(aCGRP-/-) in Relation zur Genexpression in Rohrenknochen von Wildtyp-Mausen (1, Kalibrator,
gestrichelte Linie). Die Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer)
bezogen.n=5.

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression von CD44, GJA1

und PKD1 zwischen den einzelnen Genotypen festgestellt.
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4.3.9. Einfluss auf die Genexpression von Modulatoren des Vitamin-D-Phosphat-
Haushalts in vivo

Osteozyten synthetisieren FGF23 und regulieren tiber dessen Sekretion den Vitamin-
D-Phosphat-Stoffwechsel. Die Menge an synthetisiertem FGF23 wird in Osteozyten
durch Expression von DMP1 und PHEX gesteuert (Kapitel 1.2.2.3). Im Rahmen dieses
Projekts wurde untersucht, ob die Deletion von SP und aCGRP die Genexpression von

FGF23, DMP1 und PHEX in murinen Rohrenknochen beeinflusst.
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Abbildung 32: Genexpression von FGF23 (a), DMP1 (b) und PHEX (c) in R6hrenknochen von SP-
defizienten Tac1-Knockout-Mausen (Tac1-/-) und aCGRP-defizienten aCGRP-Knockout-Mausen
(aCGRP-/-) in Relation zur Genexpression in Rohrenknochen von Wildtyp-Mausen (1, Kalibrator,
gestrichelte Linie). Die Genexpression ist auf die endogene Kontrolle GAPDH (Normalizer)
bezogen. n =5.

Die Genexpression von DMP1 ist in Knochen von aCGRP-Knockout-Médusen
tendenziell hoher als in Knochen von Wildtyp-Méausen (Median: 1,289; p = 0,0799). Im
Knochen von Tacl-Knockout-Méausen wird tendenziell weniger mRNA fiir PHEX

exprimiert als im Knochen von Wildtyp-Madusen (Median: 0,8879; p = 0,0801). Weitere
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Unterschiede der Genexpression von FGF23, DMP1 und PHEX in Knochen von Tacl-
beziehungsweise a0CGRP-Knockout-Mdusen und Wildtyp-Mdusen wurden nicht

beobachtet (p > 0,1).
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5. Diskussion

SP und aCGRP sind Neurotransmitter des sensiblen Nervensystems, die in einer
Vielzahl unterschiedlicher Zellen exprimiert werden und vielfiltige Wirkungen auf
den Organismus austiben. Auch den Knochenstoffwechsel scheinen die beiden
Neuropeptide mafigebend zu beeinflussen, wobei die exakten Mechanismen zu einem
grofien Teil noch unbekannt sind. Die vorliegende Studie soll zur Kldrung einiger der
noch offenen Fragen beitragen, indem der Einfluss von SP und oCGRP auf

Osteozyten-dhnliche Zellen untersucht wird.

5.1. Nachweis der Expression der Rezeptoren fur SP und aCGRP in
Osteozyten

Das sensible Neuropeptid SP greift durch Modulation der Differenzierung und
Aktivitdt von Osteoblasten und Osteoklasten aktiv in den Knochenstoffwechsel ein.
Da diese Effekte durch den Rezeptor NK1R vermittelt werden, ist ein Nachweis von
NKI1R in Osteozyten die Voraussetzung fiir potenzielle SP-vermittelte Regulierungen
in Osteozyten (164), (170), (171).

Wir konnten die Expression des NK1-Rezeptors in MLO-Y4-Osteozyten sowohl auf
Genebene mittels qPCR als auch auf Proteinebene mittels Western Blots und
Immunfluoreszenzfirbungen nachweisen. Damit bestdtigen unsere Ergebnisse die
Studien von Goto et al. und Fristad et al., die ebenfalls zeigten, dass Osteozyten den
SP-Rezeptor NK1R exprimieren (181), (182). Somit sind Osteozyten potenziell in der
Lage, auf Exposition zu dem sensiblen Neuropeptid SP zu reagieren.

Die Diskrepanz zwischen geringer mRNA-Expression und starker Expression auf
Proteinebene konnte durch ein ausgeprdgtes intrazelluldres Recycling des NKI-
Rezeptors erklart werden (241). Hierfur spricht auch die sowohl in unseren
Immunfluoreszenzfarbungen als auch von Goto et al. detektierte starke

Immunreaktivitit von NKIR im Zytoplasma (181). Auch in mRNA, die aus
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Rohrenknochen von Wildtyp-Mdusen isoliert wurde, wurde nur eine schwache
Genexpression von NK1R nachgewiesen.

Durch alternatives Splicing entstehen zwei Isoformen des NKI1-Rezeptors, die
moglicherweise unterschiedliche Effekte nach Aktivierung durch Tachykinine
vermitteln (170). Da die in unseren Western Blots und Immunfluoreszenzfiarbungen
verwendeten Antikorper sowohl den full-lenght NK1R als auch den trunkated NK1R
erkennen, kann keine Aussage tiber die Verteilung der beiden Spleifivarianten in
MLO-Y4-Osteozyten getroffen werden.

Das sensible Neuropeptid aCGRP vermittelt seine Wirkung hauptsachlich tiber ein
Rezeptordimer, das aus dem 7TM-Rezeptor CRLR und dem Ko-Rezeptor Rampl
besteht. Da Rampl durch Glykolysierung von CRLR dessen Ligandenspezifitat
herstellt und fur den Transport des Rezeptors zur Zelloberfliche sowie fiir die
Bindung eines Liganden wunerldsslich ist, ist der Nachweis beider
Rezeptorkomponenten in Osteozyten eine essenzielle Voraussetzung fiir potenzielle
Reaktionen der Zellen auf Exposition zu aCGRP (206), (207), (208). Die Expression von
CRLR und Rampl wurde bereits in Osteoblasten und Osteoklasten sowie deren
Vorlduferzellen nachgewiesen wurden (218), (219), (220), wadhrend bisher keine
Untersuchungen beziiglich der Expression des aCGRP-Rezeptors in Osteozyten
publiziert wurden.

Wir konnten erstmalig die Expression der beiden aCGRP-Rezeptoruntereinheiten
CRLR und Rampl in MLO-Y4-Osteozyten auf Genebene und auf Proteinebene
nachweisen. Mittels qPCR ermittelten wir hohere Ct-Werte fiir Rampl1 als fiir CRLR,
entsprechend einer hoheren Genexpression von CRLR als von Ramp1. Dies konnte
dadurch begriindet sein, dass CRLR neben Rampl noch fiir weitere Proteine der
Ramp-Familie zur Bildung anderer Rezeptordimere (AMi- und AM;-Rezeptor) zur
Verfiigung steht, wahrend Rampl hauptsdchlich an CRLR und nur in geringem
Ausmaf’ noch an CTR bindet (206), (207), (208), (209), (210). Auf Proteinebene konnte
mittels Western Blotting und Immunfluoreszenzfarbungen fiir Dbeide
Rezeptorkomponenten eine stabile Expression in MLO-Y4-Osteozyten nachgewiesen
werden. Sowohl fiur CRLR als auch fiir Rampl zeigte sich in spezifischen
Immunfluoreszenzfarbungen ein stdrkeres Fluoreszenzsignal im Zytoplasma als in

der Zellmembran. Die perinukledren Intensititsmaxima des Fluoreszenzsignals
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suggerieren, dass beide aCGRP-Rezeptoruntereinheiten zu einem grofien Teil
getrennt voneinander im endoplasmatischen Retikulum vorliegen. Das zwar
schwéchere, aber dennoch eindeutig detektierbare Fluoreszenzsignal in der
Umgebung der Zellmembran, ldsst vermuten, dass ein kleinerer Teil der
Rezeptorkomponenten als Rezeptorkonjugat CRLR/Rampl an die Zelloberfldche
transportiert wird und fiir die Aktivierung durch den Liganden oaCGRP zur
Verftigung steht (206), (207), (208). Auf Grundlage unserer Ergebnisse postulieren wir,
dass Osteozyten in der Lage sind, Stimuli des sensiblen Neuropeptids aCGRP tiber

das Rezeptordimer CRLR/Rampl wahrzunehmen und entsprechend zu reagieren.
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5.2. Einfluss von SP und aCGRP auf die Proliferation und Apoptose von
Osteozyten

Zahlreiche Studien wiesen einen Einfluss von sensiblen Neuropeptiden auf die
Zellteilung und den Zelltod von Osteoblasten und Osteoklasten nach (188), (231). Um
entsprechende Effekte auch in Osteozyten offenzulegen, untersuchten wir, inwiefern
eine Stimulation von Osteozyten-dhnlichen Zellen der Zelllinie MLO-Y4 mit SP, einem
NK1R-Agonisten und einem NKIR-Antagonisten sowie mit dCGRP und einem
aCGRP-Rezeptor-Antagonisten die Proliferation und Apoptose der Zellen beeinflusst.
Nach Stimulation mit SP in hoher (10-8 M) und niedriger Konzentration (10-1° M) sowie
dem entsprechenden Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten zeigten sich bei einer
Stimulationsdauer von 24 Stunden keine relevanten Verdnderungen der
Zellproliferation. In unseren Versuchen wurden die gleichen SP-Konzentrationen wie
in fritheren Studien, die einen positiven Effekt von SP auf die Proliferation von
Osteoblasten-Vorlduferzellen nachweisen konnten, verwendet (185), (188), (193). Die
Zellteilung von reifen Osteoblasten wurde in einer Studie von Wang et al. durch SP
hingegen nicht beeinflusst (185). Vor diesem Hintergrund erscheint es logisch, dass
die Proliferation von Osteozyten-dhnlichen MLO-Y4-Zellen, die Zellen in einer noch
weiter fortgeschrittenen Differenzierungsphase als reife Osteoblasten reprasentieren
(14), ebenfalls nicht in relevantem Ausmafi durch SP verdndert wird. Auch die
Apoptoserate von MLO-Y4-Osteozyten war in unseren Versuchen nach Stimulation
mit SP in beiden Konzentrationen (10® M und 101 M) zu allen gemessenen
Zeitpunkten (nach Stimulation fiir 1 Stunde, 4 Stunden und 24 Stunden) weitgehend
unverdndert im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Der spezifische NK1R-Antagonist
L733,060 erhohte jedoch bei einer Stimulationsdauer von 24 Stunden die Apoptoserate
in MLO-Y4-Zellen tendenziell. Dies konnte auf eine antiapoptotische Wirkung von SP
bei hinreichend langer Expositionsdauer hindeuten. Niedermair et al. beschrieben eine
erhohte Apoptoserate in Osteoblasten aus SP-defizienten Tacl-Knockout-Mé&dusen
(231). Auch Yang et al. gehen von einer SP-vermittelten Hemmung der Apoptose in
Osteoblasten aus (242). Jedoch war die in unseren Stimulationsversuchen beobachtete

Verdanderung der Apoptoserate nur gering und konnte bei kombinierter Stimulation
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mit dem NK1R-Antagonisten und SP nicht kompensiert werden. Der Einfluss von SP
auf die Proliferation und Apoptose von Osteozyten wurde in bisherigen Studien nicht
untersucht. Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass die tiberlebensfoérdernde
Wirkung von SP auf Osteoblasten mit weiter fortschreitender Differenzierung der
Zellen abnimmt oder sogar verloren geht.

Das sensible Neuropeptid aCGRP beeinflusste in unseren Stimulationsversuchen
weder die Proliferation noch die Apoptose der Osteozyten-dhnlichen Zelllinie MLO-
Y4 wesentlich. In diesen Punkten scheinen sich Osteozyten von Zellen in weniger
fortgeschrittenen Differenzierungsphasen der Osteoblastenlinie zu unterscheiden.
BMSCs sichern in Gegenwart von aCGRP ihren Fortbestand durch Erhohung ihrer
Proliferationsrate bei gleichzeitiger Verminderung ihrer Apoptoserate, wobei die
BMSCs jedoch zum Teil erst nach mehrtdagiger Stimulation mit Verdnderungen der
Proliferations- und Apoptoserate reagierten, wiahrend in unseren Versuchen die
Stimulationsdauer der MLO-Y4-Osteozyten nur maximal 24 Stunden betrug (220),
(224), (225). Auch in reifen Osteoblasten, die sich hinsichtlich des
Differenzierungsgrads zwischen BMSCs und jungen MLO-Y4-Osteozyten befinden,
scheint dCGRP zum einen die Proliferation zu férdern und zum anderen eine
antiapoptotische Wirkung zu haben (224), (243). Unsere Daten suggerieren, dass der
Einfluss von aCGRP auf die Zellteilung und den Zelltod mit weiter fortschreitender

Differenzierung hin zu jungen Osteozyten schwindet.
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5.3. Einfluss von SP und aCGRP auf die endogene Expression sensibler
Neuropeptide und deren Rezeptoren in Osteozyten

Die sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP werden in einer Vielzahl von Zellen aus
neuronalen und nicht-neuronalen Geweben exprimiert (174), (213), (214). Auch Zellen
des muskuloskelettalen Systems, wie beispielsweise Osteoblasten, Osteoklasten und
Chondrozyten, synthetisieren und sezernieren sensible Neuropeptide (231), (244).
Bisher wurde jedoch nicht untersucht, ob auch Osteozyten in der Lage sind, SP und
aCGRP selbst zu synthetisieren.

Unsere Versuche zeigten sowohl fiir SP als auch fiir aCGRP eine schwache mRNA-
Expression in unstimulierten Osteozyten-dhnlichen Zellen der Zelllinie MLO-Y4.
Daher scheinen Osteozyten die Fahigkeit aufzuweisen, die sensiblen Neuropeptide
potenziell selbst zu synthetisieren. Auf die Untersuchung der Sekretion von SP und
oCGRP auf Proteinebene wurde aber aufgrund der nur sehr schwachen Expression
auf mRNA-Ebene (Ct-Werte in der qPCR lagen fiir beide Neuropeptide tiber einem
Wert von 35) verzichtet. Um zu untersuchen, ob trotz niedriger Expression auf mRNA-
Ebene eine relevante Proteinexpression von SP und aCGRP vorliegt, konnten in
zukiinftigen Studien die Neuropeptidkonzentrationen in Zelllysaten oder
Uberstdnden von MLO-Y4-Zellen mittels spezifischer ELISA ermittelt werden.

Im Rahmen dieser Studie wurden die Einfliisse der Stimulationen von MLO-Y4-
Osteozyten mit SP und aCGRP auf die endogene Genexpression der Neuropeptide
analysiert, um mogliche autoregulatorische Prozesse offenzulegen. Eine exogene
Stimulation von MLO-Y4-Osteozyten mit SP, einem NKI1R-Agonisten und einem
NK1R-Antagonisten hatte keinen Einfluss auf die endogene SP-Expression. Somit
scheint die Stimulation mit SP in Osteozyten nicht zur selben Reaktion zu fiihren wie
in Knochenmarksmakrophagen, die nach exogener SP-Stimulation ohne mechanische
Belastung eine tendenziell und mit mechanischer Belastung eine signifikant
verringerte endogene SP-Expression aufweisen (238). Die endogene aCGRP-
Expression wurde in MLO-Y4-Osteozyten durch exogene Stimulation mit aCGRP und
einem 0 CGRP-Rezeptor-Antagonisten ebenfalls nicht beeinflusst. Auch die endogene

Expression des jeweils anderen Neuropeptids wurde durch exogene Stimulation mit
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SP und aCGRP nicht wesentlich verdndert. Zudem konnten wir in vivo keine
Regulierung der Expression von aCGRP im Knochen von Tacl-Knockout-Méausen
und keine Regulierung der Expression von SP im Knochen von aCGRP-Knockout-
Madusen nachweisen. Muschter et al. stellten jedoch in Tacl-Knockout-Mdusen eine
erhohte Serumkonzentration von aCGRP und in aCGRP-Knockout-Mdusen eine
erhohte Serumkonzentration von SP fest (230). Da unsere Ergebnisse gegen eine
parakrine oder autokrine Regulierung der endogenen Neuropeptid-Expression in
Knochenzellen sprechen, postulieren wir, dass Knochenzellen nicht zur
kompensatorisch erh6hten Serumkonzentration von SP beziehungsweise a CGRP bei
Deletion des jeweils anderen Neuropeptids beitragen. Es ist naheliegend, dass es
stattdessen stdarkere Neuropeptid-assoziierte Autoregulationsmechanismen in
anderen Zellarten geben muss.

Wir konnten mittels qPCR im Knochen von Tacl-Knockout-Médusen eine signifikante
Hochregulierung der Genexpression eines mit SP verwandten Peptids, dessen mRNA
nach Umschreibung in ¢cDNA von den SP-Primern erkannt wird, feststellen.
Verglichen mit Wildtyp-Mdusen wird die Expression dieses Peptids im Knochen
durch Deletion von SP um mehr als 200-fach erhsht. Wir gehen davon aus, dass es sich
bei dem detektierten Peptid um Hemokinin 1 - ein mit SP eng verwandtes Mitglied
der Tachykinin-Familie, das durch das Gen Tac4 kodiert wird und daher in Tacl-
Knockout-Médusen exprimiert wird, handelt (169). Da Hemokinin 1 hinsichtlich seiner
Primérstruktur grofle Ahnlichkeiten mit der Aminosduresequenz von SP aufweist,
sehen wir eine Erkennung von Hemokinin 1 durch die SP-Primer als sehr
wahrscheinlich an (245). Ein &hnliches Phianomen wurde von Niedermair et al.
beschrieben, die im Serum von Tacl-Knockout-Mdusen ein zu SP dhnliches Peptid, bei
dem es sich am wahrscheinlichsten ebenfalls um Hemokinin 1 handelt, detektierten
(231). Hemokinin 1 vermittelt seine Wirkung wie auch SP hauptsdchlich durch den
NK1-Rezeptor und scheint agonistisch zu SP zu agieren (164), (170), (171), (245).
Unsere Daten suggerieren eine starke Hochregulierung von Hemokinin 1 im Knochen
durch die Deletion von SP. Ein Knockout des Gens Tacl konnte also in Knochenzellen
kompensatorisch zu einer vermehrten Transkription des Gens Tac4 und somit im
Sinne eines starken Regulationsmechanismus innerhalb der Tachykinin-Familie zu

einer vermehrten Expression von Hemokinin 1 fiihren.
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Neben dem Einfluss von SP und aCGRP auf die endogene Neuropeptid-Expression in
Osteozyten wurden im Rahmen dieser Studie auch potenzielle Neuropeptid-
induzierte Anderungen der Expression der entsprechenden Rezeptoren analysiert.
Effekte der Neuropeptid-Stimulation auf die Expression von Neuropeptid-Rezeptoren
wurden bereits in anderen Zellen beschrieben. Muschter et al. detektierten in murinen
Knochenmarksmakrophagen nach Stimulation mit SP eine verminderte
Genexpression des SP-Rezeptors NKIR und nach Stimulation mit aCGRP eine
verminderte Genexpression von Rampl bei jedoch erhohter Genexpression der
anderen aCGRP-Rezeptoruntereinheit CRLR unter mechanischer Belastung (238).
Backman et al. beschrieben auch in Tenozyten eine verminderte Expression des NK1-
Rezeptors nach exogener Stimulation mit SP (246).

Wir konnten im Knochen von Tacl-Knockout-Médusen eine verglichen mit Wildtyp-
Médusen tendenziell um etwa das 5-fache erhohte mRNA-Expression von NK1R
feststellen. Diese Daten implizieren eine dhnliche inhibitorische Wirkung von SP auf
die SP-Rezeptor-Expression in Knochenzellen wie in Knochenmarksmakrophagen
und in Tenozyten (238), (246). In vitro zeigten sich in MLO-Y4-Osteozyten hingegen
keine relevanten Verdnderungen der NKIR-Expression nach Stimulation mit SP,
wobei sich die in unseren Stimulationsversuchen verwendete SP-Konzentration (10-8
M) von der von Muschter et al. (1010 M) und Backman et al. (107 M) verwendeten SP-
Konzentration unterscheidet (238), (246). Das sensible Neuropeptid aCGRP scheint
basierend auf unseren Ergebnissen keinen Einfluss auf die NK1R-Expression in
Knochenzellen zu haben.

Die Genexpression der beiden aCGRP-Rezeptor-Untereinheiten CRLR und Rampl
unterschied sich weder in mit dCGRP stimulierten MLO-Y4-Osteozyten noch im
Knochen aus aCGRP-Knockout-Médusen im Vergleich zur Genexpression in nicht
stimulierten MLO-Y4-Osteozyten beziehungsweise im Knochen von Wildtyp-
Madusen. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die Anwesenheit des Liganden aCGRP
die Expression seines Rezeptors in Osteozyten nicht beeinflusst. Auch in
Knochenmarksmakrophagen konnten nach Stimulation mit aCGRP in der auch in
unseren Versuchen verwendeten Konzentration von 108 M keine signifikanten
Regulierungen von CRLR und Rampl beobachtet werden. Nur unter mechanischer

Belastung reagierten Knochenmarksmakrophagen auf die Prdasenz von aCGRP mit
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einer erhohten Expression der aCGRP-Rezeptorkomponente CRLR (238). Die
Untersuchung der Expression der Neuropeptid-Rezeptoren in Osteozyten unter
mechanischer Belastung war jedoch im Rahmen der vorliegenden Studie nicht
vorgesehen.

Zusammenfassend suggerieren unsere Ergebnisse, dass Osteozyten potenziell in der
Lage sind, die sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP selbst zu synthetisieren. Unsere
Daten lassen auf einen Regulationsmechanismus der endogenen Neuropeptid-
Expression in Knochenzellen schliefsen. Der Knockout des fiir SP kodierenden Gens
fuhrt im murinen Knochen zu einer starken Hochregulierung der Genexpression eines
zu SP verwandten Mitglieds der Tachykinin-Familie, bei dem es sich am
wahrscheinlichsten um Hemokinin 1 handelt. Das sensible Neuropeptid SP scheint die
Expression seines Rezeptors NKI1R in Knochenzellen zu inhibieren, wahrend die
Expression der d CGRP-Rezeptorkomponenten CRLR und Ramp1 durch Prasenz ihres
Liganden a CGRP nicht beeinflusst wird.
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5.4. Einfluss von SP und aCGRP auf die Differenzierung und Morphologie
von Osteozyten

Sensible Neuropeptide modulieren die Differenzierung von Osteoblasten-
Vorlduferzellen zu reifen Osteoblasten (188), (189), (220), (224), (225). Da sich reife
Osteoblasten durch weitere Differenzierung zu Osteozyten weiterentwickeln,
untersuchten wir, ob die weitere Differenzierung von jungen Osteozyten ebenfalls
durch SP und aCGRP beeinflusst wird. Hierfiir wahlten wir aus jedem Stadium der
Osteozytogenese ein bis zwei charakteristische Marker aus (Tabelle 1). Die
Genexpression dieser Marker wurde im Knochen von Tacl-Knockout-Médusen
beziehungsweise aCGRP-Knockout-Médusen und im Knochen von Wildtyp-Médusen
verglichen. Entsprechende Unterschiede wurden in Tabelle 14 dargestellt, um
mogliche Umverteilungen der osteozytdren Differenzierungsstadien in Knockout-

Méusen offenzulegen.

S ralisloren. )
Osteoblast Osteoid MINETAUSICTEn™ | oifer Osteozyt
Osteozyt der Osteozyt

/0 o) o) o)
0 O : 0
0 10 10 10

ALP OSsX El11 PHEX DMP1 SOST | FGF23
Tacl-/- — — — — — — —
aCGRP-/- | (1) — — — (1) - -

Tabelle 14: Unterschiede der Expression von charakteristischen Markergenen der verschiedenen
Differenzierungsstadien vom Osteoblast zum reifen Osteozyt im Knochen von SP-defizienten
Tac1-Knockout-Mausen beziehungsweise aCGRP-defizienten aCGRP-Knockout-Mausen und
Wildtyp-Mausen (—: Genexpression in Knockout- und Wildtyp-Mausen ist im Wesentlichen
gleich, (1): Genexpression in Knockout-Mausen ist tendenziell hoher als in Wildtyp-Mausen).

Unsere Analysen zeigten keine signifikanten Unterschiede der Expression der

Markergene im Knochen von Knockout- und Wildtyp-Mdusen fiir jede untersuchte

126



Kapitel 5 Diskussion

Differenzierungsphase von Osteoblasten und Osteozyten. Somit ist in der mRNA, die
aus gesamten Knochen isoliert wurde und daher aus verschiedenen Zellarten und
ihren unterschiedlichen Differenzierungsstufen stammt, durch Knockout von SP oder
a0CGRP kein Differenzierungsstadium der Osteoblastenlinie tiber- oder
unterreprasentiert. Aufgrund dieser Ergebnisse kann kein Einfluss von SP und aCGRP
auf die Differenzierung von jungen Osteozyten nachgewiesen werden. Friihere
Studien beschrieben, dass reife Osteozyten unter bestimmten Voraussetzungen wieder
Markergene aus fritheren Differenzierungsphasen exprimieren konnen und
moglicherweise sogar wieder zu Osteoblasten dedifferenzieren konnen (33). Eine
Induktion der Dedifferenzierung von reifen Osteozyten durch die sensiblen
Neuropeptide SP und oCGRP konnte durch unsere Untersuchungen nicht
nachgewiesen werden.

Von besonderem Interesse hinsichtlich der Differenzierung vom Osteoblasten zum
jungen Osteozyten ist das Markergen E11, das im frithesten Differenzierungsstadium
von Osteozyten exprimiert wird (23). Die in unseren qPCR-Untersuchungen ermittelte
hohe Genexpression von E11 in MLO-Y4-Osteozyten unterstreicht, dass MLO-Y4-
Osteozyten unreife Osteozyten reprasentieren (14). Die Genexpression von El1 in
MLO-Y4-Osteozyten wurde jedoch durch Stimulation mit den sensiblen
Neuropeptiden nicht wesentlich beeinflusst. In vivo fiihrte der Knockout der Gene fiir
SP und aCGRP ebenfalls zu keinen Verdnderungen der Genexpression von E11 im
murinen Knochen. Da das Transmembranprotein E11 eine Schliisselrolle bei der
Ausbildung von Dendriten wdhrend der Differenzierung von Osteoblasten zu
Osteozyten spielt, ergibt sich durch unsere Ergebnisse kein Anhalt fiir eine durch E11
vermittelte Verdnderung der Morphologie von Osteozyten durch die sensiblen

Neuropeptide SP und aCGRP (23), (24).
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5.5. Einfluss von SP und aCGRP auf die osteozytare Modulation des
Knochenumbaus

Osteozyten werden als die Hauptregulatoren des Knochenumbaus angesehen. Sie
sind in der Lage, die Differenzierung sowohl von Osteoblasten zu inhibieren -
vermittelt durch die LRP-Antagonisten DKK1 und SOST - sowie von Osteoklasten zu
modulieren - vermittelt durch die die Osteoklastogenese stimulierenden Molekiile
MCSF und RankL und durch das inhibitorische Protein OPG (15).

Ein Kernthema des vorliegenden Projekts war die Frage, ob und inwiefern das sensible
Neuropeptid SP die osteozytdr vermittelte Knochenmodulation beeinflusst. Unsere
Untersuchungen konnten keine Beeinflussung der osteozytiren Expression der
Osteoblastogenese-Inhibitoren DKK1 und SOST durch SP feststellen. Die
Genexpression von DKK1 in MLO-Y4-Osteozyten wurde weder durch Stimulation mit
SP noch mit einem NK1R-Agonisten und einem NK1R-Antagonisten verdndert. Auch
in aus Rohrenknochen von Tacl-Knockout-Médusen isolierter mRNA konnte keine
verdnderte Expression von DKK1, verglichen mit Wildtyp-Médusen, detektiert werden.
Der SP-Einfluss auf die Expression von SOST konnte in vitro nicht analysiert werden,
da MLO-Y4-Osteozyten SOST nicht oder nur geringfiigig exprimieren (Ct-Werte in der
qPCR lagen stets tiber einem Wert von 38). Die fehlende SOST-Expression ist dadurch
erkldrbar, dass MLO-Y4-Osteozyten junge Osteozyten, deren umgebende Matrix noch
nicht mineralisiert ist, reprdsentieren (14). SOST wird jedoch ausschliefslich in reifen
Osteozyten exprimiert (31), (46). In vivo war eine Untersuchung von SOST moglich,
da in der aus murinen Rohrenknochen isolierten mRNA eine stabile SOST-Expression
vorlag. Es konnten jedoch keine Unterschiede der Genxpression von SOST in
Rohrenknochen von Tacl-Knockout-Mdusen und von Wildtyp-Mdusen identifiziert
werden. Weil es sich bei DKK1 und SOST um zwei potente und die am besten
erforschten von Osteozyten exprimierten Osteoblastogenese-Modulatoren handelt,
erscheint auf Basis unserer Ergebnisse eine Beeinflussung der osteozytédren Regulation
der Osteoblastendifferenzierung durch SP unwahrscheinlich, ist aber dennoch nicht

vollstandig ausgeschlossen, da Osteozyten weitere Osteoblastogenese-regulierende

Mediatoren, wie beispielsweise Neuropeptid Y, SFRP1, PGE;, IGF-1, NO, Wnt-
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Proteine und ATP, synthetisieren, deren Beeinflussung durch SP im Rahmen dieses
Projekts nicht untersucht wurde (14), (33), (54).

Frithere Studien postulierten einen direkten Einfluss des sensiblen Neuropeptids SP
auf die Differenzierung und Aktivitdt von Osteoblasten. Einige Autoren beschrieben
eine SP-vermittelte Induktion der Osteoblastogenese durch Hochregulierung von OSX
in mesenchymalen Stammzellen sowie eine erhohte ALP-Aktivitdt in Osteoblasten-
Vorlduferzellen nach Stimulation mit SP, wahrend andere Studien davon ausgehen,
dass SP durch Unterdriickung von Osteoblasten-spezifischen Genen die
Differenzierung und Aktivitdt von Osteoblasten hemmt (185), (190), (192), (193).
Aufgrund dieser kontrdren Befunde untersuchten wir die Expression der
Osteoblasten-spezifischen Gene ALP und OSX im murinen Knochen in Abwesenheit
von SP. Unsere Analysen zeigten jedoch keine Unterschiede der Genexpression von
ALP und OSX im Knochen von Tacl-Knockout-Mausen und Wildtyp-Madusen. Somit
konnten wir keine direkte Beeinflussung von Osteoblasten durch SP nachweisen.
Moglicherweise werden potenzielle durch die Abwesenheit von SP hervorgerufene
Regulierungen der Genexpression der beiden Osteoblasten-Markern jedoch durch die
in Kapitel 5.3 beschriebene kompensatorische Hochregulierung von Hemokinin 1 in
Tacl-Knockout-Mdusen kaschiert.

Um den Einfluss des Neuropeptids SP auf die osteozytire Modulierung der
Differenzierung von Osteoklasten offenzulegen, analysierten wir die Genexpression
der Osteoklastogenese-fordernden Mediatoren RankL und MCSF sowie des
Osteoklastogenese-hemmenden Mediators OPG in mit SP stimulierten MLO-Y4-
Osteozyten und im Knochen von SP-defizienten Tacl-Knockout-Médusen. In vivo
zeigte sich in Tacl-Knockout-Mdusen im Vergleich zu Wildtyp-Mdusen eine
tendenziell verminderte Genxpression von RankL bei gleichzeitig signifikant erhohter
Expression von OPG im Knochen. Die Verschiebung der RankL/OPG-Achse
zugunsten von OPG in Tacl-Knockout-Médusen kénnte zu einer Inhibierung der
Osteoklastogenese fiihren und ldsst den Schluss zu, dass SP die Differenzierung von
Osteoklasten und damit die Knochenresorption tiiber die RankL/OPG-Achse
induzieren konnte (61), (62).

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Befunden von Liu et al. und Matayoshi et

al., die eine SP-induzierte Erhohung des RankL/OPG-Verhiltnisses bereits in
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Osteoblasten und in Synovialfibroblasten beschrieben haben (184), (199). Inwiefern
explizit Osteozyten zur verdnderten Genexpression von RankL und OPG in Tacl-
Knockout-Médusen beitragen, kann auf der Grundlage unserer Versuche nicht
abschliefend geklart werden, da die untersuchte mRNA unselektiv aus murinen
Rohrenknochen isoliert wurde und damit nicht nur aus Osteozyten stammt, sondern
auch mRNA aus anderen Knochenzellen enthdlt. Die stabile Expression von
Osteozyten-spezifischen Markern, wie beispielsweise E11 und SOST, in unserer aus
murinen Rohrenknochen isolierten mRNA spricht jedoch fiir einen relevanten Anteil
von osteozytdrer mRNA innerhalb der untersuchten mRNA und lédsst vermuten, dass
Osteozyten an der Verschiebung der RankL/OPG-Achse in Tacl-Knockout-Madusen
beteiligt sind. Hierfiir spricht auch, dass Niedermair et al. in aus Tacl-Knockout-
Maédusen isolierten Osteoblasten keine verdnderte OPG-Expression im Vergleich zu
Wildtyp-Mdusen feststellten (231). Somit ist es wahrscheinlich, dass Osteoblasten nicht
oder nur geringfiigig zu der von uns detektierten Hochregulierung von OPG in
murinen Knochen aus Tacl-Knockout-Mdusen beitragen und der beobachtete Effekt
stattdessen auf regulatorischen Prozessen in Osteozyten beruht. Zudem gelten
Osteozyten generell als die Hauptproduzenten von RankL, da zum einen in vitro die
RankL-Expression in Osteozyten hoher ist als in Osteoblasten und Osteoblasten-
Vorlduferzellen und zum anderen Mduse, deren RankL-Expression in Osteozyten
spezifisch deletiert wurde, wihrend sie in anderen Zellen erhalten blieb, einen stark
osteopetrotischen Knochenphénotyp entwickelten (58), (59), (60). Dariiber hinaus
fihrt im Mausmodell auch eine spezifisch in Osteozyten verminderte OPG-Expression
bei unverdnderter OPG-Expression in Osteoblasten und anderen Zellen zu einer
gesteigerten Knochenresorption (67). Der in zahlreichen Studien nachgewiesene
relevante Beitrag der Osteozyten zur Aufrechterhaltung des RankL/OPG-
Verhiltnisses spricht fiir eine osteozytdre Beteiligung der von uns detektierten
Reduktion des RankL/OPG-Verhiltnisses in Tacl-Knockout-Mdusen. Gegen einen
durch Osteozyten vermittelten Effekt spricht jedoch, dass in vitro eine Stimulation von
MLO-Y4-Osteozyten mit SP zu keinen relevanten Verdnderungen der Genexpression
von RankL und OPG fiihrte. Dies konnte jedoch auch an den Bedingungen unserer
Stimulationsversuche, wie beispielsweise der verwendeten SP-Konzentration oder der

Stimulationsdauer, liegen. Andere Studien =zeigten in Abhidngigkeit der SP-
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Konzentration und der Stimulationsdauer teils kontrdare Wirkungen von SP auf die
Genexpression in Osteoblasten und Osteoklasten (176), (183), (193), (231). Ebenso
wurden in Abhéngigkeit des Differenzierungsstadiums der stimulierten Osteoblasten
und Osteoklasten unterschiedliche SP-Wirkungen auf Genebene beschrieben (231).
Ubertragen auf Osteozyten erscheint es moglich, dass MLO-Y4-Osteozyten, die junge
Osteozyten reprasentieren (14), anders auf die Stimulierung mit SP reagieren als reife
Osteozyten. Um die Rolle von Osteozyten bei der Verschiebung der RankL/OPG-
Achse in Tacl-Knockout-Mdusen hinreichend kldren zu konnen, miissten in
zukiinftigen Studien Osteozyten aus Rohrenknochen von Tacl-Knockout-Méausen und
Wildtyp-Mdusen isoliert werden und die Versuche dann mit mRNA, die aus den
isolierten Osteozyten extrahiert wurde, wiederholt werden. Zudem wurde im Rahmen
dieser Studie die auf Genebene detektierte Verschiebung des RankL/OPG-
Verhiltnisses nicht auf Proteinebene verifiziert.

Neben dem RankL/OPG-System regulieren Osteozyten die Osteoklastogenese noch
durch zahlreiche andere Modulatoren, zu deren wichtigsten Vertretern MCSF gehort
(33). Wir verglichen daher die Genexpression von MCSF in R6hrenknochen von Tacl-
Knockout-Médusen und Wildtyp-Mdusen und stellten eine signifikant verminderte
MCSF-Expression im Knochen von Tacl-Knockout-Médusen fest. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass SP die Genexpression von MCSF in murinen R6hrenknochen
fordert. Da MCSF eine tragende Rolle im Prozess der Osteoklastogenese spielt, konnte
die SP-vermittelte Hochregulierung von MCSF zu einer Induktion der Differenzierung
und Proliferation von Osteoklasten und damit zu einer Verschiebung der
Knochenhomoostase in Richtung einer vermehrten Knochenresorption fiihren (70),
(71), (72). Auch dieses Ergebnis konnte jedoch in vitro nicht bestétigt werden, da mit
SP stimulierte MLO-Y4-Osteozyten im Vergleich zu unstimulierten Zellen keine
verdnderte Genexpression von MCSF aufwiesen. Moglicherweise liegt dies daran,
dass die in unseren Stimulationsversuchen verwendete SP-Konzentration zu hoch
war, da auch Knochenmarksmakrophagen nur auf Stimulation mit niedriger (10-10 M),
nicht aber mit hoher SP-Konzentration (10 M), mit signifikanten Verdnderungen der
MCSE-Expression reagieren (238). Zudem kann aufgrund der unselektiven mRNA-
Extraktion aus murinen Knochen keine belastbare Aussage tiber die Zellarten, in

denen die SP-vermittelte Regulation der MCSF-Expression stattfinden, getroffen
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werden. Daten von Muschter et al., die nach Stimulation von RAW?264.7-Zellen mit SP
konzentrationsabhédngig eine Verminderung der Genexpression von MCSF
feststellten, suggerieren, dass Knochenmarksmakrophagen nicht zu der von uns
beobachteten SP-induzierten Erhohung der MCSF-Expression im Knochen insgesamt
beitragen (238). Dies liegt moglicherweise daran, dass im Zuge der RNA-Isolierung
aus murinen Rohrenknochen das Knochenmark sorgfiltig aus dem Knochen
herausgespiilt wurde und die von uns isolierte RNA somit nur zu einem sehr geringen
Anteil aus Knochenmarksmakrophagen stammen diirfte.

Insgesamt sprechen sowohl die vermehrte Expression von OPG mit der damit
einhergehenden Reduktion des RankL/OPG-Verhiltnisses als auch die verminderte
Expression von MCSF in Tacl-Knockout-Mdusen fiir eine Osteoklastogenese-
fordernde Wirkung von SP. Diese Ergebnisse erscheinen vor dem Hintergrund des
von Muschter et al. beschriebenen Knochenphanotyps von Tacl-Knockout-Médusen,
die im Vergleich zu Wildtyp-Madusen mit zunehmendem Alter eine starke
Sklerosierung des subchondralen Knochens aufweisen (230), plausibel. Unsere
Ergebnisse legen nahe, dass eine durch die Abwesenheit von SP induzierte Reduktion
der Osteoklastogenese zum sklerotischen Phanotyp beitragen kann.

Im Hinblick auf die Rolle des sensiblen Neuropeptids SP im Knochenstoffwechsel
insgesamt ist derzeit noch nicht abschliefSend geklért, ob SP eine anabole oder katabole
Rolle zugeschrieben werden kann. Es existieren multiple Studien tiber den Einfluss
von SP auf die Osteoblastogenese, die kontrdre Ergebnisse hinsichtlich einer
Osteoblasten-stimulierenden oder -inhibierenden Wirkung von SP lieferten (183),
(184), (185), (186), (187), (188), (189), (190), (191), (192), (193). Unsere Studie konnte
keinen Einfluss von SP auf die Differenzierung und Aktivitit von Osteoblasten
nachweisen. Hinsichtlich des SP-vermittelten Effekts auf die Osteoklastogenese ist die
Studienlage jedoch eindeutiger. Unsere Befunde unterstiitzen die Ergebnisse
zahlreicher Studien, die ebenfalls eine Osteoklasten-stimulierende Wirkung von SP
und eine SP-induzierte Steigerung der Knochenresorption nachwiesen (176), (185),
(194), (195), (196), (197), (198), (199). Unsere Daten sprechen somit fiir eine katabole
Wirkung von SP im Knochenstoffwechsel.

Das sensible Neuropeptid aCGRP beeinflusst die Knochenhomdoostase durch direkte
Modulierung sowohl von Osteoblasten als auch von Osteoklasten (220), (224), (225),
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(228), (229). Bisher wurde nicht untersucht, inwiefern aCGRP sich auf die durch
Osteozyten vermittelte Regulierung der Knochen-bildenden und -resorbierenden
Zellen auswirkt.

Der LRP-Antagonist DKK1 wird im Knochen von aCGRP-Knockout-Mdusen im
Vergleich zu Wildtyp-Mdusen vermehrt exprimiert. Da Osteozyten die
Hauptproduzenten von DKK1 im Knochen sind, beruht der beobachtete Effekt
mutmafilich auf einer Hochregulierung der DKK1-Expression in Osteozyten (51), (52).
Somit konnte der von Cornish et al. und Wang et al. festgestellten Forderung der
Osteoblasten-Differenzierung  durch  aCGRP  eine  Unterdriickung  des
Osteoblastogenese-Inhibitors DKK1 in Osteozyten zugrunde liegen (220), (224).
Hierfiir sprechen auch die Ergebnisse von Kayalar et al., die eine durch aCGRP
vermittelte Inhibierung der DKK1-Expression in Fibroblasten beschrieben (247). Auch
die von Schinke et al. beobachtete Osteopenie im Knochen von {iiber sechs Monate
alten aCGRP-Knockout-Médusen konnte zum Teil dadurch bedingt sein, dass
aufgrund der fehlenden Gegenregulation von aCGRP die Osteoblastogenese durch
DKK1 gehemmt wird (221). Da in unseren Versuchen die Genexpression von DKK1
im Knochen von a CGRP-Knockout-Mdusen zwar signifikant, jedoch nur in geringem
Ausmafs erhoht war (im Median um das 1,3-fache erhoht im Vergleich zu Wildtyp-
Méusen), diirfte die aCGRP-induzierte Verdanderung der DKK1-Expression jedoch
nur eine geringe Rolle bei der Aufrechterhaltung der Knochenhomdostase spielen. In
vitro hatte die Stimulation von MLO-Y4-Osteozyten mit aCGRP keinen Einfluss auf
die DKK1-Expression. Moglicherweise liegt die Ursache der fehlenden Regulation der
DKK1-Expression durch aCGRP jedoch in einer zu geringen Dauer der Stimulation
der Zellen. Osteoblasten reagierten in einigen fritheren Untersuchungen erst nach
einer deutlich linger als 24 Stunden andauernden aCGRP-Stimulation mit
Veranderungen der Genexpression (220), (225). Die Genexpression des zweiten
untersuchten Osteoblastogenese-Inhibitors SOST war in vivo nach Deletion von
aCGRP weitgehend unverdndert im Vergleich zu Wildtyp-Médusen. In vitro konnten
0CGRP-induzierte Verdnderungen der SOST-Expression nicht untersucht werden, da
die von uns verwendete Zelllinie MLO-Y4 aufgrund des Differenzierungsstadiums
der Zellen SOST nicht in relevantem Ausmaf$ exprimiert (14). Insgesamt konnte

aCGRP durch Unterdriickung des Osteoblastogenese-Inhibitors DKK1, nicht aber von
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SOST, die Differenzierung von Osteoblasten férdern und somit eine anabole Wirkung
im Knochenstoffwechsel vermitteln.

Da zahlreiche frithere Studien eine positive Wirkung von a CGRP auf die Aktivitédt von
Osteoblasten und die Expression von Osteoblasten-spezifischen Genen in
Osteoblasten nachweisen konnten, verglichen wir die Genexpression von ALP und
OSX in Knochen von aCGRP-Knockout-Mdusen und Wildtyp-Mdusen (220), (224),
(225). Wir stellten jedoch keine Verdanderung der Genexpression von ALP und OSX im
murinen Knochen nach Deletion von aCGRP fest und konnten daher keine direkte
Beeinflussung von Osteoblasten durch aCGRP nachweisen. Im Gegensatz zu unseren
Ergebnissen beschrieben Wang et al. und Liang et al. eine aCGRP-induzierte
Erhohung der Expression von ALP in Osteoblasten-Vorlduferzellen. Beide Studien
untersuchten jedoch den Einfluss von aCGRP auf die ALP-Expression in BMSCs in
vitro, wahrend wir die ALP-Expression im murinen Knochen aus a CGRP-Knockout-
Madusen analysierten. Somit scheint aCGRP zwar die Expression von ALP in
Osteoblasten-Vorlduferzellen zu erhohen, jedoch auf Grundlage unserer Daten die
Expression von ALP und OSX im Knochen insgesamt nicht zu beeinflussen (220),
(225). Im Einklang mit unseren Daten fanden Niedermair et al. dhnliche
Konzentrationen von ALP im Serum von aCGRP-Knockout-Mdusen und Wildtyp-
Médusen (243).

Beztiglich des Einflusses von a CGRP auf die Differenzierung von Osteoklasten deuten
einige Studien darauf hin, dass d CGRP durch Hemmung der Knochenresorption eine
anabole Wirkung im Knochenstoffwechsel hat. Yoo et al. und He et al. beobachteten
nach Stimulation von Osteoblasten-Vorlduferzellen mit aCGRP in vitro eine
verminderte Expression von RankL bei erhohter Expression von OPG mit daraus
resultierender Hemmung der Osteoklastogenese (226), (227). Dem gegentiber stehen
jedoch die Ergebnisse von Villa et al., die in einer humanen Osteoblasten-Zelllinie in
Prasenz von aCGRP eine verminderte Expression von OPG feststellten (248). Wir
beobachteten im Knochen von aCGRP-Knockout-Mdusen eine im Vergleich zu
Wildtyp-Mdusen unverdnderte Genexpression von RankL sowie eine tendenziell
erhohte Genexpression von OPG. Die damit einhergehende Verringerung des
RankL/OPG-Verhéltnisses spricht fiir eine Induktion der Osteoklastogenese durch

OCGRP und somit fiir eine aCGRP-induzierte katabole Auslenkung der
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Knochenhomoostase (61), (62). Unsere Ergebnisse bestitigen somit die Daten von Villa
et al. und widersprechen jedoch den Studien von Yoo et al. und He et al. (226), (227),
(248). Moglicherweise bestehen neben den von Yoo et al. und He et al. beschriebenen
0CGRP-induzierten Veranderungen der RankL- und OPG-Expression in BMSCs noch
andere gegenldufige Regulationsmechanismen der Expression der beiden
Osteoklastogenese-Modulatoren in anderen Knochenzellen, die der Regulierung in
Osteoblasten-Vorlduferzellen tiberlegen sind, sodass im Knochen insgesamt eine
entgegengesetzte Verschiebung des RankL/OPG-Verhiltnisses als in Osteoblasten-
Vorlduferzellen resultiert (226), (227). Die Ergebnisse unserer in-vitro-Versuche, die
nach Stimulation von MLO-Y4-Zellen mit aCGRP keine relevanten Verdnderungen
der Genexpression von RankL und OPG zeigten, legen nahe, dass Osteozyten nicht
mit Osteoblasten-Vorlduferzellen um die Auslenkung der RankL/OPG-Achse
konkurrieren. Auf Basis der Daten von Villa et al. ldsst sich hingegen vermuten, dass
reife Osteoblasten durch a CGRP-induzierte Hemmung der OPG-Expression die durch
ihre Vorlduferzellen ausgeloste Verschiebung des RankL/OPG-Verhiltnisses
tiberkompensieren (248).

Neben einer Modulierung des RankL/OPG-Systems beobachteten wir zudem, dass
aCGRP durch Beeinflussung einer weiteren Stellschraube die Osteoklastogenese
regulieren konnte. Im Knochen von aCGRP-Knockout-Mdusen fanden wir eine
signifikant verringerte Genexpression von MCSF, verglichen mit Wildtyp-Mé&usen.
Dieses Ergebnis suggeriert, dass aCGRP die Expression des Osteoklastogenese-
fordernden Mediators MCSF stimulieren konnte, und impliziert eine aCGRP-
induzierte Steigerung der Knochenresorption (70), (71), (72). In vitro verringerte
hingegen die Stimulation von MLO-Y4-Osteozyten mit d CGRP die Genexpression von
MCSF tendenziell. Da dieser Effekt bei kombinierter Stimulation mit dCGRP und dem
aCGRP-Rezeptorantagonisten CGRPs.37 vollstandig aufgehoben wurde, gehen wir
davon aus, dass die a CGRP-induzierte tendenzielle Reduktion der MCSF-Expression
in MLO-Y4-Osteozyten spezifisch ist und auf Aktivierung des Rezeptorkomplexes
CRLR/Rampl beruht. Daher scheinen Regulationsmechanismen in Osteozyten nicht
zur verringerten MCSF-Expression im Knochen von aCGRP-Knockout-Mdusen
beizutragen. Knochenmarksmakrophagen reagieren wie auch MLO-Y4-Osteozyten

laut den Ergebnissen von Muschter et al. auf Stimulation mit aCGRP mit einer
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Reduktion der MCSF-Expression und sind daher vermutlich ebenfalls nicht fiir die
verminderte MCSF-Expression im Knochen von aCGRP-defizienten Médusen
verantwortlich (238). Hierftir spricht auch, dass die in unseren Versuchen aus Knochen
isolierte RNA aufgrund der zuvor durchgefiihrten Extrahierung des Knochenmarks
aus dem Knochen vermutlich zum uberwiegenden Anteil nicht aus
Knochenmarksmakrophagen stammt. Da Osteoblasten ebenfalls MCSF exprimieren,
konnte eine durch Abwesenheit von aCGRP hervorgerufene regulatorische
Verminderung der MCSF-Expression in Osteoblasten fiir die reduzierte MCSEF-
Expression im Knochen von aCGRP-Knockout-Médusen verantwortlich sein (70), (71),
(72).

Insgesamt impliziert sowohl die von uns detektierte Verminderung des RankL/OPG-
Verhiltnisses als auch die Verminderung der MCSF-Expression in aus Knochen von
aCGRP-Knockout-Médusen isolierter mRNA eine Osteoklastogenese-fordernde und
somit katabole Wirkung von a CGRP im Knochenstoffwechsel (61), (62), (70), (71), (72).
Regulatorische Prozesse in Osteozyten scheinen auf Basis unserer in-vitro-
Stimulationsversuche bei diesen Mechanismen keine Rolle zu spielen. Kontrdr zu
unseren Ergebnissen wird dem Neuropeptid aCGRP von den meisten diesbeziiglich
existierenden Studien eine anabole Funktion zugeschrieben (221), (222), (223), (224),
(225), (226), (227), (228), (229). Villa et al. gehen davon aus, dass der Osteoklastogenese-
tordernde Effekt von aCGRP zu einer lokalen Aktivierung des Knochenumbaus fiihrt,
der im weiteren Verlauf - vermittelt durch aCGRP-induzierte Differenzierung und
Aktivierung von Osteoblasten - in einer in Summe gesteigerten Knochenbildung
resultiert, sodass OCGRP insgesamt betrachtet eine anabole Funktion im
Knochenstoffwechsel aufweist (248). Zudem gehen Schinke et al. davon aus, dass die
anabole Rolle von a CGRP und der damit einhergehende osteopene Knochenphanotyp
in aCGRP-Knockout-Mdusen nicht auf einer Inhibierung der Knochenresorption,

sondern auf einer Steigerung der durch Osteoblasten vermittelten Knochenbildung

beruht (221).
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5.6. Einfluss von SP und aCGRP auf die Mechanorezeption in Osteozyten

Osteozyten nehmen als wichtigste Mechanosensoren des Knochens dufiere
physikalische Reize wahr, generieren daraufhin intrazelluldre biochemische Signale,
die tiber Gap Junctions interzelluldr weitergeleitet werden und schliefslich in der
Modulation des Knochenaufbaus und der Knochenresorption resultieren (14). Unsere
Studie analysierte den Einfluss von SP und aCGRP auf die Expression des fiir die
Mechanorezeption ~ wichtigen = Adhédsionsproteins  CD44, des fir die
Mechanotransduktion essenziellen Proteins GJA1 und des in Zilien vorkommenden
Transmembranproteins PKDI.

Unsere Stimulationsversuche zeigten eine signifikant erhohte Genexpression von
CD44 in MLO-Y4-Osteozyten nach Stimulierung mit dem NK1R-Agonisten GR73632.
Dieses Ergebnis deutet auf eine potenziell vermehrte Synthese des Adhésionsproteins
CD44 nach Aktivierung des NKI1-Rezeptors hin. Die Folge davon konnte
moglicherweise eine gesteigerte Sensitivitat fiir mechanische Reize sein (14). Kritisch
ist jedoch anzumerken, dass die Stimulation von MLO-Y4-Osteozyten mit SP nicht zu
einer vermehrten CD44-Expression fithrte und die Stimulation mit einem NKI1R-
Antagonisten keine verminderte CD44-Expression zur Folge hatte. Zudem erscheint
aufgrund der nur gering erhohten Genexpression nach Stimulation mit dem NK1R-
Agonisten (Genexpression nach Stimulation mit dem NK1R-Agonisten ist im Median
etwa um das 1,4-fache erhoht im Vergleich zu unstimulierten MLO-Y4-Osteozyten)
die biologische Relevanz des Effekts fraglich. Wir verzichteten daher auf die Analyse
von Stimulations-induzierten Verdnderungen der Proteinexpression von CD44.
Dariiber hinaus fiihrte eine Deletion des fiir SP kodierenden Tachykinin-Gens in vivo
zu keiner relevanten Verdanderung der CD44-Expression im murinen Knochen.

Die Genexpression von GJA1 und PKD1 war in unseren Versuchen weder in vitro nach
Stimulation von MLO-Y4-Osteozyten mit SP, einem NK1R-Agonisten und einem
NK1R-Antagonisten noch in vivo nach Deletion von SP im Mausmodell verdndert.
Frithere Studien suggerieren eine Tachykinin-vermittelte Modulation der
Mechanorezeption in unterschiedlichen mechanosensitiven Zellen. Beispielsweise

inhibiert die Blockade des NK1-Rezeptors die Reaktion auf mechanische Reize in
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Chondrozyten (239). Des Weiteren beeinflusst mechanische Belastung die Expression
von SP und NKI1R in Knochenmarksmakrophagen (238). Auf der Grundlage unserer
Daten scheint auch in Osteozyten eine durch Tachykinine induzierte Erhohung der
Sensitivitdt auf mechanische Stimuli denkbar zu sein - moglicherweise durch
vermehrte Expression des Adhdsionsproteins CD44.

Nach Stimulation von MLO-Y4-Zellen mit aCGRP stellten wir hingegen keine
wesentlichen Verdnderungen der Expression von CD44, GJA1 und PKD1 fest. Auch
im in-vivo-Modell konnten keine Unterschiede der Genexpression der fiir die
Mechanorezeption relevanten Mediatoren zwischen Knockout- und Wildtyp-Méausen
detektiert werden.

Friihere Studien legen einen Einfluss der sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP auf
die Mechanorezeption in unterschiedlichen Zellen nahe (238), (239). Die genauen
Regulationsmechanismen sind jedoch noch weitgehend wunbekannt. Unsere
Ergebnisse deuten auf eine mogliche Steigerung der Mechanosensitivitdt von
Knochenzellen durch Erh6hung der Expression des Adhédsionsproteins CD44 nach
Aktivierung des NK1-Rezeptors hin. Die sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP
scheinen aufgrund fehlender Regulationen von GJA1 und PKD1 die Ausbildung der
fur die Mechanotransduktion relevanten Gap Junctions und der fiir die

Mechanosensation wichtigen Zilien in Knochenzellen nicht zu beeinflussen.
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5.7. Einfluss von SP und aCGRP auf die osteozytare Modulation des
Vitamin-D-Phosphat-Haushalts

Osteozyten synthetisieren und sezernieren - reguliert durch die endogenen
Mediatoren DMP1, PHEX und MEPE - das Hormon-dhnliche Protein FGF23, das
vielfaltige Funktionen in unterschiedlichen Organen erfiillt (14). Wir untersuchten den
Finfluss der sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP auf die Expression von FGF23,
DMP1 und PHEX in Osteozyten.

In vitro konnte keine Verdnderung der Genexpression von FGF23 und DMP1 nach
Stimulation von MLO-Y4-Osteozyten mit SP, einem NKI1R-Agonisten und einem
NK1R-Antagonisten festgestellt werden. Es zeigte sich jedoch eine tendenzielle
Reduktion der Genexpression von PHEX in mit SP stimulierten MLO-Y4-Zellen.
Dieser Effekt kann aufgrund der im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen
unverdnderten PHEX-Expression in gleichzeitig mit SP und dem spezifischen NK1R-
Antagonisten L733,060 stimulierten Zellen auf den NKI1-Rezeptor zuriickgefiihrt
werden. PHEX inhibiert die Expression von FGF23 in Osteozyten (117), (131). Unser
Ergebnis konnte daher auf eine SP-vermittelte Steigerung der FGF23-Expression in
Osteozyten durch Unterdriickung der Expression von PHEX schlieflen lassen. Bei
einer Stimulationsdauer von 24 Stunden konnte jedoch noch keine Verdanderung der
mRNA-Expression von FGF23 in mit SP stimulierten MLO-Y4-Zellen beobachtet
werden. Moglicherweise fiihrt eine SP-vermittelte Inhibierung der PHEX-Expression
erst nach einer lingeren Stimulationsdauer zu einer Erhohung der FGF23-Expression
in MLO-Y4-Zellen. Unsere in-vivo-Versuche widersprechen dieser These jedoch, da
eine Deletion von SP zu einer tendenziell niedrigeren Expression von PHEX fiithrt und
die Expression von FGF23 in Knochenzellen nicht beeinflusst. Auf der Basis unserer
Untersuchungen kann daher davon ausgegangen werden, dass SP keinen biologisch
relevanten Einfluss auf die osteozytire Modulation des Vitamin-D-Phosphat-
Haushaltes besitzt.

MLO-Y4-Osteozyten, die mit aCGRP stimuliert wurden, exprimierten signifikant
mehr fiir FGF23 kodierende mRNA als unstimulierte MLO-Y4-Osteozyten. Da a CGRP
prinzipiell sowohl an CRLR als auch an CTR - jeweils in Verbindung mit Ramp1l -
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binden kann, untersuchten wir, durch welchen der beiden Rezeptordimere der
beobachtete Effekt vermittelt wird (209), (210). Die durch Stimulation mit aCGRP
hervorgerufene Erhohung der FGF23-Expression wurde in Gegenwart des spezifisch
gegen CRLR/Rampl gerichteten Antagonisten CGRPs37 vollstandig aufgehoben,
sodass davon ausgegangen werden kann, dass der beobachtete Effekt durch
CRLR/Rampl und nicht durch CTR/Rampl vermittelt wird. Die von uns nach
Stimulation beobachtete Steigerung der FGF23-Expression um etwa das Dreifache
konnte biologische Relevanz haben und aufgrund der endokrinen Funktionen von
FGF23 zahlreiche Auswirkungen weit tiber den Knochen hinaus nach sich ziehen. Eine
0CGRP-induzierte vermehrte FGF23-Expression konnte durch Inhibierung der
renalen Calcitriol-Synthese den Calcitriol-Spiegel im Serum reduzieren und damit
unter anderem die Knochenmineralisierung hemmen sowie durch Steigerung der
renalen Phosphat-Ausscheidung und Verminderung der enteralen Phosphat-
Aufnahme den Phosphat-Spiegel im Serum senken (99), (100), (101), (102), (103), (104),
(106). Der in einer in-vivo-Studie beschriebene reduzierte Serumspiegel von Phosphat
in mit CGRP behandelten Hithnern kénnte daher durch FGF23 vermittelt werden
(249). Neben der Modifikation der osteo-renalen Kommunikation kénnte eine durch
0CGRP verursachte Steigerung der osteozytiren FGF23-Expression zu einer
verminderten Parathormon-Sekretion in den Nebenschilddriisen fiihren und
Auswirkungen auf das kardiovaskuldre System haben (107), (108), (113), (114). Jedoch
ist die von uns gemessene Erhchung der FGF23-Expression nach Stimulation mit
0CGRP aufgrund der generell nur sehr geringen FGF23-Expression in MLO-Y4-
Osteozyten (Ct-Werte fiir FGF23 in der qPCR lagen stets iiber einem Wert von 30)
kritisch zu hinterfragen. FGF23 wird fast ausschliefilich in fest in Matrix eingebettete
enddifferenzierte Osteozyten und nur in geringem Mafie in unreifen MLO-Y4-
Osteozyten exprimiert (14), (97). Um die Reproduzierbarkeit des beobachteten Effekts
auf Proteinebene zu untersuchen, ermittelten wir die FGF23-Konzentration im
Nédhrmedium von mit sensiblen Neuropeptiden und deren Rezeptorantagonisten
stimulierten MLO-Y4-Osteozyten und unstimulierten Kontrollen mittels spezifischem
FGF23-ELISA. Die gemessenen FGF23-Konzentrationen waren jedoch so gering, dass
keine Aussage iiber den Einfluss der Neuropeptide auf die Sekretion von FGF23 in

MLO-Y4-Osteozyten getroffen werden kann. In zukiinftigen Studien konnte die
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Proteinkonzentration statt nur im Nahrmedium auch in Zelllysaten von MLO-Y4-
Zellen bestimmt werden, um zu detektieren, ob FGF23 intrazelluldr synthetisiert wird.
Zudem konnte anhand einer Zellreihe von Osteozyten in einer spéteren
Differenzierungsphase als MLO-Y4-Osteozyten untersucht werden, ob eine
Behandlung von reifen Osteozyten mit aCGRP Auswirkungen auf die FGF23-
Expression auf Gen- und Proteinebene hat.

In vivo scheint eine Deletion von aCGRP im Mausmodell keinen Einfluss auf die
FGF23-Expression im Knochen zu haben. Somit konnte die in vitro beobachtete
o0CGRP-induzierte Steigerung der FGF23-Expression in vivo nicht reproduziert
werden. Die fehlende Regulation der FGF23-Expression im Knochen von aCGRP-
Knockout-Médusen konnte jedoch dadurch erkldrt werden, dass aCGRP-Knockout-
Miduse noch immer PCGRP exprimieren, da aCGRP und PCGRP durch zwei
unterschiedliche Gene kodiert werden (203). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit
und der vergleichbaren Wirkungsweise der beiden Peptide konnte eine potenziell
durch Deletion von aCGRP hervorgerufene Reduktion der FGF23-Expression durch
die Anwesenheit von PCGRP kompensiert werden (203), (204), (205). Um dies zu
verifizieren, waren Untersuchungen mit einem Mausmodell mit gleichzeitiger
spezifischer Deletion des ftir dCGRP und des fiir BCGRP kodierenden Gens notig.
Eine Beeinflussung der Genexpression von DMP1 und PHEX - der endogenen
Regulatoren der osteozytdren FGF23-Expression - durch aCGRP konnte in unseren
Versuchen weder in vitro noch in vivo beobachtet werden.

Harris et al. registrierten eine deutlich verminderte Expression von DMP1 in MCSF-
Knockout-Médusen und postulierten, dass MCSF ein wichtiger parakriner oder
autokriner Regulator der DMP1-Expression in Osteozyten und Osteoblasten sein
konnte (72). In unseren in-vivo-Versuchen detektierten wir in der mRNA aus Knochen
von Tacl-Knockout-Mdusen und aCGRP-Knckout-Mdusen, verglichen mit Wildtyp-
Médusen, eine signifikant verminderte MCSF-Expression bei jedoch unverdnderter
DMP1-Expression. Die daraus resultierende Schlussfolgerung, dass eine verminderte
MCSF-Expression keinen regulatorischen Einfluss auf die DMP1-Expression hat,
widerspricht der These von Harris et al. Einschrankend muss jedoch angemerkt
werden, dass sich unsere Aussagen nur auf Effekte auf Genebene, jedoch nicht auf

Proteinebene, beziehen koénnen.
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Zusammenfassend kann auf Grundlage unserer Ergebnisse zwar in vitro von einer
aCGRP-induzierten Steigerung der Genexpression von FGF23 in Osteozyten, jedoch
nicht von einer vermehrten Sekretion des entsprechenden Genprodukts ausgegangen
werden. Die Sekretion von FGF23 stellt jedoch eine Voraussetzung fiir eine endokrine
Wirkung dar. In vivo hatte die Deletion von aCGRP keine Auswirkungen auf die
Genexpression FGF23 im Knochen. Die endogenen Regulatoren der FGF23-Expression

DMP1 und PHEX wurden durch aCGRP nicht beeinflusst.

142



Kapitel 5 Diskussion

Priosteoblast Priosteoklast

[sosT|  [DKK1|

L» RankL, m \/

OPG

Osteozyt

\\\ J?o%o ., l Kathepsin B
©,
o \DN G

/ PHEX _l l_ DMP1

Niere

Blutkreislauf

Calcidiol

Calcitriol

Phosphat

Osteozyt

143



Kapitel 5

Diskussion

Priosteoblast

Priosteoklast

[sost|  [pKKi]

L» RankL A\/

OPG

Osteozyt

MEPE

lKathepsin B

e\
M)’ _l l—DMPl
=

Blutkreislauf

Niere

Calcidiol

!

Calcitriol

Phosphat
Osteozyt

144



Kapitel 5 Diskussion

Abbildung 33: Zusammenfassende schematische Ubersicht iiber die Einfliisse der sensiblen
Neuropeptide SP (a) und aCGRP (b) auf die Funktionen von Osteozyten (griine Umrandung:
Regulierung der Osteoblastogenese, rote Umrandung: Regulierung der Osteoklastogenese, gelbe
Umrandung: Mechanorezeption, blaue Umrandung: Regulierung des Vitamin-D-Phosphat-
Haushalts):

Regulierungen der Genexpression einzelner Mediatoren in unseren in-vitro- und in-vivo-
Versuchen wurden mit Pfeilen gekennzeichnet ({: signifikant positiver Effekt von SP bzw.
aCGRP, (1r): tendenziell positiver Effekt von SP bzw. aCGRP, {: signifikant negativer Effekt von
SP bzw. aCGRP, ({): tendenziell negativer Effekt von SP bzw. aCGRP, #+*: signifikant positiver
Effekt des NK1R-Agonisten GR73632). Griine Pfeile symbolisieren Stimulierung bzw. Aktivierung,
rote Pfeile stellen Inhibierung bzw. Inaktivierung dar (ASARM: Acidic serine-aspartate-rich MEPE-
associated motif, DKK1: Dickkopf 1, DMP1: Dentin matrix protein 1, FFSS: Fluid Flow Shear Stress,
FGF23: Fibroblast Growth Factor 23, Fzd: Frizzled, GJA1: Gap junction alpha-1 protein (Connexin
43), LRP: Low-density-lipoprotein-related proteine, MCSF: Macrophage colony-stimulating factor,
MCSFR: Macrophage colony-stimulating factor receptor, MEPE: Matrix extracellular
phosphoglycoprotein, OPG: Osteoprotegerin, PHEX: Phosphate-regulating gene with homologies
to endopeptidases on the X chromosome, Rank: Receptor activator of NFkB, RankL: Receptor
activator of NFkB ligand, SOST: Sklerostin).
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6. Zusammenfassung / Summary

Der Gegenstand der vorliegenden Studie war die Untersuchung des Einflusses der
sensiblen Neuropeptide SP und aCGRP auf verschiedene metabolische Prozesse in
murinen Osteozyten-dhnlichen Zellen.

Wir konnten anhand der Zelllinie MLO-Y4 nachweisen, dass Osteozyten-dhnliche
Zellen sowohl den SP-Rezeptor NKIR als auch beide Komponenten des aCGRP-
Rezeptors CRLR/Ramp1l auf mRNA- und Proteinebene exprimieren. Zudem weisen
Osteozyten-dhnliche Zellen eine schwache endogene Genexpression der
Neuropeptide SP und aCGRP auf. Die vermehrte Genexpression eines zu SP
strukturell dhnlichen Peptids, bei dem es sich am wahrscheinlichsten um Hemokinin
1 handelt, im Knochen von SP-defizienten Miusen deutet auf einen starken
Kompensationsmechanismus innerhalb der Tachykinin-Familie hin. Die Expression
des NK1-Rezeptors scheint in Knochenzellen durch seinen Liganden SP gehemmt zu
werden. Weitere Einfliisse der Neuropeptide auf die Expression ihrer Rezeptoren
konnten wir nicht feststellen.

Die Proliferation und Differenzierung von jungen Osteozyten-dhnlichen Zellen
scheint durch SP und a CGRP nicht wesentlich verdndert zu werden. SP konnte jedoch
eine antiapoptotische Wirkung auf Osteozyten-dhnliche Zellen haben.

Wir konnten verschiedene Einfliisse der Neuropeptide auf den Knochenstoffwechsel
nachweisen. Unsere Ergebnisse suggerieren eine katabole Wirkung von SP im
Knochenumbau, die durch Steigerung der Osteoklastogenese, jedoch nicht durch
Beeinflussung der Osteoblastogenese, vermittelt wird. SP scheint die Differenzierung
von Osteoklasten und damit die Knochenresorption zum einen durch Erh6hung des
RankL/OPG-Verhiltnisses und zum anderen durch Férderung der MCSFE-Expression
im Knochen zu induzieren. d CGRP konnte durch Hemmung der DKK1-Expression in
Knochenzellen die Differenzierung von Osteoblasten fordern und so die
Knochenhomoostase in anaboler Weise auslenken. Gleichzeitig induziert aCGRP
moglicherweise lokal den Knochenumbau durch Erhcshung des RankL/OPG-

Verhiiltnisses und durch Steigerung der MCSF-Expression im Knochen.
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Auch die Mechanorezeption und die osteozytdre Regulation des Vitamin-D-Phosphat-
Haushalts konnten durch sensible Neuropeptide beeinflusst werden. Unsere
Ergebnisse deuten auf eine mogliche Steigerung der Mechanosensitivitdt von
Knochenzellen durch Erh6hung der Expression des Adhédsionsproteins CD44 nach
Aktivierung des NKI1-Rezeptors hin. Das Neuropeptid aCGRP konnte durch
Erhohung der FGF23-Expression in Osteozyten die osteo-renale Kommunikation
modulieren.

Es sollte jedoch als Limitation vermerkt werden, dass diese Ergebnisse fast
ausschliefslich auf Genexpressionsstudien beruhen, welche von der Proteinexpression

erheblich abweichen konnen und héufig nicht mit dieser korrelieren.

The subject of the present study was to investigating the influence of the sensory
neuropeptides SP and aCGRP on metabolic processes in murine osteocyte-like cells.
Using the MLO-Y4 cell line, we were able to demonstrate that osteocyte-like cells
express both the SP receptor NKI1R and both components of the aCGRP receptor
CRLR/Rampl at mRNA and protein level. Additionally, osteocytes show weak
endogenous gene expression of the neuropeptides SP and a CGRP. The increased gene
expression of a peptide structurally similar to SP, most likely Hemokinin 1, in bones
of SP-deficient mice suggests a strong compensatory mechanism within the tachykinin
family. The expression of the NK1 receptor in bone cells appears to be inhibited by its
ligand, SP. We did not observe any further influences of the neuropeptides on the
expression of their receptors.

The proliferation and differentiation of young osteocyte-like cells do not seem to be
significantly altered by SP and aCGRP. However, SP might have an anti-apoptotic
effect on osteocyte-like cells.

However, we were able to detect effects of the neuropeptides on bone metabolism. Our
results suggest a catabolic effect of SP in bone remodeling, mediated by an increase in
osteoclastogenesis but not by influencing osteoblastogenesis. SP appears to induce the
differentiation of osteoclasts and thus bone resorption, on the one hand, by increasing
the RankL /OPG ratio and, on the other hand, by promoting MCSF expression in bone.
aCGRP may induce the differentiation of osteoblasts by suppressing DKK1 expression

in bone cells, thus redirecting bone homeostasis in an anabolic manner.
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Kapitel 6 Zusammenfassung / Summary

Simultaneously, aCGRP may locally induce bone remodeling by increasing the
RankL/OPG ratio and enhancing MCSF expression in bone.

Mechanoreception and the osteocytic regulation of vitamin D-phosphate homeostasis
could also be influenced by sensory neuropeptides. Our results indicate a potential
increase in the mechanosensitivity of bone cells through upregulation of the adhesion
protein CD44 following activation of NK1 receptor. The neuropeptide aCGRP may
modulate osteo-renal communication by increasing FGF23 expression in osteocytes.
However, it should be noted as a limitation that these results are almost exclusively
based on gene expression studies, which can significantly differ from protein

expression and often do not correlate with it.
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