Die Rolle der Serpentin-Rezeptoren Fzd8 und Fzd9

Im Knochenremodelling

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften
vorgelegt im Department Chemie der Fakultat flr
Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften

der Universitat Hamburg

vorgelegt von
Herrn Dipl.-Chem. Joachim Albers
aus Quakenbriick

Hamburg, April 2010



1. Gutachter: Herr Prof. Dr. med. Michael Korth
2. Gutachter: Herr Prof. Dr. med. Michael Amling

Tag der Disputation: 02. Juli 2010



Meinen Eltern und Jenny



Wissenschaft ist Irrtum auf den letzten Stand gebracht

Linus Pauling



Inhaltsverzeichnis I

Inhaltsverzeichnis
1 EINLEITUNG . ...ttt ettt b bbbttt b e bt bt bttt et n e n b et s b s 1
1.1  FUNKTION UND STRUKTUR DES KINOCHENS .....ecuiiiiiirteieristesietestesiesesteseesesteseesesteseesesteseesesseseesessessesessens 1
1.2 KINOCHENZELLEN ...utitiieteate et st testesee s st st et st see b st st ebesbe st e bt skt e beebe st e b e et e e bt e be e et e ebe e ebesbe e ebesbe e ese b 2
0 R @ 15 (<o) o] TS (- o OSSOSO 2
1,22 OSEEOZYEEN ...ttt 3
R R @ 15 (<o) - TS (- OSSPSR 5
1.3 ENTWICKLUNG DES SKELETTSYSTEMS ...cutitiieiisteseeresteeesesteseesesteseesessessesessessesessensesessessesessessasessensesessens 7
1.4 DERWWNT-SIGNALWEG ...cutitttettateeerestestesestestesesseseesesseseasesteseesestessesessessesessessesessessesessessessssesseseasensessssens 8
1.5 FRIZZLED-REZEPTOREN.....cutittiutiitiesteestietee e steesteesteesteenseaeeaseeaseesb e nbe e bt e sbeeseeaneenbeesbeeabeeneenneenrennee e 11
2 AUFGABENSTELLUNG ..ottt sttt st sttt sttt 13
3 MATERIAL UND METHODEN .......oiiiiieie sttt ettt et s te e st a e s taeanbaeanaeennas 14
3.1 IMIATERIAL ..ttt ittt ettt ettt st sttt ettt h e e bt e eb ekt e skt e s be e Rt e e E £ SE e SR e e Rt et e en b e eRe e eh b e nbe e be e be e beeneeas 14
3.1.1  Chemikalien UNG ENZYME. ......cooiiiiiiiiieierieee ettt 14
312 ANEIKOIPEL .ttt b bbb e bbbt 16

3121 Priméarantikdrper

3122 SekundarantikOrPer/KONJUGALE.........cviviiiieeiseee e 16
3.1.3  VerbrauChSMAaterialieN.........cccieeeieeces ettt st e eneens 17
3.1.4  TagMan® Gene EXPreSSION ASSAYS .......cuiiriiitirieiatirieeaiesteseiesteiesesse st ssessesessessesessessesessees 17
TR0 €T - -SSP 18
3.1.6  PUFTEr UNG LOSUNGEN .....veiieiie ettt ettt e teete e e e s teeste e sbeanbeeneennee e 19
TN A o €100 ST U 1=T =T o PSSP 23

3171 Primer fiir RT-PCR-Expressionsanalysen

3.1.7.2 Primer flr die GENOLYPISIEIUNG ......oviiiiieieitirie ettt ettt sttt sb b e nne
3.1.7.3 Weitere VErWENAEte PIIMEN ..ot s 24
3.1.8  ZElIKUIEUIMEMIEN ...ttt 25
3.2 METHODEN ....ciittitt ittt bbb bbb bbb bbb bbb e b b e b e e bbb b e b b 25
3.2.1  MolekularbiologisChe MEthOUEN............coviiiiiiiiiie s 25
3.2.11 POlyMEraseketteNrEAKLION ..........cooiiiiieire e ettt 25
3212 Quantitative RT- PCR (QRT-PCR) ..ottt 26
3213 1S0lierung VON RNA QUS GEWEDE ......c.civeuiieiiriiiiieieiei ettt 27
3.2.14 Reverse Transkription (CDNA-SYNENESE) ........ciiiiiriiiiiiiieie e 28
3.2.15 DINA-SEQUENZIEIUNG ...ttt sttt b ke b e b b e b e e e st e b e e bt ebesbeebe b en b e e eneebeabenbesbennens
3.2.16 Agarosegelelektrophorese
3.2.1.7 Isolierung genomischer DNA aus MaussChwanzhiopSien..........ccoeoereieeiiienene e 29
3.2.18 GENOTYPISIEIUNG ...ttt sttt bbbt b et at b e e bt ebe s e et et e Rt e bt e bt ebe st et et ene et e ebesbenbenens 29
3.2.19 AFFYMELriX-GeNCNIP-ANAIYSE ...ttt sr e 29
3.2.1.10 Restriktionsverdau von Plasmid-DINA ...........cccooiii e 30
3.2.111 Modifizierung VON DNA-ENGEN ........ooiiiieiiieee ettt sae e i

3.2.1.12 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

3.2.1.13 Ligation VON DNA-FFAgMENTEN ........ooiiiiiiiiiteiieeie ettt s sbe e e e e ebesbesaesee e



Inhaltsverzeichnis I

4

4.1

3.2.1.14 Transformation kompetenter Bakterien durch Elektroporation ............ccceovevviiiieneieneiicicsse e 31
3.2.1.15 Préparation von Plasmid-DNA (Miniprep, MaXiprep) .......ccoeiererereerieienieesesieseeiesesesesie e seeseens 32
3.2.1.16 Bestimmung von ProteinkoNZentratioNeN............cooouiieiiiiiie e 32
3.2.1.17 SDS-GEIEIEKIIOPNOIESE ...ttt sttt re e 32
3.2.1.18 Elekto-Proteintransfer (Western-BIOttING) .......ccooeririeiiiieieie et 33
3.2.2  Bestimmung VON SErUMPAIAMELEIN .....cc.cieiurieeieieriesiesiesreseeseeseessessessessessessessesssesaessessessessenses 34
3221 SEIUMGEWINNUNG . ....eviveiteitet et ete et st et et et e e e ae et e s b e s te b et e e easeteebesbe s b et e s esseteeaeebesaesbe s ensesaeseeresrenbens 34
3222 SEIUMANAIYSEN ...ttt sttt b e e e st et e e b e s b e st et e e e st eteebesbe st et e e ensetasbesresrenbens 34
3.2.3  ZellbiologisChe MENOUEN ........cvcieiiece et re e eneens 34
3231 OStEODIASTENKUITUT ...t 34
3.232 OStEOKIASTENKUITUT ...t 35
3.2.3.3 V0N KOSSA-FAMUNG. ....evitiieieisiee e ettt sttt sttt nenas 35
3.2.34 AlIZANNTOT-FAIDUNG. ...t 36
3.235 TRAP-FAIDUNG ..ottt b et s bttt et st n e e et e be e sbere s 36
3.2.36 Proteinisolation QUS ZEIIEN ... 36
3.2.3.7 Gewinnung VON RNA QUS ZEHTEN........c.ooiiiiiiieiriciie e 37
3.2.3.8 BrdU-ProliferationNSaSSAY .........cviueerieririeiereiteieteiesteeste e sestestete et b sesse et e sbenesseseseesesseseseesensans 37
3.2.3.9 IMMUNRISIOIOIE ...ttt bttt ettt n e neenes 37
3.2.3.10 Herstellung retroviraler Partikel in HEK 293T Zellen ... 38
3.23.11 Transduktion von MC3T3-Zellen und priméren OSteoblasten ..........ccccvveieriieniiniiniienee e 38
3.2.4  Histologische und histomorphometrische Methoden ... 39
3.24.1 Préparation und Fixierung vOn MauSSKEIELEEN ..ot 39
3.24.2 KOoNtaKtronNtGen UNG LCT ..otttk 40
3243 Biomechanische Testung mittels Dreipunkitbiegetest........ ..o 40
3.244 Von Kossa/Van GieSON-FArDUNG. ..o e 40
3.245 TOIUIAIN-FAIDUNG ...t ettt 40
3.24.6 HE-FArbung (Paraffin) .........ccooiiiiieieei e bbb 41
3.24.7 TRAP-Féarbung an ParaffinSChNItieN ..ot 41
3248 Calcein-Markierung VON IMUSEN .........oeiiiiiieinieie et 41
3249 HIStOMOIPROMELIIE. ...ttt ettt 41
Bi2.5  SHALISTIK . .ttt b bbbttt 42
ERGEBNISSE ...ttt et te e s te ettt s e et e s et e te et e s teereeereesreeseeenteeneeaneeeneennee e 43
UNTERSUCHUNGEN ZUR EXPRESSION VON FZD9 IN OSTEOBLASTEN ......ceiieiiiiinrinitsieseeie e 43
HISTOLOGISCHE ANALYSE DES KNOCHENPHANOTYPS FZD9-DEFIZIENTER MAUSE........cccccvniiiiinnnnne. 44

4.2
4.3

4.4
4.5
4.6
4.7
4.8

4.9

HISTOLOGISCHE ANALYSE DER REGRESSION HYALOIDER BLUTGEFARE IN FZD9-DEFIZIENTEN

Y U = SRR UPPTSRRN 47
ANALYSE FZD9-DEFIZIENTER OSTEOBLASTEN ....ieiuvieiitteitieeiveestteessreesseessseesssesssssesssesssssessessnsessnsesanns 48
UNTERSUCHUNGEN ZUR ROLLE VON ISG15 IN OSTEOBLASTEN ....veeivieitieteereeieesteesteeereesreevesnvessnesneenns 54
KNOCHENHISTOLOGISCHE ANALYSE ISG15-DEFIZIENTER MAUSE.......c.ccoviiiiitieiteeitee et 56
UBEREXPRESSION VON [1SG15 IN FZD9-DEFIZIENTEN OSTEOBLASTEN ......vvvieeeeececeeseeiesesisiseeeeeesnenas 58

KNOCHENHISTOLOGISCHE ANALYSE VON FzD9™" MAUSEN UND WILLIAMS- BEUREN-SYNDROM
(VWBS) PATIENTEN ... ttiteiutetie ettt sttt sttt esee st be st bt be bt et e e e besbeebesbeeh e e s e e m b et sbeebe e bt e bt ereemeebesbenbeseesbeanes 59
GENERIERUNG EINES COL1AL1-FZD9 DNA-KONSTRUKTES .....uvtiiiiieiiiiiiiiiiieessesiiiieieee s s s sisissiesssssssanns 61



Inhaltsverzeichnis 1l

4.10 UNTERSUCHUNGEN ZUR ROLLE DES WNT-SIGNALWEGS IN DER OSTEOKLASTEN-
DIFFERENZIERUNG ...eiiittitiesuttttestteassssteesssstteeesnstetessssseesstseesssssseessssseessasssesssnsssesssssesesssssesssnssseesnnnns 62
411 UNTERSUCHUNG DER GENEXPRESSION WAHREND DER OSTEOKLASTEN-DIFFERENZIERUNG ........... 64
4,12 UNTERSUCHUNG DER EXPRESSION VON WNT-PROTEINEN UND FRIZZLED-REZEPTOREN WAHREND
DER OSTEOKLASTENDIFFERENZIERUNG ......cuviuveteitisieaseeseesestessessessesssessessessessessessesssessessessessessessenns 66
4.13 ERSTELLUNG EINES GEWEBEEXPRESSIONSPROFILS ALLER FRIZZLED-REZEPTOREN .....ccceovivrivennan 67
4.14 INHIBITION DES ANTI-OSTEOKLASTOGENEN WNT3A-EFFEKTS DURCH LOSLICHE REKOMBINANTE

FZD-CYSTEIN-REICHE-DOMANEN .......outtiiiiiiiiiiitiiii e eeibte e e e s st e e e s s s sbb b b e s e e e s s s sabbbeaeeessssabbraees 69

4,15 KNOCHENHISTOLOGISCHE ANALYSE FZD8-DEFIZIENTER MAUSE.........cociutiiiiie ettt 70

5 [T I S0 35T [0 ] R 74
5.1 ERNIEDRIGTE KNOCHENDICHTE IN FZD9-DEFIZIENTEN MAUSEN ......cooiiiviiiieeiiiiiiiieie e siinneee e 74
5.2 FzD9 REGULIERT DIE FUNKTION UND/ODER DIFFERENZIERUNG VON OSTEOBLASTEN ....ccovvvvieiivieeeiniens,
UNABHANGIG VOM KANONISCHEN WNT=-SIGNALWEG ......ccottttiiiieeiiiiitiiieie e ssiiirrreeseessssisssrsssessssssnssssnes 75

5.3 FzD9 REGULIERT DIE EXPRESSION VON CHEMOKINEN UND INTERFERON-ABHANGIGEN GENEN IM

(@5 =00 ] X 1 = N USSP 76
5.4 DIE ROLLE DER PROTEIN ISGYLIERUNG IN OSTEOBLASTEN......ccciitieiiieitieesireesireesineessseessseessnessnnessneens 78
5.5 ERNIEDRIGTE KNOCHENDICHTE IN FZD9™ MAUSEN UND WILLIAMS-BEUREN- SYNDROM (WBS)

N =11 1 = SRR TP OUPVPPRUPRIR 80

5.6 INHIBITION DER DIFFERENZIERUNG VON OSTEOKLASTEN DURCH AKTIVIERUNG DES KANONISCHEN

NV NT=SIGNALWEGS ...tttttieeee e e iittttt e e e e e s s ettt et e s e e e s s et bbb e e e s e e e s eeab b aaeeeeeesssabbbabeeeeeesaabbbbbeeeeesseasbbbbeseeessesarbbeees 81

5.7 FzD-REZEPTOREN IN DER OSTEOKLASTENDIFFERENZIERUNG ...vvvviiieiiiiiiiiieieeeesiiiiireneeeessssssssseeseessnnnns 82
5.8 ERHOHTE KNOCHENRESORPTION IN FZD8-DEFIZIENTEN MAUSEN ......cocoutiiiieeiiiiiiiieiieee e e seireee e e e 83
LS T AN U1 = I o RN 84

6 ZUSAMMENFASSUNG ...ttt ettt e e e ettt e e e e s e s s bbb et e e e e e s s ssb b bbbt e e e e e ssebbbbereeeeas 86
7 SUMM A RY ettt e ettt e e e e s s ettt eeeeeesae bbbttt seessea bbb aeeseeessssabbaaaseeesssabbabeeeesessaases 88
8 I I N 1L 1 R 90
9 ANHANG ettt st e e ettt e e s a et e s st e e e e e b bt e e saabaeessbbeeseabbeeseaabeeessbbeeesabaeean 100
LS R A I = == N TS 1Y O =R OORURRRN 100
0.2 VEROFFENTLICHUNGEN ....cvitiittiitttttiteeesseetttateeseessessatteessesssassatbeesssssssssasbasteesessssbbbaseeesssssasresesesesssases 101
0.2.1  OFIgINAIAIDEITEN ... .cviitiieicte ettt sttt ere e 101

0.2.2  KONGIESSDEITIAGE ....veiveeeieeieieeeete ettt sttt sttt st sttt re e 102

0.3 ERKLARUNG ...uvtiiiieeiee ittt e e e e et sttt et e e e s s et aateeseessaasatteeteeessesabbbeeeeeessssabbaeeeeeesssaabbbeteeeessssasbanaeeeessssases 103
0.4 DANKSAGUNG ..vveiieiii ittt e e e et ittt e e e e st et et e e e s e e s s aa bbb e et s e essaabb b b et e eeesssabbaaseeeesssssbbbaseeesessabbanaeesesssaases 104

0.5  SICHERHEITSHINWEISE ..uvvviiiiiiiiitiitiieee et seitbttiesseesssisbbbeessesssessbbbseteeesssssabbaaseseesssssbbbaseeesesssasbbaansesessaases 105



Abkurzungen

Abklrzungen

Alpl: alkaline phosphatase,
(gewebeunspezifische
Alkalische Phosphatase)

Amp: Ampicillin
APC: adenomatous polyposis coli
ATP: Adenosintriphosphat

BFR/BS: bone formation rate per
bone surface
(Knochenformationsrate
pro Knochenoberflache)

Baglap: Bone gla protein

(Osteocalcin)

BMP: Bone Morphogenetic
Protein

BMU: Basic Multicellular Unit

Bp: Basenpaare

BrdU 5'-bromo-2'-deoxyuridin

BSA bovines Serumalbumin

Bsp: Bone sialoprotein

BV/TV bone volume per tissue
volume (Knochenvolumen
pro Gewebevolumen)

Camkll: Calcium-calmodulin
dependent kinase 11

CDD: Cleidocraniale Dysplasie

cDNA: copy DNA

CK: Casein Kinase

Clc-7: Chlorid channel 7
(Chloridkanal 7)

Collal: collagen, type I (Typl-
Kollagen)

cort: cortical (kortikal)

DTT:
DVL:
DXA:

Eco:

EDTA:

eGFP:

3,3’-diaminobenzidine
tetrahydrochloride
destilliert
Diethylpyrocarbonat
Dentin matrix protein 1
Dimethylsulfoxid
deoxyribonucleic acid
(Desoxyribonukleinsaure)
Desoxynukleotid-
triphosphat

Dithiotreitol

Dishevelled
(Dual-Energy-X-Ray-
Absorptiometrie) Dual-
Rdntgen-Absorptiometrie)
ecotroph
Ethylendiamintetraazetat
enhanced Green
Fluorescent Protein
Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay
(enzymgekoppelter
Immunadsorptionstest)
envelope

Fibroblast Growth Factor
fotales Kalberserum
Maximalkraft

Frizzled
Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer

group specific antigen

Glykogen Synthase Kinase



Abkurzungen

T
e

Ifi203:

3
=N
a

o
Z
A

|5
B R B

—
m
T

S
LRP 5/6:

= 5 La'_
T o 2

<
O
%)
n

<
m
<

Wasser

Human Embryonic Kidney
horseradish peroxidase
(Meerrettichperoxidase)
Integrin binding
sialoprotein

Interferon activated gene
203

Isg15 ubiquitin-like
modifier

c-Jun N-terminale Kinase
kilo Dalton
B-Galaktosidase Gen
Luria Broth, Kulturmedium
Lymphoid Enhancer
binding protein Factor
Losung

Low density lipoprotein 5/6
Long terminal repeats
Molar

macrophage colony
stimulating factor
Minimum-Essential-
Medium
u-Computertomographie
Minute

Nemo-like-Kinase
Natriumhydroxid

number of osteoblast per
bone perimeter (Anzahl der
Osteoblasten pro
Knochenoberflache)

N.Oc/B.Pm:

Obl:
Ob.S/BS:

QOasl2:

3R 8
» & =

U |O
@)
U |o

RANKL.:

RNA:

number of osteoclasts per
bone perimeter (Anzahl der
Osteoklasten per
Knochenoberflache)
Osteoblasten

osteoblast surface per bone
surface
(Osteoblastenoberfléache
pro Knochenoberfléche)
2'-5' Oligoadenylate
synthetase-like 2
Osteoklasten
Osteoprotegerin

Phosphate buffered saline
(Phosphat-gepufferte
Salzlésung)

Planar Cell Polarity
polymerase chain reaction
(Polymerasekettenreaktion)
phospho-Glykogen
synthasekinase 3

Protein Kinase C
Penicilin/Streptomycin
Parathormon

Rheumatoide Arthritis
receptor activator of NF-
kB (Rezeptor Aktivator
vom NF-«B)

RANK (Receptor Activator
of NF-«xB) Ligand
ribonucleic acid

(Ribonukleinséure)



Abkurzungen

Vi

pm:

RT:
RT-PCR:

Runx2:

Stbw:
TAE:
Th.N:

Tb.Sp:

Th.Th:

rounds per minute, Upm; wiv:

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Reverse-Transkriptase PCR
Runt related transcription
factor 2

Sodium dodecyl sulfate
(Natriumdodecylsulfat)
signal log ratio
(Signalintensitatsparameter)
Sp7 transcription factor
(Osterix)
Standardabweichung
Tris-Azetat-EDTA
trabecular number (Anzahl
der Trabekel)

trabecular spacing
(Abstand der Trabekel)
trabecular thickness
(Trabekeldicke)
T-Cell-Factor

Tris-EDTA

Tartrat resistant acid
phosphatase
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan

unit, Enzymeinheit

uber Nacht

Ultraviolett

Volt
Williams-Beuren-Syndrom
wingless-related MMTV
integration site x

Wildtyp

weight/volume

(Masse/VVolumen)



Einleitung 1

1 Einleitung

Der Knochen ist ein metabolisch aktives Organ, das wahrend des gesamten Lebens einem
stetigen Umbauprozess (Remodelling) unterliegt. Jedes Jahr werden bei einem gesunden
Menschen etwa zehn Prozent der gesamten Knochenmasse umgebaut, so dass das gesamte
Skelett etwa alle zehn Jahre komplett erneuert wird. (Cohen, 2006). Bei diesem Prozess
herrscht ein sensibles Gleichgewicht zwischen der Knochenresorption durch Osteoklasten
und der Knochenformation durch Osteoblasten, welches bei einer unguinstigen Verschiebung
zu Erkrankungen wie Osteoporose fihren kann. Die Osteoporose ist eine chronische
Skeletterkrankung, die durch eine Verminderung der Knochenmasse, eine Storung der
Knochenmikroarchitektur und ein erhohtes Frakturrisiko charakterisiert ist (Cohen, 2006).
Besonders postmenopausale Frauen unterliegen einem hohen Risiko, an Osteoporose zu
erkranken. Im Jahr 2003 litten in Deutschland 7,8 Millionen Menschen im Alter von
mindestens 50 Jahren an Osteoporose (Haussler et al., 2007). Dabei ist die Pravalenz bei
Frauen deutlich hoéher als bei Ménnern (ca. 6:1) und steigt sowohl bei Frauen als auch bei
Ménnern mit dem Alter stark an. Die direkten Kosten der Osteoporose liegen in Deutschland
jahrlich bei etwa 5,4 Milliarden Euro und stellen demnach eine erhebliche Belastung fur das
Gesundheitssystem dar (Haussler et al., 2007). Aus diesem Grund ist die Erforschung und
Entwicklung neuer Therapiestrategien zur Behandlung der Osteoporose von grof3er
Bedeutung, insbesondere auch vor dem Hintergrund, dass das Durchschnittsalter der
Bevolkerung standig zunimmt und demnach auch das Risiko, an Osteoporose zu erkranken,
steigt.

1.1 Funktion und Struktur des Knochens

Das Skelett von S&ugetieren besteht zum groBten Teil aus mineralisiertem Knochen und
Knorpel, welche zwei wichtige Funktionen austiben. Die erste Funktion ist eine rein
strukturelle, die darin besteht, die inneren Organe sowie das Knochenmark zu schiitzen und
einen Befestigungspunkt fur die Muskeln als Grundlage der Bewegung zu liefern. Die
zweite Funktion liegt darin, dass der Knochen ein wichtiges Reservoir an Kalzium und
Phosphat fir die korpereigene lonenhomoostase bereitstellt (Hadjidakis & Androulakis,
2006).

Knochen besitzt eine pordse Struktur, die aus Zellen, GefaRen, Knochenmatrix und
Kalziumkristallen (Hydroxylapatit) aufgebaut ist und je nach Knochentyp unterschiedliche

Proportionen einnimmt. Im normalen menschlichen Skelett gibt es unter den etwas tber 200
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Knochen im Prinzip zwei morphologisch unterschiedliche Arten von Knochen, nédmlich
kortikalen Knochen und trabekuldren Knochen (Abb. 1.1).

Abbildung 1.1: Schliffpraparat eines mazerierten adulten Wirbelkdrpers.

Der kortikale Knochen macht wegen seiner hoheren Dichte etwa 80 % der Knochenmasse
aus, stellt jedoch nur 20 % der Knochenoberfldche dar. Der trabekuldre Knochen stellt die
restlichen 80 % der Knochenoberflache dar und befindet sich zum gréBten Teil im Inneren
der langen Rohrenknochen und der Wirbelkdrper. Trabekuldrer Knochen ist weniger dicht,
dafur aber elastischer und hat eine wesentlich hohere metabolische Aktivitét als kortikaler
Knochen (Hadjidakis & Androulakis, 2006).

1.2 Knochenzellen

1.2.1 Osteoblasten

Die Osteoblasten sind die Zellen, die fir die Produktion der Knochenmatrix und ihrer
Bestandteile verantwortlich sind. Osteoblasten treten in der Regel nicht alleine auf, sondern
in sogenannten Clustern zu etwa 50 bis 200 Zellen entlang der Knochenoberflache. Die
Osteoblasten entwickeln sich aus multipotenten mesenchymalen Stammzellen, welche
entweder zu Adipozyten (Fettzellen), Chondrozyten (Knorpelzellen), Myoblasten,
Fibroblasten oder zu Osteoblasten differenzieren kdnnen (Krause et al., 2008). Studien an
genetisch verénderten Mausen haben gezeigt, dass insbesondere die Aktivitat des
Transkriptionsfaktors Runx2 (Runt related transcription factor) fur die Differenzierung zu
Osteoblasten von entscheidender Rolle ist. Welche dramatischen Auswirkungen eine
Fehlfunktion dieses Transkriptionsfaktors fiir die Skelettbildung hat, zeigten Studien an
Runx2-defizienten Mé&usen, deren Skelett nur aus Knorpel besteht (Otto et al., 1997), was
dadurch erklart wurde, dass die Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen zu
Osteoblasten zu einem friihen Zeitpunkt gestort ist (Abb. 1.2 A). Dass RUNX2 auch bei der
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Entwicklung des menschlichen Skeletts eine entscheidende Rolle spielt, zeigt sich anhand
des Krankheitsbildes der cleidocranialen Dysplasie (CCD). Patienten mit dem CCD-
Syndrom weisen charakteristische Merkmale wie hypo- bis aplastische Claviculae, stark
verspateten FontanellenschluB, Schaltknochen und zumeist vermindertes Langenwachstum
auf (Abb. 1.2 B). Durch molekulargenetische Untersuchung dieser Patienten konnte gezeigt
werden, dass das CCD-Syndrom durch eine Haploinsuffizienz der RUNX2 Expression
bedingt ist (Mundlos et al., 1997; Mundlos, 1999).

Abbildung 1.2: Auswirkungen einer Deletion oder Fehlfunktion von Runx2 auf die Skelettbildung. (A)
Alcianblau/Alizarinrot-gefarbte Wildtyp (links) und Runx2” (rechts) neugeborene Mause. Die Entwicklung des Knorpels
(blau) ist in beiden Mausen normal, jedoch kommt es in den Runx2”~ Méusen nicht zu einer Ossifikation (rote Farbung).
Aus Otto et al., 1997. (B) Patient mit cleidocranialer Dysplasie (CCD). Aus Prasad et al., 2006.

Neben Runx2 wurden bereits viele weitere Faktoren identifiziert, die fir die Differenzierung
von Osteoblasten notwendig sind. Hierzu gehdren insbesondere Wachstumsfaktoren wie
FGFs (Fibroblast Growth Factors) und BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) aber auch
viele endokrine und parakrine Faktoren, die die Differenzierung und Funktion von
Osteoblasten regulieren (Krause et al., 2008). Hierzu gehéren insbesondere Vitamin D3,
Ostrogen, Parathormon (PTH), Leptin und neuesten Studien zufolge auch Serotonin (Cohen,
2006; Yadav et al., 2008).

1.2.2 Osteozyten

Osteoblasten, die im Osteoid, bzw. im spéter mineralisierten Knochen ,.cingemauert*
werden, differenzieren zu sogenannten Osteozyten. Die Osteozyten reprasentieren mit

90-95 % den GroRteil aller Knochenzellen (im Vergleich zu Osteoblasten mit 4-6 % und


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=dbio&part=A3538#A3632
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Osteoklasten mit 1-2 %). Osteoblasten verlieren wahrend des Differenzierungsprozesses zu
Osteozyten einen grofRen Anteil ihrer Zellorganellen und entwickeln gleichzeitig
cytoplasmatische Ausstiilpungen, sogenannte gap junctions, durch welche sie Kontakt zu
Zellen auf der Knochenoberflache und benachbarten Osteozyten im mineralisierten Knochen
halten. Connexine (insbesondere Connexin 43) sind die essentiellen Bestandteile dieser gap
junctions, die eine direkte Kommunikation und einen direkten Stoffaustausch zwischen den
verbundenen Zellen erlauben (Cherian et al., 2005). Bislang wird die Hauptfunktion der
Osteozyten darin gesehen, als Mechanosensoren im Knochen zu fungieren und eine
mechanische Belastung des Knochens in zelleigene Signale zu transduzieren (Turner et al.,
1994; Klein-Nulend & Bonewald, 2008).

Osteozyten spielen aber auch eine wichtige Rolle in der Regulation der Knochenformation,
denn sie exprimieren als einzige Zellen im menschlichen Korper Sclerostin (SOST), einen
potenten Inhibitor der Osteoblastendifferenzierung. Menschen mit inaktivierenden
Mutationen im SOST-Gen leiden am Van-Buchem-Syndrom (VBD), welches sich durch ein

ubermafiges Knochenwachstum des gesamten Skeletts dufRert (Abb. 1.3).

Abbildung 1.3: Osteosklerose in VBD-Patienten. Rontgenaufnahmen von einem gesunden Menschen (links) und einem
Patienten der am Van-Buchem-Syndrom (VBD), bedingt durch eine Mutation des SOST-Gens, leidet (Aus Keller, 2008).

Die hemmende Wirkung von Sclerostin auf die Osteoblastendifferenzierung beruht
vermutlich darauf, dass es den kanonischen Wnt-Signalweg inhibiert, welcher in der friihen
Phase der Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu Osteoblasten eine kritische Rolle
spielt (Karsenty et al., 2009). Wenn dieser inhibitorische Effekt von Sclerostin ausféllt,
kommt es zu einer vermehrten Bildung von Osteoblasten und einem unkontrollierten
Knochenwachstum. Es gibt bereits erste vielversprechende Studien mit einem monoklonalen
Antikorper gegen Sklerostin, von dem man sich einen osteoanabolen Effekt z.B. fur eine
Osteoporosetherapie erhofft (Li et al., 2009).
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1.2.3 Osteoklasten

Osteoklasten sind die einzigen Zellen, die die Fahigkeit haben, mineralisierten Knochen zu
resorbieren. Osteoklasten entstammen der hdmatopoetischen Linie und entstehen durch die
Differenzierung und Fusion von Monozyten/Makrophagen-Vorlauferzellen an der
Knochenoberflache (Boyle et al., 2003). Osteoklasten sind mit bis zu 100 um Durchmesser
sehr grofRe, multinukledare Zellen mit 4-20 Zellkernen, die vereinzelt in sogenannten
Howship“s Lakunen auf der Oberfléche des mineralisierten Knochens zu finden sind.

Zur Resorption adhé&rieren Osteoklasten uber Integrinrezeptoren (avp3) an den Knochen
und nach einer Umorganisation des Aktin-Zytoskeletts kommt es zur Ausbildung eines
Aktinrings, und einer sogenannten ,sealing zone“ (Abb. 1.4), welche das unter dem

Osteoklasten befindliche Knochenareal undurchlassig abschirmt (Teitelbaum S.L, 2000).

Osteoklast

extrazellulidrer
Raum

pH 7.4

o] Steroidrezeptor

(z.B. fiir Ostrogen)

pH7.2

O, ruffled border®

ealing zone”

N4

Integrine o o

® | Resorptionslakune | ~

pH45 lysosomale®
’ Enzyme

mineralisierter
Knochen

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung eines Osteoklasten auf der Knochenoberflache. Osteoklasten verankern sich
durch Bildung eines apikalen Rings aus Aktin und durch Interaktion mit Integrinen fest auf der Oberflache des
mineralisierten Knochens. Unter dem Osteoklasten entsteht ein nach aufen abgedichtetes extrazellulares Kompartment
(Resorptionslakune). Durch die Verschmelzung mit lysosomalen Vesikeln, die mit Enzymen wie Cathepsin K oder TRAP
(Tartrate Resistent Acid Phosphatase) gefiillt sind, faltet sich die apikale Plasmamembran zur ,,ruffled border« und die
lysosomalen Enzyme werden in die Resorptionslakune freigegeben. AuBerdem kommt es zu einem Transport von Protonen
und Chloridionen in die Resorptionslakune, was zu einer Herabsenkung des pH-Wertes auf etwa 4,5 in der
Resorptionslakune fuhrt. (modifiziert nach E. J. Barrett & P. Barrett, 2005)

Diese Resorptionslakune wird dann durch die Aktivitat einer Protonenpumpe (H*-ATPase)

und eines Chloridkanals (Clecn7) mit Salzsaure (HCI) auf einen pH-Wert von etwa 4,5
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angesduert (Abb. 1.4). Dieses saure Milieu fuhrt zur Auflésung des mineralisierten
Knochens und zur Freisetzung der organischen Matrix, die zum grofiten Teil aus Typl-
Kollagen besteht (Cohen, 2006). Dieses wird durch das lysosomale Enzym Cathepsin K,
welches vom Osteoklasten iiber die ,,ruffled border” in die Resorptionslakune sekretiert
wird, abgebaut. Die gesamten entstehenden Abbauprodukte (Kollagenfragmente, Kalzium,
Phosphat) werden schlielRlich durch den Osteoklasten aufgenommen und in die Zirkulation
abgegeben.

Durch natirlich vorkommende Mutationen oder Studien an genetisch veranderten Mausen
sind bislang viele Gene identifiziert worden, deren Transkripte fir die
Osteoklastendifferenzierung oder Osteoklastenfunktion von entscheidender Rolle sind.
Mutationen in diesen Genen fihren zu einer abnormal hohen Knochendichte und dem
Krankheitsbild einer Osteopetrose. Insbesondere die Zytokine RANKL (Receptor Activator
of NF-«xB-Ligand) und MCSF (Macrophage Colony Stimulating Factor) sind fir die
Differenzierung von Vorlduferzellen zu Osteoklasten von entscheidender Bedeutung. So
entwickeln Mause mit einer spontanen Mutation im M-csf-Gen (op/op-Méuse) eine
Osteopetrose bedingt durch ein Fehlen von Osteoklasten (Boyle et al., 2003; McLean &
Olsen, 2001), und das gleiche gilt flir M&use in denen der Rezeptor fur Rankl deletiert ist
(Boyle et al., 2003). Mutationen im humanen CLCN7-Gen fihren ebenfalls zum
Krankheitsbild einer Osteopetrose, allerdings ist hier, wie auch bei Mausen mit einer
Deletion des Clcn7-Gens, die Anzahl an Osteoklasten normal, aber die Osteoklasten sind
nicht in der Lage Knochen zu resorbieren. Dies liegt daran, dass diese Osteoklasten, ohne
einen funktionierenden Chloridkanal, kein saures Milieu in der Resorptionslakune erzeugen
koénnen (Kornak et al., 2001). Aus dem gleichen Grund entsteht bei Menschen mit einer
Mutation im TCIRG1-Gen, welches fiir eine Untereinheit einer Protonenpumpe im
Osteoklasten kodiert, eine Osteopetrose, denn auch hier ist es dem Osteoklasten nicht
moglich, eine Anséuerung der Resorptionslakune zu erreichen und Knochen zu resorbieren
(Frattini et al., 2000).

Die Zunahme an Knochenmasse bei einer Osteopetrose fiihrt jedoch nicht, wie man
vielleicht annehmen konnte, zu einer verstarkten biomechanischen Belastbarkeit der
Knochen, sondern bewirkt eher das Gegenteil, denn die Qualitdt des Knochens bei
osteopetrotischen Patienten ist, bedingt durch ein fehlendes Remodelling, deutlich
verschlechtert. AuBerdem kommt es zu weiteren Komplikationen, wie Kompressionen von

Nerven oder aber des Knochenmarkkanals (Cohen, 2006).
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1.3 Entwicklung des Skelettsystems

Im Prinzip werden zwei Arten der Skelettentwicklung unterschieden. Bei der desmalen
Ossifikation differenzieren mesenchymale Vorl&uferzellen direkt zu knochenbildenden
Osteoblasten und sekretieren eine Kollagen- und Proteoglykan-haltige Matrix (Osteoid),
welche dann nach Einlagerung von Hydroxylapatit unter anderem das Schadeldach, das
Gesicht und Teile des Schliisselbeins und Schulterblatts bildet. In den Mechanismus der
desmalen Ossifikation sind insbesondere BMPs und der Transkriptionsfaktor Runx2
involviert (Yang, 2008).

Bei der enchondralen Ossifikation kommt es zuerst zu einer Bildung von Knorpelgewebe
aus aggregierten mesenchymalen Zellen, welches dann im Laufe des Ossifikationsprozesses
durch Knochen ersetzt wird. Die enchondrale Ossifikation findet bei allen Réhrenknochen
des Skelettsystems statt und l&it sich im Prinzip in einzelne Stufen unterteilen.

Nach einer Kondensation mesenchymaler Vorléuferzellen differenzieren diese unter
Einwirkung bestimmter Faktoren zu Chondrozyten und produzieren ein hyalines
Knorpelskelett (Primordialskelett), das eine Vorlage fir den zukinftigen Knochen darstellt.
Ein essentieller Faktor fir die Differenzierung zu Chondrozyten ist der Transkriptionsfaktor
Sox9, der im Prinzip fir die Entwicklung knorpelbildender Chondrozyten ebenso wichtig
ist, wie Runx2 fir die Differenzierung der Osteoblasten (Karsenty, 2008). Beim Menschen
fiihren Mutationen im SOX9 Gen zur Campomelen Dysplasie, was sich in einer Verbiegung
der Extremitaten und einem Abknicken der Rohrenknochen sowie weiteren Fehlbildungen
auBert (Cohen, 2006).

In der nachsten Phase der enchondralen Ossifikation werden die Chondrozyten hypertoph
und sezernieren statt Typll-Kollagen nun TypX-Kollagen und Fibronektin, was eine
folgende Mineralisierung des Knorpelskelettes begunstigt (YYang, 2008). Die hypertrophen
Chondrozyten sezernieren auBerdem VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), was zur
Einsprossung erster Blutgefale in die Knorpelmatrix fuhrt. Nach der terminalen
Differenzierung werden die hypertrophen Chondrozyten dann apoptotisch und es dringen
von aullen sogenannte Chondroklasten ein und zersetzten Teile der Knorpelmatrix. In die so
entstandenen Einbruchzonen konnen weitere Blutgefdlie aus dem Periost einwandern, was
man als Invasion des Knorpels bezeichnet. Nun kénnen auch Osteoblasten in den Freiraum
gelangen und mit dem Aufbau des trabekuldren Knochens beginnen. Die enchondrale

Ossifikation schreitet zu beiden Enden der Diaphyse weiter, so dass schlieBlich zwei Zonen


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Primordialskelett&action=edit&redlink=1
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entstehen, in denen das Wachstum so lange ablauft, bis die endgultige L&nge des Knochens
erreicht wird (Yang, 2008).

1.4 Der Wnt-Signalweg

Im Jahr 2001 wurde verdffentlicht, dass inaktivierende Mutationen im Gen LRP5 (Low
Density Lipoprotein Receptor-Related Protein 5) beim Menschen zum sogenannten
Osteoporose Pseudoglioma (OPPG) Syndrom fiihren, welches sich durch eine stark
verminderte Knochendichte sowie einen Defekt in der Regression hyaloider Blutgefafle im
Auge duBert (Gong et al., 2001). Ein Jahr spater wurde bekannt, dass eine aktivierende
Mutation (G171V) im selben Gen zu Osteosklerose flhrt, also einer Erkrankung mit
erhohter Knochendichte, bedingt durch eine Uberaktivierung von Osteoblasten (Boyden et
al., 2002). Aufgrund dieser Beobachtungen erlangte der Wnt-Signalweg, in welchem LRP5
eine wichtige Rolle fir die Signaltransduktion spielt, groRe Aufmerksamkeit in der
Knochenforschung.

Im Jahr 1982 entdeckten Roel Nusse (Stanford Universitdt, USA) und Harold Varmus
(Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, USA) das erste Wnt-Gen. Sie stellten fest, dass
Méuse, bei denen dieses Gen kinstlich aktiviert wurde, an Brustkrebs erkrankten (Nusse &
Varmus, 1982) und nannten das somit neu entdeckte Protoonkogen Int-1. Nahezu zeitgleich
entdeckte die spatere Nobelpreistragerin Christiane Nusslein-Volhard, (Max-Planck-Institut
fir Entwicklungsbiologie, Tubingen), dass die Fruchtfliege Drosophila melanogaster ohne
das Gen Wingless keine Fliigel entwickelt (NUsslein-Volhard & Wieschaus, 1980). Spater
stellte sich dann heraus, dass es sich bei Wingless um das gleiche Gen handelt, das Nusse bei
den Maéusen entdeckt hatte. Als Folge dessen wurden die Namen Wingless und Intl zu
,Wnt“ verschmolzen und durch Sequenzhomologie bis heute insgesamt 19 unterschiedliche
Wnt-Gene im Menschen und in der Maus identifiziert (van Amerongen & Nusse, 2009). Der
Whnt-Signalweg ist einer der am hochsten konservierten Signaltransduktionswege und eine
funktionelle Aktivitat konnte bereits in Schwdmmen, Nesseltieren (Cnidaria), Meeres-
wiurmern (Planaria), Drosophila, Caenorhabditis elegans und allen Wirbeltierspezies
gezeigt werden (Williams & Insogna, 2009).

Historisch gesehen werden die Wnt-Proteine in zwei Klassen eingeteilt, ndmlich in die
sogenannten ,,kanonischen* Wnt-Liganden und die ,,nicht-kanonischen® Wnt-Liganden. Die
Einteilung in die jeweilige Gruppe beruhte dabei urspriinglich auf der Fahigkeit dieser

Molekdle, die maligne Transformation von C57MG-Zellen zu induzieren (Wong et al.,
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1994). Dabei wurden die Wnt-Liganden, die eine starke Transformation bewirkten zu den
kanonischen Liganden gezahlt (Wntl, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a) und die Liganden, die nicht
oder nur schwach transformierend wirkten (Wnt2, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6) als nicht-
kanonische Whnt-Liganden bezeichnet. Die Zuteilung zu einer Gruppe erfolgt heute
allerdings hauptsachlich danach, welchen intrazellularen Signalweg das jeweilige Wnt-
Protein in einer Zelle aktiviert.

Der bisher am besten untersuchte und verstandene Signalweg ist der kanonische Wnt-
Signalweg. Ist dieser Signalweg nicht aktiviert, kommt es im Zytoplasma der Zelle zur
Bildung eines Inaktivierungskomplexes aus den Proteinen Axin, APC (Adenomatous
Polyposis Coli), GSK3B (Glycogen Synthase Kinase 34) und CKla (Casein Kinase 1a)
(Angers & Moon, 2009). Innerhalb dieses Komplexes kommt es zur Bindung und
Phosphorylierung von (-Catenin  durch GSK3R und CKla (Abb. 1.5). Diese
Phosphorylierung flhrt zu einer Erkennung von (3-Catenin durch die SKP1-Cullinl-F-box
(SCFRB-TrCP) E3 Ligase und letztlich zur Degradation im Proteasom (Abb. 1.5).

Frizzled
LRPS,
/l L_Rné '\'Alrr‘t
_— >

v{ z.-_-;..uca.v...-a,-uocxx_-w [ t.u.\-wa,-hxx-v-‘.-:‘
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des kanonischen Wnt-Signalwegs: Links: Inaktiver kanonischer Wnt-
Signalwes, R-Catenin wird im ,,destruction-Komplex“ durch Phosphorylierung fiir den proteasomalen Abbbau markiert.
Rechts: Aktivierung des Signalwegs durch einen Wnt-Liganden fiihrt zur Auflosung des ,,destruction-Komplexes® und zur
Translokation von R-Catenin in den Nukleus, was zur Aktivierung von LEF/TCF Transkriptionsfaktoren flihrt. (modifiziert
nach Angers & Moon, 2009).
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Kommt es nun zur Bindung eines kanonischen Wnt-Liganden an einen Rezeptor der
Frizzled-Familie (Fzd1-10) und einen Corezeptor LRP5 oder LRP6, fihrt dies zur
Aktivierung heterotrimerer G-Proteine und der Rekrutierung von Dvl (Dishevelled) zur
Plasmamembran (Angers & Moon, 2009). Nun wird der Komplex aus Axin und GSK3 von
Dvl gebunden und in rdumliche Nahe zum zytoplasmatischen C-Terminus von LRP5/6
gebracht, was letztlich zu einer Phosphorylierung von LRP5/6 durch GSK3p fiihrt. So
entsteht am C-Terminus von LRP5/6 eine hochaffine Bindungsdomane fir Axin, was zu
dessen Rekrutierung und Bindung flhrt. Dies hat zur Folge, dass der Inaktivierungskomplex
fur B-Catenin aufgeldst wird und eine Anreicherung von B-Catenin im Zytoplasma erfolgen
kann (Abb. 1.5). Nun transloziert B-Catenin in den Zellkern, wo es den Co-Repressor
Groucho verdrangt und mit dem T-Zell-Faktor (TCF) und Mitgliedern der LEF (Lymphoid
Enhancer binding protein Factor)-Familie interagiert und so die Transkription der Zielgene
anregt (Angers & Moon, 2009).

Neben dem R-Catenin-abhéngigen, kanonischen Wnt-Signalweg, gibt es noch mindestens
zwei weitere bekannte Wnt-abhangige Signaltransduktionswege, die man auch als nicht-
kanonische Wnt-Signalwege zusammenfasst. Beim Wnt/Ca®* Signalweg wird durch die
Bindung von sogenannten nicht-kanonischen Wnt-Liganden an Rezeptoren der Frizzled-
Familie der intrazellulare Kalziumspiegel erhdht, was zur Aktivierung der Ca®*-abhangigen
Kinasen Camkll (Calcium-calmodulin dependent kinase Il) und PKC (Protein Kinase C)
fuhrt (Kuhl et al., 2000). Dieser Signalweg spielt eine wichtige Rolle wéhrend der
dorsoventralen Entwicklung des Embryos, der Regulierung der Zellmigration, sowie eine
Rolle in der Tumorsupression, seine Rolle im Knochenremodelling wurde bislang aber noch
nicht genauer untersucht (Kahl, 2004).

Der Wnt/PCP (Planar Cell Polarity) Signalweg kontrolliert die zytoskelettale Organisation
und damit die Zellpolaritdt und Zellbewegung. Dies geschieht hauptsdchlich durch die
Aktivierung der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK) und Nemo-like-Kinase (NLK)
abhangigen Signalkaskaden (Dale et al., 2009). Es konnte bereits gezeigt werden, dass
dieser Signalweg auch fir die Entwicklung des Skelettsystems eine wichtige Rolle spielt,
denn er steuert die Polaritat proliferierender Chondrozyten in der Wachstumsfuge und

reguliert damit das Langenwachstum von Knochen (Liu et al., 2008; Li et al., 2009).
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1.5 Frizzled-Rezeptoren

Im Jahr 1996 fand man heraus, dass die Serpentin-Rezeptoren der Frizzled-Familie (Fzd1-
10) als Rezeptoren fur Wnt-Proteine fungieren (Bhanot et al., 1996). AuRerdem nahm man
aufgrund struktureller Homologien zu G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) an, dass
die Signaliibertragung nach Bindung des Wnt-Liganden U(ber die Aktivierung von
heterotrimeren G-Proteinen vermittelt wird, weshalb man die Frizzled-Rezeptoren zur
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zdhlte. Im Jahr 1999 konnte erstmals ein
Beweis fur diese Annahme erbracht werden, denn es wurde gezeigt, dass die Aktivierung
des kanonischen Wnt-Signalwegs in F9-Teratokarzinomzellen durch Pertussis-Toxin, einem
Inhibitor der G-Proteine Ga; und Gay, verhindert werden konnte (Liu et al., 1999). Mit
einem ahnlichen Ansatz konnten Katanaev et al. zeigen, dass ein durch Uberexpression von
Fzdl ausgeloster Effekt auf die Ommatidien (Einzelaugen) in Drosophila, ebenfalls durch
Pertussis-Toxin inhibiert werden konnte (Katanaev et al., 2005).

Strukturell bestehen die Fzd-Rezeptoren aus einem extrazelluldaren N-terminalen Ende mit
einer hochkonservierten Cystein-reichen Doméane (CRD), an welche die Wnt-Liganden mit
hohen Affinitaten binden kdnnen und einem 7-Transmembran-Segment (7TM-Segment),
sowie einem intrazelluldren C-terminalen Ende mit zwei hoch konservierten

Bindungsdomanen fur Dvl-Proteine (Abb. 1.6).
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des 7TM-Modells eines Fzd-Rezeptors. Das Modell zeigt die extrazellulére
Whnt-Bindungsdoméne (CRD) sowie mdgliche Glykosylierungsstellen und Phosphorylierungsstellen. In pink ist dargestellt
die intrazellulére hochkonservierte PDZ-Bindungsdoméne (KTxxxW) fir die Bindung von Dvl. Blau hinterlegt ist eine
weitere hoch konservierte PDZ Bindungsdoméne. (Modifiziert nach Schulte & Bryja, 2007)

Neben Wnt-Proteinen wurden in den letzten Jahren auch noch weitere Liganden fir Fzd-

Rezeptoren beschrieben. Hierzu gehort die Protein-Familie der soluble Frizzled-related
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proteins (SFRPs), die R-Spondine (Rspol-4), sowie Norrin, welche alle direkt an Frizzled-
Proteine binden konnen und Frizzled-abhéngige Signalkaskaden aktivieren bzw. blockieren
konnen (Schulte & Bryja, 2007). Mit der ersten Strukturaufklarung einer Cystein-reichen
Doméne (CRD) eines Fzd-Rezeptors im Jahr 2001 wurde auBerdem gezeigt, dass es zu einer
Dimerisierung von CRDs der Frizzled-Rezeptoren kommen kann, was die Komplexitat
maoglicher Ligand-Rezeptor-Bindungen, bei 19 Wnt-Proteinen, 10 Frizzled-Rezeptoren und

vielen weiteren Liganden, zusétzlich erhéht (Dann et al., 2001).
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2 Aufgabenstellung

Seit der Entdeckung inaktivierender und aktivierender Mutationen des LRP5-Gens bei
Patienten mit erblich bedingter Osteoporose bzw. Osteosklerose, gilt die Wnt-abhanige
Signaltransduktion als zentraler Mechanismus zur Regulation der Knochenbildung. Lrp5 ist
ein Co-Rezeptor flr Signalmolekile der Wnt-Familie, der die Bindung dieser Liganden an
ihre eigentlichen Rezeptoren der Frizzled-Familie unterstitzt (Krishnan et al., 2006). Bis
zum Beginn der vorliegenden Arbeit existierten keine publizierten Daten, die eine Rolle der
10 bekannten Frizzled-Proteine im Knochenremodelling beschreiben, obwohl diese
Proteinklasse potenziell ein vielversprechender Ansatzpunkt fiir eine osteoanabole Therapie
sein konnte.

In Vorarbeiten zu dieser Doktorarbeit konnte mittels Affymetrix-Genchipanalyse gezeigt
werden, dass das Gen Frizzled-9 (Fzd9) als einziges Gen dieser Rezeptorfamilie wahrend
der Osteoblastendifferenzierung, parallel zu bekannten Osteoblastenmarkern, induziert wird.
AuBerdem konnte mittels in situ Hybridisierung eine Expression von Fzd9 in Osteoblasten
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde angenommen, dass Fzd9 mdglicherweise
eine wichtige Rolle fur die Differenzierung oder Funktion von Osteoblasten, und somit fiir
die Knochenformation, haben konnte.

Ziel dieser Doktorarbeit war es, die Ergebnisse der Vorarbeiten auf mRNA-Ebene und
Protein-Ebene zu verifizieren und die Rolle von Fzd9 fur die Differenzierung und Funktion
von Osteoblasten in vitro aufzukléren. Um eine potentielle physiologische Bedeutung von
Fzd9 im Knochenremodelling in vivo zu untersuchen, sollte zudem der Knochenphéanotyp
eines Fzd9-defizienten Mausmodells histologisch und  histomorphometrisch in
unterschiedlichen Altersstufen analysiert werden.

Auflerdem sollte im Rahmen dieser Arbeit die Rolle des kanonischen Wnt-Signalwegs fur
die Differenzierung von Osteoklasten analysiert werden und durch Expressionsanalysen
weitere Fzd-Rezeptoren identifiziert werden, die eine mogliche Funktion fur die

Differenzierung von Osteoklasten haben kénnten.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alizarinrot S

6 x DNA Loading Dye

Acrylamid 30%

Agar Agarose

Agarose
Ammoniumperoxidsulfat
Ampicilin

Antarctic Phosphatase
Bradford-Reagenz zur Proteinbestimmung
beta-Mercaptoethanol

Calcein

Chloroquin
Coomassie-Brilliant-Blue R und G
Denhardt’s Losung (1x)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
DNA-DreamTag-Polymerase

aus Thermus aquaticus
DNA-Ladder O'GeneRuler™ 1 kb
DNA-Loading Dye, 6x

DNA Polymerase I, Large
(Klenow) Fragment
1,4-Dithiothreitol (DTT)

Eosin G
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
Galactopyranosid (X-Gal)

Fast Red Violet LB Salz

Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
PEQLAB GmbH, Erlangen
Sigma-Chemie, Miinchen

Sigma-Chemie, Miinchen

New England Biolabs, Ipswich, USA
Biorad, Miinchen

Sigma-Chemie, Miinchen
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Serva GmbH, Heidelberg

Sigma Aldrich, Schnelldorf

Sigma-Chemie, Miinchen

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
New England Biolabs, Ipswich, USA

Sigma-Chemie, Miinchen
Merck, Darmstadt

Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
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Faramount Aqua Mounting Medium
Formaldehydlésung (37%)
Lithiumchlorid

Mayers Hamalaunlésung

Methylmethacrylat
Molekularmassenstandard SDS
Nonylphenol

Naphtol ASMX Phosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Oligonukleotide fur PCR und Sequenzierung
Proteaseinhibitor, complete Protease
Inhibitor Cocktail Tablets
Pikrinsdure, geséttigt

Protein Ladder, Spectra™
Multicolor Broad Range

Rinderserumalbumin
Restriktionsendonukleasen
Reverse Transkriptase

RNAse Inhibitor

RNAse A (10 mg/mL)
Rontgenfilme (Agfa X-ray 90)
Séaurefuchsin

Silbernitrat

Rekombinantes SRANKL
Rekombinantes MCSF
Substrate fiir Enzymreaktionen
T4-DNS-Ligase

Titriplex 111

Tween20

One Shot® TOP10 Electrocomp™
E. Coli Bakterien
TRIzol® Reagent

DAKO, Glostrup, Danemark
Merck, Darmstadt

Sigma-Chemie, Miinchen
Sigma-Chemie, Miinchen
Merck, Darmstadt

Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Sigma-Chemie, Miinchen
Roche, Grenzach

Roche, Grenzach

Sigma Aldrich, Schnelldorf
Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Chemie, Miinchen
Fermentas, St. Leon Rot
Invitrogen, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon Rot
Sigma-Chemie, Miinchen

Linnhard, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Sigma-Chemie, Miinchen
Fermentas, St. Leon Rot

Merck, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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Alle nicht gesondert aufgefuhrten Festsubstanzen und Ldsungen wurden von den Firmen
Fluka (Buchs, St. Gallen, Schweiz), Gibco (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Minchen)
verwendet. Alle organischen Ldsungsmittel stammten entweder von J.T. Baker B.V.
(Deventer, Niedelande) oder Carl Roth GmbH (Karlsruhe). Alle Chemikalien wiesen, soweit

nicht anders angegeben, p.A. Qualitét auf.

3.1.2 Antikorper

3121 Primarantikorper

R-Actin Sigma-Aldrich, #A3853
AXxin 2 Abcam, #ab32197
Frizzled-9 R&D Systems, #AF112
R-Catenin (C-18) Santa Cruz, #sc-1496
Frizzled-8 R&D Systems, #AF2440
Isg15 Erhalten von Prof. K. P. Knobeloch,
Universitatsklinikum Freiburg
Osteoprotegerin (OPG) R&D Systems, #AF492
Phospho-p44/42 MAPK Cell Signaling, #4377
(Thr202/Tyr204) (197G2)
Phospho-LRP6 (Ser1490) Cell Signaling, #2568
Phospho-R-Catenin (Ser33/37/Thr4l) Cell Signaling, #9561
Phospho-Statl (Tyr701) Cell Signaling # 9171
Phospho-Stat2 (Tyr690) Cell Signaling #4441
Phospho-Stat3 (Tyr705) (D3A7) Cell Signaling #9145
Phospho-Stat5 (Tyr694) Cell Signaling # 9359
Phospho-Stat6 (Tyr641) Cell Signaling # 9361

3.1.2.2 Sekundarantikérper/Konjugate

Ziege anti-Maus IgG, HRP-konjugiert DAKO, #P0447
Kaninchen anti-Ziege 1gG, HRP-konjugiert DAKO, #P0449
Ziege anti-Kaninchen 1gG, HRP-konjugiert DAKO, #P0448


http://www.cellsignal.com/products/9171.html
http://www.cellsignal.com/products/4441.html
http://www.cellsignal.com/products/9145.html
http://www.cellsignal.com/products/9359.html
http://www.cellsignal.com/products/9361.html
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Eppendorf Reaktionsgefale 1,5ml und 2,5ml

Falcon Reaktionsgefalie, 15ml und 50 ml
Filter, Bottle Top

Filter, 0,45um

Gewebekulturplatten
Gewebekulturschalen

Kantlen, Gr20, 100 Sterican

Optische Folien, MicroAmp

Optische 96-Kammer-Platten mit Barcode

Pipettenspitzen
Pipettenspitzen mit Filter
Serologische Pipetten
Spritzen, 1ml

Spritzen, 20ml

Whatman Papier, 3mm
Zellsieb, 100um

Eppendorf, Hamburg
Greiner, Frickenhausen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
VWR, Darmstadt

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Braun, Melsungen

Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems,

Foster City, USA
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht

BD Falcon, Heidelberg
Braun, Melsungen

BD Falcon, Heidelberg

GE Healthcare, Minchen
BD Falcon, Heidelberg

3.1.4 TagMan® Gene Expression Assays

Alle verwendeten Reagenzien wurden bei der Firma Applied Biosystems (Foster, USA)

bestellt und nach Angaben des Herstellers verwendet.

TagMan® Gene Expression Master Mix ~ #4369016

Genspezifische Assays:

Axin2 #Mm01265783 m1
Apcddl #Mm01257559_m1
Alpl #Mm00475834_m1
Calcr #Mm00432282_m1
Ccls #Mm01302427_m1
Ccl2 #Mm00441242_m1

Cxcl5 #MmO00436451_g1


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm01265783_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=score+desc&searchValue=axin2&searchBy=all&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&adv_kw_filter1=ALL&inventoried=*&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=null&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&isSL=null&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm01257559_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=apcdd1&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm00475834_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=alpl&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm00432282_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=calcitonin+receptor&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm01302427_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=ccl5&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm00441242_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=Ccl2&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm00436451_g1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=cxcl5&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
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Fzd8 #MmO00433419 s1
Fzd9 #MmO01206511 sl
Gapdh #4352932E

Isg15 #MmO01705338 s1
Ibsp #MmO00492555 m1
Ifitl #MmO00515153 ml
Oasl2 #MmO00496187_m1

Tnfrsfllb #MmO00441908_m1

3.1.5 Gerate

Agarose-Gelelektrophorese:

BioRad Sub-Cell®

Analysenwaage BP 221S

Analysenwaage BL 600

Autotechnikon

Blotting-Kammer BioRad Trans-Blot SD®,

(Semi-Dry)

Dampfsterilisator: Webeco Modell H

Dispergiergerat Ultra Turrax T25

Elektroporator, Gene Pulser

XcellTm®

Gelelektrophorese (Polyacrylamid):

SDS/PAGE Mini Protean®

Inkubator RFI-125

Mikroskope: Olympus BH-2 RFCA
Olympus CHT Olympus

Molecular Imager ChemiDoc®

XRS System

NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000

Power-Supply, Power Pac 1000

pH Meter MP 220

BioRad, Miinchen

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Bavimed, Birkenau
BioRad, Miinchen

Webeco GmbH, Bad Schwartau
IKA, Staufen
BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Infors AG, Basel, Schweiz
Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg
BioRad, Miinchen

PEQLAB GmbH, Erlangen
BioRad, Miinchen

Mettler Toledo, Giessen


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm00433419_s1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=fzd8&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm01206511_s1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=fzd9&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm01705338_s1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=isg15&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm00492555_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=ibsp&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm00515153_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=ifit1&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm00496187_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=oasl2&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Mm00441908_m1&Fs=y&SearchRequest.Common.PageNumber=1&assayType=ge&chkBatchQueryText=false&srchType=keyword&searchValue=tnfsf11&searchBy=all&msgType=ABGEKeywordResults
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Real time-PCR-Cycler, Applied Biosystems
StepOnePlus®, 96well format
Rontgenentwickler, OPTIMAX
Rontgengerét Faxitron Xray Sterile
Arbeitsbank, Hera Safe®Rotationsmikrotom
Microtec Cut 4060E

Thermocycler Eppendorf Mastercycler

ep family

UV-Tisch

Video Graphic Printer, UP-895 MD
Wasserbad, GFL 1086

Zentrifuge, Megafuge 1.0R

Zentrifuge, Biofuge pico

Zentrifuge, Centrifuge 5415 D

3.1.6 Puffer und Lbsungen

Alizarinrot Farbeldsung:

Blockpuffer:

Calcein-Injektionslésung:

DEPC-H,0:

Applied Biosystems, Foster, USA

Protec, Oberstenfeld

Faxitron Xray Corp., Wheeling, USA
Heraeus, Hanau

Enno Vieth GmbH, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

BioRad, Miinchen
Sony, Berlin
GFL, Burgwedel
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

40 mM Alizarinrot S, pH 4,2

1x TBS-Tween + 5 % Milchpulver

0,15 M NacCl, 2 % NaHCO3, 1 % Calcein

2 mL Diethylpyrokarbonat auf 1000 mL H,0,

schitteln und U.N. bei RT inkubieren lassen und

anschlieBend autoklavieren.

EDTA (20 %):

1x Einfriermedium (Zellen):

Eosin-LOsung (HE-Farbung):

200 g Titriplex 11 auf 2000 mL H,O

10 % FKS, 80 % Kulturmedium, 10 % DMSO

0,25 g Eosin G

250 mL dest. H,0O
5 Tropfen Eisessig
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ECL-Substratlésung:

(Jeweils frisch angesetzt)

GieRldsung (Acrylat-Histologie):

Van Gieson-Farbeldsung:

Infiltrationslosung | (Acrylat):

Infiltrationslosung Il (Acrylat):

Von Kossa-Farbeldsung:

LB/Amp-Medium:

Mausschwanz-Lysis-Puffer:

Natriumthiosulfatldésung, 5%:

20 mL 0,1 M Tris pH 8,5

6,2 pL 30 % H,0,

100 pL 500 mM Luminol (in DMSO)

100 pL 80 mM p-Coumarinsaure (in DMSO)

1000 mL Methylmethacrylat (entstabilisiert),
3,3 g Benyoylperoxid, 100 mL Nonyl-Phenol.
Vor dem GieRen der Blocke: 500 pL N,N
Dimethyl-p-Toluidin auf 100 mL Giel}losung

geben

2,5 g Séaurefuchsin
900 mL geséttigte Pikrinséure
100 mL Glycerin

5 mL konz. Salpetersdure

1000 mL Methylmetacrylat, entstabilisiert
3,3 g Benzoylperoxid, getrocknet

1000 mL Methylmetacrylat, entstabilisiert
3,3 g Benzoylperoxid, getrocknet

100 mL LPG (Nonyl-Phenol)

3 g Silbernitrat auf 100 mL H,O
LB-Medium, 100 pg/mL Ampicilin

100 mM EDTA, pH 8,0

50 mM Tris, pH 8,0

100 mM NaCl

1 % SDS

5 g Natriumthiosulfat auf 200 mL H,O
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1 x PBS Puffer:

D-PBS 1x fur Zellkultur (steril):

Proteinase K-LOsung:

SDS-L6sung (20 %):

50 x TAE-Puffer:

RIPA-Puffer:

Roti®-P/C/I:

TRAP-Farbeldsung:

10 mM Di-Natriumhydrogenphosphat

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

2 mM Kaliumdihydrogenphosphat, pH 7,4

fertige Losung, Gibco (Invitrogen, Karlsruhe)

25 mg Proteinase K in 25 mL H,0 l6sen und bei
-20 °C lagern

200 g SDS in 900 mL H,0O auf 68 °C erhitzen,
pH auf 7,2 mit HCI einstellen und auf 1 L

auffillen

2 M Trizma-Hydrochlorid
50 mM EDTA, pH 7,8

1 % NP40, 1 % Natriumdeoxycholat

0,1 % SDS, 150 mM NaCl

2 mM EDTA, 0,01 M Natriumphosphat

jeweils direkt vor Nutzung Zusatz von Protease-
Inhibitor

Redestilliertes, in  TE-Puffer &quilibriertes
Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol im
Verhaltnis 25: 24:1.

(gebrauchsfertige Losung, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe)

5 mg Naphtol ASMX Phosphat in 500 uL DMF
I6sen und zu 50 mL TRAP-Puffer geben;
30 mg Fast Red Violet LB Salz dazugeben, gut

mischen und direkt verwenden.
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TRAP-Puffer:

SDS-Laufpuffer:

SDS-Sammelgelpuffer (pH 6,8):

SDS-Trenngelpuffer (pH 8.8):

SDS-Probenpuffer:

SSC-Puffer (20x)

Sodaformolldsung:

STE-L6sung (600 mL):

TBS-Puffer (10x):

TBS-Tween (1x):

40 mM Natriumacetat
10 mM Natriumtartrat, pH 5,0

0,25 M Tris

0,19 M Glycin

0,1 % SDS

0,5 M Tris, mit 1M HCI auf pH 6,8 eingestellt
0,4 % SDS

1,5 M Tris mit 1M HCI auf pH 8,8 eingestellt
0,4 % SDS

60 mM Tris/HCI, pH 6.8

10 % Glycerin

1%DTT

2 % SDS

0,1 % Bromphenolblau

3 M NaCl,

0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0

12,5 g Natriumkarbonat in 187 mL H,O gelost
+ 62,5 mL 37 % Formaldehydldsung

12 mL 1 M Tris-HCI, pH 7,5
300 mL 4x SSC-Puffer
1,2 mL EDTA (0,5 M)
DEPC-H,0 ad 600 mL

24,2 g Tris Base, 80 g NaCl, mit HCI auf pH 7,6
einstellen, auf 1000 mL H,O

1 mL Tween20 auf 1000 mL 1xTBS
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Toluidin-Férbeldsung: 1,0 g Toluidinblau O auf 100 mL dest. H,O
pH mit HCI auf 4,5 eingestelit

Trypsin-EDTA-L6sung: fertige Losung, Gibco (Invitrogen, Karlsruhe)

X-Gal (blau-weil3-screening): 40 mg/mL in DMF, bei -20 °C lagern

3.1.7 Primersequenzen

3.1.7.1 Primer fir RT-PCR-Expressionsanalysen

Calcr Forward-Primer: 5°- GTAAGTGCCATTAGAGCGCCTT-3’
Reverse Primer: 5’- GTGAGATTGGTAGGAGCCTGAA-3’
Fzdl Forward-Primer: 5’- CAAGGTTTACGGGCTCATGT-3’
Reverse Primer: 5°- CAAACTTGTCGTTGCACACC-3’
Fzd2 Forward-Primer: 5°- CCGTCTCTGGATCCTCACAT -3’
Reverse Primer: 5°- CTTTCTTAGTGCCCTGCACC -3’
Fzd3 Forward-Primer: 5’- CCTTGAGGATGTGCCAAGAT-3’
Reverse-Primer: 5’- GCTATAGGCACGCTGACACA-3’
Fzd4 Forward-Primer: 5°- GCCAATGTGCACAGAGAAGA-3’
Reverse Primer: 5’- AGGCTCCTCTTCACCCAGAT-3’
Fzd5 Forward-Primer: 5°- ACCTGTGTGTGTCACTGGGA -3’
Reverse Primer: 5°- ACTTGACACTGGGGATGAGC-3’
Fzd6 Forward-Primer: 5’- TCTGTGCCTCTGCGTATTTG-3’
Reverse Primer: 5’- TCTCCCAGGTGATCCTGTTC-3”
Fzd7 Forward-Primer: 5°’- GCTTCCTAGGTGAGCGTGAC -3’
Reverse Primer: 5’- AACCCGACAGGAAGATGATG -3’
Fzd8 Forward-Primer: 5°’- TGCCACAACCCCTTCTTTAG -3’
Reverse Primer: 5°- CACTTTCTCATGTCCTGCCA -3’
Fzd9 Forward-Primer: 5°’- AGTTTCCTCCTGACCGGTTT -3°
Reverse Primer: 5°- GTGGCAGCAGTACATGGTTG -3°
Fzd10 Forward-Primer: 5’- CAGGAAGGACTGGAGAGCAC -3’
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Reverse Primer: 5°- GCTGCCCACATAACACACAC -3’

Isg15 Forward-Primer: 5°’- CAGGAAGGACTGGAGAGCAC -3’
Reverse Primer: 5’- GCTGCCCACATAACACACAC -3’
Lrp5 Forward-Primer: 5’- CATCCTGGTGTTCCACTCCT -3’
Reverse Primer: 5°- CGGGTCATAGTTGATGGCTT -3’
Lrp6 Forward-Primer: 5°’- CTGAAGGCCACAAGTGTTCA -3’
Reverse Primer: 5°’- GCAGAGGCTTCTTTGACACC -3’
Gapdh Forward-Primer: 5’-GACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG-3’
Reverse Primer: 5’-CTCCTGTTATTATGGGGGTCTGG-3’
3.1.7.2 Primer fUr die Genotypisierung
FzdOWT: (5-CAA TAC GGA GAA GCT GGA GA-3") und (5"-CCC ACC ACC AAG
GAC ATG AA-3"); Erwartete Bande: ~250 bp.
Fzd9 KO: (5"-ATA GCC TGA AGA ACG AGA TCA-3") und (5"-GCT TCC AGA
GAA ATG CCA CA-3"); Erwartete Bande: ~500 bp.
Fzd WT:  (5-GTA GTC CTC CAG GCA GAT GGG CGT G-3") und (5"-AGT GAC
CTC GCT CCT AGC CGC CTT G-3"); Erwartete Bande: ~280 bp.
Fzd8 KO: (5°-GAC GTT GTT TGT CTT CAA GAA GCT TC-3") und (5"-AGT GAC
CTC GCT CCT AGC CGC CTT G-3"); Erwartete Bande: ~410 bp.
Isgl5 WT: (5"-GCC CCC ATC CAG AGC CAG TGT T-3") und (5"-AGC CCC GAT
GAG GAT GAG GTG T-3"); Erwartete Bande: ~300 bp.
Isgl5 KO:  (5-CGC GAA GGG GCC AAC CAA AGA A-3)und (5- AGC CCC GAT
GAG GAT GAG GTG T -3"); Erwartete Bande: ~700 bp.
3.1.7.3 Weitere verwendete Primer

Fzd9_clone_for: 5-GTT GTT CCT CCG AAG GCG CCAC-¥
Fzd9_clone_rev: 5-GGG TTT ATT CCA GTC ACA GCT TCC-3

Fzd9 Seql:
Fzd9 Seq2:
Fzd9 Seq3:
Fzd9 Seq4:

5-CCATGT GCG AGC AGG CTC GC-¥

5-GCT ACA ATG TCT ACT CCT TGG-3°
5-GGT ACC AGTTTC CTC CTG ACC-3
5-ACT TTT CAG ACT TGG CAG AGC-3’
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3.1.8 Zellkulturmedien

Fur die Kultur primarr muriner Osteoblasten, Osteoklasten und von MC3T3-E1 Zellen
wurde  Minimum Essential Medium (MEM, alpha Modifikation, Sigma # MO0894)
verwendet. Dem Medium wurden 10 % Hitze-inaktiviertes fotales Kélberserum (Hyclone #
CH30160.03) sowie 1 % einer Penicilin/Streptomycin Antibiotikaldsung (Gibco # 15140)
zugesetzt. Zur Kultur von Osteoblasten und MC3T3-E1 Zellen wurde der pH-Wert auf 7,4

eingestellt. Fir die Kultur von Osteoklasten wurde ein pH-Wert von 6,9 eingestellt.

Fur die Kultur von HEK-293T Zellen wurde Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (D-MEM,
High Glucose, Invitrogen # 31966-021) verwendet. Dem Medium wurden 10 %
hitzeinaktiviertes fetales Kalberserum (Hyclone # CH30160.03) sowie 1 % einer
Penicilin/Streptomycin Antibiotikaldsung (Gibco # 15140) zugesetzt.

Die Kultur der RAW264.7 Zellen erfolgte in Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM,
High Glucose, Invitrogen # 31966-021). Dem Medium wurden 10 % hitzeinaktiviertes
fetales Kélberserum (Hyclone # CH30160.03) sowie 1 % einer Penicilin/Streptomycin
Antibiotikalosung (Gibco # 15140) zugesetzt.

Die Differenzierung zu Osteoklasten erfolgte in Minimum Essential Medium (MEM, alpha
Modifikation, Sigma # MO0894) mit 10 % Hitze-inaktiviertem fotalem Kalberserum
(Hyclone # CH30160.03) sowie 1 % einer Penicilin/Streptomycin Antibiotikaldosung (Gibco
#15140) unter Zugabe von 50 ng/mL rekombuinantem sRANKL.

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) (Mullis et al., 1986) ist es mdglich,
Nukleotidsequenzen in vitro enzymatisch und exponentiell zu amplifizieren. Mit dieser sehr
sensitiven Methode ist es moglich einzelne DNA-Molekiile als VVorlage fir eine Reaktion zu
benutzen. Fur die PCR wird doppelstrangige DNA bendtigt sowie zwei Oligonukleotide
(Primer), deren Sequenzen zu dem 5°- bzw. dem 3"-Ende der Vorlage identisch bzw. revers
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komplementér sind. Diese Oligonukleotide dienen einer thermostabilen DNA-Polymerase
(Tag-Polymerase) als Primer flr die DNA-Synthese. Die PCR ist in drei Schritte gegliedert:

1. Denaturierung einer DNA-Vorlage bei 94°C
2. Zusammenlagerung (Annealing) von Template-DNA und den Primern bei einer von
der L&nge und Basenzusammensetzung der Primer-abhangigen Temperatur.

3. DNA-Polymerisation bei 72°C, dem Temperaturoptimum der Tag-Polymerase

PCR-Amplifikationen zur Genotypisierung von Mauslinien (3.2.1.8) wurden mit ca. 100 ng
Template-DNA, 20 pmol von jedem Primer, 250 uM dNTPs, einem vorgefertigten Puffer
(10x) und 1 U Dream-Tag®-DNA Polymerase (Fermentas, St. Leon Rot) in einem
Reaktionsvolumen von 20 pl durchgefuhrt.

Ein typisches PCR-Cycling-Programm verlief wie folgt, wobei die Dauer des
Elongationszyklusses und die Annealing-Temperatur je nach GroRe des zu amplifizierenden

Templates und der Primersequenzen variiert wurden.

Reaktion Zeit Temperatur
Primérdenaturierung | 2 min 94 °C

Denaturierung 30s 94 °C

Annealing 45s 58 °C X 35
Polymerisation 1 min/1kb 72°C

Endsynthese 5 min 72 °C

3.2.1.2 Quantitative RT- PCR (QRT-PCR)

Mittels qRT-PCR ist es moglich, die bei einer PCR vervielféltigte DNA-Menge zu
quantifizieren. Bei einer ,,real-time*“ PCR wird wihrend einer PCR ein Fluoreszenzsignal
erzeugt, welches der Zunahme des PCR-Produktes proportional ist und direkt bzw. ,,real-
time™ gemessen werden kann. So ist es moglich die Reaktion in der logarithmischen Phase
der PCR zu verfolgen und Uber den sogenannten CT-Wert letztlich die relative
Ausgangskonzentration des verwendeten DNA Templates zu bestimmen.

Eine gangige Methode ist die Verwendung von sogenannten TagMan®-Sonden. Hierbei

handelt es sich um Oligonukleotide mit einer Sequenz, die dem zu amplifizierenden
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Fragment komplementér ist und an den Enden mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen, einem
Reporter und einem Quencher, konjugiert ist. Dabei ist der fluoreszierende Reporterfarbstoff
kovalent an das 3"-Ende der Sonde gebunden und der Quencher an das 5"-Ende. Da die Tag-
Polymerase eine 5"-3"-Exonuklease-Aktivitat besitzt, wird die Sonde wahrend der Synthese
am 5°-Ende abgebaut. So werden Reporter und Quencher rdumlich voneinander getrennt
und aufgrund des somit abgeschwachten Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET)
kommt es zu einer gesteigerten Reporter-Fluoreszenz welche vom Gerat detektiert werden
kann.

Zur Quantifizierung der gemessenen Fluoreszenzsignale konnen  verschiedene
Rechenmodelle herangezogen werden. Meistens wird ein Referenzgen (,,Haushaltsgen®)
mitgemessen, z. B. Gapdh oder B2-microglobulin um eine relative Quantifizierung
durchfiihren zu kénnen. Um mdoglichst immer am Anfang der exponentiellen Phase der PCR
messen zu konnen wurde der Ct-Wert (Cycle Threshold) eingefuhrt, welcher den Zyklus der
PCR beschreibt, bei welchem die Fluoreszenz erstmalig signifikant tber die Hintergrund-
Fluoreszenz ansteigt. Bei einer relativen Quantifizierung wird die n-fache Expression mit
Hilfe des AACt-Wertes angegeben. Hierbei werden die Ct-Werte der beteiligten Reaktionen
auf die Ct-Werte des Haushaltsgens bezogen (ACt) und letztlich voneinander abgezogen
(AACY). Aus 27 ergibt sich dann die n-fache Expression.

Fur die durchgefuhrten Expressionsanalysen wurden vorgefertigte TagMan® Gene
Expression Assays von der Firma Applied Biosystems nach Angaben des Herstellers

verwendet.

3.2.1.3 Isolierung von RNA aus Gewebe

Zur Isolierung von RNA aus Geweben wurden frisch isolierte Gewebestilicke bis zu einem
Gewicht von 2 mg in 1 mL TRIzol® mit einem Ultra-Turrax homogenisiert. Dazu wurden
anschliefend 200 pL Chloroform gegeben und geschuttelt. Nach Zentrifugation fir 5 min
bei 13.000 rpm bei 4 °C wurde die obere Phase in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt und
mit 500 pL Isopropanol gemischt und fir 10 min bei RT inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation bei 13.000 rpm bei 4 °C wurde das erhaltene Pellet mit 70 % Ethanol (in
DEPC-H,0) gewaschen und anschliel3end getrocknet und in 50 uL DEPC-H,0 gelost.
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3214 Reverse Transkription (cCDNA-Synthese)

Die Synthese von cDNA erfolgte mit dem SuperScript® Il Reverse Transcriptase Kit
(Invitrogen #18080-400) nach Angaben des Herstellers. Es wurden jeweils 1 ug RNA unter

Verwendung von Oligo(dT)zo Primern in cDNA umgeschrieben.

3.2.15 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen der DNA wurden in der zentralen Sequenziereinrichtung des UKE
nach dem Kettenabbruchverfahren nach Sanger durchgefihrt. Fir die PCR wurde folgender

Ansatz pipettiert.

500 ng DNA in H,0O gel6st
15 pM Primer

2 uL Big Dye

8 UL 2,5x Puffer

ad 20 pL Aqua dest.

PCR-Programm:

Reaktion Zeit Temperatur
Primérdenaturierung | 2 min 96 °C

Denaturierung 10s 96 °C

Annealing 5s 50 °C X 25
Polymerisation 4 min 60 °C

Endsynthese 5 min 60 °C

Im Anschluss wurde die DNA zu einer Lésung aus 250 pL absolutem Ethanol, 80 pL H,O
und 10 pL 3 M Natriumazetat pH 6,0 gegeben und geschiittelt. Nach Zentrifugation fir 30
min bei 13.000 rpm wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet getrocknet und zur
Sequenzierung abgegeben. Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte mit dem Programm

Sequence Scanner V1.0 von Applied Biosystems.
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3.2.1.6 Agarosegelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von PCR-Produkten wurde fir ein 1 %-iges
Agarosegel 1 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer in einem Mikrowellenofen aufgekocht,
bis die Agarose vollstandig geldst war. Zu dieser Losung wurden 5 pL einer 10mg/mL
Ethidiumbromidlésung gegeben und das Gel in horizontalen Gelkammern gegossen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 80-120 V fir 15-30 min. Nach ausreichender
Auftrennung wurden die Gele auf einem UV-Transilluminator (BioRad, Muinchen)

fotografiert.

3.2.1.7 Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien

Zu der Mausschwanzbiopsie wurden 700 pL Maussschwanz-Lysis-Puffer und 50 pL
Proteinase K Losung (10 mg/mL) gegeben und tiber Nacht bei 55 °C inkubiert. Dazu werden
750 pL Roti®-P/C/I gegeben, geschuttelt und fir 4 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die
obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal Gberfiihrt und nochmals mit gleichem
Volumen Roti®-P/C/I ausgeschiittelt. Die obere Phase wurde erneut abgenommen und mit
gleichem Volumen Isopropanol versetzt und geschiittelt. Das Gemisch wurde 5 min auf Eis
inkubiert und anschlieRend fiir 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet nach 5 min Trocknung bei RT in 50 uL TE

Puffer aufgenommen.

3.2.1.8 Genotypisierung

Die DNA zur Genotypisierung der Mause wurde aus Schwanzbiopsien nach 3.2.1.7 isoliert.
Fur die Genotypisierung mittels PCR wurde die DNA 1:10 mit H,O verdinnt und 2 pL als

Ausgangsmaterial verwendet.

3.2.1.9 Affymetrix-Genchip-Analyse

Die Affymetrix-Genchip-Analyse ermoglicht eine vergleichende genomweite Expressions-
analyse. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Genchip-Analysen wurden mit Hilfe der

Abteilung fir Kklinische Chemie des UKE in der Arbeitsgruppe von Dr. T. Streichert
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durchgefiihrt. Hierzu wurde 5 pg RNA in cDNA umgeschrieben. Die Synthese der
biotinylierten cRNA wurde mit dem IVT Labeling Kit der Firma Affymetrix nach Angaben
des Herstellers durchgefuhrt. Flr die Hybridisierung auf dem Genchip (Affymetrix MG 430
2.0) wurde die cRNA in einer Hybridisierungslosung bei 45 °C fiir 16 Stunden inkubiert und
anschlieBend mit der Affymetrix Fluidics Station 450 gewaschen. Der Scan der Genchips
erfolgte dann mit dem Affymetrix Gene Chip Scanner 7G und die Signale wurden mit der
GCOS Software von Affymetrix prozessiert. Die Vergleichsanalysen wurden mit dem
Affymetrix MAS Algorithmus durchgefiihrt.

3.2.1.10 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Fur den enzymatischen Verdau von Plasmid-DNA mittels Restriktionsendonukleasen
wurden hauptséchlich FastDigest® Enzyme der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet.
Die gewunschte Menge an DNA wurde mit der erforderlichen Menge an Enzym dabei je

nach eingesetzter DNA-Menge fur 15-60 min bei 37 °C in folgendem Reaktionsansatz

verdaut:

DNA 1ug
10X FastDigest® Puffer 2 uL
FastDigest® Enzym 1puL
H.0 ad 20uL

Zur Inaktivierung des Enzyms wurde der Restriktionsansatz dann in der Regel fiir 5 min bei

80 °C inkubiert oder eine gelelektrophoretische Auftrennung durchgefiihrt.

3.2.1.11 Modifizierung von DNA-Enden

Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten: Die zu dephosphorylierende DNA wurde mit
einer Antarctic Phosphatase (NEB #MO0289L) bei 37 °C in 1x AP Puffer fir 30 min
behandelt. AnschlieBend erfolgte eine Hitzeinaktivierung durch erhitzen der
Reaktionslosung auf 65 °C fir 5 min.

Auffiillreaktion (iberhéangender 5°-Enden fir eine blunt end ligation mit DNA Polymerase I,
Klenow-Fragment: Nach einem Restriktionsverdau wurden die DNA-Fragmente
gelelektrophoretisch aufgetrennt und nach Isolierung aus dem Gel (3.2.1.12) in 41,5 pL H,O
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aufgenommen. Hierzu wurden 5 pL 10x Klenow Puffer (NEB), 2 uL 1mM dNTPs und 1,5
pL Klenow (5U/uL, NEB) pipettiert und fir 15 min bei 25 °C inkubiert. Eine

Hitzeinaktivierung erfolgte durch erhitzen auf 75 °C fir 20 min.

3.2.1.12 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Fur die Extraktion von PCR-Fragmenten oder verdauter Plasmid-DNA aus Agarosegelen
wurde das QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen #20021) nach Angaben des Herstellers

verwendet.

3.2.1.13 Ligation von DNA-Fragmenten

PCR-Produkte, die mittels Tag-Polymerase, ausgehend von cDNA oder genomischer DNA
amplifiziert wurden, wurden zuerst mittels TOPO®-Cloning in den pCR-TOPO 2.1 Vektor
ligiert (Invitrogen #K456001). Beim TOPO®-Cloning handelt es sich um ein Verfahren, das
von der Firma Invitrogen entwickelt wurde und die biochemischen Eigenschaften der Typ-I-
DNA-Topoisomerase ausnutzt. Die Durchfiihrung erfolgte gemal den Vorgaben des
Handlers.

Bei Ligationen von Vektor und Insert, welche zuvor mit Restriktionsenzymen behandelt
wurden und gegebenenfalls weiter modifiziert wurden (3.2.1.11), wurde die T4-Ligase
verwendet. Hierzu wurden in der Regel Insert und Vektorfragment im molaren Verhéltnis
von 3:1 in einem 20 pL Reaktiosansatz mit 2 pL des 10x Ligasepuffers und 1 pL T4-Ligase
(NEB #M0202) eingesetzt und liber Nacht bei 16 °C ligiert.

3.2.1.14  Transformation kompetenter Bakterien durch

Elektroporation

Fur das Einschleusen von Plasmid-DNA in transformationskompetente One shot® TOP10

ElectrocompTM E.coli-Bakterien wurde das Elektroporationsverfahren verwendet. Dazu
wurden 50 pL der elektrokompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und 2 pL DNA (100 pg-
100 ng) gegeben, gemischt, in eine gekihlte Kivette Gberfihrt und im Gene Pulser XcellTm
(BioRad) elektroporiert. AnschlieBend wurden 250 pL vorgewdrmtes S.O0.C Medium
(Invitrogen #15544-034) dazugegeben und fur 1 h bei 37 °C geschittelt. Anschlie?end
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wurden 50 pL des Ansatzes auf eine vorgewédrmte LB-Agarplatte, die je nach Resistenzgen
das entsprechende Antibiotikum enthielt, ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C kultiviert.

3.2.1.15 Praparation von Plasmid-DNA (Miniprep, Maxiprep)

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus 4 mL E.coli-Bakterien Kulturen wurde mit dem

QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen #27106) durchgefiihrt. Dazu wurden die Bakterien
zuerst fir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und aus dem entstandenen Bakterienpellet nach

Angaben des Herstellers die Plasmid-DNA isoliert. Die Isolierung grofRerer Plasmid-DNA
Mengen aus 100 mL Kulturen erfolgte mit dem QIAfiIter® Plasmid Maxi Kit (Qiagen
#12263) oder mit dem EndoFree® Plasmid Maxi Kit (Qiagen #12362) ebenfalls nach

Angaben des Herstellers.

3.2.1.16 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte mit dem BioRad Protein Assay
Reagenz (BioRad #500-0006) nach einem modifizierten Bradford Prinzip. Hierzu wurden 1-
2 pL des Protein Lysats zu 200 ul H,O gegeben und dazu 50 pL des Protein Assay-
Reagenzes gegeben. Nach Vortexen wurden 200 pl der Ldsung in eine Mikrotiterplatte
uberfihrt und nach 5 min Inkubation im ELISA-Reader bei 595 nm vermessen. Als

Standard wurde eine BSA-Verdiinnungsreihe nach gleichem Prinzip vermessen.

3.2.1.17  SDS-Gelelektrophorese

Die Proteinauftrennung mittels diskontinuierlicher Gelelektrophorese (Glycin-SDS PAGE)

wurde nach Laemmli (Laemmli, 1970) in Mini-Proteanl1®-Kammern (BioRad)
durchgefiihrt. Dazu wurde zundchst ein Trenngel (Endkonzentration: 10-12 %
Polyacrylamid; 0,375 M Tris/HCI, pH 8,8; 0,1 % SDS; 0,03 Vol % APS; 0,005 Vol %
TEMED) gegossen und mit Isopropanol tberschichtet. Nachdem das Gel auspolymerisiert
war, wurde darauf das Sammelgel (Endkonzentration: 4 % Polyacrylamid; 0,125 M
Tris/HCI, pH 6,8; 0,1 % SDS; 0,03 Vol % APS; 0,005 Vol % TEMED) gegossen und ein

Probenkamm eingesetzt.
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Vor dem Probenauftrag wurden die Proteine mit SDS-Probenpuffer versetzt und 10 min. auf
95°C erhitzt. Die SDS-PAGE wurde 1 h bei 140 V durchgefihrt. Als Proteinstandard wurde
der Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (10 kDa - 260 kDa) verwendet.

3.2.1.18 Elekto-Proteintransfer (Western-Blotting)

Der Proteintransfer aus der Gelmatrix auf eine feste Tragermembranl erfolgte mittels
Elektroblotting nach dem von Eckerskorn et al. (1988) beschriebenen Semidry-Verfahren in

einer Trans-Blot-SD® Kammer (BioRad). Als Tragermaterial wurde eine hydrophobe
Membran (Amersham Hybond™-LFP, GE Healthcare # RPN303LFP) verwendet, die sich
durch eine sehr hohe Proteinbindungskapazitét auszeichnet.

Fur den Proteintransfer wurde folgender Blotaufbau durchgefuhrt. Vor Benutzung wurde die
Membran in Methanol fur eine Minute &quilibriert. Es wurden 6 zugeschnittene
Filterpapiere (Whatman 3 mm-Papier) in Transferpuffer &quilibriert wovon drei auf die
Anode der Blotting-Kammer gelegt wurden. Auf diese wurde die Membran gelegt und
darauf das Proteingel luftblasenfrei positioniert. Dieses wurde mit den drei Ubrigen
aquilibrierten Filterpapieren bedeckt, die Blotting-Kammer geschlossen und der Transfer bei
15-20 Volt fur 90 Minuten durchgefunhrt.

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran fur eine Stunde im Blockpuffer ,,geblockt*
und anschliefend Uber Nacht bei 4 °C mit dem Primarantikdrper (1: 400-1:2000 in
Blockpuffer) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 1xTBS-Tween Puffer wurde die
Membran fur eine Stunde mit dem Sekundérantikorper (1:5000 in Blockpuffer) inkubiert,
wieder dreimal mit 1xTBS-Tween gewaschen und 30 Sekunden in ECL-Substratlésung
geschwenkt. Durch die an den Sekundarantikorper gekoppelte HRP (horseradish
peroxidase) wird das in der Substratlésung enthaltene Luminol oxidiert und kann Gber die
entstehende Chemielumineszenz mit einem entsprechenden Film (Amersham Hyperfilm™
ECL, GE Healthcare # RPN324570) oder mit dem ebenfalls verwendeten BioRad

ChemiDoc® XRS Imaging System nachgewiesen werden.
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3.2.2 Bestimmung von Serumparametern

3.2.2.1 Serumgewinnung

Zur Serumgewinnung wurden die Mause getotet und das Blut direkt aus dem Herzen mit
einer Kantle entnommen. Nachdem das Blut nach 1 Stunde bei Raumtemperatur geronnen
war, wurde es zwei Mal fur finf Minuten bei 4.000 rpm zentrifugiert und das Serum in ein

neues Reaktionsgefal tberfiihrt. Bis zur Verwendung wurde das Serum bei -80°C gelagert.

3.2.2.2 Serumanalysen

Zur Analyse von Serumparametern wurden spezielle Kits verwendet. Fir die Bestimmung
der Konzentrationen an Kollagenl-Abbauprodukten im Serum wurde das RatLap™ ELISA
Kit verwendet (Nordic Biosciences #1RTL4000) und unter Einsatz von 20 pL des Serums
nach Angaben des Herstellers verwendet. Fiir die Bestimmung von Opg und Rankl wurden
die ELISA-Kits Quantikine® TRANCE/RANK-Ligand Immunoassay bzw. Quantikine®
Mouse OPG verwendet (R&D Systems #MTRO0 bzw. #MOP00) und nach Angaben des
Herstellers verwendet. Die Bestimmung der Serumkonzentrationen an Osteocalcin und
Alkalischer Phosphatase erfolgte mit dem BTl Mouse Osteocalcin EIA Kit (BTl #BT-470)
bzw. dem Liquid Alk Phos reagent set (Pointe Scientific #A7516-150). Die Bestimmung von
Serotonin erfolgte mit dem Serotonin-ELISA-Kit (LDN #BA 10-0900).

3.2.3 Zellbiologische Methoden

3.23.1 Osteoblastenkultur

Priméare Osteoblasten wurden aus Schadeldachern 3-5 Tage alter Mduse gewonnen. Hierzu
wurden die Schadeld&cher isoliert und in sterilem 1x PBS gewaschen. Danach wurden die
Schéadeldéacher 5x fur je 10 min bei 37 °C in einer 0.1 % Collagenase/0.2 % Dispase Ldsung
verdaut. Die ersten beiden Uberstande wurden verworfen und die letzten drei Uberstande
uber einen 100 uM Zellsieb filtriert und gesammelt. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 1000
rpom wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in Osteoblasten-Komplettmedium
aufgenommen. Nach Auszéhlen der Zellen wurden diese mit 25.000 Zellen pro mL auf
Kulturschalen ausplattiert. Am néchsten Tag wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und
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frisches Komplettmedium zugegeben. Zur Differenzierung der Zellen bei etwa 80 %iger
Konfluenz wurde das Komplettmedium gegen Differenzierungsmedium (Komplettmedium
+ 50 pg/mL Ascorbat + 10 mM beta-Glycerolphosphat) ausgetauscht und bis zum Zeitpunkt

der Analyse alle drei Tage ein Mediumwechsel durchgefiihrt.

3.2.3.2 Osteoklastenkultur

Osteoklasten wurden aus Knochenmark von erwachsenen M&usen gewonnen. Hierzu
wurden die Mause getdtet, mit Ethanol desinfiziert und die Femora extrahiert. Aus diesen
wurde dann mit alpha-MEM Komplettmedium das Knochenmark herausgespdilt und tber
ein Zellsieb (100 pum) filtriert. Es wurde 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert und das Pellet in
alpha-MEM Komplettmedium resuspendiert. Die Zellen wurden gezahlt und mit einer
Dichte von 5x 10° Zellen pro mL auf Kulturschalen in alpha-MEM Komplettmedium
+ 10 nM Vitamin D ausplattiert. Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt wobei ab
Tag funf nach dem Ausplattieren 40 ng/mL sRANKL und 20 ng/mL MCSF dazugegeben

wurden.

3.2.3.3 Von Kossa-Farbung

Um eine in vitro-Mineralisation von Osteoblasten nachzuweisen, wurde eine Silbernitrat-
farbung durchgefihrt. Hierbei wird das Kalzium in der extrazellularen Matrix durch
einwertige Silberionen ersetzt und anschlielend zu braunschwarzem elementaren Silber
reduziert.

Hierzu wurden die Zellen zweimal mit kaltem 1x PBS gewaschen und anschlieRend fiir 10
min mit kaltem Methanol fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit Leitungswasser wurden
die Zellen mit einer 5 % Silbernitratldsung bedeckt und fur 30 min inkubiert. Nun wurde
zweimal mit Leitungswasser gewaschen und die Zellen fur 5 min mit einer 10 %igen
Natrium-thiosulfatlosung inkubiert. Nach erneutem Waschen mit Leitungswasser wurden

die geféarbten Kulturen fotografiert und ausgewertet.
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3.234 Alizarinrot-Farbung

Die Alizarinrot Farbung wurde fur den Nachweis eines Mineralisationsprozesses in der
Osteoblastenkultur verwendet. Das Kalzium in der extrazellularen Matrix bildet dabei einen
Chelatkomplex mit dem verwendeten Farbstoff und die Mineralisationskerne erscheinen rot.
Dazu wurden die Zellen mit eiskaltem 90 % Ethanol fir 45 min bei RT fixiert und
anschlieBend zweimal mit destilliertem H,O gewaschen. Die Zellen wurden dann mit der
Alizarinrot Farbelésung fir 10 min bei RT unter leichtem schitteln inkubiert. Danach wurde

finfmal mit H,O gewaschen und mit PBS Uberschichtet.

3.2.3.5 TRAP-Farbung

Fur die Anfarbung multinukledrer Osteoklasten wurden TRAP-Férbungen angefertigt.
TRAP (Tartrate Resistent Acid Phosphatase) ist ein Enzym, das von ausgereiften
Osteoklasten gebildet wird. In der TRAP-Férbung stellt sich das Produkt der enzymatischen
Reaktion rot dar und erlaubt so die Identifikation von Osteoklasten.

Zur Farbung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und finf Minuten mit kaltem
Methanol fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit H,O wurden die Zellen fur 2 min an der
Luft getrocknet und fir 30 min in der TRAP-Farbeldsung inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit H,O wurden die Osteoklasten mittels Raster ausgezahlt und gegebenenfalls

fotografiert.

3.2.3.6 Proteinisolation aus Zellen

Zur lIsolation des Gesamtproteingehalts aus kultivierten Zellen wurden diese mit kaltem 1x
PBS zweimal gewaschen und anschlielend mit eiskaltem RIPA-Lysepuffer aus den
Kulturschalen abgekratzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min auf Eis wurde das Lysat
fir 5 min bei 13.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand in ein neues
Gefal uberfiihrt und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.
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3.2.3.7 Gewinnung von RNA aus Zellen

Zur Lyse der Zellen wurden diese im RLT-Lysepuffer (Qiagen # 79216) aufgenommen und
uber einen QIAshredder® (Qiagen #79656) zentrifugiert. Die Isolierung von RNA erfolgte
mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen #74104) nach dem Protokoll des Herstellers.

3.2.3.8 BrdU-Proliferationsassay

Zur Bestimmung der Proliferationsrate von primaren Osteoblasten wurde das Cell
Proliferation Elisa Biotrack System verwendet (GE Healthcare #RPN250). Dazu wurden
2500 Zellen pro 96-well ausplattiert. Die Proliferation der Osteoblasten wurde an Tag 0, Tag
2 und Tag 5 gemessen.

Dazu wurden die Zellen acht Stunden ohne Serum kultiviert bevor serumfreies, mit BrdU
(5'-bromo-2'-deoxyuridin) versetztes Medium fiir 12 Stunden auf die Zellen gegeben wurde.
Zum Nachweis des in die DNA eingebauten BrdUs wurde das Protokoll des Herstellers
befolgt. Die gemessenen ODg4so Werte wurden auf den Proteingehalt (bestimmt nach
Bradford bei ODsgs) bezogen.

3.2.3.9 Immunbhistologie

Zur immunbhistologischen Detektion einer FZD8-Expression in humanen Knochenbiopsien
wurden die Gewebeproben entparaffiniert, rehydriert und mit imM EDTA pH 8,0 bei 90°C
fiir 15 Minuten inkubiert. Nach Inkubation mit 3 % H,O, fir 15 Minuten um die endogene
Peroxidase Aktivitdt zu blockieren, wurde 30 min mit 2,5 % BSA blockiert um
unspezifische Bindungen des Antikérpers zu verhindern. Die Inkubation mit dem
Priméarantikorper erfolgte in Verdinnungen von 1:50 bis 1:500 uber Nacht bei 4°C. Der
biotinylierte Sekunddrantikérper wurde in Verdinnungen von 1:200 bis 1:500 eingesetzt
und die Inkubation erfolgte fur 60 min bei RT.

Die Inkubation mit Streptavidin/HRP in einer Verdunnung von 1:200 erfolgte im Anschluss
fir 30 min. Als chromogenes Substrat diente DAB (3,3’-diaminobenzidine

tetrahydrochloride). Die Histologien wurden anschlieBend mit Hdmatoxylin gegengefarbt.
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3.2.3.10 Herstellung retroviraler Partikel in HEK 293T Zellen

Fur die retrovirale Transduktion primarer Osteoblasten wurden vy-Retroviren mit
selbstinaktivierenden long terminal repeats (LTR) verwendet. Bei dem Vektor Mieg3-eGFP
handelt es sich um einen Vektor der dritten Generation bei dem gag, pol und env in trans in
die Verpackungszelllinie eingebracht werden missen. Als Verpackungszellen dienten HEK-
293T-Zellen.

Das envelope-Plasmid Eco-env wurde von der Firma Addgene (#522K73) erhalten, das
gag,pol-kodierende Plasmid wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Boris Fehse (Zell und
Gentherapie, UKE) erhalten.

Fur die Kalziumphosphat-Transfektion der HEK-293T-Zellen zur Generierung von
Viruspartikeln wurde ein entsprechendes Kit der Firma Sigma (#CAPHOS) verwendet. Es
wurden am Tag vor der Durchfilhrung der Transfektion 5 x 10° Zellen auf eine 10 cm
Kulturschale ausplattiert. Fir die Transfektion wurden 5 pg des entsprechenden Vektors
(Mieg3-eGFP, oder Mieg3-eGFP-Isgl5) sowie 2 pg des env-Plasmids und 10 pg des
gag/pol-Plasmids in einem Gesamtvolumen von 450 pL H,O gel6st und 50 pL einer 2,5 M
CaCl,-Losung zugegeben. In einem separatem 15 mL Geféald wurden 500 pL der 2x HBS
Losung vorgelegt und dazu tropfenweise die Plasmid/CaCl,-Ldsung zugegeben und 15
Minuten bei RT inkubiert.

Waéhrend dieser Zeit wurde das Medium der am Tag zuvor ausplattierten HEK 293T Zellen
gegen frisches Kulturmedium +25 pM Chloroquin ausgetauscht. Dann wurde die DNA-
Losung tropfenweise auf die Zellen gegeben und fiir 6 Stunden bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Darauf wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt und von nun an Uber einen
Zeitraum von 60 Stunden alle 12 Stunden der Uberstand abgenommen, filtriert und bei

-80°C gelagert.

3.2.3.11  Transduktion von MC3T3-Zellen und primaren Osteoblasten

Durch eine Testtransduktion von MC3T3-Zellen wurde Uberprift, welche Virusuberstande
flr eine Transduktion von primaren Osteoblastenzellen geeignet sind. Dazu wurden 100.000
Zellen pro 6-well ausplattiert und am néchsten Tag das Medium abgenommen und gegen 1,5
mL des entsprechenden Virusiiberstand mit 8 pg/mL Polybren (Kationisches Agenz,
welches die Transduktionseffizienz durch Neutralisierung negativer Ladungen an der
Zelloberflache, verbessert) ausgetauscht. Nach Inkubation iber Nacht wurde am ndchsten
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Tag das Medium abgenommen und gegen normales Kulturmedium (a-MEM + 10 % FKS +
P/S) ersetzt.

Der Virustiter wurde wie folgt berechnet: T=N*P/V , T= Titer, N= ausplattierte Zellzahl, V=
Volumen des zugegeben Uberstandes, P= Anzahl der transfizierten Zellen.

Die Transduktion primérer Osteoblasten erfolgte einen Tag nach dem Ausplattieren der
Zellen analog zu der Transduktion der MC3T3-Zellen mit zuvor getesteten

Virusiberstanden.

3.2.4 Histologische und histomorphometrische Methoden

3.24.1 Praparation und Fixierung von Mausskeletten

Nach Totung wurden die Tiere gehdutet und der Bauchraum er6ffnet. Nach Entfernung aller
inneren Organe wurden die Skelette auf einer Korkplatte gestreckt und einen Tag in
frischem gepuffertem 3,7 % Formaldehyd fixiert und anschlieBend fur eine weitere
Préparation in 80 % Ethanol gelagert.

Es wurde von allen Mdusen jeweils die rechte Tibia sowie die oberen vier Lendenwirbel
herausprépariert. Flr eine Paraffinhistologie wurden die Prdparate zwei Tage in 20 %
EDTA-L6sung bei 37 °C entkalkt. Zur Entwasserung wurden die Praparate dann je nach Art

der nachfolgenden Histologie im Autotechnikon nach folgendem Schema behandelt:

Paraffineinbettung Acrylateinbettung

2 X 60 min 70 % Ethanol 2 x 60 min 70 % Ethanol

1 x 60 min 80 % Ethanol 3 x 60 min 80 % Ethanol

2 X 60 min 96 % Ethanol 3 x 60 min 96 % Ethanol

2 X 60 min Ethanol absolut 4 x 60 min Ethanol absolut
2 X 60 min Xylol

3 x 60 min Paraffin 60 °C

Nicht entkalkte Knochen wurden anschliefend fur jeweils 24 Stunden in
Infiltrationslésungen (I und 1) infiltriert und anschlieBend mit GielRl6sung in Glasgeféalie
eingebettet. Nach Polymerisation tiber Nacht bei 4 °C wurden die Blocke angeschliffen und
4 pm dicke Schnitte am Rotationsmikrotom angefertigt und auf Gelatine-beschichtete
Objekttrager gezogen und eingedeckt.
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3.24.2 Kontaktrontgen und uCT

Fixierte Skelette wurden im Kontakt-Rdntgenapparat (Faxitron Xray) fur 2 Sekunden bei 36
kV gerontgt. uCT-Aufnahmen wurden mit einem uCT40 (Scanco Medical, Basel) bei einer

Auflésung von 12 um gescannt.

3.24.3 Biomechanische Testung mittels Dreipunktbiegetest

Zur Bestimmung der biomechanischen Stabilitdt von Mausfemora wurden diese einem
Dreipunktbiegetest unterzogen. Dazu wurden die fixierten Knochen nach Entfernung des
gesamten Muskelgewebes im Rhinoceros3.0 (Mc. Neel) eingespannt und ein Stempel mit
steigender Kraft auf die Mitte des Knochens gedriickt bis ein Ermudungsbruch auftrat. Die
digitale Aufnahme der Daten erfolgte mit der Software TestExpert V10.1. Die bestimmten
Parameter waren Maximalkraft, Steifigkeit und Energie bis zum Versagen (Fmax).

3.24.4 Von Kossa/van Gieson-Farbung

Die Acrylathistologien wurden in 2-(Methoxyethyl)-acetat (3 x 10 min) entplastiniert und in
einer absteigenden Alkoholreihe bewdssert und folgende Farbeschritte durchgefihrt:

5 min 3% Silbernitrat, 10 min dest. H,O, 5 min Sodaformollésung, 10 min Leitungswasser,
5 min 5 % Natriumthiosulfatlésung, 10 min Leitungswasser, 20 min van Gieson-L3sung.
AnschlieBend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und nach
3 x 5 min Xylolinfiltration mit DPX (Sigma #44581) eingedeckt.

3.24.5 Toluidin-Farbung

Die Vor- und Nachbehandlung der Histologien erfolgte wie bei der von Kossa/ van Gieson
Farbung (3.2.3.4). Zur Féarbung wurden die Schnitte fur 30 min in der Toluidinldsung

angefarbt.
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3.24.6 HE-Farbung (Paraffin)

Nach 30 mindtiger Fixierung im Wé&rmeschrank bei 60 °C wurden die Schnitte fur 2 x 5 min
in Xylol entparaffiniert und in absteigender Alkoholreihe bewéssert. Anschlieend wurden
folgende Farbeschritte durchgefihrt:

10 min Mayers Hamalaunl6sung, in HCI-Ethanol eingetaucht, 10 min Leitungswasser, 2 min
Eosinlosung. Danach wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert, 3

x 5 min in Xylol infiltriert und in DPX eingedeckt.

3.2.4.7 TRAP-Farbung an Paraffinschnitten

Zur Farbung wurden die Paraffinschnitte in Xylol (2 x 5 min) entparaffiniert und in
absteigender Alkoholreihe bewadssert. Die Schnitte wurden dann fur 60 min in TRAP-
Substratlésung angefarbt und zum Abbruch der Féarbung kurz in Wasser getaucht. Nach
einer Gegenfarbung mit Meyer’s Hamalaun (1 min) wurden die Schnitte mit Faramount
Agua Mounting Medium (DAKO # S3025) in wassrigem Medium eingedeckt.

3.24.8 Calcein-Markierung von Mausen

Calcein ist ein Fluoreszenzfarbstoff mit einem Anregungsmaximum bei 495 nm und einem
Abstrahlungsmaximum von 515 nm. Calcein bildet mit Kalzium einen Chelatkomplex und
lagert sich entlang der Mineralisationsfront bei der Neubildung von Knochen ein. Durch
eine Calcein-Doppelmarkierung in einem bestimmten Zeitabstand lasst sich somit die
Neubildungsrate (BFR: bone formation rate) von Knochen in vivo bestimmen. Dazu wurde
den Méusen im Abstand von sieben Tagen jeweils 100 pL Calcein-Injektionslosung
intraperitoneal injiziert. Am Abstand der zwei grin-fluoreszierenden Markierungen kann

nun die Knochenneubildungsrate bestimmt werden.

3.24.9 Histomorphometrie

Die Quantifizierung des Knochenvolumens (BV/TV, bone volume per tissue volume), die
Trabekelanzahl (Th.N, trabecular number), die Trabekeldicke (Tb.Th, trabecular thickness)
sowie der trabekuldre Abstand (Th.Sp, trabecular spacing) wurden mit dem BioQuant

System (Osteometrics Inc.) nach Vorgaben des Herstellers an 4 um von Kossa-/van Gieson
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gefarbten Acrylatschnitten bestimmt. Die Knochenformationsrate (BFR, bone formation
rate), sowie die Anzahl von Osteoblasten und Osteoklasten (N.Ob bzw. N.Oc/B.Pm, number
of osteoblasts bzw. osteoclasts per bone parameter) wurden standardmafig mit dem
OsteoMeasure Histomorphometrie-System (Osteometrics Inc.) an 12 um ungeférbten

Acrylatschnitten bzw. 4 um Toluidin-gefarbten Acrylatschnitten bestimmt.

3.2.5 Statistik

Alle angegebenen Werte sind mit dem Computerprogramm Microsoft Excel berechnete
arithmetische Mittelwerte +Stbw. Die statistische Signifikanz wurde mit dem 2-seitigen
Student-t-Test ermittelt. Ein p-Wert niedriger als 0,05 wurde als signifikant angenommen
und mit (*) bezeichnet, ein p-Wert niedriger als 0,01 mit (**) bezeichnet und ein p-Wert

kleiner 0,005 mit (***) bezeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1  Untersuchungen zur Expression von Fzd9 in Osteoblasten

In vorausgehenden Arbeiten wurde mittels Affymetrix-Genchipanalyse die Genexpression
an Tag 0 der Differenzierung priméarer muriner Osteoblasten mit der Expression funf Tage
nach Einleitung der Differenzierung verglichen. Hierbei stellte sich heraus, dass das Gen fur
den Serpentinrezeptor Frizzled-9 (Fzd9) als einziges Gen aus dieser Rezeptorfamilie parallel
zu bekannten Osteoblastenmarkern wie Bone Sialoprotein (Ibsp) und Osteocalcin (Bglap)
wahrend dieses Zeitraums induziert wurde, was eine wichtige Funktion dieses Rezeptors flr
die Osteoblastendifferenzierung vermuten lief3.

Um dieses Ergebnis zu bestatigen und die Expression von Fzd9 auch in der weiteren Phase
der Osteoblastendifferenzierung zu untersuchen, wurde das Expressionsverhalten von Fzd9
wéhrend der Differenzierung von drei unabhangig voneinander isolierten
Osteoblastenkulturen mittels quantitativer RT-PCR untersucht. Als Positivkontrolle diente
die Expression des bekannten Osteoblastenmarkers Bone Sialoprotein (lbsp), welche
wahrend des Zeitraums der Differenzierung kontinuierlich ansteigt (Abb. 4.1A). Die
Ergebnisse der Affymetrix-Genchipanalyse konnten so bestatigt werden, und es konnte
aullerdem gezeigt werden, dass die Expression von Fzd9 im spateren Verlauf der
Differenzierung bis zu Tag 25 nahezu konstant bleibt. Um die Expression von Fzd9 auch auf
Proteinebene zu bestatigen wurde ein Westernblot durchgefiihrt, der die in Abb. 6.1A

gefundenen Expressionsergebnisse auch auf Proteinebene bestatigte (Abb. 6.1B).
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Abbildung 4.1: Expression von Fzd9 in Osteoblasten (A) Relative Expression von Bone Sialoprotein (lbsp) und
Frizzled-9 (Fzd9) wéhrend der Differenzierung primérer Maus-Osteoblasten. (B) Westernblot zur Darstellung der

Expression von Fzd9 auf Proteinebene im Verlauf der Osteoblastendifferenzierung.
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4.2 Histologische Analyse des Knochenphanotyps Fzd9-defizienter

Mause

Um nun zu uberprifen, ob Fzd9 fur die Knochenbildung in vivo eine Rolle spielt, sollte im
Folgenden der Knochenphéanotyp eines Fzd9-defizienten (Fzd9”) Mausmodells analysiert
werden, welches von Dr. Uta Francke von der Universitat Stanford zur Verfugung gestellt
wurde. Dazu wurden von jeweils sechs WT und sechs Fzd9” Mausen im Alter von 6, 24
und 52 Wochen undekalzifizierte Histologien der Wirbelkorper L2-L4 angefertigt. In Abb.
4.2A sind jeweils reprasentative von Kossa-gefarbte Histologien der einzelnen
Altersgruppen abgebildet und es I4Rt sich bereits daraus erkennen, dass die Fzd9” Mause im
Alter von 24 und 52 Wochen ein geringeres trabekulares Knochenvolumen aufweisen. Die
histomorphometrische Auswertung aller Histologien ergab, dass Fzd9”~ Mause im Alter von
sechs Wochen ein normales Knochenvolumen (BV/TV) haben, jedoch im fortgeschrittenen
Alter von 24 und 52 Wochen, im Vergleich zu den Wildtypkontrollen, ein um 30 %
verringertes trabekuléres Knochenvolumen aufweisen (Abb. 4.2B). Auerdem ist in diesen
Altersstufen die Trabekeldicke (Th.Th) sowie die Anzahl der Trabekel (Tb.N) in den Fzd9™
Méusen ebenfalls signifikant um etwa 30 % erniedrigt. Mit diesen Daten konsistent, ist der
trabekulare Abstand (Th.Sp) in Fzd9”~ Mausen um etwa 30 % erhoht (Abb. 4.2B), so dass

man anhand dieser Daten insgesamt eine Osteopenie in Fzd9” Mausen feststellen kann.
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Abbildung 4.2: Osteopenie in Fzd9-defizienten Mausen. (A) Von Kossa-gefarbte, undekalzifizierte Histologien von
Wirbelkorpern aus WT und Fzd9-defizienten Mé&usen in den angegebenen Altersstufen. (B) Histomorphometrische
Berechnung des Knochenvolumens (BV/TV; Bone Volume per Tissue Volume), der Trabekeldicke (Th.Th; Trabecular
Thickness), der Trabekelanzahl (Th.N; Trabecular Number) und des trabekuldren Abstands (Th.Sp; Trabecular Spacing).
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Um zu iberpriifen, ob in den Roéhrenknochen der Fzd9” Mause ebenfalls ein verringertes
Knochenvolumen vorliegt, wurden die Tibiaknochen 24 Wochen alter WT und Fzd9”
Méuse ebenfalls unentkalkt histologisch untersucht und auch hier konnte ein verringertes
Knochenvolumen festgestellt werden (Abb. 4.3A). AulRerdem wurde an pCT-Aufnahmen
von WT- und Fzd9” Femora deutlich, dass die kortikale Dicke in den Knochen von Fzd9™
Tieren erniedrigt ist (Abb. 4.3A). Hinzu kommt, dass der femorale Durchmesser und die
biomechanische Stabilitat in den Fzd9”~ Knochen ebenfalls signifikant erniedrigt ist (Abb.
4.3B).
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Abbildung 4.3: Erniedrigte Knochendichte in Réhrenknochen Fzd9-defizienter Mause. (A) Von Kossa gefarbte,
undekalzifizierte Histologien von Tibiaknochen aus Wildtyp- und Fzd9” Mausen im Alter von 24 Wochen, sowie pCT-
Aufnahmen von Femora aus WT und Fzd9” Méusen. (B) Mittlerer Durchmesser der Femora aus WT und Fzd9” Mausen,

sowie die maximal nétige Kraft, die zum Bruch des Femurs in einem Dreipunktbiegetest fiihrt.

Um die zelluliren Mechanismen zu identifizieren, die zu der Osteopenie in den Fzd9™”
Mausen fihren, wurde nun untersucht, ob die Knochenformation oder die
Knochenresorption in  diesen Maé&usen betroffen ist. Zur Bestimmung der
Knochenformationsrate (BFR; bone formation rate) wurde den Mé&usen im Abstand von
sieben Tagen der Fluoreszenzfarbstoff Calcein intraperitonal verabreicht. Calcein lagert sich
in den neugebildeten Knochen ein und anhand des Abstandes der unter dem
Fluoreszenzmikroskop sichtbaren Calceinbanden 143t sich die Knochenformationsrate
bestimmen.

Bereits an den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Wirbelkdrper 18Rt sich eine
verminderte Calceineinlagerung und somit eine verminderte Knochenformation in den
Fzd9” Mausen vermuten (Abb. 4.4A). Die histomorphometrische Bestimmung der

Osteoblastenanzahl pro Knochenflaiche und der Knochenformationsrate ergeben eine
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signifikant  erniedrigte  Osteoblastenanzahl und eine um 50 % reduzierte
Knochenformationsrate in den Fzd9” Mausen (Abb. 4.4B).
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Abbildung 4.4: Erniedrigte Knochenformation in Fzd9-defizienten Mausen. (A) Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen von Wirbelkdrperschnitten Calcein-markierter WT und Fzd9” Mause im Alter von 24 Wochen. Darunter ein
Ausschnitt zur Darstellung der durch die zweimalige Injektion entstandenen Doppelbanden. (B) Histomorphometrische
Auswertung der Osteoblastenanzahl pro Knochenfldche (Ob.N/B.Pm; Osteoblast Number per Bone Perimeter), sowie die

Knochenformationsrate (BFR/BS; Bone Formation Rate per Bone Surface).

Zur Bestimmung der Osteoklastenaktivitat wurden TRAP-Farbungen an Tibiahistologien
von WT und Fzd9” Mausen angefertigt. Die Anzahl der TRAP-positiven Zellen ist hier
unverandert (Abb. 4.5A), was sich in der histomorphometrischen Analyse anhand einer
unverdnderten Osteoklastenzahl bestatigte (Abb. 4.5B). Einen weiteren Hinweis dafir, dass
die Knochenresorption in den Fzd9” Mausen nicht verandert ist, lieferte die Tatsache, dass
die Menge an Typl-Kollagen-Abbauprodukten (Crosslaps) im Serum von Fzd9”" Mausen
nicht erhoht ist, was flr eine verstarkte Resorption gesprochen hatte, sondern passend zur

verminderten Knochendichte, ebenfalls erniedrigt ist (Abb. 4.5B).
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Abbildung 4.5: Unveranderte Knochenresorption in Fzd9-defizienten Mausen. (A) TRAP-gefarbte Paraffinhistologien
von Tibiae aus WT und Fzd9” Méusen zur Anfarbung von Osteoklasten. (B) Histomorphometrische Bestimmung der
Osteoklastenanzahl pro Knochenoberflache, sowie mittels ELISA bestimmte Menge an Typl-Kollagen-Abbauprodukten

(Crosslaps) im Serum von WT und Fzd9”" Mausen.
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4.3 Histologische Analyse der Regression hyaloider BlutgefélRe in Fzd9-

defizienten Mausen

Da der in dieser Arbeit identifizierte Knochenphanotyp der Fzd9” Mause nahezu identisch
ist zu dem von Lrp5” Mausen (Kato et al., 2002), lag zu diesem Zeitpunkt der Analysen die
Vermutung nahe, dass Fzd9 und Lrp5 mdoglicherweise als Rezeptor und Corezeptor
gemeinsam fur die Regulation der Knochenformation in Mé&usen fungieren. Lrp5-defiziente
Méuse weisen neben dem Knochenformationsphanotyp einen Defekt in der Regression
hyaloider BlutgefaRe im Auge auf und sind von Geburt an blind. Ein identischer Defekt
wurde auch bei Menschen mit inaktivierenden Mutationen im LRP5-Gen gefunden (Gong et
al., 2001). Aufgrund der groRen Ubereinstimmungen im Knochenphanotyp wurde nun auch
in Fzd9” Mausen die Regression der hyaloiden BlutgefaBe analysiert. Es konnte jedoch
festgestellt werden, dass die Regression der vier Tage nach der Geburt (p4) noch
vorhandenen BlutgefaRe (Abb. 4.6A), bis p10 in den Fzd9” Mausen wie im WT normal
verlauft, wahrend die hyaloiden BlutgefaRe in den hier ebenfalls analysierten Lrp5”
Mausen, wie schon beschrieben, persistieren (Abb. 4.6B).
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Abbildung 4.6: Normale Regression hyaloider BlutgefdRe in Augen Fzd9-defizienter Mé&use. (A) HE-geféarbte
Paraffinschnitte von Augen aus vier Tage alten WT, Lrp5”, sowie Fzd9" Méusen. Die Pfeile zeigen auf die hyaloiden
BlutgefaRe. Rechts: Anzahl der hyaloiden BlutgefiRe in WT, Lrp5", sowie Fzd9”" Mausen. (B) HE-gefrbte
Paraffinschnitte von Augen aus zehn Tage alten WT, Lrp5™, sowie Fzd9” Mausen. Die Pfeile zeigen auf die hyaloiden
BlutgefaRe. Rechts: Anzahl der hyaloiden BlutgefaRe in WT, Lrp5™, sowie Fzd9”" Mausen.
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4.4 Analyse Fzd9-defizienter Osteoblasten

Da aus den vorangegangenen Analysen hervorging, dass der Knochenphanotyp Fzd9-
defizienter Mause durch eine verminderte Knochenformation erklart werden kann, wurden
als nachstes Fzd9-defiziente Osteoblasten ex vivo analysiert. Dazu wurden Osteoblasten aus
Schadeldachern 3-5 Tage alter WT und Fzd9” Mause isoliert und zunichst auf Ihre
Proliferationsfahigkeit untersucht. In einem BrdU-Proliferationsassay konnte anhand eines
verringerten Einbaus von BrdU in die DNA eine verringerte Proliferationsfahigkeit der
Fzd9-defizienten Osteoblasten festgestellt werden (Abb. 4.7A). Wesentlich auffalliger
wurde der Defekt der Fzd9-defizienten Osteoblasten jedoch nach einer von Kossa-Farbung
der Kulturen, wo sich zeigte, dass die Mineralisationsfahigkeit in den Fzd9-defizienten
Kulturen deutlich verzdgert und herabgesetzt ist (Abb. 4.7B). Da also offenbar ein
zellautonomer Defekt in der Differenzierung oder Funktion Fzd9-defizienter Osteoblasten
vorliegt, wurde als nachstes eine Affymetrix-Genchipanalyse durchgefuhrt, mittels der die
Genexpression in WT und Fzd9-defizienten Osteoblasten zehn Tage nach Einleiten der
Differenzierung verglichen wurde, um mdgliche Zielgene eines Fzd9-abhangigen

Signalwegs zu identifizieren.
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Abbildung 4.7: Zellautonomer Defekt Fzd9-defizienter Osteoblasten. (A) Bestimmung der Proliferation von WT und
Fzd9-defizienten Osteoblasten zu unterschiedlichen Differenzierungszeitpunkten durch den Einbau von BrdU in die DNA
proliferierender Zellen. (B) Von Kossa-gefarbte Osteoblastenkulturen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der

Differenzierung.

Es konnte festgestellt werden, dass die Expression aller bekannter Osteoblastenmarker, wie
Runx2, Sp7, Collal, Bglap, Ibsp und Dmpl in den Fzd9-defizienten Osteoblasten nicht
wesentlich veréndert ist (Abb. 4.8A). Es wurde aullerdem ersichtlich, dass offenbar die
Expression von bekannten Zielgenen des kanonischen Wnt-Signalwegs, wie Tnfrsfllb,
Axin2, Cyr61, Wisp2, Apcddl und Ccndl durch ein Fehlen von Fzd9 nicht beeinflusst ist.
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Insbesondere die normale Expression von Osteoprotegerin (Tnfrsfllb; Tumor necrosis
factor receptor superfamily, member 11b) war interessant, denn Osteoprotegerin wurde in
einem Mausmodell mit einer Osteoblasten-spezifischen Deletion von 3-Catenin als Zielgen
des kanonischen Whnt-Signalwegs in Osteoblasten identifiziert (Glass et al., 2001). Die
Ergebnisse wurden exemplarisch mittels quantitativer RT-PCR bestatigt (Abb. 4.8B) und
auch auf Proteinebene konnte mittels Westernblot kein Unterschied in der Expression von
Axin2 und Osteoprotegerin festgestellt werden (Abb. 4.8C). Durch eine 30 minitige
Stimulation von WT und Fzd9-defizienten Osteoblasten mit 100 ng/mL rekombinantem
Whnt3a an Tag zehn der Differenzierung, konnte gezeigt werden, dass die dadurch ausgeltste
Phosphorylierung von Lrp6 an Ser-1490, die fur die kanonische Wnt-Signaltransduktion
entscheidend ist, in Fzd9-defizienten Zellen nicht negativ beeintrachtigt war (Abb. 4.8C).
AuBerdem konnte kein Unterschied in der Menge an phosphoryliertem [-Catenin (Abb.
4.8C), sowohl vor als auch nach Stimulation festgestellt werden, was ebenso darauf
schlieBen lieR, dass die Signaltransduktion des kanonischen Wnt-Signalwegs in

Abwesenheit von Fzd9 nicht beeintréchtigt ist.
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Abbildung 4.8: Normale Expression von Osteoblastenmarkern und Zielgenen des Wnt-Signalwegs in Fzd9-
defizienten Osteoblasten. (A) Affymetrix-Signalintensitdten und SLRs (Signal Log Ratios) von bekannten
Osteoblastenmarkergenen und Zielgenen des Whnt-Signalwegs in WT- und Fzd9-defizienten Osteoblastenkulturen an Tag
10 der Differenzierung. (B) Relative Expression von Wnt-abhangigen Genen und Osteoblastenmarkern. (C) Westernblots
zeigen, dass der Proteingehalt von Axin2 und Opg in WT und Fzd9-defizienten Zellen analog zur mRNA Expression
unverdndert ist (links). Zudem zeigte sich, dass der kanonische Wnt-Signalweg nach 30 mindtiger Stimulation mit 100
ng/mL Wnt3a in den Fzd9-defizienten Osteoblasten nicht gestort ist, was an der Phosphorylierung von Lrp6 und der
unveranderten Menge an phosphoryliertem B-Catenin zu erkennen ist (rechts).
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Durch die Affymetrix-Genchipanalyse konnten jedoch auch ber 500 Gene identifiziert
werden, deren Expression in Abwesenheit von Fzd9 mehr als zweifach erniedrigt war. Unter
diesen Genen befanden sich unter anderem einige Zykline (Ccnbl, Ccnb2, Cenf und Ccna2),
was vielleicht mit der verringerten Proliferationsrate der Fzd9-defizienten Osteoblasten in
Verbindung gebracht werden konnte (Abb. 4.9A). Die in ihrer Expression am stérksten
beeintrachtigten Gene jedoch waren Chemokine der Ccl- und Cxcl-Familie (Ccl5, Ccl2,
Cxcl5, usw., Abb. 4.9A) und Gene die bekanntertmaRen durch Typl-Interferone (Ifno und
Ifnp) reguliert werden (Oasl2, 1fi203, Ifitl, Isgl5, Ifi27, Ifi44, 1rf7) (Abb. 4.9A). Die
Ergebnisse wurden exemplarisch flr einige dieser Gene mittels quantitativer RT-PCR in drei
unabhéngig voneinander isolierten Osteoblastenkulturen bestatigt (Abb. 4.9B), und es
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Expression der untersuchten Gene (Ccl2, Ccl5,
Cxcl5, Oasl2, 1fi203, 1sgl15) in Femora von 24 Wochen alten Fzd9” Mausen signifikant
erniedrigt war (Abb. 4.9C).
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Abbildung 4.9: Erniedrigte Expression Interferon-abhéngiger Gene und Chemokine in Fzd9-defizienten
Osteoblasten. (A) Affymetrix-Signalintensitaten und SLR-Werte der am starksten herunterregulierten Interferon-
abhéngigen Gene und Chemokine in WT- und Fzd9-defizienten Osteoblasten. (B) Bestdtigung der Ergebnisse der
Genchipanalyse in drei unabhangig isolierten Osteoblastenkulturen aus WT und Fzd9” Mausen mittels quantitativer RT-
PCR. (C) Analyse der Expression der angegebenen Gene in Femora aus 24 Wochen alten WT und Fzd9” Mausen mittels
quantitativer RT-PCR.
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Als nachstes wurde untersucht, ob eventuell einige dieser Gene bisher unbekannte Zielgene
des kanonischen oder nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs sind. Dazu wurden primére WT-
Osteoblasten an Tag zehn der Differenzierung fir sechs Stunden entweder mit
rekombinantem Wnt3a (100 ng/mL) oder rekombinanten Wnt5a (100ng/mL) stimuliert und
anschlieend die Expression der Gene Ccl2, Ccl5, Cxcl5, Oasl2, 1fi203, Isgl5 und Axin2
mittels quantitativer RT- PCR untersucht.

Dabei fiel auf, dass die Interferon-abhéngigen Gene Oasl2, 1fi203 und Isg15 weder durch
Wnt3a noch Wnt5a induziert werden konnten, dass aber die Expression der Chemokine
Ccl5, Cxcl5 und Ccl2 durch den nicht-kanonischen Wnt-Liganden Wnt5a signifikant
induziert wurde. Als Positivkontrolle fir die Wirkung von Wnt3a wurde die Expression von
Axin2 gemessen, die wie erwartet, durch Zugabe von Wnt3a, signifikant induziert werden
konnte (Abb. 4.10A). Da bekannt ist, dass die Wirkung von Wntba nicht Uber die
Aktivierung des B-Catenin abhdngigen kanonischen Wnt-Signalwegs verlduft, wurde als
nachstes untersucht, ob Wnt5a in Osteoblasten mdglicherweise einen alternativen wichtigen
Signaltransduktionsweg aktivieren kann. Da gezeigt werden konnte, dass eine Aktivierung
des MAPK/ERK-Signalwegs fiir die Differenzierung primarer Osteoblasten sowohl in vivo
als auch in vitro von groRBer Bedeutung ist (Ge et al., 1997), wurde mittels Westernblot
untersucht, ob Wnt5a die Aktivierung des MAPK/ERK-Signalwegs in primdren
Osteoblasten induzieren kann. Anhand der Phosphorylierung von Erk1/2 an Thr202/Tyr204
wird deutlich, dass Wntba offenbar diesen Signalweg aktiviert (Abb. 4.10B). AuRerdem
wurde deutlich, dass diese Induktion der Phosphorylierung in Fzd9-defizienten Osteoblasten
verringert ist (Abb. 4.10B), was moglicherweise zu dem Mineralisationsdefekt Fzd9-

defizienter Osteoblasten beitrégt.
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Abbildung 4.10: Die Expression von Chemokinen wird durch den nicht-kanonischen Wnt-Liganden Wnt5a
induziert. (A) Expressionsanalyse der angegebenen Gene nach 6h Stimulation von WT Osteoblasten an Tag zehn der
Differenzierung mit rekombinantem Wnt3a und Wnt5a. (B) Westernblot zur Darstellung der Phosphorylierung von Erk1/2
(p42/44) nach 30 min Stimulation mit Wnt3a (100 ng/mL) und Wnt5a (100 ng/mL).
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Um zu uberprufen, ob die Expression der sogenannten Interferon-stimulierten Gene (ISGs)
tatsachlich auch in priméren Osteoblasten durch Zugabe von rekombinantem Interferon
induziert werden kann und ob diese Induktion in den Fzd9-defizienten Osteoblasten gestort
ist, wurden primare WT- und Fzd9-defiziente Osteoblasten fir sechs Stunden mit Typ I-
Interferon (Ifnoc und IfnB) und Typ Il-Interferon (Ifny) stimuliert und anschlieBend die
Expression von Oasl2, Isg15 und Ifitl bestimmt. Es wurde gefunden, dass die Expression
der untersuchten Gene durch Typ I-Interferon (Ifnound IfnB) stark induziert wurde,
wéhrend durch Ifny keine Induktion der Expression erfolgte (Abb. 4.11A,B,C). AulRerdem
wurde ersichtlich, dass die Induktion der Genexpression in Fzd9-defizienten Osteoblasten
signifikant erniedrigt war (Abb. 4.11A,B,C).
A B C

Ifna Ifn B Ifny

D
o

200

w
o

100

(n-fach)

Relative Expression
(n-fach)
Relative Expression
Relative Expression
(n-fach)

o
o

0
He o= 4 - He - He o= s - JYAA e o= e - e =

Oasl2 Isg15 Ifitl Oasl2 Isg15 Ifitl Oasl2 Isg15 Ifitl

Abbildung 4.11: Verminderte Expression Interferon-stimulierter Genen (ISGs) in Fzd9-defizienten Osteoblasten.
(A, B, C) Expressionsanalyse mittel quantitativer RT-PCR von primdren WT- und Fzd9-defizienten Osteoblasten an Tag
zehn der Differenzierung, nach 6h Stimulation mit 100 ng/mL Ifn o, Ifn B und Ifn vy in Bezug auf jeweils unstimulierte

Zellen.

Der am besten untersuchte Signalweg, der durch Interferone aktiviert wird, ist der
JAK/STAT-Signalweg (Schindler & Plumlee, 2008). Es wurde nun analysiert, ob dieser
Signalweg auch in Osteoblasten durch Ifnf3 aktiviert werden kann und ob mdglicherweise
eine gestorte Aktivierung in den Fzd9-defizienten Osteoblasten vorliegt, was den in Abb.
4.11A und 4.11B dargestellten Befund erklaren konnte. Die Aktivierung des STAT-
Signalwegs verlduft tber die Phosphorylierung unterschiedlicher STAT-Proteine, welche
nun mittels Westernblot nach 30-minutiger Stimulation mit Ifnf3 untersucht wurden. Die
phosphorylierte Form von Stat1(Tyr701), Stat2(Tyr690) und Stat6(Tyr641) konnte auch
nach Stimulation mit Ifn3 weder in WT- noch in Fzd9-defizienten Osteoblastenlysaten
nachgewiesen werden (Abb. 4.12). Die Phosphorylierung von Stat3 an Tyr705 ist offenbar
durch die Stimulation mit Ifnf3 unbeeinflusst. Die Phosphorylierung von Stat5 an Tyr694
wird in Osteoblasten als einzige durch Ifnp induziert (Abb. 4.12), jedoch liegt hier kein
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Unterschied in zwischen WT und Fzd9-defizienten Osteoblasten vor, der die Unterschiede

in der Genexpression erklaren konnte.

Fzd9 ++* Fzd9 + HelLa
p-Statl -y
p-Stat2 | |
p'Stat3 - Rl
p-Stat5 — e T—
p-Stat6 |
Ifn B - + - + +

Abbildung 4.12: Keine Unterschiede in der Induktion des Stat-Signalwegs in Fzd9-defizienten Osteoblasten
Westernblots zur Darstellung der Induktion des Stat-Signalwegs in primaren WT- und Fzd9-defizienten Osteoblasten nach
30-mindtiger Stimulation mit 100 ng/mL Ifnp. HeLa-Zellysate dienten als Kontrolle fir die Funktion der verwendeten
Antikorper fur p-Statl und p-Stat2.

In einer bereits vor Beginn dieser Arbeit durchgefiuhrten Genchipanalyse in unserer
Arbeitsgruppe wurde die Genexpression von undifferenzierten (dO0) Osteoblasten mit der
Expression finf Tage spéater, nach Zugabe von Ascorbat und beta-Glycerophosphat (d5),
verglichen. Hier stellte sich heraus, dass die Expression von Fzd9 von d0 auf d5, parallel zu
Osteoblastenmarkern wie Ibsp, Bglap und Runx2, induziert wird. Dabei ist zu erwahnen,
dass sich die Expression alle anderen Mitglieder dieser Rezeptorfamilie in diesem Zeitraum
nicht verandert. In Abb. 4.13A sind aullerdem die Gene aufgelistet, die wahrend dieser
Phase der Differenzierung am starksten induziert werden (Clec4d; C-type lectin domain
family 4, member d, Hpgd; Hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15, Matn4; Matrilin 4),
allerdings ist fir diese Gene bislang keine Funktion im Knochenremodelling bekannt.

Anhand einer weiteren Analyse dieser Genchip-Daten sollte nun untersucht werden, wie
sich die in dieser Arbeit identifizierten Interferon-abhangigen Zielgene eines potenziellen
Fzd9-abhangigen Signalwegs (Oasl2, Isgl5, Ifitl, 1fi203, Ifi27, Ifi44 usw.) wéhrend der
frihen Osteoblastendifferenzierung verhalten. Es wurde festgestellt, dass fast alle Gene,
deren Expression in Fzd9-defizienten Osteoblasten beeintrachtigt war, wahrend der friihen
Differenzierung von WT-Osteoblasten induziert werden (Abb. 4.13B). Dies geschieht also
scheinbar parallel zur Induktion der Expression von Fzd9 und bekannten
Osteoblastenmarkern (Abb. 4.13A), so dass auch diese Gene mdglicherweise eine bisher

unbekannte Funktion fur die Differenzierung oder Funktion von Osteoblasten haben.
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A Rang  Gen  do d5 SLR B Gen do ds SLR
1 Clecdd 22 586 5.1 Ifitl 10.3 1200 37
2 Hpgd 23 742 50 Ifi204 3.0 23.8 35
3  Matn4 1108 10235 3.7 Ifit3 10.2 89.5 31
Ifi27 6.3 36.2 2.1
36 lbsp 357 1524 21 Isg15 87.2 204.6 2.0
37 Bglap 935 3515 21 Irf7 2175 380.2 2.0
Oasl2 38.9 128.8 1.8
84 Fzd9 597 1350 1.6 Ligp2 52.5 1496 16
1fi205 13.6 27.7 15

215 Runx2 531 1238 1.2 Ifi44 132 64.4 12

Abbildung 4.13: Regulation Interferon-stimulierter Gene wéhrend der frilhen Osteoblastendifferenzierung.
(A) Ergebnisse einer Affymetrix-Genchipanalyse, in der die Expression von Genen in primdren WT Osteoblasten von Tag
0 (dO) mit der Expression fiinf Tage nach Zugabe von Ascorbat und beta-Glycerophosphat verglichen wurde (d5).
Angegeben sind die am starksten induzierten Gene sowie Osteoblastenmarker (lbsp, Bglap und Runx2) und Fzd9.
Angegeben sind die Affymetrix Signalintensitaten, sowie der Anstieg der Signalstdrke von d0->d5 als SLR. (B)
Affymetrix-Signalintensitaten an d0 und d5 sowie SLRs bekannter Interferon-stimulierter Gene, deren Expression in Fzd9-
defizienten Osteoblasten um mindestens 50% erniedrigt ist.

4.5 Untersuchungen zur Rolle von Isg15 in Osteoblasten

Das Gen Isgl15 (Interferon stimulated gene 15kD) kodiert fur ein Ubiquitin-ahnliches Protein
das posttranslational an Proteine geknupft wird, um diese z.B. zu stabilisieren oder fir eine
Translokation zu markieren (Pitha-Rowe & Pitha, 2007; Herrmann et al., 2007). Da Isgl5
als eines der am starksten reprimierten Gene in Fzd9” Mausen identifiziert wurde (Abb.
4.9A) und bereits ein verfligbares Isgl5-defizientes Mausmodell generiert worden war
(Osiak et al., 2005), sollte nun die Funktion von Isgl5 in Knochenzellen néher untersucht
werden.

Zuerst wurde eine RT-PCR-Expressionsanalyse mit 16 unterschiedlichen Mausgeweben
durchgefiihrt, wobei sich herausstellte, dass Isgl5 in allen untersuchten Geweben exprimiert
wird, wobei eine besonders starke Expression im Magen, in der Speiseréhre und im
Knochen (Femur und Schéadeldach) gefunden wurde (Abb. 4.14A). AuRerdem wurde eine
Expression in differenzierten Osteoblasten und Osteoklasten festgestellt (Abb. 4.14A),
sowie eine starke Induktion der Expression wahrend der friihen Osteoblastendifferenzierung
(Abb. 4.14B). Durch einen Westernblot mit einem Isgl5-spezifischen Antikdrper wurde
dann der Prozess der sogenannten ,,Protein-ISGylierung* wihrend der Differenzierung von
primaren Osteoblasten analysiert. Hier zeigte sich, dass in undifferenzierten Osteoblasten
(Tag 0), passend zu den Ergebnissen der mRNA-Expressionsanalysen, noch kein ,,freies*
Isgl5 vorhanden ist und dass auch noch keine hoéhermolekularen Proteine mit 1sgl5
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posttranslational modifiziert wurden (Abb. 4.15A). Ab Tag finf der Differenzierung wird
jedoch bereits ,freies* Isgl5-Protein in Osteoblasten gebildet und auch einige
hohermolekulare Proteine offenbar mit I1sg15 verkniipft. An Tag sieben erreicht der Prozess

der Protein-1SGylierung dann seinen Hochststand und bleibt bis zum Tag 25 relativ

konstant.
A ) B 2004
4 & s 53
S & & S > &
~ @Q’? o R ‘z\'b*\?év
< &  § o @ N L& & O .0 o O
¥y & & 9 S @ o & ¢ & D O @ ~
2 O 0 = g & L £ P
S & L § §.¢ S S & &8 & & =
TSIV ECITEFI IS IS EF IS 8 1001

Relative Expression
(n

Gapdh i

do d5 d10 d15 d20 d25
Abbildung 4.14: Expressionsanalyse von 1sg15: (A) RT-PCR-Expressionsanalyse der Isgl5-Expression in 16
Mausgeweben, sowie Osteoblasten und Osteoklastenkulturen. (B) Bestimmung der Expression von Isgl5 wahrend der
Osteoblastendifferenzierung mittels quantitativer RT- PCR.

Als Negativkontrolle wurde Proteinlysat aufgetragen, das aus Isgl5-defizienten
Osteoblasten gewonnen wurde. Hier liegt kein freies 1sg15 vor, jedoch wird anhand einiger
vorhandener Banden deutlich, dass der verwendete Antikdrper offenbar mindestens an zwei
Proteine unspezifisch bindet (Abb. 4.15A). Als nachstes wurde mit derselben Methode
uberprift, ob die ISGylierung in Fzd9-defizienten Osteoblasten, wie es die verminderte

MRNA-Expression von Isg15 in diesen Zellen vermuten lieR, gestort ist.
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Abbildung 4.15: Protein-I1SGylierung in Osteoblasten: (A) Westernblot mit einem ISG15-spezifischen Antikdrper zur
Darstellung der Protein-ISGylierung wéhrend der Differenzierung von WT-Osteoblasten. (B) Westernblot mit einem
1ISG15-spezifischen Antikorper zur Darstellung der Protein-ISGylierung in WT- und Fzd9-defizienten Osteoblasten an Tag
0 und Tag 5 der Differenzierung. Die Pfeile deuten auf Unterschiede im Bandenmuster hin.
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Dazu wurden mit dem Isgl15-spezifischen Antikorper die ISGylierten Proteine in WT und
Fzd9-defizienten Osteoblasten in einem Westernblot detektiert und es zeigte sich, dass das
erhaltene Bandenmuster in den Fzd9-defizienten Osteoblasten an Tag 5 anders war als in
den WT Osteoblasten (Pfeile in Abb. 4.15B). Dies lasst vermuten, dass die Protein-
ISGylierung in den Fzd9-defizienten Osteoblasten gestort ist, was maoglicherweise

Auswirkungen auf die Differenzierung oder Funktion dieser Zellen hat.

4.6  Knochenhistologische Analyse Isg15-defizienter Mause

Um die physiologische Bedeutung von Isgl5 fir die Differenzierung oder Funktion von
Osteoblasten auch in vivo weiter zu analysieren, wurde ein Isgl5-defizientes Mausmodell
analysiert, welches freundlicherweise von Dr. Klaus-Peter Knobeloch (Uniklinik Freiburg)
zur Verfugung gestellt wurde. Die Analyse von Wirbelkdrperhistologien aus sechs Wochen
alten Tieren ergab hier, wie auch bei den Fzd9” Mausen, keine Veranderung im
Knochenvolumen (Abb. 4.16A,B). Im Alter von 24 Wochen tritt jedoch in den Isg15”
Méusen eine Osteopenie auf, was sich an einer signifikant erniedrigten Knochendichte,
sowie einer erniedrigten Trabekeldicke, einer erniedrigten Trabekelanzahl und einem

erhohten trabekuldren Abstand zeigte (Abb. 4.16B).
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Abbildung 4.16: Erniedrigtes trabekulares Knochenvolumen in Isgl5” Mausen. (A) Von Kossa-gefarbte,
undekalzifizierte Histologien von Wirbelkdérpern aus Wildtyp und Isgl5-defizienten Mausen in den angegebenen
Altersstufen. (B) Histomorphometrische Berechnung des Knochenvolumens (BV/TV), der Trabekeldicke (Th.Th.), der
Trabekelanzahl (Th.N) und des trabekuldren Abstands (Th.Sp).

Um zu analysieren, ob die Réhrenknochen ebenfalls von einem Knochenmasseverlust

betroffen sind, wurden Femora aus WT und 1sg15” Mausen mittels pCT analysiert und es
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stellte sich heraus, dass eine signifikant erniedrigte kortikale Dicke (C.Th) in den Knochen
Isg15-defizienter Mduse vorliegt (Abb. 4.17A,B).

Aullerdem wurden Untersuchungen zur biomechanischen Stabilitat durchgefiihrt. In
Dreipunktbiegetests der Femora wurde eine erniedrigte biomechanische Stabilitat der
Femora von Isg15” Mausen festgestellt und Mikrokompressionstestungen zeigten ebenfalls
eine verminderte Stabilitdt der Wirbelkorper von Isng"' Méusen (Abb. 4.17B), was
insgesamt zu dem Schluss flihrt, dass eine Deletion wvon Isgl5 zu einem

Knochenmasseverlust und verminderter Knochenstabilitat in der Maus fihrt.
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Abbildung 4.17: Verminderte biomechanische Stabilitdt in Réhrenknochen Isgl5-defizienter Méause. (A) pCT-
Aufnahmen von Femora aus 24 Wochen alten WT und 1sg15” Mausen. (B) Berechnung der mittleren kortikalen Dicke
(C.Th) der Femora sowie die maximal nétige Kraft (Fmax), die zum Bruch des Femurs in einem Dreipunktbiegetest fihrt

bzw. zum Versagen eines Wirbelkorpers in einem Kompressionstest.

Um auch hier den zelluldaren Mechanismus der vorliegenden Osteopenie aufzukléaren, wurde
WT- und Isgl5-defizienten Mé&usen im Abstand von sieben Tagen Calcein injiziert und
anhand des Abstandes der Calceindoppelbanden die Knochenformationsrate bestimmt. Hier
stellte sich heraus, dass Isgl5” Mause eine um etwa 30 % erniedrigte
Knochenformationsrate aufweisen. Weiterhin zeigten histomorphometrische Analysen, dass
die mit Osteoblasten bedeckte Knochenflache ebenfalls signifikant erniedrigt ist (Abb.
4.18A,B). Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass die mit Osteoklasten bedeckte Flache in
Isg15” Mausen unverandert ist (Abb. 4.18B) und dass auch die Menge an Typl-Kollagen-
Abbauprodukten im Serum der Isgl5” Mause nicht erhoht ist (Abb. 4.18B), was dafir
spricht, dass die Knochenresorption in den Isgl5” Mausen nicht verandert ist und dass
somit die Osteopenie in diesen Tieren primér durch einen Defekt in der Knochenformation

ausgelost wird.
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Abbildung 4.18: Erniedrigte Knochenformationsrate in 1sgl5” Mausen. (A) Reprasentativer Ausschnitt von
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen einer Calcein-Doppelbande, die durch die zweimalige Injektion von WT oder
Isg15”7 Mausen entstanden ist. Die histomorphometrische Bestimmung der Knochenformationsrate (BFR/BS) ist darunter
angegeben. (B) Histomorphometrische Bestimmung der mit Osteoblasten bzw. Osteoklasten bedeckten Knochenoberflache
(Ob.S/BS) bzw. (Oc.S/BS) und Bestimmung der Typl-Kollagen-Abbauprodukte (Crosslaps) im Serum von WT und Isg15™

Ma@ausen.

4.7  Uberexpression von Isgl5 in Fzd9-defizienten Osteoblasten

Da aufgrund der bisherigen Ergebnisse die Vermutung nahelag, dass der Defekt in der
Protein-ISGylierung oder aber die verringerte Expression von Chemokinen in Fzd9-
defizienten Osteoblasten zum Mineralisationsdefekt dieser Zellen beitragt, wurde als
nachstes Uberprift, ob durch eine Uberexpression von Isgl5 in Fzd9-defizienten
Osteoblasten oder durch eine Zugabe von rekombinantem Ccl2 oder Ccl5 eine Korrektur
dieses Defektes erzielt werden kann. Da es bisher nicht gelungen war, primare Osteoblasten
mit  Transfektionsreagenzien transient zu transfizieren, wurde eine retrovirale
Transfektionsmethode etabliert. Dazu wurden die primédren Fzd9-defizienten Zellen einen
Tag nach dem Ausplattieren entweder mit einem Mieg3-eGFP Kontrollvirus (mock) oder
einem Mieg3-eGFP-Isgl5 Virus transduziert. Anhand der eGFP-Expression der Zellen
(Abb. 4.19A) konnte der Erfolg der Transfektion bereits ein bis zwei Tage nach der
Transduktion sichtbar gemacht werden.

Mittels Westernblot wurde dann die Uberexpression von Isgl5 in den Fzd9-defizienten
Osteoblasten Uberpriift (Abb. 4.19B, freies Isgl5). Anhand dieses Blots wurde auRerdem
deutlich, dass die Uberexpression von Isgl5 nicht nur zu einer vermehrten Bildung des
freien Proteins fuhrt, sondern dass sich aulerdem das Bandenmuster der héhermolekularen
ISGylierten Proteine dndert (Pfeile Abb. 4.19B). Um zu uberpriifen ob die Uberexpression
von 1Sg15, oder die kontinuierliche Zugabe von 100 ng/mL Ccl2 oder 100 ng/mL Ccl5
eine Korrektur des Mineralisationsdefekt bewirken kdnnen, wurden die Fzd9-defizienten

Osteoblastenkulturen an Tag 15 der Differenzierung mittels von Kossa-Farbung analysiert
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und die mineralisierten Areale mittels Bioquant ausgemessen. Es stellte sich heraus, dass die
Zugabe von rekombinantem Ccl2 oder Ccl5 keinen Einfluss auf die Mineralisation Fzd9-
defizienter Osteoblasten hat, dass aber die Uberexpression von Isg15 zu einer partiellen und

signifikanten Korrektur des Mineralisationsdefektes dieser Zellen fuhrt (Abb.4.19 C, D).
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Abbildung 4.19: Partielle Korrektur des Mineralisationsdefektes Fzd9-defizienter Osteoblasten. (A) Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahme Mieg3-eGFP bzw Mieg3-eGFP-1sg15 transduzierter Fzd9-defizienter Osteoblasten an Tag 5 der
Differenzierung. (B) Westernblot zur Darstellung der Protein-1SGylierung nach Uberexpression von Isgl5. Die Pfeile
deuten auf Veranderungen im Bandenmuster isgylierter Proteine (C) Von Kossa-gefarbte Osteoblastenkulturen an Tag 15
der Differenzierung nach kontinuierlicher Zugabe von rekombinantem Ccl2/5 (100 ng/ml) bzw. Uberexpression von Isg15.

(D) Bestimmung der mineralisierten Flache von drei unabhangigen Osteoblastenkulturen unter angegebenen Bedingungen.

4.8 Knochenhistologische Analyse von Fzd9"" Mausen und Williams-
Beuren-Syndrom (WBS) Patienten

Das Williams-Beuren-Syndrom ist eine seltene Erbkrankheit, die neuesten Schatzungen
zufolge mit einer Pravalenz von etwa 1:10000 bei Neugeborenen auftritt. Der Erkrankung
liegt eine hemizygote Deletion von ca. 25 Genen auf dem langen Arm des Chromosoms 7
(7911.23) zugrunde (Pober, 2010; Schubert, 2009). Da FZD9 eines dieser Gene ist und
durch eine Kooperation mit Dr. Barbara Pober (Harvard Medical School) und Prof. Dr.

Franz Jakob (Uniklinik Wurzburg) die Moéglichkeit bestand, Knochendichtemessungen an
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WBS-Patienten durchzufiihren, wurde zuerst untersucht, ob auch eine heterozygote Deletion
von Fzd9 bei Mdusen zu einem Knochenmasseverlust fihrt. Die Analyse 70 Wochen alter
WT, Fzd9"" und Fzd9” Tiere ergab, dass Fzd9™ Mause ebenfalls eine signifikant
erniedrigte Knochendichte und Knochenstabilitat aufweisen (Abb. 4.20A,B), und dass auch
in Fzd9*"~ Mausen dieser Knochenmasseverlust durch eine erniedrigte Osteoblastenanzahl
und eine erniedrigte Knochenformationsrate erklart werden kann, wéhrend die Anzahl an
Osteoklasten unverandert ist (Abb. 4.20C).
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Abbildung 4.20: Osteopenie in Fzd9"" Mausen. (A) Von Kossa-gefarbte, undekalzifizierte Histologien von
Wirbelkorpern aus WT, Fzd9*" und Fzd9”™ Mausen im Alter von 70 Wochen. Darunter: uCT Aufnahmen von
Wirbelkorpern aus WT, Fzd9*" und Fzd9”" Mausen (B) Histomorphometrische Berechnung des Knochenvolumens
(BVITV), und biomechanische Berechnung der Maximalkraft bis zu Versagen des Wirbelkdrpers in einem
Kompressionstest. (C) Histomorphometrische Bestimmung der Osteoblastenzahl pro Knochenflache (Ob.N./B.Pm) und der

Knochenformationsrate (BFR/BS), sowie der Anzahl an Osteoklasten pro Knochenflache (Oc.N./B.Pm)

Da also auch das Fehlen von nur einem Allel des Fzd9-Gens zu einer Osteopenie bei
Mausen fihrt, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Barbara Pober und Prof. Dr. Franz Jakob
bei 15 WBS-Patienten per DXA (Dual Xray Energy Absorptiometry) die Knochendichte

gemessen. Dazu wurden in Boston bzw. Wuirzburg neun ménnliche und sechs weibliche
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Patienten mit einem Durchschnittsalter von 36 Jahren untersucht (Abb. 4.21A). Es zeigte
sich, dass die T-Scores in allen untersuchten Knochenarealen unter dem Durchschnitt lagen
(Abb. 4.21B). So konnte nach WHO-Definition in sieben Fallen eine Osteopenie
diagnostiziert werden und in vier Fallen sogar eine Osteoporose. Eine Patientin wies
aufgrund ihrer erniedrigten Knochendichte bereits Wirbelkorperfrakturen auf, die operativ
stabilisiert werden mussten (Abb. 4.21C).
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Abbildung 4.21: Knochendichtemessung in WBS-Patienten: (A) Geschlechterverteilung und Altersdurchschnitt des
untersuchten Patientenkollektivs. (B) Mittels DXA-Untersuchungen bestimmte durchschnittliche T-Scores der untersuchten
WBS-Patienten. (C) Postoperative Rdntgenaufnahme einer stabilisierten Wirbelkodrperfraktur in einer osteoporotischen
WBS-Patientin. # Frakturen der Wirbelkérper TH11 und TH12 und L2 (TH=thorakal, L=lumbal).

4.9 Generierung eines Collal-Fzd9 DNA-Konstruktes

Um in weiteren Studien anhand eines Mausmodells zu Uberpriifen, ob eine spezifische
Uberexpression von Fzd9 in Osteoblasten einen osteoanabolen Effekt hervorruft, wurde im
Rahmen dieser Arbeit ein DNA-Konstrukt generiert, dass unter Verwendung eines 2.3kb-
Fragments des Collal-Promoters eine spezifische Uberexpression von Fzd9 in Osteoblasten
ermoglicht (Dacquin et al., 2002) (Abb. 4.22A).

Da das Fzd9-Gen aus nur einem Exon besteht, wurde aus genomischer DNA der gesamte
Leserahmen (~2.3 kb) von Fzd9 amplifiziert (Abb. 4.22B) und mittels TOPO-Cloning in
den Vektor PCR2.1-TOPO kloniert. Nach einer vollstdndigen Sequenzierung wurde das
Fzd9-cDNA-Fragment in die Clal Schnittstelle des PA3-CollalVektors ligiert (Abb 4.22C).
Nach Verdau des Vektors PA3-Colla-Fzd9 mit Notl und Xhol wurde das 6.3 kb grofie
Fragment (Abb. 4.22A) extrahiert und kann nun zur Generierung Fzd9-transgener Méause

durch Mikroinjektion in den Vorkern einzelliger Mausembryonen verwendet werden.
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Abbildung 4.22: Generierung eines Collal-Fzd9 DNA-Konstruktes: (A) Schematische darstellung des Collal-Fzd9
DNA-Konstruktes zur spezifischen Uberexpression von Fzd9 in Osteoblasten. (B) Mittels spezifischer Primer
amplifizierter Leserahmen (ca. 2.3 kb) von Fzd9 aus genomischer DNA. (C) Schematische Darstellung des PA3-Collal-
Vektors (D) Restriktionsverdau des generierten PA3-Collal-Fzd9 Vektors mit Xhol und Notl vor der Gelextraktion des
6.3 kb linearisierten Collal-Fzd9 Konstrukts und Restriktionsverdau des PA3-Collal Vektors mit Xhol und Notl als
Kontrolle.

4.10 Untersuchungen zur Rolle des Wnt-Signalwegs in der

Osteoklastendifferenzierung

Da bisher sehr wenig tiber die Rolle des Wnt-Signalwegs in Osteoklasten bekannt ist, wurde
der Effekt einer Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs auf die Differenzierung von
Osteoklasten aus Knochenmarkszellen untersucht. Hier zeigte sich, dass eine Aktivierung
des kanonischen Whnt-Signalwegs durch den GSK3p-Inhibitor Lithiumchlorid (LiCl) oder
aber eine Aktivierung durch die kanonischen Wnt-Liganden Wnt3a und Wnt7a zu einer
Dosis-abhangigen Blockierung der Differenzierung von Osteoklasten fiihrt (Abb. 4.23A,B).
So bildeten sich bei kontinuierlicher Aktivierung des RB-Catenin-abhéngigen Wnt-
Signalwegs durch eine Konzentration von 10 mM LiCl oder durch 200 ng/mL Wnt3a,
innerhalb der Kulturzeit von sieben Tagen, fast keine Osteoklasten mehr. Dagegen bildeten

sich bei Anwesenheit eines nicht-kanonischen Wnt-Liganden (Wnt5a), in gleichen
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Konzentrationen, sogar signifikant mehr Osteoklasten. Die Anwesenheit von Dkk1, einem
Inhibitor des kanonischen Wnt-Signalwegs, hatte keinen Effekt auf die Differenzierung von
Osteoklasten (Abb. 4.23A,B).
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Abbildung 4.23: Inhibition der Osteoklastendifferenzierung durch Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs.
(A) Exemplarische Ausschnitte aus TRAP-gefarbten Osteoklastenkulturen nach sieben Tagen Kultivierung in Anwesenheit
der angegebenen Konzentrationen an LiCl, Wnt3a, Wnt5a und Dkk1 ab Tag O der Differenzierung. Ab Tag 4 erfolgte die
zusdtzliche Zugabe von MCSF (20 ng/mL) und RANKL (40 ng/mL). (B) Quantifizierung der TRAP-positiv gefarbten
multinukleéren Osteoklasten an Tag sieben der Differenzierung unter angegebenen Kulturbedingungen.

Um zu Uberprifen, ob dieser negative Einfluss auf die Osteoklastendifferenzierung ein
direkter Effekt ist oder aber durch eine negative Wirkung auf die Rankl-Expression in
Stromazellen vermittelt wird, wurde als n&chstes Uberpriift, ob die Wnt3a-vermittelte
Inhibition der Osteoklastogenese durch eine kontinuierliche Zugabe von rekombinantem
RANKL aufgehoben werden kann. In Abb. 4.24A ist zu sehen, dass die kontinuierliche
Zugabe von RANKL zwar zu einer erhohten Osteoklastenzahl nach sieben Tagen Kultur
flhrt, dass aber der negative Effekt von Wnt3a nur geringfiigig aufgehoben werden konnte.
Um einen indirekten Effekt Uber eine zweite Zellart komplett auszuschlielen, wurden
RAW264.7 Zellen durch Zugabe von RANKL zu Osteoklasten differenziert und auch hier
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der Effekt von LiCl und Wnt3a auf die Osteoklastogenese getestet. Es zeigte sich, dass eine
Konzentration von 10 mM LiCl auch in dieser Makrophagen-Vorlauferzellinie einen
vollstandigen Block der Osteoklastendifferenzierung hervorruft, und dass auch die
Kultivierung in Anwesenheit hdherer Konzentrationen von rekombinantem Wnt3a zu einer
signifikant verringerten Osteoklastenbildung fuhrt (Abb. 4.24B).
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Abbildung 4.24: Rankl-unabhangiger Effekt von LiCl und Wnt3a auf die Differenzierung von Osteoklasten. (A)
Anzahl der aus Knochenmarkszellen gebildeten Osteoklasten bei kontinuierlicher Zugabe von RANKL (50 bzw. 100
ng/mL und Wnt3a (200 ng/mL). (B) Anzahl der aus RAW264.7 Zellen gebildeten TRAP-positiven multinukledren Zellen

nach vier Tagen Kultur in Gegenwart von 50 ng/mL RANKL und den angegebenen Konzentrationen an LiCl und Wnt3a.

4.11 Untersuchung der Genexpression wahrend der Osteoklasten-

differenzierung

Um die Expression von Mitgliedern des Wnt-Signalwegs, insbesondere der Frizzled-
Rezeptoren, wahrend der Differenzierung von Osteoklasten aus Knochenmarkszellen zu
untersuchen, wurde einen genomweite Expressionsanalyse mittels Affymetrix-Genchip-
Hybridisierung durchgefiihrt. Hierzu wurde nach dem Schema in Abb. 4.25 die
Genexpression an vier unterschiedlichen Tagen der Osteoklastendifferenzierung untersucht.
Als Referenzexpression diente die Genexpression an Tag 1 nach dem Ausplattieren der
Knochenmarkszellen. Ausgehend hiervon wurde dann die Expression an Tag 4, an Tag 5
und an Tag 7, wo sich bereits deutlich sichtbar Osteoklasten in der Kultur befanden,

untersucht.
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Abbildung 4.25: Schematische Darstellung der untersuchten Zeitpunkte der Genexpression wahrend der
Differenzierung von Knochenmarkszellen zu Osteoklasten. Bis Tag 4 der Differenzierung wurde der Kultur eine
Konzentration von 10® M Vitamin D hinzugefiigt und dann bis zum Kulturende MSCF (20 ng/mL) und RANKL (40
ng/mL) zugesetzt. Die Isolierung von RNA aus den Zellen erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten an Tag 1, 4, 5 und 7.

Anhand des Expressionsverlaufes der Osteoklastenmarker Calcr (Calcitonin receptor),
Clen7 (Chloride channel 7), Oscar (Osteoclast associated receptor), Mstlr (Macrophage
stimulating 1 receptor), Ctsk (Cathepsin K) und Acp5 (Acid phosphatase 5, tartrate
resistant) (Abb. 4.26A) konnte bereits der Erfolg dieses Experiments erkannt werden, denn
die Expression dieser stieg wie zu erwarten wéhrend der Kulturdauer stark an. Stattdessen
konnte wie erwartet kein Anstieg in der Expression von Osteoblastenmarkern wie Bglap
(Bone gamma carboxyglutamate protein) und lbsp (Bone sialoprotein) festgestellt werden
(Abb. 4.26).
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Abbildung 4.26: Anstieg in der Expression von Osteoklastenmarkern wahrend der Differenzierung von
Knochenmarkszellen.  Affymetrix-Signalintensitdten der angegebenen Gene zum jeweiligen Zeitpunkt der

Osteoklastendifferenzierung.
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4.12 Untersuchung der Expression von Wnt-Proteinen und Frizzled-

Rezeptoren wahrend der Osteoklastendifferenzierung

Durch die durchgefiihrte Affymetrix-Genchipanalyse bestand nun die Mdoglichkeit, die
Expression der 19 Wnt-Gene, wahrend der Differenzierung von Osteoklasten aus
Knochenmarkszellen, zu untersuchen. Hier wurde gefunden, dass offenbar die kanonischen
Whnt-Liganden Wntl1, Wnt3 und Wnt3a in den Kulturen kaum gebildet werden und dass die
Expression der als nicht-kanonisch geltenden Liganden Wnt4 und Wnt5a am starksten ist
(Abb. 4.27). AuBRerdem steigt die Expression dieser Gene im Verlauf der Differenzierung

stark an, was moglicherweise eine Funktion fir die Osteoklastendifferenzierung impliziert.
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Abbildung 4.27: Expression von Wnt-Liganden wahrend der Osteoklastendifferenzierung. Affymetrix
Signalintensitaten der angegebenen Gene zum jeweiligen Zeitpunkt der Osteoklastendifferenzierung.

Als néchstes wurde die Expression von Frizzled-Rezeptoren und die Expression der Wnt-
Corezeptoren Lrp5 und Lrp6 untersucht. Hier fiel besonders der starke Anstieg (30-fach) in
der Expression des Fzd8 Gens von Tag eins auf Tag vier auf. AuRerdem wird Fzd8 von allen
Mitgliedern dieser Familie am stérksten exprimiert (Abb. 4.28), was eine mogliche Funktion

von Fzd8 wahrend der Differenzierung von Knochenmarkszellen zu Osteoklasten impliziert.
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Abbildung 4.28: Expression von Wnt-Rezeptoren wahrend der Osteoklastendifferenzierung. Affymetrix-
Signalintensitaten der angegebenen Gene zum jeweiligen Zeitpunkt der Osteoklastendifferenzierung.

Die Wnt-Corezeptoren Lrp5 und Lrp6 werden ebenfalls in den Kulturen zu allen
Zeitpunkten exprimiert, die Expression von Lrp6 ist jedoch etwa viermal so hoch (Abb.
4.28). Zur Bestatigung der Ergebnisse der Affymetrix-Genchipanlyse wurde die Expression
der Fzd-Rezeptoren, sowie die Expression von Lrp5 und Lrp6 und Calcr mittels
semiquantitativer RT-PCR bestétigt (Abb. 4.29).
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Abbildung 4.29: Bestatigung der Ergebnisse der Genchipanalyse mittels semiquantitativer RT-PCR. Mittels
semiquantitativer RT-PCR und Gen-spezifischen Primern in 32 Zyklen amplifizierte DNA-Fragmente von Rezeptoren der

Frizzled-Familie und Lrp5/6 sowie Calcr, nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Visualisierung unter UV-Licht.

4.13 Erstellung eines Gewebeexpressionsprofils aller Frizzled-Rezeptoren

Als néchstes wurde die Expression von Fzd-Rezeptoren sowie Lrp5 und Lrp6 in 16
unterschiedlichen Mausgeweben sowie ausdifferenzierten Osteoblasten- und Osteoklasten-
kulturen untersucht, um méglicherweise eine Knochenzell-spezifische Expression einer der
Rezeptoren zu finden. Dazu wurde aus den unterschiedlichen Geweben bzw. Zellen RNA

isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mit spezifischen Primern wurde dann jeweils in einer



Ergebnisse 68

semiquantitativen RT-PCR die Expression des entsprechenden Gens untersucht (Abb. 4.30).
Hier zeigte sich wie in den vorangegangenen Untersuchungen, dass insbesondere Fzd8 sehr
stark in Osteoblasten und Osteoklasten exprimiert wird und ansonsten in allen untersuchten
Geweben ein eher schwaches Signal liefert. AuRerdem werden Fzd1 und Fzd7 relativ stark
in Osteoklastenkulturen exprimiert.

Weiterhin war an dieser Analyse auffallig, dass Fzd9 offenbar nicht in Osteoklasten
exprimiert wird, was auBerdem fur Fzd3 und Fzd10 gilt, wéahrend alle Fzd-Rezeptoren in

Osteoblasten exprimiert werden. Dies kdnnte eine mdogliche Erklarung dafur sein, dass

Fzd9” Mause keine Veranderungen in der Knochenresorption aufweisen.
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Abbildung 4.30. Gewebe-Expressionsprofil von Fzd- und Lrp5/6-Rezeptoren. Mittels semiquantitativer RT-PCR und
Gen-spezifischen Primern in 38 Zyklen amplifizierte DNA-Fragmente von Rezeptoren der Frizzled-Familie und Lrp5/6,

nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Visualisierung unter UV-Licht.

Als ndchstes wurde untersucht, ob Fzd8 auch in vivo in Knochenzellen exprimiert wird.
Mittels Immunhistochemie an humanen Knochenbiopsien und einem FZD8-spezifischen
Antikorper konnte eine spezifische Expression von FZD8 auch in vivo sowohl in
Osteoblasten (Abb. 4.31A) als auch in Osteoklasten (Abb. 4.31B) gezeigt werden.
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Abbildung 4.31: Expression von FZD8 in humanen Knochenzellen. Immunhistochemische Farbung an einer humanen
Knochenbiopsie mit einem FZD8-spezifischen Antikdrper. (A) Anhand der Braunfarbung multinukleérer Osteoklasten wird
eine Expression von FZD8 in diesen Zellen deutlich. (B) Anhand der Braunférbung der auf dem Knochen lokalisierten
Osteoblasten wird eine Expression von FZD8 auch in diesen Zellen erkennbar.

4.14 Inhibition des anti-osteoklastogenen Wnt3a-Effekts durch l6sliche

rekombinante Fzd-Cystein-reiche-Domanen

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse zur Expression von Fzd8 wurde nun als ndchstes
uberprift, ob 16sliche Fzd-Rezeptoren, die nur die extrazellulare hochkonservierte Cystein-
reiche-Domane (CRD) enthalten, den anti-osteoklastogenen Effekt von Wnt3a inhibieren
konnen. Es wurden nun also Knochenmarkszellen wie in den vorangegangenen Versuchen
in Gegenwart von 200 ng/mL Wnt3a kultiviert und zusatzlich 500 ng/mL der rekombinanten
Fzd8-CRD zugegeben. Aufgrund ihrer hohen endogenen Expression in den Knochenmarks-
zellkulturen wurde aulRerdem der Effekt einer Fzd1-CRD und einer Fzd7-CRD untersucht.
Wahrend alle rekombinanten CRDs alleine keine  Auswirkungen auf die
Osteoklastendifferenzierung haben, wurde der inhibierende Effekt von Wnt3a durch alle
Fzd-CRDs vermindert wobei die Zugabe der Fzd8-CRD zu einer vollstandigen Inhibition
des Wnt3a-Effekts auf die Osteoklastendifferenzierung flhrte (Abb. 4.32A). Mittels
Westernblot wurde dann Uberprift, ob durch die Zugabe der Fzd8-CRD die Induktion der
Lrp6-Phosphorylierung in den Osteoklastenkulturen blockiert werden kann. In Abb. 4.32B
ist zu sehen, dass eine 30-miniltige Stimulation von Osteoklastenkulturen an Tag 4 der
Differenzierung eine Phosphorylierung von Lrp6 bewirkt und dass dieser Effekt durch
gleichzeitige Zugabe von Dkk1 oder der Fzd8-CRD blockiert wird. AuRerdem wird
ebenfalls der Effekt von Wnt3a auf den Gehalt an phosphoryliertem R-Catenin durch
gleichzeitige Zugabe von Dkk1 und der Fzd8-CRD aufgehoben (Abb. 4.32B).
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Abbildung 4.32: Inhibition des anti-osteoklastogenen Effekts von Wnt3a durch rekombinante Fzd-CRDomanen: (A)
Anzahl der nach sieben Tagen in Kultur gebildeten TRAP-positiven multinukledren Osteoklasten aus Knochenmarkszellen
unter kontinuierlicher Zugabe der angegebenen rekombinanten Proteine, Wnt3a (200 ng/mL) und Fzd1/7/8-CRD (500
ng/mL). (B) Westernblot mit Proteinlysaten von Osteoklastenkulturen an Tag vier der Differenzierung nach 30-minutiger
Stimulation mit den angegebenen rekombinanten Proteinen.

4.15 Knochenhistologische Analyse Fzd8-defizienter Mause

Da die bisherigen Ergebnisse darauf hindeuteten, dass Fzd8 mdglicherweise eine wichtige
Funktion in der Signaltransduktion von kanonischen Wnt-Liganden in Knochenzellen spielt,
sollte durch die Knochenhistologische Analyse eines Fzd8-defizienten Mausmodells die
physiologische Funktion von Fzd8 im Knochenremodelling untersucht werden. Fzd8-
defiziente Mause wurden von der Firma Deltagen (#Fzd8™P%") erhalten und unter
Verwendung spezifischer Primerpaare und genomischer DNA genotypisiert (Abb. 4.33A).
Die Analyse des trabekularen Knochenvolumens von sechs Wochen alten WT und Fzd8™"
Mausen ergab keinen signifikanten Unterschied im Knochenvolumen (Abb. 4.33B), jedoch
im Alter von 24 Wochen zeigen Fzd8” und sogar Fzd8™ Mause ein bis zu 35 %
erniedrigtes trabekuldres Knochenvolumen (Abb. 4.33C). Passend zu diesem Phénotyp
waren auch die anderen strukturellen Parameter, wie die Trabekelanzahl (Tb.N) und die
kortikale Dicke (Tb.Th) in den Fzd8" Mausen im Alter von 24 Wochen signifikant
erniedrigt, sowie der Trabekelabstand (Th.Sp) erhéht (Abb. 4.33D).




Ergebnisse 71

A

WT PCR KO PCR

Fzd8 ** Fzd8*- Fzd8

216+3.4 19.8+ 3.6 15.1+15 11.7+1.9* 9.9+ 1.4*
BVITV (%) BVITV (%)
Tb.N Tb.Th Tb.Sp *
10 (n) 40+ (um) 250 (um)
| | ) I |l‘ | ) i |l‘ [
+/+ -l ++ - ++ -l ++ -l ++ -/- +/+ -/
6 wks 24 wks 6 wks 24 wks 6 wks 24 wks

Abbildung 4.33: Osteopenie in Fzd8”" Mausen. (A) Ergebnis der Genotypisierung von Fzd8™* und Fzd8” Mausen.
(B,C) Von Kossa-gefarbte, undekalzifizierte Histologien von Wirbelkdrpern aus WT, Fzd8*" und Fzd8” Mausen im Alter
von sechs Wochen (B) und 24 Wochen (C) Angabe des Knochenvolumens (BV/TV) jeweils darunter. (D)
Histomorphometrische Berechnung der Trabekelanzahl (Th.N), Trabekeldicke (Th.Th), und des trabekuldren Abstands
(Th.Sp).

Ein vergleichbarer Phanotyp zeigte sich auch in den RoOhrenknochen Fzd8-defizienter
Mause. Hier konnte in den Tibiae ein um etwa 50 % erniedrigtes Knochenvolumen

festgestellt werden (Abb. 4.34A), sowie eine signifikant erniedrigte Kortikalisdicke (Abb.
4.34B).

A Fzd8 *++ Fzd8 - B Fzd8 *+ Fzd8 -

4.78 +0.62 2.18 + 1.32* 0.21+0.06 0.19+0.07 *

BVITV (%) C.Th (mm)

Abbildung 4.34: Erniedrigte Knochendichte in Réhrenknochen Fzd8-defizienter Méause. (A) Von Kossa-gefarbte,
undekalzifizierte Histologien von Tibiae aus WT und Fzd8” Mausen im Alter von 24 Wochen mit der Angabe des

Knochenvolumens (BV/TV). (B) uCT-Aufnahmen von Femora aus WT und Fzd8” Mausen im Alter von 24 Wochen mit
der Angabe der Kortikalisdicke (C.Th).
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Um den zellularen Mechanismus aufzuklaren, der dem gefundenen Phanotyp unterliegt,
wurden als néchstes histomorphometrische Messungen durchgefihrt. Durch zweimalige
Injektion von Calcein, im Abstand von sieben Tagen, in 24 Wochen alten WT und Fzd8”
Méusen und anschlieBender histologischer Aufarbeitung und histomorphometrischer
Messung, wurde die Knochenformationsrate bestimmt. Hier zeigte sich kein Unterschied in
den Abstdnden der entstandenen Doppelbanden (Abb. 4.35A), und auch die
histomorphometrische Berechnung der Knochenformationsrate zeigte keinen Unterschied
zwischen WT und Fzd8” Mausen (Abb. 4.35B). Dazu passend konnte ebenfalls kein
Unterschied in der Osteoblastenanzahl pro Knochenflache (Ob.N/B.Pm) gefunden werden
(Abb. 4.35B). Eine TRAP-Farbung auf Paraffinhistologien von WT und Fzd8” Tibiae zeigte
hingegen eine deutlich vermehrte Anzahl TRAP-positiver Zellen in den Knochen Fzd8-
defizienter Mause (Abb. 4.35C). Die histomorphometrische Bestimmung der Anzahl von
Osteoklasten ergab dazu passend eine fast verdoppelte Anzahl an Osteoklasten in den
Knochen Fzd8-defizienter Mé&use und die Konzentration von Typl-Kollagen-
Abbauprodukten (Crosslaps) war im Serum dieser Mause signifikant erhoht, was auf eine

erhdhte Resorption schlielen lasst.

A Fzd8 Fzd8 C Fzdg Fzdg

BFR/BS Ob.N/B.Pm Oc.N/B.Pm Serum Crosslaps
B (um3/um?/year) (n) D (n) (ng/mL/BVITV)
150 30 *
T 8 *kk 50
T
T
75 15 4 - 25
-
0 0 0 0

+/+ -I- +/+ -/- +/+ -I- +/+ -I-

Abbildung 4.35: Erhohte Knochenresorption in Fzd8-defizienten M&usen. (A) Reprédsentativer Ausschnitt einer
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme einer Calcein-Doppelbande, die durch zweimalige Injektion von WT und Fzd8™
Méausen entstanden ist. (B) Histomorphometrische Bestimmung der Knochenformationsrate und der Anzahl von
Osteoblasten pro Knochenflache (Ob.N/B.Pm) (C) Ausschnitte von TRAP-gefarbten Tibiahistologien aus WT und Fzd8™”
Mausen. (D) Histomorphometrische Bestimmung der Osteoklastenanzahl pro Knochenflache, sowie die mittels ELISA
bestimmte Menge an Typl-Kollagen-Abbauprodukten (Crosslaps) im Serum von WT und Fzd8” Mausen.
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Da Méuse mit einer osteoblastenspezifischen Deletion von [-Catenin ebenfalls eine
verminderte Knochenmasse bedingt durch eine erhohte Knochenresorption aufweisen.
(Glass et al., 2005), was in diesen Mausen durch eine verringerte Expression von
Osteoprotegerin (OPG) in Osteoblasten erklart wurde, sollte im Folgenden Uberpruft
werden, ob dies ebenfalls in Fzd8” Mausen der Fall ist. Hier wurde gefunden, dass passend
zu den unveranderten Knochenformationsparametern, in Fzd8” Mausen kein Unterschied in
den Serumkonzentrationen von Alkalischer Phosphatase und Osteocalcin vorliegt (Abb.
4.36A). Zudem wurde kein Unterschied in den Serumkonzentrationen von Opg und Rankl
gefunden, was darauf schlieBen lasst, dass die erhohte Resorption in den Fzd8” Méausen

nicht durch ein veréndertes Opg/Rankl Verhaltnis zu erklaren ist.

A Alk Phos Osteocalcin OPG RANKL
(UIL) (ng/mL) B (ng/mL) (pg/mL)
200 A 4 4 4 400 A
1 T
T 2 T
100 — 2 2 200
0 0 0 0

++ -I- +/+ -I- +/+ -/- +/+ -/-

Abbildung 4.36: Normale Konzentration Knochen-spezifischer Serumparameter in Fzd8-defizienten Mé&usen (A)
Serumkonzentrationen von Alkalischer Phosphatase und Osteocalcin in 24 Wochen alten WT und Fzd8” Mausen. (B)

Serumkonzentrationen von Osteoprotegerin (Opg) und Rankl in 24 Wochen alten WT und Fzd8” Mausen.
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5 Diskussion

5.1 Erniedrigte Knochendichte in Fzd9-defizienten Mausen

Das FZD9-Gen wurde 1997 identifiziert und fand aufgrund seiner Lokation in der
chromosomalen Region 7q11.23, die bei Williams-Beuren-Syndrom (WBS) partiell
hemizygot deletiert ist, groRe Beachtung. Beim Williams-Beuren-Syndrom handelt es sich
um eine neurologische Entwicklungsstérung, die neuesten Schétzungen zufolge mit einer
Hé&ufigkeit von 1:10000 bei Neugeborenen auftritt und sich durch multiple Symptome, wie
kognitive Behinderungen oder kardiovaskuldre Veranderungen &uflert (Wang et al., 1997;
Pober, 2010; Schubert, 2009). Um herauszufinden, ob bestimmte Symptome des Syndroms
durch die hemizygote Deletion von FZD9 erklért werden kénnen, wurde zwei Jahre spéter
das murine Fzd9-Gen charakterisiert. Eine Expressionsanalyse hat ergeben, dass Fzd9 in der
Maus in vielen Geweben, wie Herz, Gehirn und skelettalem Muskel exprimiert wird (Wang
et al., 1999). Um die physiologische Relevanz von Fzd9 zu analysieren, wurden unabhéngig
voneinander zwei Fzd9-defiziente Mausmodelle generiert und analysiert (Ranheim et al.,
2005; Zhao et al., 2005). In beiden Studien entwickelten sich die M&use normal, waren fertil
und zeigten rein duRerlich keine Auffalligkeiten. Wéhrend in einer Studie Unterschiede im
Hippocampus und Lerndefekte in Fzd9”" Mausen diagnostiziert wurden (Zhao et al., 2005),
konnte in der zweiten Studie ein Defekt in der Entwicklung von B-Zellen, sowie eine etwas
verminderte Lebenserwartung diagnostiziert werden (Ranheim et al., 2005), allerdings keine
Symptome, die Ubereinstimmungen zum humanen Williams-Beuren-Syndrom zeigten.

Aufgrund der stark ansteigenden Expression von Fzd9 wahrend der frihen Differenzierung
von Osteoblasten, parallel zu etablierten Osteoblastenmarkergenen wie Runx2, Bone
Sialoprotein oder Osteocalcin (Karsenty, 2008), wurde schon vor Beginn dieser Arbeit eine
mogliche physiologisch relevante Funktion von Fzd9 fiir die Differenzierung oder Funktion
von Osteoblasten vermutet. Bis heute existieren keine publizierten Studien, die einen der 10
bekannten Frizzled-Rezeptoren mit einer physiologischen Funktion im Knochenremodelling
in Verbindung bringen. Die in dieser Arbeit gefundene Osteopenie in Fzd9-defizienten
Mausen, bedingt durch einen zellautonomen Defekt in Osteoblasten, gibt also den ersten
Hinweis darauf, dass ein Rezeptor der Frizzled-Familie eine wichtige Rolle fir die

Knochenformation einnimmt.
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Die in dieser Arbeit analysierten Fzd9”~ Mause weisen ab einem Alter von 24 Wochen ein
signifikant erniedrigtes Knochenvolumen auf, was durch einen Defekt in der
Knochenformation erklart werden konnte. Der hier identifizierte Phanotyp weist groRe
Ubereinstimmungen zu dem Knochenphanotyp Lrp5-defizienter Méuse auf, in denen
ebenfalls eine um ca. 35 % reduzierte Knochenmasse vorliegt, die auch hier durch eine
erniedrigte Knochenformationsrate erklart werden konnte (Kato et al., 2002). Somit lag die
Vermutung nahe, dass es sich bei Fzd9 moglicherweise um einen Interaktionspartner von
Lrp5 handelt und dass beide als Rezeptor und Co-Rezeptor die Signaltransduktion von Wnt-
Liganden im Osteoblasten vermitteln. Diese Madoglichkeit wurde jedoch durch die
Entdeckung, dass Lrp5 die Knochenformation indirekt reguliert, unwahrscheinlich. Yadav et
al. veroffentlichten im Jahr 2008, dass Lrp5 die Produktion von Serotonin im Duodenum
negativ reguliert, und dass eine erhohte Konzentration von Serotonin im Serum von Lrp5™
Mausen zu einer Inhibition von knochenbildenden Osteoblasten fuhrt, was den Defekt in der
Knochenformation erkldren konnte (Yadav et al., 2008). Passend zu diesen Daten konnten
ebenfalls erhohte Serotoninspiegel in Patienten mit inaktivierenden LRP5-Mutationen
gefunden werden (Yadav et al., 2008), sowie erniedrigte Serotoninspiegel in Patienten mit
aktivierenden Mutationen im LRP5-Gen, die zu erhohter Knochenmasse fuhren (Frost et al.,
2010). Anders als bei Lrp5” Mausen liegt in den hier analysierten Fzd9” Mausen aber ein
zellautonomer Osteoblastendefekt vor. Zudem konnten im Vergleich zu Wildtypkontrollen
keine Unterschiede in der Serotonin-Konzentration im Serum von Fzd9” Mausen gefunden
werden (WT: 3,1 + 0,42 pg/mL; Fzd9”: 3,2 + 0,63 pg/mL). Aus diesem Grund ist es
wahrscheinlich, dass Fzd9 und Lrp5 die Knochenformation auf unterschiedliche Weise

regulieren.

52 Fzd9 reguliert die Funktion wund/oder Differenzierung von

Osteoblasten unabhangig vom kanonischen Wnt-Signalweg

In dieser Arbeit konnte auBerdem gezeigt werden, dass eine Deletion von Fzd9 in
Osteoblasten offenbar keinen Einfluss auf die Signaltransduktion des kanonischen, -
Catenin-abhéngigen, Signalwegs hat. Dies wurde unter anderem daran deutlich, dass
bekannte Zielgene des kanonischen Wnt-Signalwegs, wie Axin2, Apcddl oder aber
Tnfrsfllb (Zirn et al., 2006; Yan et al., 2009; Glass et al., 2005) in ihrer Expression in Fzd9-
defizienten Osteoblasten unbeeinflusst bleiben. Insbesondere die unverdnderte Expression
von Tnfrsfllb ist interessant, denn dieses Gen kodiert flir Osteoprotegerin (Opg), welches in

einem Mausmodell mit einer Osteoblasten-spezifischen Deletion von R-Catenin, als Zielgen
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des kanonischen Wnt-Signalwegs in Osteoblasten identifiziert werden konnte (Glass et al.,
2005). In diesem Mausmodell wurde der entstehende Knochenmasseverlust, bedingt durch
die Deletion von B-Catenin im Osteoblasten, tiberraschenderweise nicht durch einen Defekt
in der Knochenformation erklart, sondern durch eine erhdhte Knochenresorption. Dies
wurde dadurch belegt, dass die Serumkonzentrationen des Osteoklasten-Inhibitors Opg in
diesen Mausen erniedrigt waren, was zu einer vermehrten Osteoklastenzahl und erhohter
Resorption filhrte. Da in Fzd9” Mausen keine Veranderung in der Knochenresorption
gefunden wurde und auch keine Anderung der Expression von Opg, ist es wahrscheinlich,
dass Fzd9 im Osteoblasten keine entscheidende Bedeutung in der Signaltransduktion des
kanonischen Wnt-Signalwegs hat. Weiter verstarkt wurde diese These dadurch, dass eine
Deletion von Fzd9 in primédren Osteoblasten keinen negativen Einfluss auf die
Phosphorylierung von Lrp6 und die Stabilisierung von R-Catenin, nach einer Stimulation mit
Whnt3a, hat. Somit sprechen alle erhaltenen Daten dafir, dass Fzd9 die Differenzierung oder

Funktion von Osteoblasten unabh&ngig vom kanonischen Wnt-Signalweg reguliert.

5.3 Fzd9 reguliert die Expression von Chemokinen und Interferon-

abhangigen Genen im Osteoblasten

Waihrend in den Fzd9-defizienten Osteoblasten keine signifikanten Verdnderungen in der
Expression von bekannten Markergenen der Osteoblastendifferenzierung (Runx2, lbsp,
Bglap, Alpl) und Zielgenen des kanonischen Wnt-Signalwegs gefunden wurden, gab es lber
400 Gene, deren Expression in Fzd9-defizienten Osteoblasten um mehr als 50 % reduziert
war. Bei der Analyse dieser Gene konnten im Wesentlichen zwei Gruppen von Genen
identifiziert werden. Zum einen Chemokine der Ccl- oder Cxcl-Familie und zum anderen
Gene, deren Expression bekanntermaBen durch Interferone induziert werden kann (Oasl2,
Isgl5, Ifitl usw.). Es konnte auflerdem gezeigt werden, dass die Expression dieser Gene
ebenfalls in vivo in Femora von Fzd9”" Mausen verringert war, was in moglichem
Zusammenhang mit dem identifizierten Phanotyp dieser Méause steht.

Chemokine sind besonders fiir ihre Chemotaxis-induzierenden Eigenschaften bekannt, und
es konnte bereits gezeigt werden, dass Osteoblasten funktionelle Chemokinrezeptoren
exprimieren und dass insbesondere Ccl5 eine Migration von Osteoblasten in vitro auslost
(Yano et al.,, 2005). Demnach lag es nahe, dass mdglicherweise die Rekrutierung
mesenchymaler Osteoblasten-Vorlauferzellen in Fzd9” Mausen durch verringerte
Expression von Chemokinen gestort sein konnte, was die gefundene erniedrigte Anzahl an

Osteoblasten zumindest partiell erkldren wirde. In einem, aus dieser Arbeit abgeleiteten
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Projekt, wurde der Knochenphénotyp von Ccl5-defizienten Mdausen analysiert (Daten nicht
gezeigt), und es konnte gezeigt werden, dass diese einen &hnlichen Knochenmasseverlust
wie Fzd9” Mause erleiden. Dies konnte durch eine verringerte Knochenformationsrate, aber
auch eine gleichzeitig erhohte Knochenresorption erkléart werden. Besonders auffallig war in
diesem Mausmodell aber ein vergroRerter Anteil an trabekuldrer Knochenoberflache, der
nicht mit Knochenbelegzellen oder Osteoblasten besetzt ist, was moglicherweise auf einen
Defekt in der Rekrutierung dieser Zellen zuriickgeht. Da diese Auffalligkeit nicht in Fzd9”
Méusen gefunden wurde, ist es jedoch unwahrscheinlich, dass dies der Grund fir die
verringerte Knochenformation in Fzd9” Mausen ist.

In dieser Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass zumindest die Chemokine Zielgene
eines nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs in Osteoblasten sind, denn die Expression von
Ccl2, Ccl5 und auch Cxcl5 wurde durch Stimulation mit dem nicht-kanonischen Liganden
Whntba stark induziert, wahrend eine Stimulation mit Wnt3a keinen Effekt hatte. Auf3erdem
wurde durch eine Stimulation mit Wnt5a, nicht aber mit Wnt3a, eine Induktion des
MAPK/ERK-Signalwegs induziert, welche in Fzd9-defizienten Osteoblasten verringert war.
Da bereits gezeigt wurde, dass die Expression von Chemokinen wie Ccl2 in Osteoblasten
uber diesen Signalweg reguliert wird (Lin et al., 2004), liegt es nahe, dass die verringerte
Expression von Chemokinen in Fzd9-defizienten Osteoblasten durch einen Defekt in diesem
Signalweg vermittelt wird. Auflerdem wurde bereits gezeigt, dass ein Defekt im
MAPK/ERK-Signalweg zu einer gestorten Differenzierung von Osteoblasten in vitro fiihrt,
was in einer geringeren Mineralisation dieser Osteoblastenkulturen resultiert (Ge et al.,
2007). Der gegenteilige Effekt konnte durch eine kontinuierliche Aktivierung dieses
Signalwegs erzeugt werden (Ge et al., 2007), was insgesamt daftr spricht, dass eine gestorte
Aktivierung dieses Signalwegs in Fzd9-defizienten Osteoblastenkulturen zu einer geringeren
Expression von Chemokinen und maoglicherweise auch zu einer geringeren Mineralisation
dieser Kulturen fihrt.

Neben der verringerten Expression von Chemokinen war insbesondere die verringerte
Expression  sogenannter Interferon-stimulierter-Gene  (ISGs) in  Fzd9-defizienten
Osteoblasten auffallig. Da bislang relativ wenig tber die Expression und Funktion dieser
Gene in Osteoblasten bekannt ist, wurde zunédchst Uberprift, ob deren Expression auch in
Osteoblasten tatsachlich durch die Stimulation mit Interferonen induziert werden kann.
Wahrend durch eine Stimulation mit Typl-Interferonen (Ifno und Ifnp) eine starke Induktion
(100-200fach) der Genexpression von Oasl2, 1sgl5 und Ifitl festgestellt werden konnte,

wurden diese Gene nicht durch Interferon y (Typll-Interferon) induziert. Dies ist besonders



Diskussion 78

vor dem Hintergrund interessant, dass in einer Studie gezeigt werden konnte, dass eine
Administration von Ifny einen Knochenmasseverlust in Ratten hervorruft, wéhrend
Ifna keinen negativen Einfluss hat. Es konnte auBerdem bereits gezeigt werden, dass eine
Behandlung mit Ifno sogar bei Patienten mit chronischer Hepatitis, die an
Knochenmasseverlust leiden, zu einer Erhéhung der Knochenmasse fuhrt (Hofman et al.,
2008). Es waére also mdglich, dass einige der Gene, deren Expression in Osteoblasten durch
Typl-Interferone induziert wird, einen positiven Effekt auf die Funktion oder
Differenzierung von Osteoblasten haben.

Die Tatsache, dass Fzd9-defiziente Osteoblasten signifikant geringer auf eine Stimulation
mit Ifno und Ifnp reagieren, bedeutet, dass Fzd9 mdglicherweise eine Rolle in einem
Signalweg spielt, der fur die Interferon-vermittelte Signaltransduktion eine Rolle spielt. Da
der JAK/STAT-Signalweg der am besten untersuchte Signalweg ist, der durch eine Bindung
von Interferonen an deren Rezeptoren aktiviert wird (Schindler & Plumlee, 2008), lag nahe,
dass die Aktivierung dieses Signalwegs in Fzd9-defizienten Osteoblasten gestort ist. Die
Wichtigkeit dieses Signalwegs fur die Knochenformation wurde bereits daran deutlich, dass
eine Osteoblasten-spezifische Inaktivierung von Stat3 zu einem Knochenmasseverlust durch
einen Defekt in der Knochenformation fihrt (Itoh et al., 2006), was in groRer
Ubereinstimmung mit dem Phanotyp von Fzd9” Mausen steht. Offenbar ist dieser
Signalweg aber in Fzd9-defizienten Osteoblasten zumindest in vitro nicht gestort, denn nach
einer Stimulation mit Ifnf konnten keine Unterschiede in der Phosphorylierung von Stat-
Proteinen gefunden werden. Dies bedeutet, dass der Defekt der Genexpression der
untersuchten Gene entweder nicht Uber diesen Signalweg vermittelt wird, oder aber die hier
untersuchten spezifischen Phosphorylierungsstellen in  Osteoblasten nicht fir die

funktionierende Signaltransduktion entscheidend sind.

5.4 Die Rolle der Protein ISGylierung in Osteoblasten

Da Isgl5 zu den Genen mit der starksten Repression in Fzd9-defizienten Osteoblasten
gehort und durch eine Kooperation mit Prof. Knobeloch von der Uniklinik Freiburg die
Maoglichkeit bestand, 1sg15-defiziente Mé&use zu analysieren, wurde die Funktion von Isgl5
in WT und Fzd9-defizienten Osteoblasten genauer untersucht. 1sg15 kodiert fir ein 15 kD
groRBes Protein, das Uber einen Ubiquitin-dhnlichen Mechanismus posttranslational an
Proteine ligiert wird (Protein-1SGylierung). Isgl5 wurde als eines der ersten Gene

identifiziert, deren Expression durch Interferone induziert wird, weshalb man annahm, dass



Diskussion 79

Isg15 eine antivirale Funktion im Organismus einnimmt (Blomstrom et al., 1986; Reich et
al., 1987). Nach der Entdeckung von Isgl5 vergingen fast 20 Jahre, bis die ersten
ISGylierten Proteine identifiziert werden konnten (Malakhoy et al., 2003; Giannakopoulos
et al., 2005), doch wie genau die ISGylierung die Funktion oder Stabilitdt von Proteinen
beeinflusst ist bis heute unklar (Pitha-Rowe & Pitha, 2007). Es gilt aber als wahrscheinlich,
dass anders als bei der Ubiquitinierung, Proteine durch eine ISGylierung nicht primér zur
Degradation markiert werden, sondern z.B. eher ihre Funktion oder Bindungseigenschaften
moduliert werden (Sadler & Williams, 2008). So wurde lange Zeit diskutiert, dass die
ISGylierung eine wichtige Rolle im JAK/STAT-Signalweg spielt, was mdglicherweise mit
der in Fzd9-defizienten Osteoblasten schwécheren Reaktion auf Interferone in Verbindung
gebracht werden konnte. Die Analyse von Isgl5-defizienten Mausen zeigte aber, dass diese
Theorie offenbar nicht richtig ist (Osiak et al., 2005).

Eine in dieser Arbeit durchgefiihrte Expressionsanalyse in unterschiedlichen Mausgeweben
zeigte, dass 1sg15 in allen untersuchten Geweben, wie auch im Sch&deldach, Femur und
Wirbelkdrper exprimiert wird. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Expression von
Isgl5, wie auch die Expression vieler weiterer ISGs, wahrend der frihen Phase der
Osteoblastendifferenzierung stark induziert wird. Diese Induktion erfolgt dabei parallel zu
der Induktion von Fzd9, was ein weiteres Zeichen flr eine regulatorische Funktion von Fzd9
fur die Expression dieser Gene sein konnte. Mittels Westernblot konnte in dieser Arbeit
aullerdem gezeigt werden, dass viele bislang unidentifizierte, hdhermolekulare Proteine, im
Verlauf der Osteoblastendifferenzierung ISGyliert werden und dass Fzd9-defiziente
Osteoblasten ein verandertes Bandenmuster ISGylierter Proteine aufweisen. Dies spricht
maoglicherweise dafir, dass ein Defekt in der ISGylierung in Fzd9-defizienten Osteoblasten
mit dem gefundenen Phénotyp in diesen Méusen in Verbindung steht.

Um die physiologische Funktion von Isg15 im Knochenremodelling zu analysieren, wurden
Isg15-defiziente Mause knochenhistologisch analysiert. 1sgl5” Mause weisen keinen
spontanen Phénotyp auBerhalb des Knochens auf, zeigen aber eine erh6hte Anfalligkeit fir
die Infektion mit unterschiedlichen Viren, wie Sindbis Virus, Herpes Simplex Virus oder
Influenza (Lenschow et al., 2005; Osiak et al., 2005).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 1sg15” Mause einen vergleichbaren Phanotyp
aufweisen wie Fzd9” Mause, namlich einen etwa 30%-ige Reduktion des
Knochenvolumens, bedingt durch eine erniedrigte Knochenformationsrate. Der in dieser
Arbeit entdeckte Knochenmasseverlust in 1sgl5” Mausen ist somit der erste spontane
Phanotyp in diesen Tieren. Dass auch Isgl5” Mause, wie Fzd9”" Mause, im Alter von 6
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Wochen noch keinen Knochenmasservelust erleiden, ist ein weiteres Zeichen dafir, dass
Fzd9 wund Isgl5 moglicherweise (ber einen gemeinsamen Mechanismus die
Knochenformation regulieren. Um diese These auch in vitro zu 0berprifen, wurde
untersucht, ob der Mineralisationsdefekt der Fzd9-defizienten Osteoblastenkulturen durch
eine Uberexpression von Isgl5 aufgehoben werden kann. Durch eine kontinuierliche
retrovirale Uberexpression von Isgl5 in Fzd9-defizienten Osteoblasten konnte in dieser
Arbeit eine partielle Verbesserung der Mineralisationsfahigkeit dieser Zellen gezeigt
werden, was dafiir spricht, dass Fzd9 zumindest in vitro, Gber einen bislang unidentifizierten
Mechanismus, die ISGylierung von Proteinen steuert und somit mdglicherweise auch die

Knochenformation.

5.5 Erniedrigte Knochendichte in Fzd9*" Mausen und Williams-Beuren-
Syndrom (WBS) Patienten

Da FZD9 eines der Gene ist, deren hemizygote Deletion zum Williams-Beuren-Syndrom
(WBS) fiihrt, wurden in dieser Arbeit auch Fzd9*" Mause knochenhistologisch untersucht.
In den 70 Wochen alten untersuchten Fzd9*" Mausen konnte ebenfalls ein signifikant
erniedrigtes Knochenvolumen festgestellt werden, dass wie bei Fzd9”~ Mausen durch eine
erniedrigte Knochenformationsrate erklart werden konnte.

Um nun zu untersuchen, ob die hemizygote Deletion von FZD9 auch im Menschen zu einem
Knochenmasseverlust fihrt, wurde in Kooperation mit Dr. Pober aus Boston und Prof. Jakob
aus Wirzburg bei 15 WBS Patienten, mittels DXA-Scanning, die Knochenmasse in drei
Skelettelementen untersucht. Laut einer Definition der WHO (World Health Organisation)
liegt bei einem T-Score von -1 bis -2.5 eine Osteopenie vor und bei einem T-Score unterhalb
von -2.5 eine Osteoporose (Kanis et al., 1994). Wahrend bei einem mittleren T-Score von
kleiner -1 bei fast allen Patienten eine Osteopenie diagnostiziert werden konnte, wurde bei
vier Patienten sogar eine Osteoporose diagnostiziert, und eine Patientin erlitt aufgrund ihrer
geringen Knochenmasse bereits eine Reihe von Wirbelkorperfrakturen. Bislang gibt es keine
Berichte Uber Mutationen im FZD9-Gen, die im Zusammenhang mit Knochenmasse-
verlustsyndromen stehen, doch die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen deuten darauf
hin, dass eine hemizygote Deletion von FZD9 auch beim Menschen zu einem
Knochenmasseverlust flihrt. Die Konsequenz daraus ist, dass bei WBS-Patienten
maoglicherweise standardméfig eine Knochendichtemessung durchgefuhrt werden sollte und
dann je nach Befund eventuell eine anti-osteoporotische Therapie in Betracht gezogen

werden sollte. Mdéglicherweise sollte auch verstarkt nach Mutationen im FZD9-Gen bei
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Patienten mit chronischen Knochenmasseverlustsyndromen gesucht werden, um die

Bedeutung von FZD9 fir die Knochenformation im Menschen weiter zu untersuchen.

5.6 Inhibition der Differenzierung von Osteoklasten durch Aktivierung

des kanonischen Wnt-Signalwegs

In unterschiedlichen Studien wurde berichtet, dass der Wnt-Signalweg die Differenzierung
von Osteoklasten hauptséchlich indirekt durch die Regulation von Rankl (Receptor activator
of NFkB ligand) und Opg (Osteoprotegerin) in Osteoblasten oder Stromazellen beeinflusst
(Glass et al., 2005; Spencer et al., 2005). Es wurde aulRerdem kdrzlich in unabhangigen
Studien entdeckt, dass eine gesteigerte Aktivitat des kanonischen Wnt-Signalwegs durch
Injektion von LiCl oder Expression von Wnt3a im Knochenmark bzw. im Knochen zu einer
Verhinderung osteolytischer Lasionen in Modellen des multiplen Myeloms fuhren kann, was
durch Inhibierung der Osteoklastogenese begriindet wird (Edwards et al., 2008: Qiang et al.,
2008). Aulerdem wurde publiziert, dass die Antagonisierung des Whnt-Inhibitors DKK1
(Dickkopf 1) osteolytische Lasionen bei Menschen mit multiplem Myelom verhindern kann
(Yaccoby et al., 2007; Pinzone et al., 2009), was ein weiteres Zeichen dafir ist, dass eine
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs zu einer Inhibition der Knochenresorption
durch Osteoklasten fiihrt. Allerdings wird auch in diesen Studien diskutiert, dass dieser
Effekt nicht direkt vermittelt wird, sondern moglicherweise Uber eine Anderung des
Opg/Rankl Expressionsverhaltnisses in Osteoblasten oder Stromazellen. Erst im Jahr 2009
demonstrierte eine Forschergruppe zum ersten Mal einen direkten negativen Effekt des
kanonischem Wnt-Signalwegs auf die Differenzierung von Osteoklasten in vitro (Modarresi
et al., 2009). Diese Entdeckungen stimmen mit den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen
uberein, denn es wurde festgestellt, dass die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs
durch  Wnt3a, Wnt7a oder LiCl zu einer Dosis-abhéngigen Inhibition der
Osteoklastendifferenzierung aus Knochenmarkszellen fiihrt. Dagegen fihrt die Stimulation
mit einem nicht-kanonischen Wnt-Liganden (Wnt5a) zu einer verstarkten Differenzierung
von Osteoklasten, was an der signifikant erhdhten Anzahl TRAP-positiver Osteoklasten, im
Vergleich zur Kontrolle, deutlich wird.

In dieser Arbeit konnte aullerdem gezeigt werden, dass der Effekt von Wnt3a und LiCl
wahrscheinlich nicht primdr durch eine veranderte Rankl-Expression in den Stromazellen
der Kulturen erklart werden kann, denn auch dauerhaft hohe Konzentrationen an RANKL in
den Kulturen, fuhrten nur zu einer geringen Abschwéchung des negativen Effekts von

Whnt3a auf die Generierung TRAP-positiver Osteoklasten. AuRerdem konnte ebenfalls ein
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negativer Effekt von LiCl und Wnt3a auf die Generierung TRAP-positiver Osteoklasten aus
RAW264.7 Zellen (Monozyten/Macrophagenzellinie) demonstriert werden, wobei in diesem
Fall ein indirekter Effekt iber die Regulation der Rankl- oder Opg-Expression einer zweiten
Zellart ausgeschlossen ist. Allerdings waren fiir diesen Effekt hohere Konzentrationen an
Whnt3a notig, was entweder in dem Unterschied zwischen der Zelllinie RAW264.7 und
primaren Knochenmarkskulturen begriindet ist oder aber damit zusammenhangt, dass in den
Knochenmarkszellkulturen sowohl ein indirekter Effekt als auch ein direkter Effekt

zusammenwirken, weshalb in diesem Fall geringere Konzentrationen notwendig sind.

5.7 Fzd-Rezeptoren in der Osteoklastendifferenzierung

Es wurde kurzlich gezeigt, dass Fzd-Rezeptoren in Osteoklasten exprimiert werden, die aus
RAW264.7 Zellen oder Knochenmarkszellen von Patienten mit multiplen Myelom generiert
wurden (Qiang et al., 2009). Allerdings gibt es bis zu diesem Zeitpunkt noch keine
Untersuchungen, die eine physiologische Relevanz dieser Serpentin-Rezeptoren fir die
Osteoklastendifferenzierung zeigen. In dieser Arbeit wurde mittels Affymetrix-
Genchipanalyse die Expression aller 10 Fzd-Rezeptoren wahrend der Differenzierung
muriner Knochenmarkszellen zu Osteoklasten untersucht. Anhand der Expression bekannter
Osteoklastenmarker wie Calcr (Calcitonin receptor) oder Ctsk (Cathepsin K), deren
Expression im untersuchten Zeitraum stark anstieg, konnte gezeigt werden, dass die
Generierung von Osteoklasten aus Knochenmarkszellen erfolgreich verlief. Die
Expressionsanalyse aller Fzd-Rezeptoren zeigte, dass insbesondere die Expression von Fzd8
sehr stark (30-fach) wahrend der frihen Phase der Differenzierung induziert wird, was eine
mogliche funktionelle Relevanz von Fzd8 fir die Differenzierung von Osteoklasten
impliziert.

Im Menschen kodiert FZD8 ein 694 Aminosauren langes Protein, und eine Expression von
FZD8 mRNA konnte bereits in Niere, Gehirn, Herz, Pankreas und skelettalem Muskel
gezeigt werden (Saitoh et al., 2001). Es gibt bislang keine Untersuchungen, die Mutationen
im FZD8-Gen mit pathogenen Mechanismen oder Krankheitsbildern in Verbindung bringen
und auch ein von der Firma Deltagen generiertes Fzd8-defizientes Mausmodell zeigt, laut
Angaben der Firma, keine Auffalligkeiten. In einer Expressionsanalyse konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass Fzd8 im Vergleich zu den anderen Fzd-Rezeptoren sehr stark in
Knochenzellen exprimiert wird und immunhistologische Untersuchungen an humanen
Knochenbiopsien zeigten ebenfalls eine Expression von FZD8 in humanen Osteoblasten und

Osteoklasten.
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Die hochkonservierte extrazellulare Cystein-reiche-Doméne (CRD) der Frizzled-Rezeptoren
gilt als die Bindungsdomane fur Wnt-Liganden (Dann et al., 2001). In dieser Arbeit wurde
herausgefunden, dass der anti-osteoklastogene Effekt von Wnt3a durch eine gleichzeitige
Stimulation mit einem rekombinanten Fzd8-Protein, dass nur die extrazellulare Cystein-
reiche-Domane enthalt (Fzd8-CRD), aufgehoben wird. Mittels Westernblot konnte
aufllerdem gezeigt werden, dass die Stimulation von Osteoklastenvorlauferzellen mit Wnt3a
zu einer erhohten Lrp6-Phosphorylierung an Ser-1490 und aufl’erdem zu einer verringerten
Phosphorylierung von R-Catenin an Ser33/35Thr41 fiihrt, was insgesamt eine Aktivierung
des kanonischen Wnt-Signalwegs beginstigt. Bei gleichzeitiger Anwesenheit der Fzd8-CRD
kommt es nicht zu diesen Veranderungen in der Phosphorylierung von Lrp6 und 3-Catenin,
was impliziert, dass durch die Bindung von Wnt3a an die lgsliche Fzd8-CRD die
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs nicht mehr méglich ist. Ein identischer Effekt
konnte durch gleichzeitige Stimulation von Osteoklastenvorlauferzellen mit Wnt3a und dem
bekannten Whnt-Inhibitor Dkk1 gezeigt werden, dessen gesteigerte Expression im
Zusammenhang mit osteolytischen Ldasionen bei Prostatakrebsmetastasierung oder
multiplem Myelom diskutiert wird (Schulze et al., 2010; Pinzone et al., 2009). Die in dieser
Arbeit gemachten Beobachtungen lassen vermuten, dass maoglicherweise auch in vivo der
Effekt kanonischer Wnt-Liganden, wie Wnt3a, durch eine Bindung an den Membran-

stdndigen Serpentin-Rezeptor Fzd8 vermittelt wird.

5.8 Erhohte Knochenresorption in Fzd8-defizienten M&usen

Um die physiologische Rolle von Fzd8 im Knochenremodelling zu analysieren, wurden in
dieser Arbeit Fzd8-defiziente M&use knochenhistologisch analysiert. Dieses Mausmodell
wurde von der Firma Deltagen entwickelt und analysiert. Laut Analyse von Deltagen sollen
Fzd8” Mause keinen spontanen Phanotyp aufweisen, allerdings wurde die Knochenqualitat
dieser Mause bislang noch nicht genauer analysiert. Passend zu den in dieser Arbeit
gemachten in vitro Beobachtungen weisen Fzd8” Mause im Alter von 24 Wochen eine 30%
geringere trabekuldre Knochenmasse auf und haben eine ebenfalls signifikant erniedrigte
Kortikalisdicke. Anders als in den zuvor analysierten Fzd9” Mausen ist die
Knochenformation in diesen Mausen allerdings nicht beeintrachtigt, sondern eine fast
verdoppelte Anzahl an Osteoklasten flhrt zu einer erhéhten Knochenresorption, was sich
auch durch erhohte Konzentrationen an Typl-Kollagen-Abbauprodukten im Serum dieser
Mause bemerkbar macht. Somit ist es denkbar, dass in diesen Mé&usen tatsachlich ein Fzd8-

abhangiger Mechanismus gestort ist, der die Differenzierung von Osteoklasten
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normalerweise reguliert. Durch ein Fehlen des Membran-standigen Fzd8-Rezeptors auf
Osteoklastenvorlauferzellen  kénnen also  moglicherweise  Wnt-Liganden  einen
inhibitorischen Effekt, durch Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs, nicht mehr
vermitteln.

Um auszuschlielRen, dass die gesteigerte Knochenresorption in diesen Mausen durch ein
verdndertes Opg/Rankl Verhaltnis hervorgerufen wird, wie es fur Mé&use mit einer
Osteoblasten-spezifischen Deletion von [3-Catenin gezeigt wurde (Glass et al., 2005),
wurden die Serumkonzentrationen dieser Proteine in Fzd8” Mausen bestimmt. Die
Konzentrationen an Opg und Rankl in diesen Mausen waren jedoch im Vergleich zu
Wildtyp-Kontrollen nicht verdndert. Das bedeutet, dass die Deletion von Fzd8 offenbar
keine Auswirkungen auf die kanonische Wnt-Signaltransduktion in Osteoblasten hat und
somit auch keinen Einfluss auf die Expression von Opg und Rankl. Durch diese
Beobachtungen konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal ein Opg/Rankl-unabhéngiger Effekt
einer veranderten Wnt-Signaltransduktion auf die Knochenresorption gezeigt werden.

5.9 Ausblick

Etwa 25 % aller derzeit verfiigharen Medikamente vermitteln ihre Wirkung im Organismus
uber die Bindung an die extrazelluldare Doméne eines Serpentin-Rezeptors, welche somit die
Hauptgruppe aller Zielproteine fir Medikamente darstellen (Wise et al., 2002; Overington et
al., 2006). Sollte es gelingen, weitere Anzeichen daflr zu finden, dass der Serpentin-
Rezeptor FZD9 ein Regulator der Knochenformation im Menschen ist, ware es denkbar,
einen FZD9-spezifischen Agonisten zu entwickeln, der einen mdglichen osteoanabolen
Effekt im Organismus bewirken kénnte. Vor diesem Hintergrund ist es besonders wichtig,
dass Fzd9 in Osteoblasten offenbar keine Rolle in der kanonischen Wnt-Signaliibertragung
spielt, denn es gibt Anzeichen dafir, dass eine gesteigerte Aktivierung dieses Signalwegs zu
Osteosarkomen fiihren kann (Kansara et al., 2009). Um in einem Mausmodell zu
Uberprifen, ob eine erhdhte Expression von Fzd9 in Osteoblasten tatséchlich einen
osteoanabolen Effekt hat, wurde im Rahmen dieser Arbeit bereits ein DNA-Konstrukt
generiert, dass unter Verwendung eines 2.3kb langen Fragments des Collal-Promoters eine
spezifische Uberexpression von Fzd9 in Osteoblasten ermdglicht (Dacquin et al., 2002).
Sollte es damit in Zukunft gelingen, Collal-Fzd9-Mdause zu generieren, die eine erhohte
Knochenmasse haben, wére das ein Anzeichen dafir, dass eine Stimulation von Fzd9
tatsachlich einen osteoanabolen Effekt in vivo bewirken konnte. Moglicherweise sollte auch

die Identifizierung des Wnt-Liganden angestrebt werden, der durch Aktivierung der Fzd9-
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abhangigen Signalkaskade einen positiven Effekt auf die Knochenformation vermittelt, da
hiervon ausgehend nach Leitstrukturen flr einen Fzd9-spezifischen Agonisten gesucht
werden konnte.

Die Identifizierung von Fzd8 als negativer Regulator der Knochenresorption in der Maus,
IRkt die Frage offen, ob FZD8 eine ahnliche Rolle im humanen Organismus spielt. Um diese
Frage zu beantworten, kdnnte man Patienten mit pathologisch erhdhter Knochenresorption
durch SNP-Analysen auf Polymorphismen im FZD8-Gen untersuchen oder die Expression
von FZD8 immunhistologisch an Knochenbiopsien analysieren. Auch in diesem Fall ware es
interessant, den physiologischen Liganden von FZD8 zu identifizieren, da auch dieser durch
eine Aktivierung von FZD8 zur Erhohung der Knochenmasse flihren konnte, allerdings in
diesem Fall durch eine Inhibition der Knochenresorption.

Die Tatsache, dass die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs zu einer Inhibition der
Osteoklastendifferenzierung in vitro fuhrt, lakt zudem die Frage offen, ob auch in vivo die
Knochenresorption durch den kanonischen Wnt-Signalweg negativ reguliert wird. Eine
Mdoglichkeit, diese Frage zu beantworten, wére die Generierung von M&usen mit einer
Osteoklasten-spezifischen Deletion von [-Catenin. Die Verpaarung von Mausen, die eine
Cre-Rekombinase spezifisch in Osteoklastenvorlauferzellen exprimieren (LysM-Cre)
(Clausen et al., 1999) mit Mé&usen, in denen das 3-Catenin-Gen von loxP-Stellen flankiert ist
(Brault et al., 2001), wurde bereits gestartet und sollte zu einer Deletion von [3-Catenin in
Osteoklasten fuihren. Wenn es in diesen Méusen zu einer erhéhten Knochenresorption und
somit zu einem Knochenmasseverlust kame, ware dies ein erster Hinweis darauf, dass der
kanonische Wnt-Signalweg in Osteoklastenvorlauferzellen eine inhibitorische Funktion auf

die Differenzierung dieser Zellen ausubt.
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6 Zusammenfassung

LRP5 ist ein Co-Rezeptor fir Wnt-Liganden, die bei zusétzlicher Bindung an Rezeptoren
der Frizzled (Fzd)-Familie eine Aktivierung des intrazelluldren Signalweges bewirken.
Bislang wurde jedoch keines der 10 Fzd-Proteine mit Erkrankungen des Skelettsystems in
Verbindung gebracht, obwohl diese als Serpentin-Rezeptoren ein vielversprechendes Target
fiir eine osteoanabole Therapie darstellen kénnten. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die Expression von Fzd9 waéhrend der frihen Phase der Osteoblastendifferenzierung,
parallel zu bekannten Osteoblastenmarkern, induziert wird. Wahrend 6 Wochen alte Fzd9™
Méuse eine normale Knochenmasse aufweisen, zeigte die Analyse von 24 und 52 Wochen
alten Tieren, dass diese ein um etwa 35 % erniedrigtes trabekuldres Knochenvolumen haben.
Durch dynamische Histomorphometrie konnte diese Osteopenie auf eine um 50 % reduzierte
Knochenformationsrate zurtickgefihrt werden, wahrend die Knochenresorption nicht
beeinflusst ist.

Eine verminderte Proliferationsrate und verzogerte Mineralisierung deuten auf einen
zellautonomen Defekt Fzd9-defizienter Osteoblasten hin, der jedoch nicht durch eine
verminderte Expression etablierter Osteoblastenmarker wie Runx2, Osteocalcin oder Bone
Sialoprotein erklart werden kann. Sowohl durch Westernblotanalysen als auch mittels
quantitativer RT-PCR konnte auf Protein- und mRNA-Ebene gezeigt werden, dass Fzd9,
zumindest im Osteoblasten, keine entscheidende Rolle fur die kanonische Wnt-
Signaltransduktion spielt und dass somit auch die nicht-kanonische Wnt-Signaltransduktion
eine wichtige Rolle fur die Knochenformation spielt.

Zudem konnten mehr als 400 Gene identifiziert werden, deren Expression in Abwesenheit
von Fzd9 um mehr als das zweifache reduziert war. Dabei waren hauptsachlich zwei
Gruppen von Genen betroffen, namlich Chemokine der Ccl- oder Cxcl-Familie sowie Gene,
deren Expression bekanntermalRen durch Interferone induziert wird. Wahrend die
Chemokine als Zielgene eines durch Wnt5a induzierbaren Signalwegs identifiziert werden
konnten, wurde die Expression der Interferon-abhéngigen Gene in primdren Osteoblasten
spezifisch durch Typl-Interferone (Ifno und Ifnp) induziert, wobei dieser Effekt in Fzd9-
defizienten Osteoblasten signifikant erniedrigt war. Es konnte in dieser Arbeit auRerdem
herausgefunden werden, dass in Osteoblasten wéhrend der Differenzierung viele, bislang
unidentifizierte Proteine mit Isgl5 modifiziert werden und dass die ISGylierung einiger
dieser Proteine in Fzd9-defizienten Osteoblasten offensichtlich gestort ist.

Zur Untersuchung der physiologischen Bedeutung der Protein-ISGylierung fir die
Knochenformation, wurde ein Isgl5-defizientes Mausmodell Knochen-histologisch
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analysiert und es konnte ein vergleichbarer Phanotyp wie in Fzd9” Mausen identifiziert
werden. Ein um 30 % erniedrigtes trabekuldres Knochenvolumen im Alter von 24 Wochen,
sowie die signifikant verminderte biomechanische Stabilitdt der RoOhrenknochen und
Wirbelkdrper, konnte mit einer erniedrigten Knochenformationsrate erklart werden. Durch
retrovirale Uberexpression von Isgl15 in Fzd9-defizienten Osteoblasten konnte auRerdem
eine partielle Korrektur des Mineralisationsdefektes erziehlt werden.

Ein Indiz dafur, dass FZD9 auch beim Menschen eine wichtige Rolle fir die
Knochenformation einnimmt, konnte durch die Analyse der Knochendichte von Williams-
Beuren-Syndrom (WBS) Patienten erlangt werden. Bei dieser Erkrankung kommt es zur
spontanen hemizygoten Deletion von etwa 20 Genen auf Chromosom 7, wobei eines dieser
Gene FZD9 ist. Die vorausgehende Analyse von Fzd9*" Mausen ergab, dass auch die
hemizygote Deletion von Fzd9 zu einem signifikanten Knochenmasseverlust fuhrt. In einer
anschlieBenden Studie konnte mittels DXA-Scanning die Knochendichte von 15 WBS-
Patienten in drei unterschiedlichen skelettalen Regionen bestimmt werden, und es stellte
sich heraus, dass bei einem durchschnittlichen T-Score unterhalb -1 laut WHO-Definition
fast alle Patienten an einer Osteopenie oder Osteoporose litten.

Aulerdem wurde in dieser Arbeit der Effekt des kanonischen Wnt-Signalwegs auf die
Differenzierung von Osteoklasten aus Knochenmarkszellen untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die dauerhafte Stimulation des kanonischen Wnt-Signalwegs zu einer
Unterdriickung der Osteoklastendifferenzierung fuhrt. Zudem konnte gezeigt werden, dass
insbesondere  die  Expression von Fzd8 wahrend der Differenzierung von
Knochenmarkszellen zu Osteoklasten stark induziert wird. Der negative Effekt von Wnt3a
auf die Osteoklastendifferenzierung konnte durch gleichzeitige Stimulation mit einer
loslichen Fzd8-Rezeptorbindungsdomane aufgehoben werden, was eine Bindung von Wnt3a
an Fzd8 vermuten 14Rt. Die knochenhistologische Analyse von Fzd8” Mausen zeigte, dass
diese im Alter von 24 Wochen eine um 30 % erniedrigte Knochenmasse aufweisen. Diese
Osteopenie konnte durch eine gesteigerte Knochenresorption erkléart werden, die nicht durch

ein verandertes Opg/Rankl Verhaltnis im Serum dieser Tiere hervorgerufen wird.
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7 Summary

Lrp5 serves as a co-receptor for the binding of Wnt ligands to receptors of the Frizzled (Fzd)
family. However, until now it is not known whether one of the 10 known Fzd proteins is
relevant for bone remodelling or plays a role in the pathology of bone diseases. This is a
major gap because FZD-proteins are serpentine receptors, thus belonging to a major class of
target proteins for currently available drugs, and therefore they are interesting targets to
develop an osteoanabolic therapy.

This work demonstrates that expression of Fzd9 is induced upon primary osteoblast
differentiation together with known markers of osteoblast differentiation. The analysis of the
skeletal phenotype of Fzd9” mice revealed no difference in trabecular bone volume at the
age of 6 weeks, but at the age of 24 and 52 weeks, Fzd9™ mice displayed a 35 % reduction
of the trabecular bone volume. By performing dynamic histomorphometry this phenotype
could be explained by a 50 % reduction of the bone formation rate, while bone resorption
was not affected.

A decreased proliferation rate and a delayed matrix mineralization demonstrated that Fzd9-
deficient primary osteoblasts display a cell autonomous defect that could not be explained
by decreased expression of well-established osteoblast differentiation markers like Runx2,
Osteocalcin or Bone Sialoprotein. In addition, the molecular analysis of Fzd9-deficient
osteoblasts by Western Blotting or quantitative real time PCR did not reveal impaired
canonical Wnt-signaling which demonstrated that non-canonical Wnt-signaling may also
play an important role in the bone remodelling process.

Moreover, we observed reduced expression of specific chemokines of the Ccl or Cxcl family
and interferon-induced genes in Fzd9-deficient osteoblasts. While the chemokines were
identified as target genes of a non-canonical Wnt-Ligand (Wnt5a), the expression of the
other genes was induced specifically by typel-Interferons (Ifna. and Ifnf) in primary
osteoblasts and most importantly this induction of gene expression was significantly less
pronounced in Fzd9-deficient cells.

Western Blot analysis using an Isgl15-specific antibody revealed an increase of free Isgl5
and of yet unidentified ISGylated substrates during the differentiation process. Since this
protein ISGylation was reduced in Fzd9-deficient osteoblasts, the physiological role of Isg15
was analyzed. Using non-decalcified histology and uCT-imaging of the spine, a 30 %
reduction of the trabecular bone volume was observed. Likewise, microcompression testing

of the vertebral bodies revealed reduced biomechanical stability, and the same was observed
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in three-point-bending assays of Isg15” femora. As it was observed in Fzd9” mice, this
phenotype is caused by a reduced bone formation rate, while bone resorption is unaffected.
Importantly, retroviral overexpression of 1sg15 in Fzd9-deficient osteoblasts led to a partial
rescue of the mineralization defect in these cells which means that the ubiquitin-like
modifier 1sg15 probably acts as one potential downstream mediator of Fzd9 in the control of
bone formation.

Since FZD9 is located within the chrosomome 7q11.23 region, whose hemizygous deletion
causes Williams-Beuren-syndrome (WBS), heterozygous Fzd9*" mice were analyzed and
here the same low bone mass phenotype as in Fzd9™ littermates was observed. Most
importantly however, an analysis of 15 individuals with WBS between 30 and 50 years of
age by dual Xray energy absorptiometry revealed an average T-score below -1.0, with a
manifest osteoporosis being diagnosed in 4 individuals.

Since it is yet not clear, whether alterations in Wnt-signaling have osteoblast-independent
effects on the function or differentiation of osteoclasts, the effect of an activation of
canonical Wnt-signaling on osteoclastogenesis was studied. It is shown here that activation
of canonical Wnt-signaling suppresses osteoclast differentiation from bone marrow cells and
also from Raw264.7 cells in vitro. Using a genome-wide expression analysis during the
course of osteoclast differentiation from bone marrow cells, Frizzled-8 (Fzd8) was identified
as a potential candidate receptor, regulating Wnt-signaling in osteoclasts. Since the negative
influence of Wnt3a on osteoclast differentiation was fully abrogated in the presence of the
Fzd8-Cysteine-rich-Domain (CRD), the skeletal phenotype of Fzd8-deficient mice was
analyzed. Fzd8" mice display no differences in bone volume at the age of 6 weeks, but a
30% decrease of the trabecular bone volume in Fzd8” and also in Fzd8"" mice was
observed at 24 weeks of age. The observed osteopenia is explained by an increase in bone

resorption which occurs despite normal levels of Opg and Rankl in the serum of these mice.
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9.5 Sicherheitshinweise

Acrylamid 30%
R:45-46-20/21-23/24/25-43-48; S: 36/37/39-45-60
Alizarinrot S

S:2

Ammoniumpersulfat (APS)
R:8-22-36/37/38-42/43; S: 22-24-26-37
Ampicillin

R:36/37/38-42/43 S: 22-26-36/37
Bradford Reagenz

R:34; S: 20-23-26-36/37/39-45-60
Bromphenolblau

S:22-24/25

Calcein

S:22-24/25

Chloroquindiphosphat

R:22; S: 22-24/25

Chloroform

R:22-38-40-48/20/22; S: (2)-36/37
Coomassie Brilliant Blau G-250 Ldsung
R:20/21/22-34-68; S: 26-36/37/39-45
Diethylpyrokarbonat (DEPC)
R:22-36/37/38; S: 26-36
Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPO:x 2H20)
S:22-24/25

Dimethylformamid (DMF)
R:61-20/21-36; S: 53-45
Dimethylsulfoxid (DMSO)
R:36/37/38; S: 23-26-36
1,4-Dithiothreitol (DTT)

R: 22-36/37/38; S: 26-36

Eosin G

R:36; S: 22-26
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Ethanol (100%0)

R:11; S: 7-16

Ethidiumbromid

R:23-68; S: 36/37-45
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
R:36-52/53; S: 26-61

Fast Red Violet LB Salz
R:20/21/22-40; S: 22-36
Formaldehydlésung (37%)
R:23/24/25-34-40-43; S: (1/2)-26-36/37/39-45-51
Glycin

S:22-24/25

Hydrochloridsaure (HCI)

R:34-37; S: 26-36/37/39-45
Isopropanol

R:11-36-37; S: 7-16-24/25-26
Lithiumchlorid

R: 22-36/37/38; S: 26-36/37/39
Kaliumchlorid (KCI)

S:22-24/25

Mayers Hamalaunldsung

R:22

Mercaptoethanol

R:23/24/25; S: 45

Methanol

R:11-23/24/25-39/23/24/25; S: 7-16-36/37-45
Methylmetacrylat

R:11 36/37/38-43; S: 9-16-23-24-37-60
Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS)
R:11-21/22-36/37/38; S: 26-36/37
Natriumhydroxid (NaOH)

R:35; S: 26-37/39-45

Nonylphenol

R:22-34-50/53; S: 26-36/37/39-45-60-61
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Paraformaldehyd (PFA)
R:20/22-36/37/38-40-43; S: 22-26-36/37
Phenol

R:23/24/25-34-48/20/21/22-68; S: (1/2)-24/25-26-28-36/37/39-45
Pikrinsaure

R:3-4-23/24/25; S: (1/2)-28-35-36/37-45
Silbernitrat

R: 35; S: 26-36/37/39-45
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
R:11-20/22-34; S: 16-26-36/37/39-45-60
Triethanolamin

R:20/21/22-36/37/38; S: 26-36/37/39
Trishydroxymethylaminomethan-(Tris) Base
R:36/37/38; S: 26-36

Tris Hydrochlorid (Tris-HCI)

R:36/37/38; S: 26-36
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