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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Skelettsystem

Knochen  beziehungsweise @ Knochengewebe ist ein  hochspezialisiertes
Bindegewebe, welches gemeinsam mit Knorpel als Skelettsystem bezeichnet wird.
Knorpel befindet sich an Stellen im Korper, die einer besonderen Druckbelastung
ausgesetzt sind und nimmt dort die Aufgabe einer Pufferfunktion wahr. Des Weiteren
findet man Knorpel als Vorstufe jener Knochen, welche durch enchondrale
Ossifikation entstehen. Das Knochengerust ist ein hoch differenziertes, festes
Stutzgewebe, das im Gegensatz zum Knorpel gut durchblutet und innerviert ist.
Neben der wichtigen Stutzfunktion des Knochens, welche dem Korper die nétige
Stabilitat verleihnt und dartber hinaus auch zum Schutz von inneren Organen (zum
Beispiel des Gehirns) essentiell ist, nimmt der Knochen verschiedene weitere
Aufgaben im Organismus wahr. Er stellt fur den Kérper ein wichtiges metabolisches
Speicherreservoir besonders fur die nattrlichen Mineralstoffe Calcium und Phosphat
dar, welche zur Aufrechterhaltung des Elektrolythaushaltes und somit der
korpereigenen lonenhomdostase fundamentale Bedeutung haben. Das mit der
Nahrung zugefuhrte Calcium wird zu Uber 99 % im Knochen abgelagert und kann
wiederum bei Bedarf aus dem Knochen mobilisiert werden. Darlber hinaus
beherbergt der Knochen das Knochenmark, das postnatal der Hauptbildungsort der
Blutbildung ist (Loffler et al. 2007).

Der Knochenstoffwechsel ist ein komplexer Umbauvorgang der einem standigen,
lebenslangen Wandel unterworfen ist. Grinde fir den dauernden Umbau sind
einerseits notwendige Anpassungen des Knochens an veranderte Belastungen
bestimmter Kdérperregionen. Andererseits bedarf es einer standigen Reparatur von
defekten Stellen am Skelett, die durch kleinste Fissuren (zum Beispiel bedingt durch
Mikrotraumen) auch ohne Krankheitswert zustande kommen. Dieser Prozess wird als
Skelettales Remodeling (Ralston 1997) bezeichnet und halt die Knochenmasse
zwischen dem Ende der Pubertat und dem Ausfall der Gonadenfunktion annahernd
konstant. Verantwortlich flir diesen Umbau sind zwei hochspezialisierte Zelltypen:

Die Osteoblasten und die Osteoklasten.
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Insgesamt ist das Skelett somit kein starres Organ, welches augenscheinlich keinen
Veranderungen unterliegt, sondern ein fein abgestimmtes Kommunikationssystem
zwischen Auf- und Abbau ("coupling"). Jahrlich werden ungefahr 10% der
Knochenmasse umgebaut, folglich wird in zehn Jahren das gesamte Knochengerust

einmal vollstandig erneuert (Cohen 2006).

1.2 Knochenzellen

Osteoklasten und Osteoblasten haben im ausgewachsenen Skelett im Wesentlichen
die Aufgabe als Antagonisten die Knochenbildung, beziehungsweise die
Knochenresorption, zu bewerkstelligen und nehmen damit eine regulatorische

Funktion ein.

Osteoblasten sind spezialisierte, aber nicht terminal differenzierte Zellen, die fir die
Knochenbildung verantwortlich sind. Sie stammen von mesenchymalen
Vorlauferzellen ab, ebenso wie Chondrozyten und Adipozyten. Praosteoblasten
werden durch Transkriptions- und Wachstumsfaktoren wie RUNX-2 (runt related
transcription factor-2), FGFs (fibroblast growth factors) und BMPs (bone
morphogenetic proteins) aktiviert. Praosteoblasten reifen in Gegenwart von
Zytokinen, Parathormon, Vitamin D und Ostrogenen zu aktiven Osteoblasten heran.
Die aktiven Osteoblasten sezernieren die extrazellulare Knochenmatrix, welche ab
diesem Zeitpunkt als Osteoid bezeichnet wird. Osteoid besteht zum gréften Teil aus
Kollagen-Typ-l und zu einem bedeutend geringeren Anteil aus knocheneigenen
Glykoproteinen (Osteocalcin, Osteopontin, bone sialoprotein). An diese extrazellulare
Matrix lagern sich im weiteren Verlauf Hydroxyapatitkristalle an. Erst dann wird

mineralisierte Knochensubstanz gebildet.

Osteozyten hingegen sind terminal differenzierte Osteoblasten, die durch ihre eigene
mineralisierte Knochenmatrix eingeschlossen sind, aber Uber Zellfortsatze
(sogenannte Canaliculi) miteinader in Kontakt stehen. Allerdings sind Osteozyten im

Gegensatz zu Osteoblasten kaum noch in der Lage Osteoid zu synthetisieren.

Osteoklasten sind grofRe (50 bis 100 um), multinukledre Zellen, die im Knochenmark

aus hamatopoetischen Vorlauferzellen (Monozyten-Makrophagen-System) entstehen
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und als einzige Zellen die Fahigkeit zur Knocheresorption besitzen und
dementsprechend als Gegenspieler der Osteoblasten fungieren. Osteoklasten treten
charakteristischerweise vereinzelt auf, das heil3t sie befinden sich nicht in
Zellverbanden, wie es typischerweise bei Osteoblasten beobachtet wird.
Osteoklasten haben, funktionell bedingt, verschiedene Zellpole: knochenangrenzend
findet sich der apikale Anteil, markraumnah befindet sich der basolaterale Teil. Die
Differenzierung von der Vorlauferzelle zum Osteoklasten kann durch eine Reihe von
Zytokinen ausgeldst werden. M-CSF (macrophage colony stimulating factor) und
RANKL (receptor-activator of NFkappaB-Ligand) zum Beipsiel werden von
Osteoblasten exprimiert und stimulieren anschlieRend die Osteoklastogenese. Die
Zytokine IL-1 (Interleukin-1), IL-6 (Interleukin-6), TNF-alpha (Tumornekrosefaktor
alpha) und Prostaglandin-E  werden vor allem im Rahmen von
Entzindungsreaktionen von Makrophagen gebildet und koénnen ebenfalls die
Vorlauferzelle eines Osteoklasten stimulieren (Lacey et al. 1998). Nach der
Aktivierung der Osteoklasten durch die Zytokine, die ab diesem Zeitpunkt als reife
Osteoklasten bezeichnet werden, heften sich diese an die Knochenoberflache und
bilden die sogenannte sealing zone, die durch stark gefaltete Filamente des
Adhasionsapparates entsteht und einen Blrstensaum (auch ruffled border genannt)
bilden. In Zusammenarbeit mit Integrinen schafft der Osteoklast eine isolierte,
undurchlassige Verankerung am Knochen. In diesem Bereich entsteht ein
Mikromilieu, welches flr die meisten Proteine und lonen nicht mehr permeabel ist.
Die Protonen’-ATPase in der apikalen Zytoplasmamembran des Osteoklasten
bewirkt die Ansauerung des extrazellularen Kompartiments und fuhrt so zur
Aktivierung lysosomaler Enzyme mit anschlielender Knochenresorption (David et al.
2002).

1.3 Knochenwachstum und Knochenremodeling

Die  Knochenentwicklung (skelettale  Ossifikation), beziehungsweise das
Knochenwachstum, kann im Organismus Uber zwei verschiedene Wege erfolgen:
einerseits Uber die desmale, andererseits durch die enchondrale Knochenbildung.

Bei der desmalen Ossifikation differenzieren mesenchymale Stammzellen direkt zu
Osteoblasten, welche aus diesem Grund auch als direkte Ossifikation bezeichnet

wird. Die Osteoblasten bilden Osteoid, eine organische Matrix aus Kollagen Typ |,
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Proteogykanen, Mucinen und nichtkollagenenen Proteinen (Osteocalcin und
Osteopontinen), welches im Verlauf mineralisiert wird. Die Osteoblasten werden
anschlieRend in diese verkalkte Substanz eingemauert. Diese Art der
Knochenbildung findet allerdings nur in wenigen Bereichen des Organismus statt (vor
allem im Schadel).

Bei der enchondralen oder indirekten Ossifikation, welche die haufigste Art der
Knochenbildung darstellt und bei Réhrenknochen Anwendung findet, wird die
Knochenbildung zunachst Uber eine Vorstufe aus Knorpelzellen eingeleitet. Zellen im
Zentrum des Perichondrium differenzieren sich zu Knorpelzellen, die Uber
verschiedene Zwischenstadien zu hypertrophen Zellen kondensieren. Diese
hypertrophierten Zellen sezernieren VEGF (vascular endothelial growth factor),
welches fur die Vaskularisierung der mineralisierten Knorpelmatrix notwendig ist und
dazu fuhrt, dass Chondroklasten eindringen kénnen und Knorpelreste abbauen und
schlie3lich Osteoblasten-Progenitorzellen die endguiltige Ossifikation einleiten.

Im Anschluss an das Knochenwachstum findet physiologisch das skelettale
Remodeling statt, welches auf zellularer Ebene den balancierten Auf- und Abbau des
Knochens durch Osteoblasten und Osteoklasten beschreibt. Dieser Prozess verlauft
asynchron an vielen verschiedenen Stellen des Skeletts gleichzeitig. Verantwortlich
fur den Umbau des Knochens sind sogenannte BMUs (basic multicellular units),
welche entsprechend aus Osteoblasten, Osteozyten, Osteoklasten sowie
Immunzellen bestehen und fir die Resorptionsphase des Knochen 2-3 Wochen
bendtigen, wahrend die anschlieRende komplette Neubildung des Knochen bis zu
drei Monate dauert (Martin et al. 2008).

Die Osteozyten scheinen eine entscheidene Rolle bei der Knochenbildung und dem
Remodeling zu spielen (Marotti et al. 1990). Kommt es zu Mikroschadigungen im
Knochen, die die kleinsten Canaliculi miteinbeziehen, hat das die Apoptose der
Osteozyten zur Folge (Hazenberg et al. 2006). Diese apoptotischen Osteozyten
senden anschliel®end ein wichtiges Signal an die so genannten Knochenbelegzellen
(lining cells), welche Uber die Grofle und den Ort der Schadigung Auskunft geben
und ist vermutlich der erste Hinweis fur den Korper, dass ein skeletalles Remodeling
notwendig wird (Taylor 1997). Die Knochenbelegzellen sind langgestreckte, flache,
metabolisch inaktive Zellen, die die gesamte Knochenoberflache besiedeln.
Allerdings ist Uber diesen Zelltyp zum jetzigen Zeitpunkt erst wenig bekannt.

Moglicherweise  handelt es sich bei den  Knochenbelegzellen um
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Osteoblastenvorlaufer, beziehungsweise um ruhende Osteoblasten (Aubin 1995). Im
Folgenden werden Praosteoklasten angelockt, die sich zu Osteoklasten
differenzieren und anschliel’iend mit der Resorption des Knochendefektes beginnen.
Zeitgleich werden zusatzlich Praosteoblasten angelockt, die sich zu Osteoblasten
differenzieren und durch Osteoidbildung den Defekt aufflllen und damit den Prozess

des Remodelings abschliel3en.

1.4 Regulation des Knochenremodelings

Beim Knochenremodeling handelt es sich um einen komplexen Vorgang, der sowohl
einer lokalen, also einer autokrinen (erfolgt primar Uber den Whnt- und den Rank-
Rankl-Opg-Signalweg) und parakrinen Regulation unterliegt als auch von zentralen
und endokrinen Mechanismen gesteuert wird.

Eine wichtige Rolle zur systemischen Regulation des Knochenstoffwechsels spielen
die folgenden Hormone: Calcitonin, Parathormon (PTH) sowie die aktive Form des
Vitamin D3 (1,25-Dihydroxy-Calciferol), welche in die Regulation der
Kalziumhomoostase eingreifen, sowie Ostrogene, die ihre Wirkung am Knochen uber
a- und B-Ostrogen-Rezeptoren vermitteln.

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass der Knochenstoffwechsel auch
unter dem Einfluss von zentralen und peripher neuronalen Kontrollmechanismen
steht (Chenu und Marenzana 2005, Baldock et al. 2007, Baldock et al. 2002). Die
entscheidende SchllUsselrolle des zentralen Regulationsmechanismus spielt das aus
Adipozyten sezernierte Hormon Leptin (Ducy et al. 2000). Einige histologische
Untersuchungen deckten die Existenz von Neuropeptiden (im Zusammenhang mit
dem Knochen vorrangig das Neuropeptid Y) und entsprechenden

Neuropeptidrezeptoren im Knochen auf (Elefteriou 2005).

1.5 Klinische Bedeutung der Knochenformation

Die skelettale Aktivitat ist den verschiedenen Lebensabschnitten des Menschen
angepasst. In den ersten beiden Lebensdekaden Uberwiegt die Knochenformation
um entsprechend das Wachstum des Skeletts zu bewirken, wahrend im folgenden
Lebensabschnitt ein balanciertes Gleichgewicht zwischen Knochenresorption und

Knochenformation nétig ist, um die Knochenmasse konstant zu halten.
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Das personliche Maximum der Knochenmasse, die sogenannte peak bone mass, ist
zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr erreicht und interindividuell sehr
unterschiedlich. Die Knochenmasse ist aul’erdem von vielen Faktoren abhangig.
Teilweise spielen genetisch bedingte Faktoren eine Rolle, zusatzlich kdnnen aber
auch Umweltfaktoren wie Erndhrung, Bewegung, Medikamente (Glucocorticoide,
Antiepileptika, = Aromatasehemmer, Antidiabetika etc.), Alkohol- und/oder
Nikotinabusus die Knochmasse beeinflussen (Ralston 1997).

Mit steigendem Lebensalter nimmt das Risiko zu, dass die Balance zwischen
Knochenformation und Knochenresorption nicht mehr ausgeglichen ist. Beim
Uberwiegen der Knochenresorption durch die vermehrte Aktivitat der Osteoklasten
kommt es zu einem Knochenmasseverlustsyndrom mit einem verstarktem Risiko
eine Fraktur zu erleiden, zumindest aber kommt es dann zu einer Stérung der
skelettalen Integritat (Melton 1997). Die DVO (Dachverband Osteologie) definiert in
ihrer Leitlinie die Osteoporose als eine systemische Skeletterkrankung die mit einer
niedrigen Knochenmasse und damit mit einer Verschlechterung der Mikroarchitektur
einhergeht (DVO Osteoporose-Leitlinie, 2009). Diagnostische Bedeutung hat hier
vorrangig die Knochendichtemessung mittels DXA (Dual-Energy-X-Ray-
Absorptiometrie), die an der Lendenwirbelsdule sowie am Gesamtfemur und am
Femurhals gemessen wird. Von einer Osteopenie, also der beginnenden Minderung
der Knochendichte als Vorstufe der Osteoporose, spricht man bei einem T-Score bei
der DXA von kleiner 1 Standardabweichung unter der Altersnorm des Patienten. Eine
manifeste Osteoporose liegt dann vor, wenn durch die Osteoporose bedingte
Frakturen beim Patienten aufgetreten sind.

Die Osteoporose ist die haufigste Stérung der Knochenformation in der westlichen
Welt und ist am haufigsten mit Frakturen der Wirbelkorper, des Schenkelhalses und
des Radius assoziiert (sogenannte Osteoporose-assoziierte Frakturen), bedingt
durch den Struktur-, Masse-, und Funktionsverlust des Knochengewebes. Der
Osteoporose kommt dartber hinaus eine besondere sozio6konomische Bedeutung
zu. Da bedingt durch die steigende Lebenserwartung der Bevolkerung in der
westlichen Welt mit erhohtem Frakturrisiko und Folgekrankheiten gerechnet werden
muss und diagnostische und therapeutische Interventionen dann notig werden, stellt
die Osteoporose eine nicht zu unterschatzende finanzielle Belastung aktuell und in
Zukunft dar (Bartl 2004). Aber nicht nur die gesundheitsokonomischen Aspekte sind

von Bedeutung. Gleichzeitig sollte die teilweise erhebliche Beeintrachtigung der
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Lebensqualitdt der Patienten nach Osteoporose-assozierten Frakturen aus
medizinisch-ethischen Gesichtspunkten nicht vernachlassigt werden (Goétte und
Dittmar 2001).

Diese Problematiken machen deutlich, dass es in Zukunft von gro3er Bedeutung
sein wird, eine suffiziente Pravention der Osteoporose zu etablieren und optimale,
patientenadaptierte Therapieverfahren bei bereits eingetretenen Osteoporose-

assoziierten Frakturen zu verbessern und anzuwenden.

1.6 Therapieansatze zur Beeinflussung der Knochenresorption

Da die Osteoporose mit einer Uberfunktion von Osteoklasten einhergeht und damit
zur verstarkten Knochenresorption fuhrt und dementsprechend im Verlauf der Zeit
das Frakturrisiko steigt, ist therapeutisch die Hemmung der Osteoklasten durch die
pharmakologische Wirkung von Bisphosphonaten als Resorptionshemmer
entscheidend. Bisphosphonate sind gut wirksam gegen pathologische hochaktive
Knochenresorptionsprozesse, = sowohl bei osteolytischen Prozessen bei
Knochenmetastasen und Knochenschmerzen, als auch bei der High-Turnover-
Osteoporose (Milller 2001, Coleman 2001). Ein wichtiger Schwerpunkt der
Osteoporose-Therapie wird einerseits bei der Fraktur-Prophylaxe gesetzt,
andererseits  soll eine  frUhzeitige = Osteoporoseprophylaxe  stattfinden,
beziehungsweise das Fortschreiten des Knochenmasseverlustsyndroms verhindert
werden. Dies kann durch Allgemeinmallinahmen wie gesunde Ernahrung mit
ausreichender Vitamin-D3-Versorgung und Calcium-Zufuhr und gegebenenfalls
Substitution dieser Mineralstoffe, regelmaRiger korperlicher Bewegung und
Lebensstil-Verbesserung (zum  Beispiel Nikotinkarenz und  ausreichende
Sonnenlichtexposition) erreicht werden. Bei entsprechend fortgeschrittener
Osteoporose und einem erhdhtem Frakturrisiko empfiehlt die DVO seit 2009 eine
Vitamin-D3-Substitution in Kombination mit Calcium und bei entsprechender
Indikation (zum Beispiel postmenopausaler Osteoporose) Bisphosphonate und
regelmaRige Kontrollevaluation mit Erfassung der Risikofaktoren mindestens im 2-

jahrigen Intervall.
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1.7 Zentrale Regulation des Knochenstoffwechsels iiber das Hormon Leptin

Am Beispiel des Hormons Leptin konnte im Jahre 2000 erstmals gezeigt werden,
dass nicht nur autokrine, beziehungsweise parakrine sondern gleichermalien
neuroendokrine (systemische) Regulationsmechanismen Einflisse auf den
Knochenstoffwechsel haben (Ducy et al. 2000). Die Arbeitsgruppe um Karsenty
zeigte im Mausmodell, dass ein Fehlen von Leptin oder dessen Rezeptor zur
Adipositas, zu einem Hypogonadismus und bei skelettaler Analyse zu einem
erhohten Knochenvolumen  fuhrt. Letzteres ist auf eine  erhdhte
Knochenformationsrate, bei gleich bleibender Osteoblastenanzahl zurtickzufihren.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine intracerebroventrikulare Infusion von
Leptin in den dritten Ventrikel der Mause eine ausgepragte Abnahme der
Knochenmasse zufolge hat. In einem Grofitier-Modell mit Schafen, konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass der Knochenmasseverlust, der durch eine
intracerebroventrikulare Infusion (ICV) von Leptin verursacht wird, wie auch im
Mausmodell auf eine erniedrigte Osteoblastenaktivitat zurtickzufihren ist (Pogoda et
al. 2006). Leptin ist folglich ein wichtiger Regulator des Knochenremodelings.

Da der Leptinrezeptor jedoch nicht im Osteoblasten, sondern im Hypothalamus
exprimiert wird, reguliert Leptin das Knochenremodeling Uber das sympathische
Nervensystem (Takeda et al. 2002). Hierbei wird die Signaltransduktionskaskade des
Leptins Uber den Hypothalamus an die Osteoblasten vermittelt. Es wird vermutet,
dass das Signal Uber Norepinephrin und Epinephrin vermittelt wird, die dabei an die
adrenergen Rezeptoren im Osteoblasten binden. Notwendig fir die Bildung von
Epinephrin  und Norepinephrin ist die Dopamin-B-Hydroxylase (Dbh). Die
Untersuchung an Dbh-defizienten Mausen zeigte, dass sie ein erhohtes
Knochenvolumen aufweisen, eine intracerebroventriculare Infusion von Leptin jedoch
nicht zu einer Erniedrigung des Knochenvolumens in Dbh-defizienten Mausen flhrt.
Folglich ist fir die antiosteogene Wirkung des Leptins ein funktionierendes
sympathisches Nervensystem notwendig. Dies konnte auch in Versuchen mit -
Blockern gezeigt werden. (B-Blocker verhindern die Ausschittung endogener oder
exogener adrenerger Substanzen (Adrenalin, Noradrenalin), beziehungsweise deren
Vorstufen (Norepinephrin und Epinephrin) durch kompetitive Hemmung an -
Rezeptoren. So flhrt in der Maus, wie bei Menschen, die Einnahme von B-Blockern

zu einer erhohten Knochendichte, da die Knochenformationsrate erhoht ist

13



1. Einleitung

(Schwartzman 2002). Es gibt Hinweise, dass die Einnahme von (-Blockern mit einer
hoheren Knochendichte assoziiert ist und somit das Risiko eine Fraktur zu erleiden
verringert ist (Pasco et al. 2004). Dies kénnte in Zukunft, vielleicht in Form von

selektiven B-Blockern, ein interessantes Medikament zur Osteoporose-Therapie sein.

1.8 Das Hormon Leptin im Stoffwechsel

Leptin wurde erstmals im Jahre 1994 von der Arbeitsgruppe um Friedman
beschrieben (Zhang et al. 1994). Sie konnten nachweisen, dass die bei ob/ob-
Mausen bestehende Adipositas auf einer spontanen Punktmutation im obese-Gen
(Adipositas-Gen) beruht, das sie daraufhin als Leptin (griechisch: Aemtog (leptos)
bedeutet diinn, klein) bezeichneten (Spiegelman und Flier 2001). Der Name soll auf
die zuerst entdeckte Funktion des Hormons hinweisen: Die Hemmung der
Nahrungsappetenz (Vock 2003). Leptin ist ein 16-kDa grofies Peptid und wird zum
grofdten Teil von Adipozyten sezerniert, kann aber auch in geringen Mengen von
Plazenta, Ovarien, Magenmukosa, Knochenmark, Brustepithel, Skelettmuskel,
Hypophyse und Hypothalamus abgeben werden (Bado et al. 1998, Masuzaki et al.
1997, Morash et al. 1999).

Biochemisch betrachtet besteht Leptin aus 167 Aminosauren und ist ein hydrophiles
globular strukturiertes Polypeptidhormon, das Homologien zur Klasse-I-Zytokinfamilie
aufweist (Zhang et al. 1994, Tartaglia 1997). In verschiedenen Geweben konnten
gegenwartig Leptin-Rezeptoren lokalisiert werden (Hypothalamus, Plexus
choroideus, Leber, Lunge, Herz, Niere, Testes und Fettgewebe). Im Mausmodell gibt
es zwei natdrlich auftretende Mutationen, mit daraus resultierender fehlender
Signallbertragung: ob/ob-Mause mit einer Mutation im Leptin-Gen und db/db-Mause,
die eine Mutation im Leptinrezeptor (ObRb) aufweisen. Beide Mutationen bedingen
die oben beschriebenen gleichen phanotypischen Merkmale: Eine stark ausgepragte
Adipositas, einen Hypogonadismus sowie eine erhohte Knochenmasse bei erhohter
Knochenformation durch die zentrale Steuerung des Knochenremodelings. Leptin
nimmt, neben der Funktion bei der Knochenbildung, eine zentrale Rolle bei der
Steuerung des Appetitverhaltens ein. Im Hypothalamus reguliert Leptin durch
Interaktion verschiedener ,orexigene” (die Nahrungsaufnahme stimulierende) und

Lanorexigene” (die Nahrungsaufnahme hemmende) Neuropeptide, die entsprechend
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1. Einleitung

der vorliegenden Stoffwechsellage sezerniert werden, die Nahrungsaufnahme und
den Energieumsatz.

Leptin wird bei anaboler Stoffwechsellage, das heild3t wahrend aktiver Lipogenese
und Zunahme der Fettmasse aus dem Fettgewebe von Adipozyten sezerniert. Im
Blut ist Leptin Uberwiegend an eine I6sliche Form des Rezeptors gebunden. Mit Hilfe
eines spezifischen Transportersystems kann Leptin im folgenden die Blut-Hirn-
Schranke Uberwinden und trifft dort auf Neurone, welche sich besonders im
Hypothalamus befinden. Diese Neurone exprimieren auf ihrer Oberflache den
Leptinrezeptor und kénnen entsprechend Leptin binden. Rezeptoren flr Leptin
konnten in zwei unterschiedlichen Populationen von Neuronen in Kerngebieten des
Nucleus arcuatus und des Nucleus paraventricularis des Hypothalamus identifiziert

werden (EImquist et al. 1999).

« Osteoblastenfunktion
’ « Energieumsatz
« Lipidmetabolismus

+ Gonadenfunktion
NPY/AgRP EGMEOLIXWN[V3 POMC/CART + Glucosemetabolismus
» Nahrungsaufnahme

A
Nucleus arcuatus /
Nucleus paraventricularis
o—— +

Leptintte——— |

Adipozyten

« CD4+ T-Zellen
» Pankreas B-Zellen

Abbildung 1: Auswirkungen des Hormons Leptin auf den Stoffwechsel.

Die zentrale Regulation des Leptins wird tUber den Nucleus arcuatus und paraventrikularis des Hypothalamus
vermittelt und hat Einfluss auf verschiedenste Funktionen im Organismus. Die peripheren Wirkungen erfolgen
entsprechend ohne Beteiligung des Hypothalamus und wirken also direkt auf die Zielzellen im Organsimus.

NPY: Neuropeptid Y, AgRP: Agouti-related protein, POMC: Proopiomelanocortin, CART: cocain- and
amphetamine-regulated transcript.

Modifiziert nach: Vock L, Journal fiir den Mineralstoffwechsel 2003, 10(1): 22-27
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1. Einleitung

Folglich fuhrt bei Nahrungsaufnahme die nachfolgende Signaltransduktion (durch
vorherige Hemmung von Leptin) zu einer verminderten Produktion von
Proteohormononen, wie zum Beispiel das NPY (Neuropeptid Y) und AgRP (Agouti-
related protein), welche dann die weitere Nahrungsaufnahme verhindern sollen
(orexigen). Leptin-defiziente ob-ob-Mause weisen dementsprechend eine erhdhte
Anzahl der Gen-Transkripte dieser beiden Peptide auf (Shutter et al. 1997). Die
zweite  Gruppe der Neuronen im  Hypothalamus produziet POMC
(Proopiomelanocortin) und CART (cocain- and amphetamine-requlated transcript),
welches beides Transmitterstoffe sind, die entsprechend appetitziigelnd wirken und
durch Leptin aktiviert werden (anorexigen).

Gleichzeitig wird Uber Leptinrezeptoren in anderen Geweben, besonders dem
Fettgewebe, der Energieverbrauch (Uber noch nicht endglltig geklarte
Mechanismen) gesteigert. Uber diese beiden Mechanismen hemmt Leptin somit das
Auftreten von Hungergefuhlen und spielt damit eine wichtige Rolle bei der
Regulierung des Fettstoffwechsels. In dem Male wie Fettdepots des Korpers
reduziert werden, nimmt auch die Menge an im Korper zirkulierenden Leptin
proportional ab, was wiederum eine Zunahme des Appetits bewirkt (Friedman und
Halaas 1998). Die bisher vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass Leptinspiegel
im Plasma, auch bei adipdsen Patienten, deutlich mit der Kérperfettmasse korrelieren
und somit ein Defekt der Leptinexpression unwahrscheinlich erscheint und es sich
folglich beim Menschen um eine Resistenz des Leptinrezeptors handelt und damit
die Ursache der Adipositas beim Menschen ist (Maffei et al. 1996).

In der Literatur wird die systemische pleiotropische Wirksamkeit bei verschiedenen
Korperfunktionen ausgiebig beschrieben, dementsprechend ist ebenfalls die Liste der
murinen Funktionen des Leptins lang. Unter anderem werden auch folgende
Funktionen Uber das Hormon Leptin reguliert: Kérpertemperatur, Geschlechtsreifung,
Fettstoffwechsel, Blut- und Gefallbildung sowie die Fuktion von Pankreas und
Immunsystem. Infolge dessen erkranken Leptin-defiziente ob/ob-Mause zum Beispiel
am Metabolischen Syndrom, einem Hyperkortisolismus oder leiden an einer
Immunsuppression. Wie oben beschrieben ist die Wirkung des Leptins vielfaltig,
wobei die klinische Bedeutung flr den Menschen noch nicht vollig geklart ist. Leptin
wird zum Beispiel ebenfalls bendétigt flr die Pubertatsentwicklung von Jungen und
Madchen. Bei geringem Fett- und Leptingehalt (Anorexie) erlischt der ovarielle Zyklus

und fuhrt zur Amenorrhoe. Die Immunsuppression findet man beim Vorliegen eines
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1. Einleitung

Leptin-Mangels mit dem erhdhten Risiko von opportunistischen Infektionen durch
eine verminderte  T-Zellproliferation und verminderter  Aktivierung von
CD4+Helferzellen. Des Weiteren wird beim Menschen eine Verstarkung der
Angiogenese, bedingt durch verstarkte Produktion vaskularer endothelialer
Wachstumsfaktoren, beschrieben.

Darlber hinaus induziert Leptin die Expression von Surfactant in der fetalen Lunge,
welches wichtig zur Entfaltung der Alveolen ist. Reduzierte Leptin-Werte findet man
im Serum bei Patienten mit einer Anorexia nervosa und bei einer Bulimie. In der
Literatur wurden Falle einer aullerst seltenen hereditaren Leptin-Insuffizienz
beschrieben, die schon im Frihkindesalter eine exzessive Adipositas und Fresssucht
entwickeln, die durch die Gabe von rekombinantem Leptin gebessert wird. Die
Leptin-Adiponectin-Ratio (L/A) scheint ein atherosklerotischer Pradiktor zu sein und
korreliert mit Blutdruck, Body-Mass-Index (BMI), HDL-Cholesterin (high-density-

lipoprotein), Insulinresistenz, Glukose und der Intima-Media-Dicke der Arterien.

WHO-Kriterien von 1998
modifiziert von der »American Heart Association (AHA)«, 2005

a )
Ein metabolisches Syndrom liegt vor, zwei der folgenden Paramater:
wenn folgende Risikofaktoren bestehen:

1. Diabetes mellitus - arterieller Hypertonus (rr > 135/85 mmHg)
2. Gestorte Glukosetoleranz ' — Dyslipidamie (Triglyzeride > 150mg/dl, HOL < 35 mg/dl)

3. pathologischer Nuchternblutzucker * - Viszerale Adipositas 8V > 30 kg/m? und/oder

- . Verhaltnis von Taillen- zu Hiftumfang bei Mannern > 0,9
bzw. Insulinresistenz bzwi bei Frauen > 0,85)

— Mikroalbuminurie (> 20g/min)

* > 100 md/dl

Abbildung 2: Das Metabolische Syndrom
nach der WHO (World Health Organisation) sowie der AHA (American Heart Association) 2005.
Dargestellt sind die Faktoren, die in den Symptomkomplex des Metabolischen Syndroms Einfluss finden und vor

allem kardiovaskulare Risikofaktoren fiir den Organismus darstellen.
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1. Einleitung

Zusammenfassend ist Leptin offensichtlich in ein auferst komplexes Netzwerk
neuroendokriner Interaktionen eingebunden, die derzeit noch auflert unvollstandig
aufgeklart sind. In Zukunft wird die Identifizierung dieser komplexen Regelkreise
wichtig sein, um therapeutisch die Leptin-Regelkreise nachhaltig zu beeinflussen,

zum Beispiel mittels selektiver Analoga im Rahmen einer Pharmakotherapie.

1.8.1 Gen-Chip-Hybridisierung (Mikroarray) von Hypothalami aus ob/ob-

Mausen

Leptin wirkt als Inhibitor der Knochenformation Uber Bindung an Rezeptoren im
Hypothalamus. Auf der Suche nach Leptin-responsiven-Genen fihrte die
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Amling und PD Dr. Thorsten Schinke am
Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf eine vergleichende Gen-Chip-Analyse der
Hypothalamus-RNA von Wildtyp und ob/ob-Mausen durch. Die Micro-Array-Genchip-
Analyse ermoglicht eine vergleichende Expressionsanalyse aller 30.000 auf den
Gen-Chips verwendeten Gene. Die reprasentierten Gene wurden im Anschluss nach
dem logarithmischen Signalverhaltnis (ob/ob zu WT) sortiert, beginnend mit dem im
Hypothalamus der ob/ob-Mause am starksten induzierten Gen. Das Ergebnis der
Gen-Chip-Hybridisierung zeigte, dass sich Transthyretin (Ttr) sowohl an erster, als
auch an dritter Stelle der Liste befindet und sich folglich als das am starksten
induzierte Gen prasentiert. Als Erfolg dieser Methode und damit Positiv-Kontrolle sind
hier das Agrp (Agouti-related-protein) an Position 2, sowie das Npy (Neuropeptid Y)
an Position 27 zu nennen, da bekannt ist, dass ihre Transkriptzahl im Hypothalamus
bei ob/ob-Mausen erhoht ist und es sich damit um bereits bekannte Leptin-
responsive Gene handelt. Transthyretin, als das am starksten induzierte Gen in der
Gen-Chip-Analyse, schien ein mogliches Kandidaten-Gen mit potentieller Funktion im
Knochenstoffwechsel zu sein und bildete so die Grundlage flr unsere

weiterfihrenden Untersuchungen.
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1. Einleitung

Rang | Gen | wt . oblob | SLR
1 T 46 656 44
2 Agp | 725 | 5973 | 29
3 T 484 184 | 17
4 Erdri | 7346 | 21772 | 17
5  Suttat 95 1801 | 16
21 Npy | 4164 | 8444 | 1

Abbildung 3: Rangliste der in ob/ob-Hypothalami am starksten induzierten Gene.

In der Tabelle sind die am starksten induzierten Gene im Hypothalamus von ob/ob-Mausen im Vergleich zu den
Wildtyp-Kontrollen dargestellt. Die Reihenfolge der Gene ergibt sich durch die sogenannte ,signal log ratio®
(SLR), die bei Auswertung mit Hilfe einer speziellen Software berechnet wurde. Als das am stérksten induzierten
Gen prasentiert sich hier Transthyretin. Bei Agrp und Npy handelt es sich um bereits bekannte Leptin-responsive.
Ttr: Transthyretin, Agrp: Agouti-regulated-Protein, Erdr1: erythroid differentiation regulator 1, Sult1af:

sulfotransferase family 1A, phenol-preferring, member 1, Npy: Neuropeptid Y

1.9 Das Hormon Transthyretin als potentieller Knochenmodulator?

Transthyretin (Ttr) ist ein Plasmaprotein, welches aus 127 Aminosauren besteht und
hauptsachlich von der Leber und dem Plexus choroideus des Ventrikelsystems des
Gehirns in die Zirkulation synthetisiert wird (Palha 2002). In geringen Mengen kann
Ttr zusatzlich in Inselzellen des Pankreas, Skelettmuskel, Milz, Magen und Herz
synthetisiert werden. Transthyretin wurde anfanglich als Component X, spater auch
als Praalbumin bezeichnet, da es in der Gel-Elektrophorese vor dem Albumin lauft
(Gravrilesco et al. 1955, Ingbar 1958). Transthyretin stellt im Serum ein wichtiges
Transporthormon fir den Organismus dar. Es transportiert im Serum das RBP-4
(Retinol-bindendes-Protein-4) und ist damit indirekt der Transporter flr das Retinol
(Vitamin A oder Axerophthol). Dartber hinaus hat Ttr eine hohe Affinitat zu den
Schilddriisenhormonen, vorranging zum Thyroxin (T4), welches angelehnt an dieses,
namensgebend flr das Protein Transthyretin war. Es stellt bei Mausen physiologisch
den Haupttransporter fiir die Schilddriisenhormone im Blutkreislauf dar, wobei Ttr 7
Mause kein Retinol, aber T4 im Serum aufweisen (Vranckx et al. 1990). Sowohl das
RBP-4, als auch die Schilddrisenhormone spielen eine entscheide Rolle flir die
Zellentwicklung und Zellhomdostase im Organismus und besitzen die Fahigkeit,
direkt die Transkription von Zielgenen, die in Zellproliferation, Zelldifferenzierung und

Uberleben involviert sind, einzugreifen (Yen 2001).
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Eine Verbindung zwischen den Proteinen Transthyretin und Leptin wurde erstmals im
Jahre 2008 von der Arbeitsgruppe Kahn beschrieben. Die Arbeitsgruppe fand
heraus, dass Leptin-defiziente ob/ob-Mause eine verminderte renale Clearance des
RBP-4 aufweisen und sich somit erhdhte RBP-4-Spiegel im Serum der Mause
messen lassen. Darlber hinaus fanden sie ein vierfach erhéhtes Transthyretin im
Plasma der ob/ob-Mause (Mody et al. 2008).

Eine weitere Verodffentlichung aus dem Jahre 2010 stellt erstmals eine Verbindung
des Knochenstoffwechsels mit dem Energiestoffwechsel (und Neuropeptid Y) her
(Nunes et al. 2010). Transthyretin-defiziente Mause weisen erhohte Neuropeptid Y-
Spiegel und eine erhohte Knochendichte auf.

Eine Verbindung zwischen Transthyretin und Leptin, beziehungsweise zwischen dem
Energie- und Fettstoffwechsel sowie dem Knochenstoffwechsel ist durch die oben

beschriebenen Untersuchungen sehr wahrscheinlich geworden.
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2. Arbeitshypothese und Fragestellung

Da Transtyretin in vorangegangenen Untersuchungen als potentieller Modulator im
Knochenstoffwechsel auffiel, sollte es Ziel dieser Arbeit sein, den grundlegenden
Einfluss von Transthyretin auf den Knochenstoffwechsel zu klaren. Dabei sollten die
Auswirkungen von Transthyretin auf den Knochen im Mausmodell histologisch und
histomorphometrisch ausgewertet werden. Darlber hinaus sollten weitere fur den
Knochenstoffwechsel relevante Veranderungen im Organismus Transthyretin-
defizienter Mause (Ttr ) charakterisiert werden. AnschlieBend sollten Leptin- und
Transthyretin-defiziente sowie Leptin-Transthyretin-defiziente Mause im Hinblick auf
Korpergewicht, Energie-Stoffwchsel und Knochenstoffwechsel untersucht werden,

um mogliche Interaktionen zu charakterisieren.

Es sollten im Rahmen dieser Arbeit die folgenden zentralen Fragestellungen

bearbeitet werden:

1. Welchen Einfluss hat Transthyretin auf den murinen Knochenstoffwechsel?

2. Welche Veranderungen ergeben sich fir den Knochenstoffwechsel bei einer
Transthyretin-defizitaren Situation beziehungweise einer Transthyretin-Leptin-

defizitaren Situation im Mausmodell?

3. Gibt es weitere fiir den Knochenstoffwechsel relevante Veranderungen im

Organismus der Transthyretin-defizienten-Mause?

4. Fuhrt eine Transthyretin-Leptin-Defizienz zu einer moglichen Korrektur des

ob/ob-Phanotyps im Mausmodell?
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3 Material und Methoden

3.1 Tierversuchsantrag

Die zur Anfertigung der Dissertation durchgefuhrten Tierversuche wurden nach
Paragraph 8 des Tierschutzgesetzes durch die Behdrde flir Arbeit, Gesundheit und
Soziales (BAGS), der Freien und Hansestadt Hamburg genehmigt (Aktenzeichen Org
139). Alle Versuche erfolgten unter Aufsicht des Versuchsleiters Herrn Dr. rer. nat.
Thorsten Schinke, Institut fir Osteologie und Biomechanik, Universitatsklinikum

Hamburg Eppendorf.

3.2 Versuchstiere

Um den Einfluss des Transthyretin auf den Knochenstoffwechsel untersuchen zu
kénnen, wurden Transthyretin-defiziente Mause mit dem genetischen Hintergrund
C57B/6J analysiert. DarUber hinaus dienten als weiteres Kollektiv Leptin-defiziente-
ob/ob Mause mannlichen und weiblichen Geschlechts mit dem genetischen
Hintergrund C57BL/6J sowie Doppel-defiziente Mause, die folglich eine Leptin-
Transthyretin-Defizienz aufweisen. Flr die histologischen Untersuchungen wurden
aus allen vier Gruppen (mannlichen und weiblichen Geschlechts) 5 Tiere analysiert.
Alle acht Mausgruppen wurden im Alter von 24 Wochen histologisch und
histomorphometrisch analysiert. Die Versuchstiere wurden von den Jackson
Laboratories geliefert. Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurden die
Versuchstiere in der Tierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
(Direktor: Dr. rer. nat. Andreas Haemisch) gehalten und versorgt. Die Mause wurden
mit einem Standardfutter ernahrt, erhielten Wasser ad libitum und wurden in Kafigen
mit Kolonien von einer GroRe mit bis zu 5 Tieren untergebracht. Die Versuchstiere
wurden in der Tierhaltung einem gewohnlichen Tag-Nacht-Rhythmus ausgesetzt

(Lichtzyklus von 14 Stunden Dauer, 10 Stunden anhaltende Dunkelheit).
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Tabelle 1: Versuchstiergruppen.

Darstellung des Versuchsaufbaus hinsichtlich der Gruppenverteilung. Um den Einfluss von Transthyretin auf den
Knochenstoffwechsel und die Anpassung des ob/ob-Phanotyps zu untersuchen, wurden 4 Mausgruppen a 5
Tiere im Alter von 24 Wochen sowohl weiblichen als auch mannlichen Geschlechts, histologisch und

histomorphometrisch analysiert.

Versuchstiergruppen

( )
Tiermodell Alter Geschlecht GruppengroBe Histologie
Wildtyp 24 Wochen weiblich 5 Tiere
Transthyretin-Defizienz 24 Wochen weiblich 5 Tiere
Leptin-Defizienz 24 Wochen weiblich 5 Tiere
Leptin-Transthyretin-Defizienz 24 Wochen weiblich 5 Tiere
Tiermodell Alter Geschlecht GruppengroBe Histologie
Wildtyp 24 Wochen mannlich 5 Tiere
Transthyretin-Defizienz 24 Wochen mannlich 5 Tiere
Leptin-Defizienz 24 Wochen mannlich 5 Tiere
Leptin-Transthyretin-Defizienz 24 Wochen mannlich 5 Tiere

\. J

3.3 Material

3.3.1 Gerate und Laborbedarf

Autoklav: Blitz, KSG-Sterilisatoren (Olching)
Brutschrank: BBD 6220 Heraeus (Hanau)
Gelkammern: Sub Cell GT mit Powerpack 3000, Biorad (Minchen)
Geldokumentation: ChemiDoc, Biorad (Miinchen)
Kontaktradiograph: Faxitron Cabinet System Faxitron (Wheeling lllinois, USA)
Kahltruhen: Economy, Liebherr (Biberach an der Ril3)
GFL 6648, GFL (Burgwedel)
Mikroskop: IX50/1X70, Olympus
Mikrotom: CUT 4060/E Microtec (Minchen)
Schlittenmikrotom: Jung (Heidelberg)
Thermocycler: Thermo Statplus, Eppendorf
Zentrifuge: Biofuge fresco, Heraeus (Hanau)
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3.3.2 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben wurden die Chemikalien von den Firmen BIO-RAD
(Minchen), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim), Carl Roth GmbH (Karlsruhe) und
SIGMA-ALDRICH (Steinheim) verwendet.

3.4 Methoden

3.4.1 Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien zur

Genotypisierung

Zur lIsolierung genomischer DNA wurde ein circa 1 cm langes Schwanzstick
bendtigt, welches mit 700 pl Lyse-Puffer und 50 pl Proteinase K Uber eine Dauer von
12 Stunden bei 55°C im Heizblock inkubiert wurde. Dieser Ansatz wurde dann mit
dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (ROTH, Karlsruhe)
versetzt, geschuttelt und zwei Minuten bei 13.000rpm zentrifugiert. Die obere Phase
wurde sorgfaltig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefall Uberflhrt, die untere
Phase wurde verworfen. Diese Prozedur wurde im Anschluss wiederholt. Danach
wurde zur oberen Phase das gleiche Volumen Isopropanol hinzugefligt. Dieser
Ansatz wurde dann fur 5 Minuten bei -20°C inkubiert und erneut bei 13.000rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und anschlieRend verworfen. Zum
dann Ubrig gebliebenen, sogenannten Pellet, wurden 500ul 70% Ethanol gegeben.
Nach dem Waschen des Pellets wurde der Uberstand erneut abgenommen und das
Pellet in 50 pl TE-Puffer aufgenommen und fir 12 Stunden bei Raumtemperatur

gelost.

3.4.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion dient der enzymatischen Synthese kurzer, genau
definierter DNA-Sequenzen in vitro. Zunachst wird die doppelstrangige DNA
(Matrize) mittels Hitzeeinwirkung denaturiert, was zum Aufbrechen der
Wasserstoffbriickenbindungen fihrt. Die so entstandenen komplementaren DNA-
Einzelstrange werden mit zwei Oligonukleotid-Primern hybridisiert (primer annealing),

welche die zu amplifizierende Region flankieren beziehungsweise eine spezifische
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Anlagerung der Primer an die DNA erlauben. SchlieBlich werden die jeweiligen
komplementaren DNA-Strange mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase
synthetisiert. Eine repetitive Folge von Template-Denaturierung, Primer-
Hybridisierung und Verlangerung der Primer durch die thermostabile DNA-
Polymerase fuhrt zu einer exponentiellen Anreicherung des DNA-Abschnitts, dessen
Enden durch die Primer festgelegt sind. Fur alle PCR-Anwendungen wurde von uns
die thermostabile rekombinante Tag-DNA-Polymerase (ROCHE, Mannheim)
verwendet. Die PCR-Reaktionen wurden in einer PCR-Maschine von BIOMETRA (T3
Thermocycler, Géttingen) bzw. im iCycler von BIO-RAD (Munchen) durchgefuhrt.

Die Genotypisierung der ob/ob-Mause verlauft anschlie®end Uber einen
Restriktionsverdau (Dde 1, BioLabs, New England) des PCR-Produktes, so dass alle
drei moglichen Allelkombinationen (homozygot Wildtyp, heterozygot Wildtyp/Mutante,
homozygot Mutante) nach Auftrennung auf einem Agarosegel bestimmt werden

konnten.

PCR-Gemisch fur ob/ob-Mause (fur ein 2%iges Agarose-Gel)

2,0 ul 10x Tag-Polymerase-Puffer inklusive MgCl,

3,0 yl Leptin Primer 1 (vorwarts)

3,0 ul Leptin Primer 2 (rGckwarts)

0,5 pul dNTPs 10mM

0,3 ul Taq Polymerase (5U/ul)

10 pl Aqua dest.

1,0 pl genomische DNA (DNA-Template 1:10 verdinnt)

AnschlieRend erfolgt ein zweistliindiger Enzymverdau mit Dde1 (2 pl Puffer,
0,5 yl Dde1 und 17,5 ul Aqua dest. pro 1 ul DNA) bei 37 °C im Warmeschrank.

Tabelle 2: Cycler-Protokoll — ob/ob-Primer

Dargestellt sind die einzelnen Cycler-Programm-Einheiten, die fiir die PCR notwendig sind.

( | 94°C 4 Minuten — (Primérdenaturierung) R
I 13 x Zyklen 94°C 30 Sekunden — (Denaturierung)
62°C 1 Minute — (Hybridisierung)
72°C 45 Sekunden — (Synthese)
1] 22E 10 Minuten —_— (Endsynthese)
v 4LoC unendlich e (Aufbewahrung)
\. J

25



3 Material und Methoden

Leptin Primer (vorwarts)

5-TGT CCA AGA TGC ACC AGA CTC-3’

Leptin Primer (ruckwarts)

5-ACT GGT CTG AGG CAG GGA GCA -3’

PCR-Gemisch fiir Ttr "-M&use (fiir ein 1%iges Agarose-Gel)

2,0 ul 10x Tag-Polymerase-Puffer inklusive MgCl,

3,0 yl Transthyretin Primer 1 (vorwarts)

3,0 yl Transthyretin Primer 2 (rickwarts)

0,5 pul dNTPs 10mM

0,3 yl Taq Polymerase (5U/ul)

8 ul  Aqua dest.

2yl DMSO
1yl genomische DNA (DNA-Template 1:10 verdunnt)

Ttr-Wildtyp Primer

5-ATT TGA TGC CTG CAT GTG AA-3°

Ttr-Knockout Primer

5-GGG GTT TGC TCG ACATTG-3’

Tabelle 3: Cycler-Protokoll — Transthyretin-defiziente Primer

Dargestellt sind die einzelnen Cycler-Programm-Einheiten, die fir die PCR notwendig sind.

r
|

Il 13 x Zyklen

94°C
94°C
58°C
72°C
712°C
4oC

4 Minuten —
45 Sekunden —
45 Sekunden —
2 Minuten —
10 Minuten —
unendlich —_—

Primdrdenaturierung)
Denaturierung)
Hybridisierung)
Synthese)
Endsynthese)

P P

Aufbewahrung)
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3.4.3 DNA-Gelelektrophorese

Nach Ablauf der Reaktion im Cycler wurde der PCR-Ansatz mit 5 yl DNA-Gel-
Ladepuffer versetzt, um das PCR-Produkt nach der FragmentgroRe elektrophoretisch
aufzutrennen. Das PCR-Produkt wurde Uber ein Agarosegel (Biozym Diagnostik
GmbH, Oldendorf) — 1%ig fur Ttr, 2%ig fur Leptin — mit 0,05ul/ml Ethidiumbromid (zur
Anfarbung der DNA-Banden) bei ungefahr 80 Volt eine Stunde elektrophoretisch
aufgetrennt. Anschliel3end erfolgte die fotografische Dokumentation des Agarosegels
auf einen UV-Transilluminator. Zur genauen Bestimmung der FragmentgroRe der
einzelnen Banden wurde als Standardgréf3e eine 1 kb-Leiter (INVITROGEN,) mit auf

das Agarosegel aufgetragen.

A B

bp bp
1.650

1.000
200

100

200

Genotyp -/- +/- +/+ Genotyp -/- +/- +/+

Abbildung 4: PCR-Primer.

A) Ttr-Primer. Die erste Bande lauft bei 1300bp und 50bp und zeigt den Knockout-Genotyp, Transthyretin-
defizienter-Mause, an (—/-). Heterozygote Mause (+/-) erkennt man daran, dass die Bande bei 1300bp und
180bp lauft. Die Ttr- Bande bei unauffalligen, gesunden Mausen liegt bei 180bp.

B) ob/ob-Primer. Die erste Bande lauft bei 100bp, die zweite Bande lauft bei circa 55bp und zeigt den Knockout-
Genotyp, Leptin-Defizienz, an (—/-). Heterozygote Mause (+/-) erkennt man daran, dass die Bande bei 155bp,

100bp und 50bp lauft. Wahrend die Bande bei unauffalligen, gesunden Mausen (+/+) bei l1auft 155 bp.

3.4.4 Totung der Mause

Die Mause wurden mit einer Diethylether-Inhalationsnarkose getotet. Zunachst wurde
das Gewicht der Mause bestimmt und dokumentiert. Dann erfolgte die Eréffnung des
Thorax, um Blut aus dem Herzen zu entnehmen, im zweiten Schritt erfolgte die
Punktion der Blase um Urin zu gewinnen (fir eventuelle anschliellende

Untersuchungen spezieller Urinparameter). Des Weiteren wurden die Leber und
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einzelne Fettgewebs-Proben unmittelbar post mortem entnommen und der
histologischen Aufarbeitung zugeflhrt. Das Skelett wurde von Haut befreit, auf
Korkplatten fixiert und fir 24 Stunden in frischen 3,7% gepufferten Formaldehyd
fixiert und anschlieBend flir mindestens weitere 24 Stunden in 80%igem Ethanol
gelagert. Danach erfolgte die Praparation der Tibia und der Lendenwirbelsaule, die

ebenfalls anschlielRend der histologischen Aufarbeitung zugefihrt wurden.

3.4.5 Charakterisierung des Korpergewichts und des Organgewichts

Zur Charakterisierung des Korpergewichts erfolgte im Alter von 6, 12 und 24 Wochen
die Messung und anschlieRende Dokumentation des Korpergewichts aller Tiere der
vier Mausgruppen. Darlber hinaus erfassten wir bei der Praparation der Tiere im
Alter von 24 Wochen das Gewicht der Leber sowie des subcutanen Fettgewebes zur

spateren Analyse.

3.4.6. Serumanalysen

Zur Analyse der Stoffwechselparameter fuhrten wir Untersuchungen des Serums von
24 Wochen alter Tiere, aller vier Mausgruppen, durch. Dies erfolgte in Kooperation
mit dem Institut fir Biochemie und Molekularbiologie Il, Zellularer Lipidstoffwechsel,

Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf (PD Dr. Jorg Heeren).

3.4.7 Kontaktradiographie

Zur ersten Einschatzung des Knochenstatus und Dokumentation der verschiedenen
Mausegruppen wurde von jeder Maus eine Kontaktradiographie angefertigt
(Rontgenfilme 13x18cm: Mamory HDR PQ, Fa. AGFA, Mechelen, Belgien).

Jedes fixierte Mausskelett wurde bei einer Réhrenspannung von 35kV und einer
Belichtungszeit von 2zwei Sekunden gerdntgt. AnschlieBend erfolgte die

vergleichende Analyse der einzelnen Kontaktradiographien.
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3.4.8 Histologie

3.4.8.1 Skeletthistologie mittels Acrylat-Einbettung

Nach der Praparation der Knochen erfolgte die histologische Aufarbeitung der
Lendenwirbelkdrper (LWK 1-4) und der proximalen rechten Tibia mit anschlieRender
Einbettung in Acrylat. Die Acrylathistologie hat den Vorteil gegenuber anderen
Einbettungsverfahren, dass der Knochen unentkalkt analysiert werden kann und der
spatere Nachweis von Mineralisationsdefekten mdglich ist. Zunachst wurden die
freipraparierten Knochen in 3,7%igem PBS-gepuffertem Formaldehyd fur 18 Stunden
bei 4°C fixiert. Nach der Entwasserung der Knochen in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (jeweils flr 12 Stunden) mit 80%igem Ethanol, 96%igem Ethanol sowie
100%igem Ethanol im Autotechnikon wurden die Tibiae und die Lendenwirbelsaule
nach Infiltration in Methylmetacrylat-Gemisch (Merck, Darmstadt) unentkalkt in ein
Nonylphenyl-Polyethyleneglycolacetat-Gemisch (Sigma-Aldrich, USA) entstabilisiert
und eingebettet. Nach der 24-stliindigen Aushartung durch Polymerisation bei 4°C
und dem sich anschlieBenden Schleifen der Acrylat-Blécke wurden 3-4 pm
Sagittalschnitte mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms (Cut 4060E, MicroTech,
Minchen) angefertigt. Die histologischen Praparate wurden im Brutschrank bei 60°C
Uber Nacht getrocknet. Die Sagitallschnitte der Wirbelkérper und Tibiae wurden im
Anschluss, nach abgeschlossener Trocknung, mit 1%iger Toluidinblau und der
modifizierten von Kossa/van Gieson-Farbung gefarbt.

Die Auswertung der histologischen Schnitte, im letzten Arbeitschritt, erfolgte mit

einem Axioskop Il (Carl Zeiss, Jena).
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3.4.8.2 Toludinblau-Farbung

Die Toludinblau-Farbung ist eine Farbung die sich besonders zur Darstellung des
Bindegewebes und Stutzgewebes eignet. Durch metachromatische Farbeffekte
bietet sie Differenzierungsmdglichkeiten insbesondere von Schleimdrisen,

Knorpelgrundsubstanz, Becherzellen und Mastzellgranula.

Farbeergebnis:

Mineralisierte Hartgewebe bleiben ungefarbt oder stellen sich blassblau dar. Zellen,
Zellkerne, Osteoidsaume und Kollagenfasern lassen sich unterschiedlich blau
anfarben. Verkalkte Knorpelmatrix farbt sich dunkelblau. Metachromatisch rot-violett

stellen sich Knorpelmatrix, Mastzellgranula, frihe Wundheilungsareale dar.

Farbel6sung:
1g Toludinblau O (Merck, Germany) in 100 ml destillierten Wassers gelost.

Einstellung der Losung bei pH 4,5.

Durchfuhrung:

Zunachst wurden die Praparate dreimal fir jeweils 5 Minuten in 2-(Methoxyethyl)-
acetat entplastet. AnschlieRend wurden die Praparate fur jeweils zwei Minuten in die
absteigende Alkoholreihe gegeben (100%—-50% EtOH) und mit Aqua dest. gespuilt.
Fir 30 Minuten erfolgte dann die Toludinblau-Farbung. Nach kurzer Spllung der
Praparate wurden diese dann der aufsteigenden Alkohlreihe (50%—100% EtOH)
zugeflihrt und entwassert. Im nachsten Arbeitsschritt wurde der Alkohol durch Xylol
(drei Durchgange flir jeweils 5 Minuten) entfernt und die Schnitte eingedeckt

(Eindeckmedium: DPX Mountant for histology, Fluka Analytical/Sigma).
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3.4.8.3 Modifizierte von Kossa/van Gieson Farbung

Die modifizierte Kossa/van Gieson Farbung dient ebenfalls der Darstellung von
Stutz- und Bindegewebe und eignet sich dartiber hinaus vor allem zum Kalknachweis

an unentkalkten Mikrotomschnitten.

Farbeergebnis:

Mineralisierter Knochen stellt sich schwarz dar, wahrend sich Kollagen und
Bindegewebe leuchtend rot anfarbt. Muskulatur und Erythrozyten werden gelb
angefarbt. Durch diese Gegenfarbung erhalt man eine kontrastreiche Darstellung von

Osteoid und den umgebenen Zellen sowie des Weichgewebes.

Farbel6sung:
Silbernitrat-Lésung (3%): 3g Silbernitrat (Merck, Germany) in 100 ml Aqua dest.

Natriumkarbonat-Formaldehyd-Losung: 5g Natriumkarbonat (Merck,Germany) in
25ml 35-40%igem Formaldehyd und 75 ml Aqua dest. geldst.
Van Gieson Gemisch: 2,5g Saurefuchsin, 900ml gesattigte Pikrinsaure, 100ml

Glycerin, 5ml konzentrierte Salpetersaure.

Durchfuhrung:

Die Praparate wurden zunachst dreimal fir 5 Minuten in 2-(Methoxyethyl)-acetat
entplastet. Es folgte Bewasserung der Schnitte durch Zufihrung der Praparate in die
absteigende Alkoholreihe (100%-50% EtOH) und die anschliefende Spullung mit
Aqua dest. Im Anschluss erfolgt die finfminutige Farbung in der Silbernitrat-Losung.
Nach 10-minutiger Spllung in Aqua dest. wurden die Praparate 5 Minuten in
Sodaformol gegeben und erneut 10 Minuten mit Leitungswasser gespult.
AnschlieRend wurden die Schnitte 5 Minuten in Natriumthiosulfat gegeben sowie
wiederum fur 10 Minuten mit Leitungswasser gespult und zuletzt 20 Minuten mit der
van-Gieson-Lésung gefarbt. Schlielllich fand eine Entwasserung der Praparate
mittels aufsteigender Alkoholreihe (50-100% EtOH) statt. Als letzter Arbeitsschritt
erfolgt die Alkoholentfernung mit Xylol (drei Durchgange, fur jeweils 5 Minuten). Um
das Austrocknen der Schnitte zu verhindern, wurden diese sofort eingedeckt

(Eindeckmedium: DPX Mountant for histology, Fluka Analytical/Sigma).
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3.4.8.4 Organhistologie mittels Paraffin-Einbettung

Die Histologie der Leber und des Fettgewebes erfolgte ebenfalls an 24 Wochen alten
Versuchstieren mittels HE-Farbung nach Paraffin-Einbettung.

Zunachst erfolgte die Entwasserung der Praparate im Autotechnikon fur zwolf
Stunden: 60 min. 70%iger Ethanol, 2 x 60 min. 80%iger Ethanol, 2 x 60 min. 96%iger
Ethanol, 2 x 60 min. 100%iger Ethanol, 2 x 60 min. Xylol, 3 x 60 min. Paraffin bei
60°Celsius. Anschlielend erfolgte die Einbettung der Praparate mittels flissigem,
granulierten Paraffin (Paraplus, Mc Cornick Scientific, St.Louis, USA) und die
Anfertigung 3um dicker Schnitte am Schlittenmikrotom. Die Praparate wurden im

Brutschrank bei 37°C Uber Nacht getrocknet.

3.4.8.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) stellt eine Ubersichtsfarbung dar und
ergibt sich durch eine kombinierte, zweifache Farbung (Hamalaun-Losung und Eosin

G-Ldsung) der Praparate.

Farbeergebnis:

In verschiedenen Blauabstufungen stellen sich Zellkerne, grampositive Bakterien und
Kalk dar. Muskelgewebe und Bindegewebe werden in unterschiedlichen

Tonabstufungen rot angefarbt.

Farbel6sung:
Mayers Hamalaun (Merck)

HCI Alkohol (5ml 25% HCI mit 96%igem Ethanol auf 100 ml aufgefullt)
Eosin G Lésung (0,25g Eosin G, 250ml Aqua dest. sowie 5 Tropfen Eisessig)

Durchfuhrung:

Die Paraffin-Schnitte wurden bei 60°C flr 15-30 Minuten im Brutschrank getrocknet
und fixiert. AnschlieRend wurden die Schnitte zweimal in Xylol jeweils fur 5 Minuten
entparaffiniert. Es folgte daraufhin die Bewasserung der Praparate durch die
absteigende Alkoholreihe (100-50% EtOH). Nach der Spuilung mit Aqua dest.

erfolgte dann die Farbung mit Hamatoxylin fir zehn Minuten. Nach kurzer Spulung
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mit Leitungswasser erfolgte im nachsten Arbeitsschritt das Eintauchen der Schnitte in
HCI-Alkohol und die erneute zehnminutige ,Blauung“ mit Leitungswasser. Flr 2
Minuten wurden die Schnitte in Eosin 0,1% gefarbt und danach der aufsteigenden
Alkoholreihe zugefiihrt. Um den Alkohol wieder zu entziehen, wurden die Schnitte flr
15 Minuten in Xylol gegeben und anschlieRend eingedeckt, um das Austrocknen der
Praparate zu verhindern (Eindeckmedium: DPX Mountant for histology, Fluka

Analytical/Sigma).

3.4.8.6 Histomorphometrie

Die quantitativen histomorphometrischen Untersuchungen sind an unentkalkten,
Toludinblau- und von Kossa/van Gieson-gefarbten Schnitten der Lendenwirbelkorper
und der proximalen Tibia durchgefuhrt worden. Die Analyse wurde unter
Verwendung des Osteomeasure Histomorphometrie Systems (Osteometrix, Atlanta,
GA) durchgefihrt. Mittels Osteomeasure wurde das trabekulare Knochenvolumen
(bone volume per tissue volume, BV/TV in %), die Anzahl der Trabekel (TbN,
trabecular number), der Abstand der Trabekel (TbSp, trabecular spacing) und die
Trabekeldicke (TbTh, trabecular thickness) bestimmt. Darlber hinaus bestimmten wir

die Anzahl der Adipozyten im metaphysaren Bereich der Tibia.

3.5 Statistische Analysen

Die statistische Analyse erfolgte unter Verwendung des Student t-test.
Als signifikant wurde betrachtet: p < 0,05. Die Fehlerbalken reprasentieren die

durchschnittliche Standardabweichungen (SD).
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4. Ergebnisse

41 Korpergewichtsanalyse Ttr ”-Miuse

In vorangegangen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Adipositas in der
Kindheit mit einem erhohten Frakturrisiko assoziiert ist, obgleich ein erhohter Body-
Mass-Index (BMI) direkt mit einer erhohten Knochenmasse (BV/TV) korreliert. Da
Leptin-defiziente ob/ob-Mause eine ausgepragte Adipositas aufweisen und
bekanntermallen zuséatzlich eine erhohte Knochendichte vorhanden ist, sollte mittels
Gewichtsdokumentation im Alter von 6, 12 und 24 Wochen untersucht werden, in
welchem Ausmall eine Veranderung des Korpergewichtes bei Transthyretin-
defizienten (Ttr ") Mausen vorliegt und damit die Frage beantwortet werden, ob eine
Transthyretin-Defizienz ebenfalls zu einer Adipositas fuhrt und dies sekundar ein
erhdohtes Knochenvolumen bedingt. Da Transthyretin das Gen ist, dass in ob/ob-
Mausen Uberproduziert wird, stellte sich dartber hinaus die Frage, ob eine Deletion
von Ttr in ob/ob-Mausen zu einer Veranderung des Korpergewichts dieser Mause
fuhrt und damit moéglicherweise eine Verbesserung des ob/ob-Phanotyps zur Folge
hat.

Bei Leptin-Transthyretin-defizienten Mé&usen (ob/ob;Ttr ) wurde das hdchste
Korpergewicht, zu den drei definierten Zeitpunkten, gemessen. Die Leptin-defizienten
ob/ob-Mause wiesen vergleichbar hohe Werte auf. Bei beiden Mausgruppen liegt
somit eine signifikante Erhdhung des Korpergewichts vor, das ungefahr dreifach
hoher war, als das der Kontrolltiere. Im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren
wiesen die Ttr "-Mause kein erhdhtes Korpergewicht auf. Diese Beobachtungen
zeigten sich sowohl bei weiblichen, als auch bei mannlichen Mausen. Somit scheint
eine isolierte Transthyretin-Defizienz keinen Einfluss auf das Korpergewicht im

Mausmodell zu haben.
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Abbildung 5: Kérpergewicht (in Gramm) zu verschiedenen Zeitpunkten:

Kérpergewicht der Mannchen (oben), Kérpergewicht der Weibchen (unten).

An den drei definierten Zeitpunkten (6,12 und 24 Wochen) wurde das Koérpergewicht der Mause in Gramm
gemessen und dokumentiert. Das Gewicht der Ttr - Mause entspricht zu allen gemessen Zeitpunkten annéhernd
denen der Wildtyp-Kontrolltieren, wahrend das hoéchste Kérpergewicht (bei beiden Geschlechtern) die Leptin-
Transthyretin (ob/ob; Ttr '/') defizienten Tiere aufweisen.

Wt: Wildtyp, Ttr *. Transthyretin-Defizienz, Ob/ob: Leptin-Defizienz, ob/ob; Ttr * Leptin-Transtyretin-Defizienz.
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4.2 Kontaktradiographien

Die angefertigten Kontaktradiographien der einzelnen Mause zeigen einen ersten
Uberblick Uiber die gesamte Knochensituation im Mausorganismus. Die Auswertung
erfolgte einerseits durch morphologische Analyse der Knochenstruktur und
-anatomie, andererseits durch die Bestimmung der Lange des rechten Femur und
der Lendenwirbelsaule (anhand der Roéntgenaufnahmen durch Messung des
Abstandes der Lendenwirbelkérper 1-5). Beide Parameter (Femur- und
Wirbelsaulen-Lange) koénnen unter anderem Hinweise auf ein verandertes
Langenwachstum bei den einzelnen Mausgruppen geben und lassen daruber hinaus
Rickschlisse auf die Korpergrole zu. Die genauere Analyse der
Kontaktradiographien der 24 Wochen alten, weiblichen und mannlichen Tiere zeigte,
dass die Ttr "-Mause im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren skelettale
Veranderungen im Sinne einer erhdhten Rontgendichte der einzelnen Knochen
aufweisen. Die vermehrte Rontgendichte lasst am ehesten auf eine erhohte
Knochendichte schlieRen. Bei den ob/ob- und ob/ob;Ttr -Mausen wurde ebenfalls
eine gesteigerte Rontgendichte beobachtet. Andere radiologisch morphologische
Auffalligkeiten der einzelnen Knochen im Mausskelett der vier Mausgruppen konnten
nicht aufgezeigt werden. Eine Veranderung des Langenwachstums und damit der

Korpergrofde der Tiere lag ebenfalls nicht vor.

ob/ob ob/ob;Ttr ™ - ob/ob ob/ob; Ttr

Abbildung 6: Kontaktradiographien der Mausskelette (links: Manchen, rechts: Weibchen).

Von Wildtyp (wt), Transthyretin- (Ttr '/'), Leptin- (ob/ob) und Leptin-Transthyretin-defizienten Mausen (ob/ob; Ttr '/')
wurden Kontaktradiographien angefertigt. Bei den drei Mausmodellen lasst sich eine hdhere Rontgendichte der
Knochen erkennen, als bei den Kontrolltieren. Die erhéhte Réntgendichte lasst auf eine erhéhte Knochenmasse
bei allen drei Mausmodellen schlieRen. Morphologischen Veranderungen des Mausskeletts sind bei allen vier

Mausgruppen nicht erkennbar.
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Abbildung 7: Femurlédnge in cm (links) n=40, Lendenwirbelsaulen-Ldnge in cm (rechts) n=40.
Die KorpergroRe der Tiere wurde ermittelt durch Messung der Lange des Femur und der Lendenwirbelkorper
(LWK1-LWKS). Sie stellte sich bei allen drei Mausmodellen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren unauffallig

dar. Gechlechtsspezifische Unterschiede wurden ebenfalls nicht beobachtet.

4.3 Skelettale Histologie

Der Verlust beider Allele des Transthyretin-Gens (Ttr ") und die daraus resultierende
Abwesenheit von Transthyretin fihrt zu einem veranderten Knochenphanotyp in der
Maus. Die Lendenwirbelkorper der drei Mausmodelle und der Wildtyp-Kontrollgruppe
wurden im Alter von 24 Wochen histomorphometrisch vermessen und die
strukturellen Knochenparameter mittels Osteomeasure quantifiziert. Bei den Mausen
weiblichen und mannlichen Geschlechts zeigte sich, dass alle drei Mausmodelle ein
signifikant erhdhtes trabekulares Knochenvolumen (BV/TV), im Vergleich zu den
Wildtyp-Kontrolltieren, aufwiesen. Dartber hinaus zeigten die histologischen Schnitte
der nicht-dekalzifizierten Lendenwirbelkérper (LWK-1 bis LWK-4) in der von-Kossa-
Farbung, sowohl bei weiblichen, als auch mannlichen Ttr "-Mause im Alter von 24
Wochen eine erhdhte Trabekeldicke (TbTh; trabecular thickness), im Vergleich zu
den Wildtyp-Kontrolltieren (siehe Abbildung 10 und 11). Zusatzlich konnte bei Ttr 7" -
Mausen eine signifikant erhdohte Trabekelanzahl (TbN; trabecular number) sowie ein
signifikant verringerter Abstand der Trabekel (TbSp; trabecular spacing) aufgezeigt
werden. Sehr ahnliche Ergebnisse erbrachte ebenfalls die histologische Analyse der

ob/ob-Mause und ob/ob; Ttr ”-Mause im Alter von 24 Wochen.
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A 24 Wochen: Mannchen
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Abbildung 8: Histologische und Histomorphometrische Analysen (Mdnnchen) der Lendenwirbelsaule.
A) Histologische Analyse der Knochenstruktur (oben): Von Kossal/van Gieson gefarbte histologische
Schnitte (Frontalebene) von Mauslendenwirbelkérpern (L2-L3) im Alter von 24-Wochen.

Mineralisierter Knochen ist schwarz dargestellt. Ttr *

mannliche Mause zeigen ein erhdhtes trabekulares
Knochenvolumen, im Vergleich zu den Wildtyp-Kontroll-M&usen (wt). Ebenso ist bei den ob/ob-Mausen und den
ob/ob-Ttr "-Mé&usen ein im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren erhéhtes Knochenvolumen festzustellen.

B) Histomorphometrische Analyse der Knochenstruktur der Lendenwirbelsédule der méannlichen Méause im
Alter von 24 Wochen (unten).

BV/TV (bone volumeftissue volume): Knochenvolumen pro Gewebevolumen in %; TbN (trabecular number):
Anzahl der Trabekel in mm™; TbTh (trabecular thickness): Trabekeldicke in um; TbSp (frabecular spacing):

Abstand der Trabekel in ym. (* bedeutet p < 0,05 im t-Test; n > 5)
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A 24 Wochen: Weibchen
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Abbildung 9: Histologische und Histomorphometrische Analysen der Lendenwirbelsédule (Weibchen).

A) Histologische Analyse der Knochenstruktur (oben). Von Kossal/van Gieson-gefarbte histologische
Schnitte (Frontalebene) von Mauslendenwirbelkérpern (L2-L3) im Alter von 24-Wochen .

Mineralisierter Knochen ist schwarz dargestellt. Ttr - Méause zeigen ein erhohtes trabekulares Knochenvolumen,
im Vergleich zu den Wildtyp-Mause (wt). Ebenso ist bei den ob/ob-Mausen und den ob/ob/Ttr “_Mé&usen ein im
Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren erhéhtes Knochenvolumen festzustellen.

B) Histomorphometrische Analyse der Knochenstruktur der Lendenwirbelsdule in 24 Wochen alten
weiblichen Mausen (unten).

BV/TV (bone volumeftissue volume): Knochenvolumen pro Gewebevolumen in %; TbN (trabecular number):
Anzahl der Trabekel in mm™; TbTh (trabecular thickness): Trabekeldicke in um; TbSp (frabecular spacing):
Abstand der Trabekel in ym. (* bedeutet p < 0,05 im t-Test; n > 5)
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Die Untersuchungen konnten zeigen, dass sowohl ob/ob-Mause, als auch
ob/ob;Ttr "-Mause eine signifikant erhdhte Knochenmasse im Vergleich zu den
Wildtypkontrollen aufweisen. Dariiber hinaus ist bei Ttr "-Mausen die Trabekeldicke
(TbTh) noch starker ausgepragt als die Trabekeldicke bei ob/ob-Mausen und die der
als zusatzliches Mausmodell untersuchten Leptin-Transthyretin-defizienten-
Doppelknockout-Mausen.

Zusammenfassend ist die erhdhte Knochenmasse (BV/TV) bei ob/ob-Mausen und
Ttr "-Mausen sowie bei Leptin-Transthyretin-defizienten-Mausen durch einen
signifikanten Anstieg der Trabekelanzahl (TbN) bei gleichzeitig verringertem
Trabekelabstand (TbSp) zu erklaren.

Ferner wurde eine histologische Analyse der Tibiae aller vier Mausgruppen
durchgefuihrt um nahere Informationen Uber Epiphysenfuge und Langenwachstum zu
erhalten. Die genauere Analyse der Epiphysenfuge der Tibia zeigte einen
physiologischen Aufbau, so dass ein gestdrtes Langenwachstum ausgeschlossen
werden konnte. Allerdings fiel in der von-Kossa-Farbung beim Leptin-Transthyretin-
defizienten-Mausmodell ein mit reichlich Adipozyten durchsetzter Markraum der Tibia

auf.
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24 Wochen: Mannchen
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Abbildung 10: Histologische und Histomorphometrische Analysen der Tibia (Weibchen).

A) Histologische Analyse der Knochenstruktur (oben):

Von Kossal/van Gieson geférbte histologische Schnitte (Frontalebene) von der proximalen Tibia der vier
Mausmodelle: Wildtyp-, Ttr '/'-, ob/ob- und Leptin-Transthyretin-defiziente Mause im Alter von 24-Wochen.

B) Histomorphometrische Analyse der Knochenstruktur der Tibia 24 Wochen alten Mausen mannlichen

Geschlechts (unten).
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A 24 Wochen: Weibchen
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Abbildung 11: Histologische und Histomorphometrische Analysen der Tibia (Weibchen).

A) Histologische Analyse der Knochenstruktur (oben):

Von Kossal/van Gieson geférbte histologische Schnitte (Frontalebene) von der proximalen Tibia der vier
Mausmodelle: Wildtyp-, Ttr '/'-, ob/ob- und Leptin-Transthyretin-defiziente Mause im Alter von 24-Wochen.

B) Histomorphometrische Analyse der Knochenstruktur der Tibia 24 Wochen alten Mausen weiblichen

Geschlechts (unten).
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24 Wochen: Mannchen

ob/ob; Ttr -+

Abbildung 12: Toludinblau-gefarbte Tibia-Schnitte aus Wildtyp-, Ttr "'-, ob/ob- und Leptin-Transthyretin-
defizienten Mausen im Alter von 24-Wochen.
Mineralisierter Knochen stellt sich blass blau beziehungsweise ungefarbt dar. Der Markraum der Tibia ist bei

Ttr -, ob/ob- und ob/ob; Ttr "~ -Mausen mit Adipozyten durchsetzt.

Zur besseren Beurteilung des Markraumes sind in Abbildung 12 und 13 die Tibiae
der einzelnen Mausgruppen mittels Toludinblau-Farbung dargestellt. Die Histologie
macht deutlich, dass bei ob/ob;Ttr -Tieren und in geringerem Ausmald bei ob/ob-
Mausen ein Fettmark zu beobachten ist. Ttr "-Mause weisen histologisch auf den
ersten Blick eine ebenfalls erhéhte Anzahl von Adipozyten im Fettmark, im Vergleich
zu den Wildtyp-Kontrolltieren, auf.

Zur Quantifizierung der Adipozyten im Fettmark der einzelnen Mausgruppen fihrten
wir eine Analyse mittels Auszahlung der Adipozyten im Knochenmark durch, um
vergleichende Beobachtungen zwischen den einzelnen Mausgruppen anstellen zu
kénnen. Die Adipozyten-Anzahl im Bereich der Metaphyse der Tibia war sowohl bei

weiblichen, als auch bei mannlichen ob/ob;Ttr 7

-Mausen deutlich erhoht. Allerdings
findet man auch bei ob/ob- und Ttr "-Mausen eine erhdhte Anzahl von Adipozyten im
Knochenmark, die im Vergleich zu den Leptin-Transthyretin-defizienten Mausmodell
allerdings deutlich weniger ausgepragt waren. Bei den Wildtyp-Kontrolltieren lassen

sich nur wenige Adipozyten nachweisen.
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ob/ob; Ttr -+

Abbildung 13: Toludinblau-gefarbte Tibia-Schnitte der Mause weiblichen Geschlechts im Alter von 24-
Wochen.

Mineralisierter Knochen stellt sich blass blau beziehungsweise ungefarbt dar. Der Markraum der Tibia der drei
Mausmodelle ist ebenfalls mit Adipozyten durchsetzt.
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Abbildung 14: Adipozyten-Anzahl im metaphysaren Bereich der Tibia von maénnlichen (links) und
weiblichen (rechts) Mausen im Alter von 24 Wochen.

Die Abbildung macht deutlich, dass sich im Leptin-Transthyretin-defizienten Mausmodell eine erhéhte Anzahl von
Adipozyten in der Tibia zeigt. Im Vergleich zum Wildtyp finden sich dariber hinaus vergleichbar erhéhte
Adipozyten-Werte fiir Leptin-defiziente-ob/ob-Mause sowie fiir die Ttr " Mause.
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44 Serum-Analysen

Die Konzentrationsmessungen bestimmter Hormon- und Stoffwechsel-Parameter aus
ob/ob- und Ttr "-Mausen sollten Hinweise auf eine mdogliche Beeinflussung durch
diese Produkte im murinen Stoffwechsel geben. Zunachst fuhrten wir bei ob/ob-
Mausen eine Bestimmung des Retinols (Vitamin A;) im Serum durch. Hierbei zeigte
sich, dass 24 Wochen alte ob/ob-Mause eine Erhohung des Serum-Retinols
aufweisen. Somit ist bei einer vorhandenen Leptin-Defizienz eine vermehrte
Anreicherung des Retinols im Serum messbar, was eine Beeinflussung des Vitamin-
A-Stoffwechsel im diesem Mausmodell wahrscheinlich macht und mdglicherweise

auch uber diesen Mechanismus zu einem veranderten Knochenphanotyp fuhrt.
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Abbildung 15: Bestimmung der Serumspiegel von Glucose, Insulin, Adiponectin, Cholesterin, Triglyceride
und Retinol im Serum von Wildtyp-Mausen ,Ttr "'-, ob/ob-, ob/ob-Ttr - .Miausen im Alter von 24 Wochen.

Die Serumspiegel fir Adiponectin entsprechen in allen drei verdnderten Mausmodellen denen der Wildtyp-
Kontrollen, wahrend Glucose und Insulin erwartungsgemafl in Leptin-defizienten-ob/ob-Mausen und im
Doppelkockout-Mausen (ob/ob;Ttr'/') signifikant erhéht sind. Ttr _Méause weisen im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrollen erniedriegte Plasmaglukose-Spiegel auf. Trigylceride und Cholesterin sind in Leptin-defizienten und in
Leptin-Transthyretin-defizienten Mausen erhéht, wahrend Wildtyp-Mause (wt) und die Ttr »_Méause annahernd

gleiche Werte aufweisen.
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Daruber hinaus wirken sich Modifikationen im Glukose- und Fettstoffwechsel unter
bestimmten Bedingungen, wie zum Beispiel bei Vorliegen eines Diabetes mellitus,
Cushing-Syndrom oder Anorexia nervosa, auf die skelettale Gesundheit im
Organismus aus. Zur Einschatzung einer moglichen, veranderten Stoffwechsellage
vor allem im Transthyretin-defizienten = Mausmodell, fihrten wir eine
Konzentrationsbestimmung der wichtigsten Stoffwechsel- und Lipidparameter durch.
Desweiteren stellte sich an dieser Stelle die Frage, ob eine kombinierte Leptin-
Transthyretin-Defizienz im Mausmodell zu einer moglichen Korrektur des ob/ob-
Phanotyps flhrt.

Die Serum-Analyse zeigte dabei, dass ob/ob- sowie ob/ob;Ttr “_Mause
laborchemisch signifikant erhohte Insulin- und Glukose-Parameter aufweisen und
damit das Vorliegen eines Diabetes mellitus unterstutzen. Das Adiponectin wird als
Fettstoffwechsel-Parameter angesehen und kann Hinweise auf das Vorliegen eines
Metabolischen Syndroms geben. Bei allen drei Mausgruppen wurden Adiponectin-
Konzentrationen gemessen, die annahernd den Werten der Kontolltiere entsprachen.
Cholesterin  und Triglyceride dienten als Parameter flr eine mdgliche
Lipidstoffwecheslstorung, wobei erhdhte Konzentrationen im Serum der ob/ob- und

ob/ob; Ttr 7 _Mause gemessen werden konnten.

4.5 Organhistologie

4.5.1 Histologische Analyse der Leber

Um mogliche morphologische Veranderungen des Lebergewebes aufzuzeigen
fUhrten wir zunachst eine histologische Aufarbeitung der Leber, mittels Paraffin-
Einbettung und HE-Farbung bei allen vier Mausmodellen durch. Da Leptin-defiziente-
ob/ob-Mause eine diabetische Stoffwechsellage, welche haufig mit einer Fettleber
(Steatosis hepatis) einhergeht, aufweisen, stellte sich die Frage, ob Ttr "-Mause
ebenfalls mikroskopische Veranderungen in der Leber zeigen oder im Doppel-
Defizienz-Mausmodell eine Veranderung des histologischen Befundes beobachtet
werden kann. Aufgrund der zum Teil massiv ausgepragten Fetteinlagerung, sowohl
bei den ob/ob- als auch den Ttr "-Mausen und dem Doppel-Knockout, stellt sich die

Leber histologisch als Steatosis hepatis dar und ist auch makroskopisch durch eine
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gelblich-weilliche Verfarbung des Gewebes zuerkennen. Die Pravalenz der Fettleber
war bei unseren Untersuchungen der Mausmodelle sehr unterschiedlich. Bei Ttr .
Mausen konnte eine Steatosis bei zwei von elf Tieren nachgewiesen werden,
wahrend bei den ob/ob-Mausen drei von funf Tiere von einer Fettleber betroffen
waren. Bei dem kombinierten Mausmodell mit Vorliegen einer Leptin-Transthyretin-
Defizienz manifestierte sich die Steatosis bei allen acht Tieren. Einige

.Mausen von

Untersuchungen legen auflerdem den Verdacht nahe, dass bei Ttr
einem erhdhten Risiko an einem hepatozellularen Carcinom (HCC) zu erkranken,
auszugehen ist. Beim Vorliegen eines HCC ist die Protein-Struktur des Transthyretin
abnorm verandert, beziehungsweise kann die Ttr-Genexpression nachhaltig
unterdriickt oder ganz aufgehoben sein (Jian-Ren et al. 1991). Dem zu Folge kdnnte
Ttr auch als Marker flr hepatische Karzinome in Betracht gezogen werden.

Die genaue Analyse der Leberhistologien zeigte in keinem einzigen Fall das
Vorliegen eines Hepatozellularen Karzinoms. Lediglich die beschriebene
Veranderung im Sinne einer Steatosis hepatis war in den histologischen Praparaten
der Leptin- und Transthyretin-Leptin-defizienten Mausmodellen erkennbar.
Morphologisch in situ erschien die Leber bei unseren Untersuchungen, sowohl bei
den Leptin-defizienten als auch bei den Doppel-Knockout Mausen, zweifellos

vergroBert, wahrend bei Ttr “-M&usen eine unveranderte LebergroRe zu erkennen

ist.

ob/ob; Ttr -+

Abbildung 16: Leberhistologie im Alter von 24 Wochen, Hamatoxylin-Eosin-Farbung (untere Zeile:
doppelte VergréBerung).
Die Histologie der Leber mittels HE-Farbung zeigt bei Ttr '/'), ob/ob sowie ob/ob;Ttr "-Mausen eine Fettleber

(Steatosis hepatis) durch zum Teil massive Einlagerung von Adipozyten.
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Pravalenz der Steatosis hepatis
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Abbildung 17: Pravalenz der Steatosis hepatis (Fettleber) in Prozent.

Die Leptin-Transthyretin-Defizienz flhrte bei unseren Untersuchungen zu 100% zu einer Fettleber, wahrend bei
ob/ob-Méausen eine Fettleber bei 60% der Tiere gesehen wurde. Deutlich seltener (18%) kommt es bei einer
Transthyretin-Defizienz zu einer Fettleber. Bei den Wildtyp-Kontrolltieren zeigte sich histologisch in keinem

einzigen Fall eine Fettleber.
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Abbildung 18:

A) Analyse der LebergroRe (in Gramm) im Alter von 24 Wochen.

Die Lebergrofie Ttr - Méause entspricht bei beiden Geschlechtern den Werten der Kontrolltiere (wt). Leptin-
defiziente ob/ob- sowie ob/ob; Ttr - _Mause weisen ein deutlich erhdhtes Gewicht der Leber auf.

B) Makroskopische und histologische Darstellung der Leber 24 Wochen alter Mause.

Die Leber der ob/ob;Ttr © -Mause erscheint makroskopisch deutlich vergréfRert. Durch die ausgepragte
Einlagerung von Adipozyten ins Lebergewebe kommt die hellere, gelblich erscheinende Farbung der Leber

zustande.
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4.5.2 Histologie des Fettgewebes

Bei ob/ob-Mausen liegt eine Veranderung der Fettzellen, in Form einer Adipozyten-
Hypertrophie und erhohten Anzahl von Fettzellen, vor. Es stellte sich die Frage,
welchen Einfluss eine isolierte Transthyretin-Defizienz auf das Fettgewebe der
Mause hat und ob eine kombinierte Leptin-Transthyretin-Defizienz zu einer
Verbesserung des ob/ob-Phanotyps in diesen Mausen flhrt. Zur Beantwortung
dieser Fragestellung fihrten wir ebenfalls eine histologische Analyse mittels
Paraffineinbettung und anschlieRender Hamatoxylin-Eosin-Farbung des Fettgewebes
durch. Es konnte dabei gezeigt werden, dass in der Histologie des Fettgewebes im
Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren bei allen drei Mausmodellen hypertrophierte
(und in Anzahl vermehrte) Adipozyten vorliegen. Zur Verifizierung der Fettgewebs-
Histologien fUhrten wir dariber hinaus eine Quantifizierung durch. Hierbei ermittelten
wir die Oberflichen-GroRe der Adipozyten (in mm?) und konnten fiir alle drei
Mausmodelle signifikant vergroRerte Werte messen (siehe Abbildung 21). Die
hochsten Oberflichen-Werte der Adipozyten wiederrum konnten bei ob/ob;Ttr -
Mausen gemessen werden. Die Ttr "-Mause weisen ebenfalls eine vergroRerte
Oberflache der Adipozyten auf, allerdings ist diese im Vergleich zu den ob/ob- und

ob/ob; Ttr "-Mausen nicht so ausgepragt.
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Abbildung 19: Histologie des Fettgewebe im Alter von 24 Wochen, Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Die Werte
oberhalb der Histologien geben die GroRe der Adipozyten in mm? an (cell surface area).

Im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren erkennt man deutlich bei Ttr ’/', ob/ob sowie ob/ob; Ttr . Mausen
hypertrophierte Adipozyten in der HE-Histologie. Die mikroskopischen Veranderungen der Adipozyten-Oberflache

wurden mittels Quantifizierung durch die Messung der Zelloberflachen-GréR3e bestatigt.
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5. Diskussion

5.1 Ttr "-M3use weisen eine hohe Knochendichte auf

Das Hormon Transthyretin (Ttr) ist das Produkt des Ttr-Gens und wird im
Organismus hauptsachlich von der Leber und dem Plexus choroideus des
Ventrikelsystems gebildet (Palha 2002). Ttr nimmt bekanntermallen eine wichtige
Rolle beim Transport des Retinols (Vitamin A; oder Axerophthol) durch den
Blutkreislauf ein. Die nahere Betrachtung des Proteins zeigt, dass Transthyretin mit
dem kleineren, eigentlichen Transporthormon des Vitamin A, dem RBP-4 (Retinol-
bindendes Protein 4) einen Protein-Komplex bildet. Die renale Filtration des Retinols
kann durch die Komplexbildung verhindert werden, so dass eine ausreichende
Menge an Vitamin A4, dem Kérper zur Verfiigung gestellt werden kann. Uber diesen
Mechanismus hat Transthyretin folglich einen indirekten Einfluss auf den Vitamin A-

Stoffwechsel im Organismus.

bvrs- Retinp| = 3.7or: - Retinol Cytoplosm
lamn sl
T l lish=n LsFymmgances
Mucleus
+-more- Retinaldehyde SLEens
l Fati-mal Dot mc iz gecoea 1228 _DHD
AR
Ao - Retinoic acid  ————— a.ore-Retinolc acid ol 0
F s
raisciptian
w1 - Retinoic acid  ~s=—————— wui-Retinoic acid -
1 Dyerhnme 2080
Extrocallular Space 4 -pxoretinoic acid

Abbildung 20: Der Vitamin-A-Stoffwechsel im Zusammenspiel mit dem Transthyretin-RBP-4- Komplex.
Der Transport des Retinols im Blut erfolgt tber 90% mit Hilfe von RBPs (Retinol-Bindeproteine). Durch
Dehydrogenasen kann Retinol in Zellen aufgenommen werden und anschlieRend uber verschiedene Metabolite
dem Organismus bereitgestellt werden. Sowohl der Mangel an RBP-4 als auch an Retinol selbst kénnen zu einer
Hypovitaminose fihren.

Ttr-Rbp: Transthyretin-Retinol-bindenes-Protein-4-Komplex

Modifiziert nach Paik, J et al. Journal of Nutrition (2004).
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Uber die genauere Wirkung und Funktion des Transthyretin und vor allem Uber
dessen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel war Jahrzehnte lang nur sehr wenig
bekannt. Klinisch wurde Transthyretin vor allem mit systemischen Amyloidosen ([3-
Fibrillosen) in Verbindung gebracht. Durch einen Punktmutations-bedingten
Austausch einer einzelnen Aminosaure im Transthyretin kommt es zur Ablagerung
von B-Fibrillen (Amyloid) in verschiedensten Geweben des Korpers, die dann als
ATTR-Amyloid bezeichnet werden. Diese Amyloidfibrillen stellen sich als Doppelhelix
dar, die ihrerseits aus pathologisch veranderten 3-Faltblattstrukturen aufgebaut sind.
Die haufigste Erkrankung, die mit einer vererbten Form der Amyloidose einhergeht
(Mutation: TTR Val122lle), ist die familiare (transthyretin-assoziierte) Amyloid-
Kardiomyopathie, die im Erwachsenenalter manifest wird und lediglich durch ein
Herz- und Lebertransplantation kurativ therapierbar ist. Bei der familiaren
Amyloidpolyneuropathie (FAP) findet man typischerweise das ATTR-Amyloid, dass
sich in diesem Fall im distalen peripheren Nerven ablagert und autosomal dominant
vererbt wird. Im Verlauf kommt es dann durch Schadigung des Nervens zur distalen
Polyneuropathie und Sensibilitatsstérungen (Riede et al. 2004, Saraiva 2002).
Dartber hinaus konnen veranderte Transthyretin-Konzentrationen im Liquor
cerebrospinalis zu neuronalen Dysfunktionen bis hin zur Alzheimerschen Krankheit
fuhren (Serot et al. 1997).

Eine Verbindung des Transthyretin zum Knochenstoffwechel fand man letztlich tber
das Neuropeptid Y. Bei Transthyretin-defizienten Mausen zeigt sich eine
Uberexpression des Enzyms PAM (Peptidylglycine alpha-amidating
monooxygenase), welches das Neuropeptid Y (NPY) synthetisiert und zusatzlich
limitierend fur den Bildungsprozess des Neuropeptids Y ist (Prigge et al. 2000, Nunes
et al. 2006). Damit fihrten die Autoren Nunes et al. Transthyretin-defiziente Mause
erstmals als Mausmodell fir erhdéhte NPY-Spiegel an. Das NPY findet sich
hauptsachlich in Blutgefallen und konnte auf’erdem im Periost des Knochen
gefunden werden (Bjurholm et al. 1988, Hill und Elde 1991). Kurzlich konnte eine
weitere Veroffentlichung zeigen, dass ausschliel3lich der Neuropeptid Y-Rezeptor Y1
in gezuchteten Knochenmarks-Stromazellen (BMSCs) sowie in Osteoblasten und
Chondrozyten exprimiert wird (Lundberg et al. 2007, Nunes et al. 2010). Die
daraufhin durchgeflhrten histologischen Analysen der Npy-defizienten Mausen

zeigten Uberraschenderweise eine normale Knochenmasse (Elefteriou et al. 2003).

51



5. Diskussion

Im Gegensatz dazu gibt es verschiedene Mausmodelle, bei denen es zu einer
Erhéhung des Npy kommt, wie die Y2-Rezeptor-defizienten Mause und die ob/ob-
Leptin-defizienten Mause beziehungsweise die db/db-Rezeptor-defizienten Mause,
die alle als Gemeinsamkeit eine hohe Knochendichte aufweisen und entsprechend
mit einer erhdhten Osteoblasten-Aktivitat assoziiert sind (Baldock et al. 2002,
Stephens et al. 1995).

Die von der Arbeitsgruppe Nunes et al. kurzlich veroffentlichten histologischen
Untersuchungen an Transthyretin-defizienten Mduse zeigten, dass Ttr " -Méause eine
erhohte Knochendichte und eine ausgepragte Volumenzunahme des Trabekularen
Knochens aufweisen (Nunes et al. 2010). Die Resultate dieser Arbeitsgruppe
stimmen mit den Ergebnissen unserer histologischen Analysen Uberein: Sowohl die
Trabekulare Knochenmasse (BV/TV) der Tibiae, als auch die BV/TV der Wirbelkorper
ist im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren signifikant erhoht und weil3t sogar
héhere Werte auf, als die schon als Hoch-Knochenmasse-Phanotyp bekannten
Leptin-defizienten ob/ob-Mause. Folglich fuhren sowohl der Verlust des
Transthyretin-Gens als auch der Verlust des Leptin-obese-Gens zu einem hohen
trabekularen Knochenvolumen (BV/TV). Diese Beobachtung unterstreicht den
Verdacht, dass Ttr einen entscheidenden Einfluss auf den Knochenstoffwechsel im
Mausmodell haben kdnnte. Verantwortlich fur diesen auffalligen Knochenphanotyp in
Transthyretin-defizienten  Mausen koénnten vorranging drei  verschiedene
Mechanismen sein. Da Retinol (Vitamin A) und Thyroxin (T4) physiologisch durch
Transthyretin im Blutkreislauf transportiert werden, koénnte der veranderte
Knochenmassephanotyp uber diesen Mechanismus erklarbar sein. Daruber hinaus
kénnte auch die Uberexpression des Enzyms PAM bei Transthyretin-defizienten

Mausen eine mogliche Ursache flr den beobachteten Knochenphanotyp sein.

Untersuchungen die sich vorranging mit dem Retinol befassen konnten zeigen, dass
eine vorhandene Retinol-Defizienz indessen ebenfalls zu einer erhdhten
Knochenmasse flihrt (Navia und Harris 1980). Zusatzlich inhibiert Retinsaure die
osteogene Differenzierung der Stammzelle im Knochenmark (Wang et al. 2008).
Demgegenulber stehen die Ergebnisse einer klinischen Studie, die gezeigt haben,
dass erhohte  Serum-Retinol-Spiegel  (subklinische  Hypervitaminose A)
wahrscheinlich das Frakturrisiko erhdhen (Michaelsson et al. 2003). Unterstitzt

wurden diese Resultate durch Analysen an Ratten, die ebenfalls eine
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Hypervitaminose A aufwiesen und entsprechend ein erhdhtes Frakturrisiko im

Mausmodell zeigten (Johansson et al. 2002). Bei Ttr

" -Mausen zeigt sich
laborchemisch ein stark erniedrigtes, kaum messbares Plasma-Retinol und ein
ebenfalls ausgepragt reduziertes RBP-4 im Serum der Nager (Episkopou et al. 1993,
Bennekum et al. 2000). Die Tiere weisen allerdings keine offensichtlichen Symptome
einer Vitamin-A-Defizienz auf, wie zum Beispiel starken Gewichtsverlust,
Infektanfalligkeit und dadurch bedingte Komplikationen oder Augenabnormalitaten,
die ebenfalls nicht selten bei einer Vitamin-A-Defizienz vorhanden sind. In

- _Mausen keine

Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen findet man bei Ttr -
signifikanten Abweichungen der gesamten Retinol-Konzentrationen im Gewebe im
Vergleich zu den Kontrolltieren (Wei et al. 1995). Ferner weisen Transthyretin-
defiziente Mause einen zwei- bis dreifach erhéhten Plasma-Retinolsaure-Spiegel auf,
welcher moglicherweise bedingt als kompensatorischer Mechanismus, den niedrigen
Retinol-Spiegel ausgleichen soll (Wei et al. 1995). Unter Berlcksichtigung der
normalen Retinol-Spiegel im Gewebe und erhéhten Retinsaure-Parameter im Plasma
von Ttr "-Mausen scheint eine hohe Knochenmasse in diesem Mausmodell bedingt

durch Beeintrachtigung der Retinol-Homoostase eher unwahrscheinlich.

Ferner konnten Schilddrisenhormone fir den auffalligen Knochenphanotyp
mitverantwortlich sein. Eine Hyperthyreose bei Erwachsenen Patienten fuhrt zu einer
abnehmenden Knochenmasse und damit zu einem erhdhten Frakturrisiko (Karga et
al. 2004). Bei Vorliegen einer Hypothyreose hingegen ist der Stoffwechsel im
Allgemeinen reduziert, wobei die Knochendichte im Erwachsenalter meist erhalten
bleibt und sich klinisch somit keine Folgen ergeben. Erwartungsgemal sind beide,
Tyroxin (T4) und Trijodthyronin (Ts), im Serum Ttr ” -Mause erniedrigt (Karga et al.
2004, Episkopou et al. 1993). Allerdings geht auch in diesem Fall das Vorliegen
erniedrigter Schilddriisenhormone ohne Symptome einer Hypothyreose einher
(Palha et al. 1994). Mdglicherweise kann infolge kompensatorischer, noch nicht
hinreichend bekannter Mechanismen, eine verbesserte Produktion und Wirkung der
Schilddrisenhormonen im peripheren Gewebe erzielt werden und damit die
niedrigen Schilddriisenhormon-Parameter im Plasma ausgleichen werden (Palha et
al. 1994). Transthyretin-defiziente Mause weisen also keine Unterschiede der
Thyroxin-Spiegel im Gewebe, im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren, auf (Palha
et al. 1997 und 2000). Die euthyreote Stoffwechsellage ist eine bedeutende
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Grundvorraussetzung fur eine normale skelettale Entwicklung und Aufrechterhaltung
des Knochenstatus im Organismus (Palha et al. 1994). Dementsprechend ist es
wenig wahrscheinlich, dass der beobachtete Knochenphanotyp Ttr ” -Mause durch
die Schilddrisenhormone bedingt ist. Entsprechend vorherigen Untersuchungen
ware eine abnehmende Knochendichte in diesem Mausmodell zu erwarten.

- _Mausen als

Ferner ist es denkbar, dass die hohe Knochenmasse bei Ttr
Konsequenz der Uberexpression des Enzyms PAM (Peptidylglycine alpha-amidating
monooxygenase), welches das Npy (Neuropeptid Y) synthetisiert, zu Stande kommt,
wie es auch bei anderen Mausmodellen beobachtet wurde. Untersuchungen zu
Folge hat das Npy héchstwahrscheinlich einen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel
Uber direkte Wirkung am Osteoblasten (Teixeira et al. 2009).

Ein Erklarungsversuch fir den beobachteten Knochenphanotyp ist ebenfalls Uber
das sympathische Nervensystem denkbar. Transthyretin bindet Produkte der
Norepinephrine beziehungsweise Pterine, welche Co-Faktoren flir die Synthese der
Katecholamine darstellen (Ernstrom et al. 1995, de Vera et al. 1988). Damit hat Ttr
indirekt Einfluss auf das sympathische Nervensystem sowie deren Regulation, wobei
die physiologische Relevanz derzeit noch wunklar ist. Somit haben sowohl
Transthyretin, als auch Leptin, wenn auch nur indirekt, einen Einfluss auf das
sympathische Nervensystem und konnten beide Uber einen ahnlichen Mechanismus
(zum Beispiel direkt Uber Rezeptoren an Osteoblasten) den gemeinsamen

Knochenphanotyp erklaren.

5.2 Transthyretin-Interaktionen mit Leptin:

Ttr "-Miuse zeigen keine Merkmale des Metabolischen Syndroms

Um weitere fur den Knochenstoffwechsel relevante Veranderungen im Organismus
Transthyretin-defizienter  Mause  aufzuzeigen  fuhrten  wir  verschiedene
Untersuchungen durch, die Hinweise auf einen sekundaren Mechanismus als
Erklarung fir den Knochenphanotyp aufzeigen sollten und gleichzeitig einen
mdglichen Einfluss von Transthyretin auf den ob/ob-Phanotyp nachweisen sollten.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen Leptin und Transthyretin wird durch
verschiedene Beobachtungen wahrscheinlich. Bei Insulinresitenz im Mausmodell

(zum Beispiel Leptin-defiziente ob/ob-Mause) lassen sich im Serum erhdhte
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Transthyretin-Spiegel messen. Daruber hinaus finden sich erhdhte Transthyretin- und
Retinol-bindendes-Protein-4 (RBP-4)-Spiegel im humanen Serum von Patienten mit
Lipidstoffwechselstorungen im Vergleich zu dem Kontrollkollektiv. Insulin-Resistenz,
Lipidstoffwechselstorungen und das Metabolische Syndrom als Symptomkomplex
sind entsprechend mit einem erhodhten kardiovaskularen Risiko und damit erhohter
Mortalitat fur betroffene Patienten assoziiert. Die Autoren dieser Studie (Yoshida et
al. 2006) kamen zu dem Schluss, dass Transthyretin und RBP-4 als Marker flr eine
Dyslipidamie, Fehl- und Ubererndhrung und moglicherweise sogar fiir das
Metabolische Syndrom beim Menschen fungieren koénnten. Ob Transthyretin
Uberhaupt metabolische Effekte auf den Organismus hat, welche dann eine Insulin-
Resistenz in Abhangigkeit des RBP-4 zur Folge hat, ist bisher unbekannt. Einige
Studien lassen vermuten, dass Ttr einen Einfluss auf die Triacylglycerol-Synthese
und den Glucose-Transport auslbt (Scantlebury et al. 1998).

Die Serum-Analyse zeigte dabei, dass bei ob/ob-Leptin-defizienten Mausen und bei
Leptin-Transthyretin-defizienten-Mausen eine signifikante Erhdéhung des Insulin
vorliegt, welche allerdings laborchemisch bei den Ttr "-Mausen nicht gezeigt werden
konnte. Die vorliegende Hyperinsulinamie sowohl bei ob/ob-Mausen, als auch bei
den Leptin-Transthyretin-defizienten Mausen zeigt die Insulin-Resistenz an. Erhdhte
Glucose-Konzentrationen, als Parameter fir den Blutzuckerspiegel, die nichtern
bestimmt wurden, unterstreichen das Vorliegen eines Diabetes mellitus bei beiden
Mausgruppen. Bei einem Diabetes mellitus kommt es durch verminderte
Insulinsekretion aus den B-Zellen des Pankreas zur Hyperglykamie. Im Gegensatz
dazu wiesen Ttr “-Mause laborchemisch keine Hyperinsulindmie oder
Hyperglykamie auf und sind somit nicht an einem Diabetes mellitus erkrankt.

Als Fettstoffwechsel-Parameter haben wir das Adiponectin bestimmt, ein
Gewebshormon, welches von Adipozyten sezerniert wird. Es hat vielfaltige
Wirkungen auf den Lipid- und Glucosestoffwechsel - es erhoht insbesondere die
Empfindlichkeit der Zielgewebe auf Insulin. Eine Dysregulation dieses Hormons
scheint beim Metabolischen Syndrom eine entscheidende Rolle zu spielen.
Adiponectin weil3t bei allen drei Mausgruppen vergleichbare Werte auf, die den
Konzentrationen der Wildtyp-Kontrollgruppe annahernd entsprachen. Als weitere
Parameter flr eine mogliche Lipidstoffwechselstérung dienten uns Cholesterin und
Trigylceride. Sowohl das Cholesterin, als auch die Trigylceride waren bei ob/ob-

Mausen und Leptin-Transthyretin-defizienten Mausen pathologisch erhéht, wobei die
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Kontrolltiere und die Transthyretin-defizienten Mause keine erhdhte Kozentrationen
dieser Parameter zeigten. Das Vorliegen einer Fettstoffwechselstorung bei
Transthyretin-defizienten Mausen kann anhand der durchgefihrten Untersuchungen
ausgeschlossen werden. Aul3erdem gibt es keinen Einfluss von Transthyretin auf die

Auspragung des Diabetes mellitus bei Leptin-Defizienz.

Das Retinol-bindene Plasmaprotein (RBP-4) wurde erst kirzlich beschrieben und
scheint ein sehr interessantes Adipozytokin zu sein, welches im engen
Zusammenhang mit einer Insulin-Resistenz steht und somt zu veranderten
Serumparameter fihren kann (Graham et al. 2006, Yang et al. 2005, Kléting et al.
2007). Das RBP-4 ist ein kleines, kompaktes globulares Protein, welches frei tber
die glomerulare Membran der Niere filtriert wird. Normalerweise geht das RBP-4 eine
Komplexbildung mit dem mehr als doppelt so grofien Transthyretin ein und entgeht
damit als neu gebildeter Proteinkomplex der renalen glomerularen Filtration.
Dementsprechend reduziert sich die renale Clearance des RBP-4 und steht als
Transporthormon flr Retinoide (vor allem dem Vitamin A) dem Organsimus zur
Verfligung (Kanai et al. 1968). Es wird hauptsachlich in der Leber synthetisiert und
zu einem bedeutend geringeren Anteil zusatzlich aus dem Fettgewebe in die
Zirkulation freigesetzt. Die Synthese des RBP-4 findet vor allem aus dem viszeralen
Fettgewebe statt und wird zu einem bedeutend kleineren Teil zusatzlich aus dem
subkutanen Fettgewebe freigesetzt (Tamori et al. 2006). Zusammenfassend hat das
RBP-4 vermutlich eine malRRgebende klinische Bedeutung bei Insulin-Resistenz und
Diabetes mellitus Typ 2, da bei Vorliegen dieser Erkrankungen erhohte RBP-4-
Spiegel im Plasma der Patienten gemessen werden konnten (Stefan et al. 2007,
Gavi et al. 2007). Daruber hinaus konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden,
dass Ttr wahrscheinlich direkt die Insulin-Sekretion beeinflusst (Refai et al. 2005).
Die Tatsache, dass die Abwesenheit von Leptin zur Dyslipidamie und zum
Metabolischen Syndrom flihrt, warf die Frage auf, wie sich eine Transthyretin-
Defizienz auf den Organismus des Mausmodelles auswirkt. Die genauere Analyse
der Serumparameter in unseren Untersuchungen der Transthyretin-defizienten
Mause ergab keine wegweisenden Hinweise auf das bestehen einer Insulin-

Resistenz oder Glucose-Intoleranz im Mausmodell.
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Abbildung 21: Zusammenfassung — Leptin-Defizienz versus Transthyretin-Defizienz.

Die ob/ob-Maus (links dargestellt) weist im Serum erhéhte RBP-4 und Transthyretin-Spiegel auf und zeigt
phanotypsich eine Fettleber, Insulin-Resistenz, Glukose-Intoleranz und eine erhdhte Knochendichte. Bei der

Ttr " -Maus (im Bild rechts dargestellt) lassen sich im Serum stark erniedrigte RBP-4 und ein vermindertes Retinol
messen. Es lasst sich keine Insulin-Resistenz oder Glukose-Intoleranz feststellen und es zeigt sich in fast 20 %
der Féalle eine Steatosis hepatis (Fettleber). Die Ttr " _Mause weisen ebenfalls wie die ob/ob-Mause eine erhdhte

Knochendichte auf.

Die Serum-Parameter entsprachen dementsprechend in allen untersuchten Fallen,
annahernd denen der Kontrolltiere. Die Leptin-defizienten ob/ob-Mause im
Gegensatz dazu zeigen bei unseren Untersuchungen die bekannten, deutlichen
Zeichen einer Insulin-Resistenz und Glucose-Intoleranz auf. Im
Doppelknockoutmodell konnten allerdings keine Veranderungen der Serum-
Parameter beobachtet werden, so dass der Einfluss des Transthyretin an dieser
unwahrscheinlich erscheint.

Transthyretin scheint somit im Vergleich der Mausmodelle zumindest keinen direkten
Einfluss auf den Lipidstoffwechsel der Mause zu haben. Bei histologischen Analysen
Leptin-defizienter Mause zeigte sich jedoch eine ausgepragte Steatosis hepatis
(Fettleber), die ebenfalls im Zusammenhang zum Metabolischen Syndrom gesehen
werden kann und haufig auch in Verbindung mit einem Diabetes mellitus auftritt.

Uberraschenderweise konnte in einigen Fallen bei Transthyretin-Defizienz ebenfalls
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eine Steatosis nachgewiesen werden (mit einer Pravalenz von fast 20%). Ferner
entwickeln fast 60% der ob/ob-Mause im Verlauf eine Fettleber. Erstaunlicherweise
kommt es bei der kombinierten Leptin-Transthyretin-Defizienz in allen Fallen zu einer
Steatosis hepatis. Somit macht unsere Beobachtung deutlich, dass eine
Transthyretin-Defizienz zumindest in einigen Fallen einen Einfluss auf die Leber

ausubt.

5.3 Ttr "-Miuse sind normgewichtig

Das Korpergewicht hat einen elementaren Einfluss auf den Knochenstoffwechsel und
damit die Knochendichte im Organismus. Klinische Beobachtungen zeigten frih,
dass adipose Patienten zwar ein hoheres kardiovaskulares Risiko haben, aber ein
deutlich niedrigeres Risiko aufweisen an einer Osteoporose zu erkranken. Im
Gegensatz dazu fuhrt ein moderater Gewichtsverlust bis hin zur Diat bei
Ubergewichtigen, postmenopausalen Frauen im Verlauf von einigen Jahren zum
Knochenmasseverlust (Ricci et al. 2001). Eine weitere Studie mit 130 jungen Frauen,
bei denen eine Anorexia nervosa diagnostiziert wurde, bestatigt eine hohe Fraktur-
Pravalenz und niedrige Knochendichte bei diesen Patientinnen (Grinspoon et al.
2000). Die beispielhaft angefuhrten Studien unterstreichen die Beziehung zwischen
Kdrpergewicht und Knochenformation, wobei verschiedene endokrine und parakrine
Faktoren in diese Regulation eingreifen.

Um einen sekundaren Einfluss, bedingt durch die Adipositas auf den
Knochenphénotyp der Ttr ” -M&use auszuschlieBen, fiihrten wie eine vergleichende
Analyse des Korpergewichts der Mause im Alter von 6, 12 und 24 Wochen aller vier

T _MAause

Mausgruppen durch. Dabei zeigten unsere Ergebnisse, dass Titr
normgewichtig sind und somit eine sekundar erhohte Knochendichte durch eine
Adipositas, wie sie bei ob/ob-Mausen beobachtet wird, nicht vorliegt. Ferner konnte
keine Veranderung des Gewichts bei ob/ob,Ttr " -Mausen im Vergleich zu den ob/ob-

Mausen gemessen werden.

Verringertes Korpergewicht stellt einen wichtigen Risikofaktor fir die Osteoporose
dar. Das Vorliegen einer Adipositas wiederrum flhrt unter anderem zur vermehrten
Freisetzung von Ostrogenen aus den reichlich vorhandenen Adipozyten und

aullerdem zu einer erhohten Korperfettmasse, welche wiederum mit hohen
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Insulinspiegeln assoziiert ist. Daruber hinaus haben klinische Beobachtungen den
Verdacht nahe gelegt, dass der Energiestoffwechsel und skelettales Remodeling
physiologisch im engen Zusammenhang zueinander stehen. Patienten mit einer
verminderten Glukosetoleranz (zum Beispiel bei Vorliegen eines Diabetes mellitus
Typ Il) weisen ein erhohtes Risiko auf, eine osteoporotische Fraktur zu erleiden,
sogar dann wenn eine physiologische Knochenmasse nachweisbar ist (Bonds et al.
2006, Melton et al. 2008). In ahnlicher Weise wirken von Osteoblasten sezernierte
knochenspezifische Proteine, die anscheinend den Glucose-Metabolismus
regulieren. Die kurzlich veréffentliche Untersuchung der Arbeitsgruppe um Karsenty
konnte zeigen, dass eine Insulin-Signal-Ubertragung in Osteoblasten (liber Erhéhung
der Osteocalcin-Aktivitat) fur die gesamte Glucose-Homdostase im Korper essentiell
ist (Ferron et al. 2010). Ferner konnten Studien belegen, dass eine hohe
Fettgewebsmasse mit erhdhten Insulin-Spiegeln im Plasma assoziiert ist (Reid
2002). Das Hormon Insulin scheint folglich eine wichtige Bedeutung einerseits bei der
Regulation des Energiestoffwechsels und dartber hinaus mdglicherweise beim
skelettalen Remodeling einzunehmen.

Des Weiteren sind einige Zytokine, welche ebenfalls aus dem Fettgewebe sezerniert
werden, respektiv Leptin, bekanntermalen fir die Knochenformation verantwortlich.
Leptin reprasentiert dabei eine der wichtigsten funktionellen Verbindungen zwischen
Fettgewebe und Knochen. Die wichtigste Gemeinsamkeit stellt die Tatsache dar,
dass Adipozyten und Osteoblasten von einer gemeinsamen
Knochenmarksstromazelle abstammen. Der wichtigste Differenzierungsfaktor hierbei
ist der Transkriptionsfaktor Cbfa1 (core-binding-factor1), der die
Knochenmarksstromazelle zur Osteoblasten-Expression stimuliert (Nuttall und
Gimble 2000). Leptin Ubt seine Wirkung direkt auf die mesenchymale Stammzelle
auf: Es inhibiert die Adipozyten-Differenzierung und stimuliert die Differenzierung der
Osteoblasten (Thomas et al. 2001).

Um eine Erklarung fiir den Knochenphanotyp Ttr ”-Mause zu finden fiihrten wir eine
genauere Analyse des Knochenmarks durch, da Leptin zu einem hohen Malie von
den Adipozyten des Knochenmarks exprimiert wird (Laharrgue et al. 1998).
Adipozyten wiederum sezernieren multiple Faktoren, welche bei der systemischen
Insulin-Sensitivitdt, dem Energiestoffwechsel sowie der Energiebalance und der
kardiovaskularen Funktion beteiligt sind und dartber hinaus bei der Funktion des

Immunsystems mitwirken (Hotamisligil 2006, Rosen und Spiegelman 2006).
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- Mause fiel eine

vermehrte Anreicherung von Adipozyten auf. AuRerdem kommt es sowohl bei Ttr ™",

Bei der histologischen Auswertung des Knochenmarks der Ttr -

als auch bei ob/ob-Mausen zu einer vermehrten Anzahl von Adipozyten im
Knochenmark und zu einer erhohten Knochendichte. Bei dem Leptin-Transthyretin-
defizenten Mausmodell wurde eine fast dreifach erhdhte Adipozyten-Anzahl im

Knochenmark, im Vergleich zu den Ttr ”

- und ob/ob-Mausen, gefunden. Diese
Ergebnisse legen den Verdacht nahe, dass die pathologische Lipogenese des
Knochenmarks mdoglicherweise zu einer kompensatorischen Stimulation der
Osteoblasten durch die Mesenchymale Stammzelle des Knochenmarks fuhrt und
dies eine erhdhte Knochenformation im Transthyretin-defizienten Mausmodell zur
Folge hat. Ferner konnte das skelettale Remodeling, durch Adipozyten-Anreicherung
im Knochenmark und infolgedessen vermehrten Sekretion von Adipokinen (vor allem
Leptin) und Fettsduren, verandert sein und zu dem beschriebenen auffalligen

Knochenphanotyp fuhren.

Adipozyten

Leptin-Rezeptor

(¥
|

—— > | Osteoblast

\ hohe trabekulare
Knochendichte

Adipozyt

Abbildung 22: Periphere Wirkungen des Leptins im Knochenstoffwechsel

Leptin wirkt direkt auf den Rezeptor des Osteoblasten und fiihrt zu einer erhéhten Knochendichte. Dartiber hinaus
kann Leptin die pluripotente mesenchymale Stammzelle im Knochenmark zur Differenzierung der Osteoblasten
stimulieren und damit gleichzeitig die Adipozyten-Reifung hemmen.

Modifiziert nach: Kawai, M et al. Nature, Review, Rheumatologie (2009).
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Diese Beobachtung wird unterstitzt durch Studien, die zeigen konnten, dass es bei
Stadien mit niedrieger Knochenmasse wahrscheinlich kompensatorisch zur
vermehrten Stimulation der Adipozyten im Knochenmark und anschlielender
Knochenmarks-Lipogenese kommt (Justesen et al. 2001). Ferner konnten klinische
Untersuchungen zeigen, dass die Anzahl der Adipozyten im Knochenmark
osteoporotischer Frauen hoher ist, als bei Frauen mit einer normalen Knochendichte
(Kirkland et al. 2002, Chan und Duque 2002).

Dieser reziproke Zusammenhang wurde durch in vitro- Experimente an
Knochenmarks-Stromazellen bestatigt: Faktoren, die die Adipogenese stimulieren
hemmen die Osteoblasten-Formation, wahrend Faktoren, die die Osteoblastogenese
unterstitzen die Adipozyten-Formation im Knochenmark inhibieren (Gimble et al.
1995, Dorheim et al. 1993, Laharrague et al. 1998). Die Anzahl und Grofle der
Adipozyten des Knochenmarks steigt aullerdem mit zunehmenden Alter linear an
(Rozman et al. 1989). Mdglicherweise kommt es in vivo durch Knochenmarks-
Lipogenese zur Hemmung der Osteoblasten, was in der Folge zum Uberwiegen der
Osteoklasten fuhrt und letztendlich den Knochenabbau bedingt

Eine wichtige Bedeutung bei der Kontrolle der Adipositas und dem
Energiestoffwechsel nehmen daruber hinaus die Retinoide und
Schilddriisenhormone ein (Berkenstam et al. 2004, Chidakel et al. 2005, Pucci et al.
2000). Retinoide scheinen bei der Differenzierung und der anschlieRenden
Aktivierung von ungebundenen Proteinen und Enzymen des Fettsaure-Metabolismus
beteiligt zu sein (Villarroya et al. 2004). Die vermehrte Anreicherung von Adipozyten

im Knochenmark Ttr

" -Mause konnte somit durch eine gesteigerte Adipozyten-
Differenzierung der Knochenmarks-Stromazelle bedingt durch veranderte Retinol-

Spiegel im Serum erklart werden.

5.4 Ausblick

Die in dieser Arbeit erzielten histologischen Resultate zeigen, dass die Abwesenheit
von Transthyretin in adulten Mausen ein Schutz vor einem Knochenmasseverlust
darstellt. Ttr scheint ein negativer Regulator der Knochenformation im Mausmodell zu
sein. Dementsprechend konnte die Herstellung eines Transthyretin-Antagonisten als

potentielles osteoanaboles Medikament denkbar sein. Zunachst mussten allerdings
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nahere Untersuchungen zeigen, wie genau Ttr auf den Knochen wirkt und Uber
welche Rezeptoren und Signalkaskaden dieser Mechanismus erfolgt. Ein potentieller
Rezeptor zur Ubermittlung des Transthyretin-Signals kénnte im Hypothalamus tber
direkten Wege die Knochenformation steuern (ahnlich Leptin), scheint aber eher
unwahrscheinlich. Ferner kdnnte ein Ttr-Rezeptor direkt am Osteoblasten, zum
Beispiel Uber das Sympathische Nervensystem, die Knochendichte beeinflussen. Der
genaue Wirkmechanismus bleibt zum jetzigen Zeitpunkt unklar und musste
weiterfihrend untersucht werden, da aufder den beschriebenen Konstellationen auch
andere potentielle Regulationsmechanismen des Knochens denkbar sind. Ein
Erklarungsversuch uber Retinol scheint zum jetztigen Zeitpunkt wahrscheinlicher zu
sein. Es ist denkbar, dass ob/ob-defiziente Mause durch die erhdéhte Ttr-Expression
versuchen ihre Retinolspiegel zu erhohen, um eine Verschlimmerung ihres
Phanotyps (Adipositas, Steatosis hepatis und Knochenmarksverfettung) zu
verhindern. Moéglicherweise wirkt sich eine gesteigerte exogene Retinolzufuhr positiv
auf diesen Phanotyp aus. Weiterflhrende Untersuchungen sollen diese Hypothese
stltzen. Durch Futterung (ob/ob-Mause) mit einer Retinol-reichen Diat soll gezeigt
werden, ob die Leber-Steatosis dadurch verhindert und damit eine Veranderung des

Phanotyps erzielt werden kann.
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6. Zusammenfassung

Transthyretin (Ttr) ist als Transportprotein, vor allem der Schilddrisenhormone, Uber
viele Jahre bekannt. Physiologisch verhindert Ttr durch Komplexbildung mit dem
Retinol-bindenden Protein 4 (RBP-4) die renale Filtration des Retinols (Vitamin Ay)
und nimmt damit indirekt Einfluss auf den Vitamin-A-Stoffwechsel im Organismus.
Bei einer vergleichenden Gen-Chip-Hybridisierung der Hypothalamus-RNA von
Wildtyp und Leptin-defizienten Mausen prasentierte sich Transthyretin als das am
starksten induzierte Gen und war damit ein mogliches Kandidaten-Gen mit
potentieller Funktion im Knochenstoffwechsel, welches die Grundlage fur die
vorliegenden Untersuchungen darstellte. Es wurde zunachst die skelettale Situation
im Transthyretin-defizienten- und vergleichend im Leptin-defizienten- sowie Leptin-
Transthyretin-defizienten Mausmodell, mittels histologischer und
histomorphometrischer Techniken, charakterisiert. Hierbei zeigte sich, dass die
Abwesenheit von Transthyretin im Alter von 24 Wochen zu erhdhter Knochendichte
fuhrt, wobei sich die Organisation der Wachstumsfugen, die GréRe und das
Korpergewicht der Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe unauffallig darstellte.
Anschlieend wurden Serum-Analysen der Lipid- und Insulin- sowie Glucose-

Parameter durchgefiihrt. Ttr 7

" -Mause wiesen laborchemisch im Vergleich zu den
Wildtyptieren keine Insulin-Resistenz, keinen Diabetes mellitus oder Stérungen im
Lipid-Stoffwechsel auf. Im letzten Jahrzehnt hat sich unter anderem das Konzept
etabliert, dass Knochenremodeling und Energie- sowie Fettstoffwechsel im engen
Zusammenhang zu einander stehen. Unterstutzt wird diese Theorie durch die
Beobachtung, das Osteoblasten und Adipozyten von einer gemeinsamen
mesenchymalen Stammzelle (BMSC) abstammen. Bei den histologischen Analysen

des Knochenmarks Ttr 7

" -Mause lie} sich eine erhdhte Anzahl von Adipozyten
nachweisen. Zusammenfassend konnten unsere Ergebnisse zeigen, dass sowohl die
Transthyretin-Defizienz, als auch die Leptin-Defizienz und die kombinierte Ttr-Leptin-
Defizienz zu einer erhdhten Knochendichte und erhdhten Adipozyten-Anzahl im
Knochenmark fihren und damit die Theorie unterstitzen, dass Knochen- und

Fettstoffwechsel im engen Zusammenhang zu einander stehen.
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AgRP
BMI
BMP
BMSC
BMUs
BV/TV

CART
CBFA-1
db

DBH
DNA
DVO
FAP
FGF

ICV

kDa
KHK
kV
L/A
M

m

M
M-CSF

NOc/BPM

NPY
Ob

Adenin

Agouti-related protein

Body-Mass-Index

bone morphogenetic protein

bone marrow stroma cell (mesenchymalen Stammzelle)
basic multicellular units

Bone Volume/Tissue Volume (Knochenvolumen-Parameter)
Cytosin

cocain- and amphetamine-regulated transcript
core binding factor-1

Diabetes-Gen

Dopamin-beta-Hydroxylase
Desoxy-Ribonuklein-Saure

Dachverband Osteologie

familiare Amyloidpolyneuropathie

fibroblast growth factor

Guanin

intracerebroventrikulare Infusion

Interleukin

Kilodalton

Koronaren-Herz-Krankheit

Kilovolt

Leptin-Adiponectin-Ratio

Molar

milli (Tausendstel: 10 )

mikro (Millionstel: 10 )

Makrophage-colony stimulating factor (Wachstumsfaktor flr
Makrophagen)

osteoclast number per bone perimeter
(Osteoklastenanzahl/Knochenoberflache)
Neuropeptid Y

obesity-Gen (Fettsucht-Gen)
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Ob/ob
ObRb
PAM
PBM
PCR
POMC
PTH
RANKL
RBP-4
RUNX-2
T

T3

T4

TbN
TbSp
TbTh
TNF-alpha
Ttr

Ttr "
VEGF

wit

Leptin-defiziente Mause
signalubertragender Leptinrezeptor
Peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase
peak bone mass

Polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)
Proopiomelanocortin

Parathormon

receptor-activator of NFkappaB
Retinol-bindendes-Protein-4

runt related transcription factor-2
Thymin

Trijodthyronin

Thyroxin

trabecular number (Trabekelanzahl)
trabecular spacing (Trabekelabstand)
trabecular thickness (Trabekeldicke)
Tumornekrosefaktor alpha
Transthyretin

Transthyretin-Defizienz

vascular endothelial growth factor
Wildtyp
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