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A Adenin

BSA Bovines Serumalbumin

BVITV Knochen- /Gewebevolumen (Bone Volume/Tissue Volume)
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Chl zytosolisches Protein, Produkt des Protoonkogens cbl
CD Zelloberflachenantigen (Cluster of differentiation)

C Cytosin

c- zellspezifisch (cellular)

db Diabetes-Gen
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dNTP Mix aus den Nucleotiden dATP, dCTP, dGTP und dTTP
Dpd Deoxypyridinolin

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FITC Fluorescinisothiocyanat
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HSV Herpes Simlex Virus

ICV Intracerebroventrikul&r

IL Interleukin

kDa Kilodalton

kv Kilovolt

M Molar
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u mikro (10°°)
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M-CSF Wachstumsfaktor (Macrophage-colony stimulating factor)
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NOc/BPm Osteoklasten / Knochenoberflache

(Number of osteoclasts / bone perimeter)

OPG Osteoprotegerin
OPGL Osteoprotegerinligand (=RANKL=ODF=TRANCE)
op Osteopetrose-Gen
PBS Phosphatgepufferte Salzlésung
(Phosphate buffered saline)
PCR Polymerase Kettenreaktion (Polymerase chain reaction)
PGE Prostaglandin E
PTH Parathormon
PTHrP Parathormonverwandtes Peptid

(Parathormone related peptide)
RANKL Ligand von RANK
(Receptor activator for NFkappaB ligand)

Src Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase

Tcrd Delta-Untereinheit des T-Zell-Rezeptors
(T-cell receptor delta chain)

TGA Stopcodon

TK Thymidinkinase

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TNFR Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor

TRAP Tartratresistente saure Phosphatase

(Tartratresistent acid phosphatase)

T Thymin
+/- Heterozygot; Gen fehlt auf einem Allel
-/- Knockout; fehlendes Gen auf beiden Allelen

Gene werden klein und kursiv geschrieben, bei Proteinen wird der erste

Buchstabe kapitalisiert (z.B.: src: Gen; Src: Protein).
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1.1 Das Skelett

[Tavto per— alles flieRt;'® so auch das Skelettsystem. Scheint es auf den ersten
Blick auch der stabilste, am wenigsten flissige Teil des Korpers zu sein, so
wird bei genauerer Betrachtung deutlich, dal3 sich das Skelettsystem in einem
standigen Wandel befindet, der sich aber so langsam vollzieht, daf3 er dem
Auge normalerweise verborgen bleibt. Dieser stdndige Umbau ist die
Grundlage dafir, dal3 sich der Knochen optimal an die Anforderungen
anpassen kann, die an ihn gestellt werden. Stark belastete Strukturen werden
verstarkt, an wenig belasteten Elementen kommt es zur Knochenresorption,
und defekte Stellen werden repariert. Dieser Prozel3 wird Remodeling
genannt.**

Neben seiner Stutzfunktion hat der Kochen noch verschiedene weitere
Aufgaben zu erfullen. So dient er als das groRte Kalzium-Reservoir des
Korpers, und das Knochenmark ist unter physiologischen Bedingungen
postnatal der primare Ort der Blutbildung.30 Fur diese beiden Prozesse ist
insbesondere die Resorptionsseite des Remodelings von essentieller
Bedeutung. Knochenresorption ermadglicht bei erhéhtem Kalziumbedarf
(beispielsweise in der Schwangerschaft) eine Aufrechterhaltung des
Kalziumhaushaltes, indem Kalzium aus dem Knochen mobilisiert wird." Fir die
Funktion des Knochens als Sitz des blutbildenden Systems halt die
fortwahrende Knochenresorption den Markraum fir das hamatopoetische

Gewebe offen.®

1.2 Knochenzellen

Die Aufgabe, den ausgewachsenen Knochen an alle diese Anforderungen
anzupassen, wird im Wesentlichen von zwei hochspezialisierten Zelltypen
ubernommen: Osteoblasten und Osteoklasten. Diese beiden Zelltypen
fungieren als Antagonisten im Wechselspiel von Knochenbildung und

Knochenresorption.
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Auf der Seite der Knochenbildung steht der Osteoblast. Osteoblasten stammen
von mesenchymalen Vorlauferzellen ab, die sich aus mesodermalen
Keimbahnzellen entwickeln.’ Terminal differenzierte Osteoblasten
synthetisieren Osteoid, die Knochenmatrix, die zum grof3ten Teil aus Kollagen
Typ | besteht. Durch Anlagerung von Hydroxylapatitkristallen an diese
organische Matrix bildet sich die mineralisierte Knochensubstanz.?®*

Auf der Seite des Knochenabbaus steht der Osteoklast. Diese Zelle besitzt als
einzige die besondere Fahigkeit der Knochenresorption. Der Osteoklast ist
multinukledr mit 2 bis 10 Zellkernen und hat eine Gro3e von 50 bis 100 pum. Er
hat einen polaren Aufbau mit funktionell bedingten Unterschieden zwischen
dem apikalen (knochennahen) und dem baso-lateralen (markraumnahen) Pol
der Zelle. Der apikale, dem Knochen zugewandte Pol, zeigt eine intensive
Anfarbung in der Peripherie, die durch die dicht gelagerten Filamente des
Adhé&sionsapparates (,sealing zone“)52 entsteht. Hier besteht eine inhomogene,
dreidimensionale Zell-Substrat-Interaktion,* die mit einem Abstand von 0,2 bis
0,5 nm den engsten Kontakt zwischen Osteoklast und Knochenmatrix bildet
(Abb.1).

Abb.1: Schema eines aktiv

Mitochondrium

resorbierenden Osteoklasten.

Adhasionsapparat | Wasserstoffionen und proteolytische
,sealing zone* Enzyme werden auf der
knochenzugewandten Seite des

Osteoklasten sezerniert. Das

entstehende  saure  Milieu im
Resorptionskompartment fiihrt zu
einer LOosung der anorganischen
Bestandteile des Knochens, so dal
die freigelegten organischen
Knochen- Bestandteile von den Enzymen
matrix degradiert werden kénnen

Resorptions-

Kot kompartment

matrix

Apikale Membran
Burstensaum
Jruffled border”

Das aufRere, den Adhdasionsapparat umgebende Zytoplasma, wird deskriptiv
als ,klare Zone“ (,clear zone") bezeichnet, da es weitgehend frei von
Zellorganellen ist (Abb.1). Hier befinden sich kontraktile Proteine in hoher
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Konzentration.*® Im Zentrum des apikalen Pols ist die Zellmembran bei aktiv
resorbierenden Osteoklasten stark gefaltet und entspricht damit einem
Burstensaum  ("ruffled border®) (Abb.1). An dieser Stelle werden
Wasserstoffionen und Enzyme sezerniert, die zur Auflésung der
Knochensubstanz fuhren, so dald sich unter dem Osteoklasten das
Resorptionskompartment ausbildet. Der Osteoklast besitzt ein stark basophiles,
granuliertes Zytoplasma mit unterschiedlich groRen Vakuolen, die
hauptséchlich zwischen den Zellkernen und dem Bulrstensaum angeordnet
sind. Die Zellkerne zeigen ein heterogenes Muster in GrolRe, Form und
Basophilie. Dieses ist moglicherweise ein Ausdruck der asynchronen Fusion
von mononukledren Vorlauferzellen.*® Im Gegensatz zur apikalen Membran ist
die baso-laterale Zellmembran des Osteoklasten als Abgrenzung gegen die
umgebenden Knochenmarks- oder Bindegewebszellen glatt begrenzt (Abb.1).

Knochenresorption durch Osteoklasten und Knochenformation durch
Osteoblasten fuihren im Rahmen des Remodelings zu einem stadndigen Umbau
des Knochens. Erst durch diese permanente Erneuerung des Knochens erhalt
das Skelett die Flexibilitat, sich an ver&nderte Belastungssituationen
anzupassen und jederzeit die Knochenstruktur optimieren zu koénnen.
Resorption und Formation sind unter physiologischen Bedingungen dabei so
balanciert, dall am Ende ein stabiler, allen Anforderungen gentgender
Knochenbau steht. Die zielgerichtete Aktivitat von Osteoklasten, die durch
Resorption der von Osteoblasten gebildeten Knochensubstanz die
biomechanisch optimierte dreidimensionale Struktur geben, ist fir diesen
Prozel3 essentiell. Folglich ist eine uneingeschrankte physiologische Funktion
des Osteoklasten unbedingte Voraussetzung fur einen gesunden Knochen,
und Beeintrachtigungen dieser Funktion fihren unweigerlich zu pathologischen

Veranderungen des Skelettsystems.

1.3 Kilinische Bedeutung der Knochenresorption

Eine Unterfunktion von Osteoklasten bei gleichzeitig unbeeintrachtigter
Osteoblastenfunktion fthrt zur Osteopetrose.25 Diese relativ seltene Krankheit
(Inzidenz zwischen 1:20.000 und 1:100.00056) wurde 1903 zum ersten Mal von

dem Hamburger Professor Heinrich Ernst Albers-Schénberg beschrieben.?
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Besonders die maligne, autosomal rezessive Form der Osteopetrose
verursacht bei Patienten massive Beeintrachtigungen (Abb.2). Durch die
kndcherne Durchbauung des Markraumes mit Verdrangung der Blutbildung
kommt es zu Anamie, Infektionsneigung und, durch die kompensatorische
extramedullare Blutbildung, Zu
Hepatosplenomegalie. Die  Einengung der
craniellen Foramina fuhrt zu Druck auf die
Hirnnerven. Daraus ergeben sich neurologische
Komplikationen, die von einer Beeintrachtigung
des Visus mit Nystagmus bis zu vollstandiger
Blindheit, Taubheit  und Lahmung der
Gesichtsmuskulatur fiihren.®

Abb.2: Knochenbefund bei Osteopetrose. Das Réntgenbild
zeigt in der seitlichen Projektion die Veréanderungen am
Schéadel, die in diesem Fall zur vollstandigen Erblindung der
Patientin fihrten. Aufgrund ausbleibenden Zahndurchbruchs
muRten die Zahne kieferchirurgisch entfernt werden. Die
Markhohle der Tibia ist vollstandig mit Knochen ausgefiillt.
Aufgrund der verédnderten Knochenstruktur hatte die
Patientin bereits mehrere Frakturen erlitten. Der Pfeil zeigt
auf einen frischen Frakturspalt (Schadel und Unterschenkel,
weiblich; 5 Jahre).

Eine Einengung der Hypophyse kann zu Hypopituitarismus mit multiplen
endokrinen Stérungen fuhren. Weiterhin resultiert eine Beeintrachtigung der
Knochenresorption in verzogertem Skelettwachstum, Kleinwuchs, verspatetem
oder ausbleibendem Zahndurchbruch und einer erhéhten Frakturneigung der
Knochen aufgrund ihrer verminderten Elastizitat.

Ebenfalls zu Stabilitatsverlust, und zwar durch Abbau von Knochen, fuhrt eine
Uberfunktion der Osteoklasten. Wichtigstes Beispiel hierfir ist die
Osteoporose, bei der es zu einer Stimulation der osteoklastaren Resorption
nach Ausfall der Gonadenfunktion kommt. Die Osteoporose ist die haufigste
Krankheit der westlichen Welt. 30-40% der Frauen erleiden eine
osteoporotische Fraktur im Laufe ihres Lebens. Bei den tber 50jahrigen sind
es schon 54%. Dazu kommen noch, wenn auch in sehr viel geringerem




1 Einleitung

Prozentsatz, osteoporotische Frakturen bei Mannern.*
Die Wahrscheinlichkeit, eine Wirbelkérperfraktur zu
erleiden (Abb.3) steigt ab dem 60. Lebensjahr um das
20fache, das Risiko eine Schenkelhalsfraktur zu erleiden
sogar um das 50fache.”” Eine Storung der
Osteoklastenphysiologie erhoht  nicht  nur  die
Wahrscheinlichkeit, dal3 ein Knochen bricht, sondern

beeintrachtigt auch den anschlielRenden Heilungsprozel3.
36,54

Abb.3: Kontaktradiographie einer osteoporotischen Wirbelsaule.
Deutlich zu erkennen sind die rarefizierte Spongiosastruktur, die fast
nur noch aus cranial-caudal gerichteten Elementen besteht und die
multiplen Wirbelkdrperfrakturen (BWK 7-12; weiblich; 78 Jahre).

Da Osteoklasten die einzigen Zellen sind, die Knochen resorbieren kdnnen,
sind sie fur jede Knochenumstrukturierung, wie sie auch im Rahmen der
Frakturheilung auftritt, von besonderer
Bedeutung. Eine Frakturheilungsstérung bei
gesteigerter Resorption und/oder verminderter
Knochenneubildung ist unmittelbar
nachvollziehbar. Aber auch eine zu geringe
Resorptionsfahigkeit  verhindert die  noétige
Dynamik eines ideal an die, nach einer Fraktur
veranderten  biomechanischen  Verhéltnisse,
angepalten  Knochenremodelings.®*®  Eine
wesentliche Rolle spielen Osteoklasten auch bei

der Lockerung von Implantaten (Abb.4).

Abb.4: Radiologische Dokumentation der katastrophalen
Folgen osteoklastenassoziierter periprothetischer Lyse bei
der Huft-Totalendoprothese. Die kinstliche Huftpfanne ist
vollstandig disloziert und der Schaft der Prothese wird kaum
noch von der umliegenden Kortikalis eingefaf3t. In der
AusschnittsvergroBerung stellt sich der periprothetische
Lysesaum um den Prothesenschaft deutlich als Aufhellung
dar (weiblich; 76 Jahre).
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Dies geschieht durch Resorption von Knochen an vom Chirurgen
unerwinschten Stellen — zum Teil vermutlich stimuliert durch osteoklastogene
Abriebpartikel,42 insbesondere in Verbindung mit einer Stimulation Uber
Endotoxine,”® zum Teil wahrscheinlich gesteuert Uber die verdnderte
Biomechanik im mit Implantaten versorgten
Knochen.*

AulRerdem ebnen Osteoklasten Tumorzellen den
Weg zu invasivem Wachstum, ermoéglichen eine
Metastasierung im Knochen und schwéchen
dadurch an dieser Stelle die Struktur, was wieder
zu einer erhdhten Frakturneigung mit allen
Komplikationen fiihrt (Abb.5).*

Abb.5: Kontaktradiographie einer Tumorosteolyse im
coxalen Femur, entstanden durch osteoklastare Resorption
(Aus Amling und Delling®).

Die hohe Morbiditat, die aus osteoklastenassoziierten Erkrankungen erwéchst,
stellt nicht nur eine starke Belastung der betroffenen Individuen und ihrer
direkten Umwelt dar, sondern verursacht auch einen enormen
volkswirtschaftlichen Schaden. In Europa kostet die Behandlung von
Krankheiten, die durch Fehlfunktion von Osteoklasten mitbedingt sind,
insbesondere der Osteoporose, mehr als € 8 Milliarden /Jahr.?

1.4 Therapieansatze zur Beeinflussung der Knochenresorption

Der erhebliche Forschungsaufwand, der in den letzten Jahren getrieben wurde
um Therapiestrategien gegen diese Krankheiten zu erarbeiten, hat unter
anderem zur Entdeckung der pharmakologischen  Wirkung von
Bisphosphonaten als Resorptionshemmer gefiihrt.?” Diese Wirkung beruht auf
einer Hemmung des Mevalonsaurestoffwechsels im Osteoklasten.’
Bisphosphonate sind sehr gut wirksam gegen pathologische, hochaktive
Knochenresorptionsprozesse, wie sie im Rahmen von osteolytischen
17,37

Knochenmetastasen und der ,High-Turnover-Osteoporose” auftreten.

AulBerdem  helfen sie gegen die Schmerzen, die bei der
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Knochenmetastasierung entstehen.’ Weniger effektiv sind die Bisphosphonate
bei langsamen Resorptionsprozessen, wie der ,Low-Turnover-Osteoporose”.
Auch durch die Bisphosphonate ist es jedoch immer noch nicht mdglich, einmal
verlorenen Knochen wiederzugewinnen. Im gunstigsten Fall gelingt es, die
Knochenmasse in dem Stadium einzufrieren, das zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung eines Knochenmasseverlustsyndroms besteht. Diese
Tatsache legt die Vermutung nahe, dal3 die zugrundeliegenden Mechanismen,
die zur Ausbildung dieser Krankheitsbilder fihren, noch nicht genau genug
verstanden sind, um effektive Therapien erarbeiten zu konnen. Dies
verdeutlicht, dal3 ein tieferes Verstandnis der Steuermechanismen der
osteoklastaren Resorption von unmittelbarer Bedeutung fur die Einfihrung
suffizienter Praventionsmaflinahmen, sowie ursachenorientierter
Therapiekonzepte osteoklastenassoziierter Erkrankungen ist.

Die Untersuchung dieser Steuermechanismen, die Differenzierung und
Funktion von Osteoklasten regulieren, muf3 dabei entsprechend den
Krankheitsmechanismen auf zwei verschiedenen Ebenen erfolgen. Um
Krankheiten, wie die Osteopetrose, besser verstehen zu lernen, die auf einem
lokalen, zellularen Defekt des Osteoklasten beruhen, ist es notwendig, lokal die
zellulare und interzellulare Steuerung des Osteoklasten zu studieren. Zum
Verstandnis von globalen Krankheitsgeschehen, wie der Osteoporose, muf}
diese Untersuchung auch unter Bertcksichtigung der systemischen, den

ganzen Organismus betreffenden Pathophysiologie erfolgen.

1.5 Untersuchung der Osteoklastenfunktion im Mausmodell

In den letzten Jahren hat sich fur die Untersuchung von Osteoklasten in vivo
das Mausmodell als besonders gtlinstig erwiesen. So kamen zum Beispiel die
Erkenntnisse zur Pathophysiologie der Osteopetrose im Wesentlichen aus
Studien an Mausen mit spontanen Stérungen der Osteoklastendifferenzierung

oder Funktion.%® 8

Ein Beispiel hierfur ist die op/op-Maus, ein Mausstamm mit
angeborener Osteopetrose aufgrund einer Stérung der
Osteoklastendifferenzierung.69 Bei diesen Tieren konnte eine Punkt-Mutation
gefunden werden, die zu einem Transkriptionsabbruch in dem Gen fiihrt das

fur M-CSF codiert.” Die Behandlung dieser Mause mit rekombinantem M-CSF
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fuhrt zu vollstdndiger Heilung der Osteopetrose.24 Damit wurde M-CSF als
wichtiger Faktor fur die Osteoklastendifferenzierung identifiziert.

Die neueren Entwicklungen in der Molekularbiologie erlauben es heute, gezielt
die Bedeutung einzelner Gene fir die Osteoklastendifferenzierung und
-funktion zu untersuchen.’ Dabei kann die Funktion dieser Gene sowohl
verstarkt werden (Uberexpression), vermindert werden (dominant negativer
Ansatz, Untersuchung von heterozygoten Tieren) oder ganz ausgeschaltet
werden (Gen-Knockout). An zwei Beispielen lassen sich die Moglichkeiten, die
sich durch die Mausgenetik fur Untersuchungen zur Knochenresorption
ergeben besonders anschaulich verdeutlichen: Den opg-/- (Abb.6 A/B) und c-
src-/- Mausen (Abb.6 C/F), die eine Osteopenie, bzw. eine Osteopetrose

aufweisen.

Abb.6: Auswirkung einer Osteoklastenuberfunktion (A,D opg-/- Maus) bzw. einer
Osteoklastenunterfunktion (C,F c-src-/- Maus) auf die Knochenstruktur (B,E normale
Knochenstruktur bei Kontrollimausen) (unentkalkte Histologie, lumbale Wirbelkdrper, Farbung:
Von Kossa, VergréRerung: A-C: 10x; D-E: 30x).

Die starke Osteopenie, die sich bei Defizienz von opg zeigte, fuhrte zur

Identifizierung der hemmenden Wirkung seines Genproduktes Osteoprotegerin
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(OPG) auf die osteoklastare Differenzierung und Funktion.”® OPG ist ein
Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 60 kDa, das in der Lage ist, die
spate Phase der Differenzierung von der mononukledren hamatopoetischen
Vorlauferzelle zum Osteoklasten zu inhibieren. Es ist ein I6sliches Mitglied der
Familie der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren (TNFR). Als einzigem Mitglied
der TNFR-Familie fehlt OPG eine transmembranare Domé&ne, was darauf
schlieRen |aR3t, dall es ein ldslicher Zytokinrezeptor ist. Im Gegensatz zu
Osteopenie bei OPG-Defizienz,"® fiihrt die Uberexpression von OPG bei

% Im Jahr nach der

transgenen Mausen zu einer schweren Osteopetrose.
Entdeckung von OPG wurde gleichzeitig von zwei unabhangigen Gruppen ein
Ligand fir OPG (OPGL) gefunden.®*”* OPGL ist ein aus 137 Aminosauren
bestehendes Typ II-Transmembranprotein. Es kommt membrangebunden und
als losliche C-terminale Form vor. Ein Vergleich mit bekannten Sequenzen
ergab eine ldentitat mit RANKL (Receptor Activator for NFkappaB Ligand),71
welcher essentiell fir die Aktivierung von T-Zellen und dendritischen Zellen ist.
RANKL wurde als endgultiger Name fiir das Molekul festgelegt.

Die ausgepragte Osteopetrose, bei Fehlen von c-src fuhrte zur
Charakterisierung vom c-Src als essentiellem Faktor bei der zytoskelettalen
Organisation des resorbierenden Osteoklasten. c-src codiert fir die 60 kDa
Tyrosinkinase c-Src. c-src-/- Mause sind durch eine Osteopetrose mit einem
fehlenden Zahndurchbruch, langsamerem Wachstum, kirzeren und
deformierten Rohrenknochen mit Einengung der Markhohle und durch eine
hohe trabekuldare Knochendichte gekennzeichnet. Diese Befunde sind Folge
einer fehlenden osteoklastaren Resorption. Ultrastrukturell fehlt c-src-/-
Osteoklasten der Birstensaum (,ruffled border”), so dafl3 es nahe liegt, daf3 c-
Src eine Funktion im vesikularen intrazellularen Transport zukommt. c-Cbl
konnte als Substrat von c-Src nachgewiesen werden.® c-Chl ist ein 120 kDa
Protein zu dessen strukturellen Besonderheiten ein hoher Anteil basischer
Aminosduren, ein  C-terminaler mdglicher Leucin-Zipper und ein
zinkfingerartiges Motiv (beides Strukturmotive von einigen DNA bindenden

Proteinen) gehdren. Im Osteoklasten konnte gezeigt werden, daf3 c-Src und
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c-Cbl nicht nur Voraussetzung fir die osteoklastare Resorption sind, sondern
dal3 c-Cbl in einer fir die Knochenresorption notwendigen Signalkaskade

unterhalb ("downstream™) von c-Src positioniert ist.®?

1.6 Coupling von Knochenformation und Knochenresorption

Anhand dieser Mausmodelle ist die Rolle einzelner Gene fiur die
Differenzierung und Funktion von Osteoklasten gut untersucht worden,
hingegen ist relativ wenig Uber die tUbergeordneten Prozesse bekannt, die die
Knochenresorption regulieren. Die bisher guiltige Theorie des funktionellen
Couplings von Rodan und Martin aus dem Jahr 1981%° besagt, dal3 die
Osteoklastenfunktion direkt von der Osteoblastenfunktion abhéngt und vice
versa. Nach dieser Theorie fuhrt also eine Steigerung der Knochenformation
direkt zu einer Steigerung der Knochenresorption, wohingegen eine
Verminderung der Formation durch Osteoblasten zu einer Herabregulierung
der Resorptionsleistung durch Osteoklasten fuhrt. Auf diese Weise bleibt die
Balance zwischen Knochenaufbau und Knochenabbau erhalten und die
Knochenmasse wird auf einem konstanten Niveau gehalten. Lange Zeit
bestand das Postulat, dal3 sich Osteoklasten und Osteoblasten im Rahmen
des Remodelings in einer Feedback-Schleife gegenseitig steuern. In der Tat
konnten in vitro Experimente zur Osteoklastendifferenzierung zeigen, daf3 sich
Maus-Osteoklasten nur bei direktem Kontakt mit Osteoblasten entwickeln.®
Die Arbeitsgruppeum Suda konnte in vitro zeigen, dal3 die Effekte mehrerer
Faktoren, wie zum Beispiel 1,25(0OH), Vitamin D3, PTH, PTHrP, PGE,,
Oncostatin M und 1-6,> (ber Osteoblasten vermittelt werden. Diese
Experimente schienen die Hypothese des direkten Couplings zu untermauern.
Die Arbeitsgruppe um Karsenty konnte allerdings durch einen eleganten
Versuch in vivo zeigen, dal? es zumindest fur die Funktion der Osteoklasten
keiner direkten Mithilfe terminal differenzierter Osteoblasten bedarf.”® Sie
nutzten dafir ein genetisches Modell, bei dem die Thymdinkinase aus dem
Herpes Simplex Virus (HSV-TK) unter die Kontrolle des Osteocalcin-Promoters

gestellt wurde. Da Osteocalcin selektiv von terminal differenzierten
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Osteoblasten exprimiert wird, bilden entsprechend in diesem Modell auch nur
terminal differenzierte Osteoblasten die HSV-TK. Die HSV-TK wandelt
Ganciclovir in seinen toxischen Metaboliten um, so dal3 es méglich wird durch
Gabe von Ganciclovir gezielt terminal differenzierte  Osteoblasten
auszuschalten. Es zeigte sich, dalR in diesem Modell die osteoklastare
Resorption auch nach selektiver Ablation terminal differenzierter Osteoblasten
unverandert bleibt. Dieses Ergebnis stand im Widerspruch zur Hypothese, dal3
die Osteoklastenfunktion durch die Osteoblastenfunktion reguliert wird und warf
damit zum ersten Mal Zweifel an dem Konzept des direkten funktionellen
Couplings zwischen Osteoblasten und Osteoklasten auf.

Wenn die Regulation zwischen Knochenresorption und Knochenformation
nicht, wie von Martin und Rodan postuliert, allein auf lokaler, zellularer Ebene
erfolgt, mul3 es ein anderes, Ubergeordnetes Regulationszentrum geben, das
die Konstanz der Knochenmasse gewahrleistet. Den Ansatz fir die Suche nach
einem solchen Regulationszentrum lieferte die Kombination von zwei klinischen
Beobachtungen:

1. Frauen in der Postmenopause entwickeln Osteoporose mit einer Erhéhung

des Frakturrisikos.*®*’
2. Frauen mit Ubergewicht sind wesentlich seltener von Frakturen betroffen,
als normalgewichtige Frauen.?**°®®

Auf diesen beiden Beobachtungen und der Tatsache aufbauend, dal3
Gonadenfunktion und Fettstoffwechsel Uber den Hypothalamus reguliert

werden, 28

konnte gezeigt werden, dall auch die osteoblastare
Knochenformation zum Teil Uber den Hypothalamus gesteuert wird.?° Eine
besondere Rolle bei dieser Untersuchung spielte das Hormon Leptin. Leptin ist
ein Polypeptidhormon das aus 167 Aminosauren besteht.”® Es gibt zwei
naturlich  auftretende  Mausmutationen, mit Fehlen der Leptin-
Signaliibertragung: Die ob/ob-Maus und die db/db-Maus. ob/ob-Mause haben
eine Mutation in dem Gen, das Leptin codiert und db/db-M&usen fehlt ObRDb,
der funktionelle Rezeptor fur Leptin. Die Tiere entwickeln den gleichen

Phanotyp: Sie sind hypogonad, stark Ubergewichtig und haben eine erhdhte
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Knochenmasse bei erhohter Knochenformation. Diese erhohte
Knochenformation beruht auf einem tber den Hypothalamus vermittelten Effekt
von Leptin. Damit wurde fur die Steuerung der Knochenmasse ein
Mechanismus entdeckt, der unabhangig von Knochenzellen auf zentraler
Ebene in die Regulation der Skeletthomdostase eingreifen kann. Aus diesen
Experimenten ergibt unter anderem die Frage, welche Rolle die Resorption fur

diese zentrale Regulation der Knochenmasse spielt.
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, grundlegende Fragen zur osteoklastéaren
Knochenresorption zu klaren. Dabei sollte sowohl in vitro, auf zellularer Ebene,
als auch in vivo, im Organverbund untersucht werden, wie die
Knochenresorption gesteuert wird und ob ein Coupling zwischen Osteoblasten
und Osteoklasten besteht. Vor allem sollten die folgenden Fragestellungen

bearbeitet werden:

a) Konnen Osteoklasten ohne Anwesenheit von Osteoblasten entstehen?

b) Beeinflullt umgekehrt ein Fehlen osteoklastarer Knochenresorption die
osteoblastare Knochenformation?

c) Gibt es analog der hypothalamischen Steuerung der Knochenformation
eine Ubergeordnete Steuerung der Osteoklastenfunktion, die die Balance

zwischen Knochenresorption und Knochenformation gewéhrleistet?

a) Konnen Osteoklasten ohne Anwesenheit von Osteoblasten entstehen?

Wahrend die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Karsenty ein Coupling auf
Funktionsebene zu widerlegen scheinen,’® ware eine Steuerung von
osteoklastéarer Differenzierung Uber Osteoblasten weiterhin denkbar. Die von
Osteoblasten unabhangige Hemmung der Knochenresorption tber OPG, legt
aber die Hypothese nah, dal3 es bei geeigneter Wahl der Kulturbedingungen
mit einer Ausschaltung der inhibierenden Wirkung von OPG, moglich sein
mufte, Osteoklasten ohne die Anwesenheit von Osteoblasten in vitro zu
generieren. Wenn dies gelange, wére es ein weiterer Hinweis darauf, dafl3 kein
direktes funktionelles Coupling zwischen Osteoblasten und Osteoklasten
besteht. Deshalb sollte aus humanen Blutstammzellen ein in vitro-Modell der
Osteoklastendifferenzierung ohne Verwendung von supportiven osteoblastaren
Zellen entwickelt werden. Mit diesem Experiment sollte geklart werden, ob fir
die osteoklastare Differenzierung eine direkte Steuerung durch Osteoblasten
unbedingt notwendig ist, oder ob sie auch unabhangig vom Verbund mit

anderen Knochenzellen ablaufen kann. Ein weiterer Vorteil eines solchen
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Modells ware, dal3 es dadurch moéglich wirde, humane Osteoklasten direkt,

ohne Umweg Uber das Tiermodell, in vitro zu untersuchen.

b) Beeinflul3t ein Fehlen osteoklastarer Knochenresorption die osteoblastare
Knochenformation?
Da es bisher nicht mdglich ist, Knochen in vitro zu generieren, kann diese
Frage nur unter in vivo Bedingungen sinnvoll untersucht werden. Eine
Mdoglichkeit wére, die osteoklastare Resorption durch medikamentose
Behandlung zu modulieren, um den Effekt auf die Knochenformation zu
untersuchen. Diese Moglichkeit birgt aber die Gefahr maoglicher
Nebenwirkungen der medikamentosen Behandlung auf Formationsebene, die
die Interpretation der Ergebnisse erschweren wirde. Um eine Aussage Uber
die Steuerung der Knochenformation durch die Osteoklasten treffen zu kénnen,
wurde deshalb ein Modell verwendet, bei dem die osteoklastare Resorption auf
genetischer Ebene direkt im Osteoklasten blockiert ist, so dal3 eine normale
osteoblastare Funktion gewahrleistet ist. Ein geeignetes Modell fir diese
Untersuchung ist die c-src-/- Maus. In c-src-/- Mausen ist selektiv ein Gen
inaktiviert, das fur die resorptive Funktion von Osteoklasten notwendig ist.
Diese Tiere haben dementsprechend voll differenzierte Osteoklasten, die aber
durch eine zellautonome Stérung nicht in der Lage sind, Knochen zu
resorbieren. Sollte die Theorie des direkten funktionellen Couplings von Rodan
und Martin korrekt sein, mufdte aus der herabgesetzten Resorption eine
Verminderung der Knochenformation resultieren, so dal3 die Knochenmasse
bei diesen Tieren gleichbleiben, oder sich im Laufe des Wachstums sogar
vermindern mifte. Falls hingegen die Knochenmasse bei diesen Tieren im
Laufe des Lebens steigt, ware damit auch der zweite Teil der Hypothese des

direkten funktionellen Couplings widerlegt.

c) Gibt es eine zentrale Steuerung der Knochenresorption analog der
hypothalamischen Steuerung der Knochenformation?

Die Tatsache, dal3 die Knochenformation zum Teil Leptin-abhangig tber den

Hypothalamus gesteuert wird, legt die Vermutung nahe, dal3 eine analoge

zentrale Regulation auch fur die Knochenresorption existiert. Um dies zu
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untersuchen, sollte der Knochenphanotyp Leptin-defizienter (ob/ob) und
Leptinrezeptor-defizienter  (db/db) Mause  hinsichtlich  osteoklastéarer
Differenzierung und Funktion sowohl in vitro, als auch in vivo untersucht
werden. Dazu sollte als erster Schritt in vivo die Osteoklastendifferenzierung
und -funktion bei ob/ob- und db/db-M&usen studiert werden. In einem zweiten
Schritt sollten aus hamatopoetischen Stammzellen von ob/ob- und db/db-
Mausen in vitro Osteoklasten differenziert und auf ihre Fahigkeit zur
Knochenresorption untersucht werden. Der Einflul3, den der Hypogonadismus
bei Fehlen von Leptin auf die Knochenresorption hat, sollte in einem dritten
Schritt durch subkutane Gabe von Ostrogen uberpriift werden. SchlieRlich
sollte Uberprift werden, ob ein von dem Effekt auf die Knochenformation
unabhangiger zentraler Regulationsmechanismus der Knochenresorption durch
Leptin besteht, indem ob/ob-Mausen Leptin zentral in den dritten Ventrikel

appliziert wurde.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Gerate und Laborbedarf
Autoklav: Blitz, KSG-Sterilisatoren (Olching)
Brutschrank: BBD 6220, Heraeus (Hanau)
Confokales Mikroskop:  Fluoview, Olympus (Hamburg)
Durchlichtmikroskop: Axioskop Il, Zeiss (Jena)
Gelkammern: Sub Cell GT mit Powerpack 3000, Biorad (Minchen)
Geldokumentation: ChemiDoc, Biorad (Mtnchen)
Inverses Mikroskop: IX50/IX70, Olympus (Hamburg)
Kolbenhubpipetten: Gilson (Villiers Le Bel, Frankreich)
Eppendorf (Hamburg)
Kontaktradiograph: Faxitron Cabinet System, Faxitron (Wheeling, USA)
Kuhltruhen: Economy, Liebherr (Biberach an der Ril3)

GFL 6648, GFL (Burgwedel)
Laminar-Flow Werkbank: Herasafe, Heraeus (Hanau)

Mikrotom: CUT 4060/E Microtec (Mtinchen)
PH-Mel3gerat: pH 535, WTW (Ft. Myers, USA)
Thermocycler iCycler, Biorad (MUnchen)
Zentrifuge: CS-6, Beckmann (Minchen)

Artikel far Zellkultur stammten von den Firmen Nunc (Wiesbaden), Falcon
(Becton-Dickinson, New Jersey, USA), Sterifilter-Minisart von Sartorius
(Gottingen). Kanulen und Zubehor fur die peripherventse Blutentnahme kamen
von Sarstedt (NUmbrecht). Parafilm fur Immunhistochemie wurde von American
National Can (Chicago, USA) geliefert. Das notwendige Dentin wurde auf

unseren Antrag vom Zoll/Bundesgrenzschutz zur Verfigung gestelit.

3.1.2 Chemikalien und Antikdrper

Laborchemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt) und Sigma
(Deisenhofen) bezogen. Na-Heparin kam von Roche (Mannheim). Ficoll-Paque
wurde von Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden) geliefert.

16



3 Material und Methoden

Alpha-modifiziertes minimal essentielles Medium (alpha-MEM), Fotales
Kalberserum (Fetal Bovine Serum: (FBS)), Penicillin-Streptomycin-Lésung,
rekombinanter humaner Makrophagenkolonie stimulierender Faktor (M-CSF)
und Trypsin (10x) wurden bei Sigma (Deisenhofen) erworben. Die verwendete
phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline (PBS)) war von
GIBCO BRL, Life Technologies Inc. (Rockville, MD, U.S.A.). Rekombinanter
humaner l6slicher Rezeptor-Aktivator fir NFkappaB Ligand (RANKL) kam von
Peprotech Ltd. (London, U.K.). Rhodamin-Phalloidin wurde bei Molecular
Probes (Leiden, Niederlande) gekauft. Fluoreszierende anti-Maus
Sekundarantikorper lieferte Boehringer Mannheim (Mannheim). Fluorsafe
wurde bei Dako Diagnostika (Hamburg) bestellt.

Placebo und 17beta-Ostradiol Tabletten mit kontinuierlicher Wirkstoffabgabe
zur subcutanen Implantation wurden bei Innovative Research of America
(Sarasota, USA) gekauft. Der 23C6-AntikOrper gegen die alphabetas-
Untereinheit des Vitronectin-Rezeptors wurde grof3zugigerweise von Dr.

Michael Horton (London, U.K.) zur Verfiigung gestellt.

3.1.3 Primer und PCR-Chemikalien

Neol (5-CTT ggg Tgg AgA ggC TAT TC-3‘), Neo2 (5-Agg TgA gAT gAC Agg
AgA TC-3Y), Tcrdl (5-CAA Atg TTg CTT gTC Tgg Tg-3°), und Tcrd2 (5°'gTC
AgT CgA gTg CAC AgT TT-3) Primer wurden bei Invitrogen (Karlsruhe)
bestellt.

Small DNA Low Melt Agarose kam von Biozym Diagnostik GmbH (Oldendorf).
Rekombinante Tag DNA Polymerase einschlief3lich 10x PCR Puffer und 50 mM
Magnesium-Chloridlésung kam von Invitrogen (Karlsruhe). DNeasy Tissue Kit
wurde bei Qiagen (Hilden) bezogen. Die 20 bp und 100 bp DNA-Leitern kamen
von Biowhittaker Molecular Applications (Vallensbaek Strand, Danemark). Die

25mM dNTP-L6sung wurde von Biozym Diagnostik GmbH (Oldendorf) geliefert.

3.1.4 Medien, Loésungen und Puffer
Das Wasser fur das Ansetzen samtlicher Medien, Lésungen und Puffer
stammte von einer sechsstufigen Membrapure-Filtrationsanlage (Membrapure,

Bodenheim). Die Qualitat dieses Wassers entspricht der von zweifach
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destilliertem Wasser. Die angesetzten Lésungen, Medien und Puffer wurden
vor Gebrauch autoklaviert oder sterilfiltriert. Wenn keine dieser beiden
Methoden anwendbar war, (z.B. bei hitzesensiblen oder leicht schdumenden
Stoffen), wurde die Losung mit sterilem Wasser unter sterilen Bedingungen

angesetzt.

PCR-Gemisch
1x PCR-Puffer
2 mM  MgCl,
0.75 pM  Neol-Primer
0.75 pM  Neo2-Primer
0.5 puM  Tcerdl-Primer
0.5 uM  Tcrd2-Primer
0.2 mM dNTPMix (je dNTP)
12,5 U/nl Taq Polymerase
0.125 pg/pul Genomische DNA

Medium fur Osteoklastenkultur
1000 ml alpha minimal essentielles Medium
22 g Natriumbikarbonat
10 % FBS
1 % Penicillin/Streptomycin
pH 7.3

Fixierlosung
3.7 % Formalin in PBS

Medium flr Trypsinierung
100 ml alpha minimal essentielles Medium
0,22 ¢ Natriumbikarbonat
10 % Trypsin-EDTA (10x)

1 % Penicillin/Streptomycin
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Immunhisto-L6sung
100 ml PBS
01 g BSA
0,05 g Saponin

Blocklésung = Antikdrperverdinnungslosung
2,85 mi Immunhisto-Losung
150 Serum des Wirts des sekundéaren Antikdrpers
(z.B. Normales Ziegen-Serum, wenn der sekundare

Antikorper aus Ziegen gewonnen wird)

TRAP-Puffer
40 mM  Na-Acetat (pH 5)
10 mM  Na-Tartrat

TRAP-Farbelésung
5 mg  Naphtol AS-MX Phosphat
500 N-N-Dimethylformamid
50 mi TRAP-Puffer
30 mg Fast Red Violett LB Salt

3.1.5 Tiere

ob/ob- und db/db-Zuchtpaare und mutante Mause (C57BL/6J Lep"b, C57BL/6J
Leprdb) wurden von den Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA) geliefert.
Sie erhielten eine standardisierte Diat (Purina #5001, PMI Nutrition
International, Richmond, Indiana, USA). Die Untersuchungen an diesen Tieren
fanden in Kooperation mit dem Labor von Dr. Karsenty, Baylor College of
Medicine, Houston, TX, USA statt. Die c-src-/- Mause B6.129S7-Src™>
wurden von Dr. Soriano im Labor von Dr. Bradley (Baylor College of Medicine,
Houston, Texas) generiert und im Rahmen einer Kooperation zur Verfiigung
gestellt. Sie erhielten eine flussige Diat (LD 82, Bioserv, Holton Industries Co.,

Frenchtown, NJ, USA) und per Hand zerkleinerte Nahrung.
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Die Organentnahme war in Ubereinstimmung mit dem Tierschutzgesetz beim

Tierschutzbeauftragten des UKE, Dr. Dimigen, angemeldet.

3.2 Methoden

3.2.1 Genotypisierung

Fur die Genotypisierung von c-src-/- Mausen wurde genomische DNA aus
Schwanzbiopsien mit einem DNAeasy Kit isoliert. Die PCR erfolgte nach dem
NEOTD-PCR-Protokoll (JAXMice, www.jax.org). Die Neo-Primer (Neol, Neo2)
liegen innerhalb der eingefiigten Neo-Kassette und geben daher nur bei
heterozygoten oder Knockout-Tieren ein Signal. Die Tcrd-Primer (Tcrdl,
Tcrd2), die eine Untereinheit des T-Zell-Rezeptors amplifizieren, dienten als
interne  Kontrolle. Da homozygot c-src-defiziente Mause keinen
Zahndurchbruch der Inzisoren haben, wurden heterozygote Tiere (c-src+/- und
homozygot c-src-defiziente Tiere (c-src-/-) anhand des Zahnstatus

unterschieden. Die PCR erfolgte nach folgendem Protokoll:

1. 94° C 3

2. 13x 94° C 20“
64° C 30
72° C 35¢

3. 26X 94° C 20

58° C 30"
72° C 2
4. 10° C oo

Die PCR-Produkte wurde auf einem 2,5%igen Agarose-Gel durch
Gelelektrophorese bei 40 V pro 10 cm Gel 3 Stunden separiert. Dabei lauft die
Neo-Bande bei 280 bp, die Tcrd-Bande bei 200 bp.

3.2.2 Kontaktradiographie
Zu Dokumentationszwecken wurde von jeder Maus eine Kontaktradiographie

erstellt (Rontgenfilme: x-omat MA Film, KODAK, Frankreich; x-ray cabinet,
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Faxitron, USA). Die Radiographie wurde bei 30 kV und einer Dauer von einer
Minute durchgefiihrt. Die Rontgenbilder wurden mit einem Lupenmikroskop
(Olympus SZH10, Olympus, Tokio, Japan) photographisch dokumentiert und

analysiert.

3.2.3 Histologie

Die quantitativen  histomorphometrischen  Untersuchungen sind an
unentkalkten, Toluidin-blau- und von Kossa-gefarbten Schnitten der
Lendenwirbelkérper und der proximalen Tibia durchgefuhrt worden. Nach der
Praparation der Knochen wurden diese in 3,7% PBS-gepuffertem Formaldehyd
fur achtzehn Stunden bei 4° C fixiert.

Nach der Entwasserung der Knochen in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit
80% Ethanol (2 Stunden), 90% Ethanol (2 Stunden), 96% Ethanol (2 Stunden),
100% Ethanol (3 Stunden), 100% Ethanol+Aceton (3 Stunden) und 100%
Ethanol (3-8 Stunden) wurden die Tibiae und die Lendenwirbelsdule nach
Infiltration in Methylmetacrylat (Merck, Darmstadt) unentkalkt in ein LPG-BPO-
Methylmetacrylat-Gemisch (Merck, Darmstadt) eingebettet.

Nach der Aushartung und dem Anschleifen wurden 5 um Sagittalschnitte der
Praparate an einem Rotationsmikrotom (Cut 4060E, MicroTech, Minchen)
angefertigt.

Die Schnitte wurden mit Toluidin-blau (1% Toluidin-blau bei pH 4,5 fir 30
Minuten) und mit der modifizierten von Kossa-/van Gieson-Gegenfarbung
gefarbt.

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit einem Axioskop Il (Carl Zeiss,

Jena).

3.2.4 Histomorphometrie

Die quantitativen histomorphometrischen Untersuchungen sind an mit Toluidin-
blau gefarbten Schnitten der Lendenwirbelkdrper und der proximalen Tibia
durchgefthrt worden. Im Bereich der proximalen Tibia wurde der Bereich der
Metaphyse 0,25 mm distal der Wachstumsfuge vermessen.

Unter Verwendung des Osteomeasure-Histomorphometrie-Systems

(Osteometrix, Atlanta, GA) wurden analysiert: Das trabekulare
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Knochenvolumen (bone volume per tissue volume, BV/TV in %) und die Anzahl
der Osteoklasten (Osteoclast number per bone perimeter, NOc/BPm in /mm).

Die Untersuchung erfolgte nach standardisierten Protokollen *>*.

3.2.5 Humane Knochenmarkgewinnung

Das Knochenmark wurde freundlicherweise von Prof. Dr. A. R. Zander zur
Verfiugung gestellt. Es wurde freiwilligen, gesunden Spendern in
Intubationsnarkose oder unter Spinalanasthesie steril aus dem Beckenkamm
entnommen. Fur wissenschaftliche Zwecke konnten 50 ml des Knochenmarks
benutzt werden, nachdem die Spender im Rahmen des Aufklarungsgespréaches
ihre Zustimmung dazu gegeben hatten. Zur Verhinderung der Blutgerinnung
wurde sofort nach Gewinnung 1% Heparin zum Knochenmark hinzugeftigt. Das

Knochenmark wurde vor der Weiterverarbeitung auf Eis gekunhlt.

3.2.6 Gewinnung periphervendsen Blutes

Peripheres Blut wurde aus der Vena cubitalis freiwilliger Probanden
entnommen, unter sterilen Bedingungen in 50 ml Plastikrohrchen zur
Verhinderung der Blutgerinnung mit 1% Na-Heparin versetzt und sofort auf Eis
gekdhlt.

3.2.7 Isolierung hAmatopoetischer Stammzellen

Sowohl humanes Knochenmark als auch humanes periphervendses Blut
wurden zur Isolierung hamatopoetischer Stammzellen dem gleichen Protokoll
unterzogen. Dafur wurde die Tatsache ausgenutzt, dal3 die mononukleadre
Zellfraktion, die auch die Osteoklastenvorlaufer enthalt, eine geringere Dichte
hat als Erythrozyten, Thrombozyten und reife Granulozyten, so dal3 es moglich
ist, Uber einen Dichte-Gradienten diese Zellfraktionen zu trennen. Zur
Auftrennung diente dabei Ficoll-Paque, das mit seiner Dichte von 1,0647 +
0,001 g/ml unterhalb der Dichte der mononukleéren Zellen, aber oberhalb der
aus dem Versuchsansatz zu entfernenden Zellen liegt. So gelingt eine
Trennung in drei Phasen, wobei die Ficoll-Paque-Phase zwischen

mononukle&rer Zellfraktion und unerwinschten Zellen liegt.
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PBS und Ficoll-Paque wurden im Wasserbad auf 37° C erwarmt. 50 ml
Knochenmark/Blut wurden mit PBS auf 200 ml verdiunnt und in 4x50 ml
Plastikrohrchen Utberfuhrt. 8x50 ml Plastikrohrchen wurden mit je 25 ml Ficoll-
Paque geflllt. Die 200 ml mit PBS verdinntes Knochenmark/Blut wurden
vorsichtig auf das Ficoll-Paque geschichtet, so dal’ sich zwei getrennte Phasen
ergaben. Die Plastikrohrchen mit dem zweiphasigen Gemisch wurden mit
350xg bei einer Temperatur von 20° C 30 Minuten zentrifugiert. Dadurch wurde
die Einstellung eines Dichtegradienten erreicht, bei dem sich die
mononukledren hamatopoetischen Vorlauferzellen auf der Grenze zwischen
Ficoll-Phase und PBS-Phase befanden. Die Zentrifuge lief danach ohne
Bremse aus, um die Phasen nicht durch die Bremsbeschleunigung wieder zu
vermischen. Die hamatopoetischen Vorlauferzellen wurden vorsichtig aus je
zwel Plastikrohrchen in ein neues uberfuhrt, so daf3 sich 4 Plastikréhrchen mit
ca. 30-40 ml mononuklearer Zellen ergaben. Diese wurden ad 50 ml mit PBS
aufgefullt und mit 350xg bei 20° C 10 Minuten zentrifugiert. In allen weiteren
Zentrifugationsschritten war die Bremse wieder aktiviert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und verworfen. Zur Reinigung der Zellen von Ruckstanden von
Ficoll-Paque wurden die Zellpellets aus den 4 Plastikrohrchen in ein neues
Uberfuhrt. Nach Auffullen ad 50 ml mit PBS wurde mit 350xg bei 20° C 10
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und die Zellen im
Pellet in 1 ml PBS resuspendiert. 10 ul dieser Zellosung wurden mit 990 ul
Trypan-blau gefarbt, um in einer Neubauer-Zahlkammer die Fraktion vitaler

Zellen zu bestimmen.

3.2.8 Gewinnung von murinen h&matopoetischen Zellen

Zur Gewinnung von hamatopoetischem Gewebe wurden 3 Monate alte M&use
getotet. Nach Desinfektion des Fells mit Alkohol konnten unter sterilen
Bedingungen die langen Ro&hrenknochen und die Milz freiprapariert und
entnommen werden. Die Markhdhle von Femur und Tibia wurde kurz oberhalb
der Gelenke eroffnet und das hamatopoetische Gewebe durch mehrfaches
Spulen mit serumfreiem Medium herausgewaschen. Die Milz wurde zuerst in
einem Sieb zerkleinert, und dann ebenfalls mit serumfreiem Medium gespililt,

um die hAmatopoetischen Vorlauferzellen zu gewinnen.
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3.2.9 Kultivierung humaner Zellen

Die mononukleare Zellfraktion aus humanem Knochenmark und humanem
peripheren Blut wurde fur die Zellkultur in einer Konzentration von 10° Zellen/ml
verwendet. Die jeweiligen Konzentrationen wurden fur 14 oder 21 Tage in
Osteoklastenkulturmedium unter Anwesenheit von 20 ng/ml RANKL und 50
ng/ml M-CSF kultiviert. Die Halfte des Mediums wurde jeden zweiten Tag
gewechselt. Die  Kultur erfolgte fir die  TRAP-Farbung  auf
Plastikzellkulturschalen  (24-well-plates),  fir  Immunhistochemie  auf
mikroskopischen Deckglasern und far  die Untersuchung  der
Resorptionskapazitat im Pit-Assay auf Dentin. Nach 14 Tagen wurden die
Kulturen auf den Plastikzellkulturschalen und auf den mikroskopischen
Deckglasern nach Entfernung der nichtadharenten Zellen fixiert und gefarbt.
Die Kulturen auf Dentin wurden fur den Pit-Assay nach 14 oder 21 Tagen

fixiert.

3.2.10 Kultivierung muriner Zellen

Murine hé&matopoetische Zellen wurden in einer Konzentration von 10°
Zellen/ml unter Anwesenheit von 25 ng/ml RANKL, 40 ng/ml M-CSF und
108 M 1,25 Vitamin D3 kultiviert. Die Héalfte des Mediums wurde jeden zweiten
Tag gewechselt. Die Kultur erfolgte fir die TRAP-Farbung auf
Plastikzellkulturschalen (24-well-plates) und fur die Untersuchung der
Resorptionskapazitat im Pit-Assay auf Dentin. Nach 6 Tagen wurden die

nichtadharenten Zellen entfernt und alle Kulturen fixiert.

3.2.11 TRAP-Farbung

Die TRAP-Farbung erfolgte in humanen Kulturen nach 14 Tagen und in
murinen nach 6 Tagen. Nach Absaugen des Mediums wurden die auf
Plastikzellkulturschalen kultivierten Zellen fur 5 Minuten in 3,7% gepuffertem
Formaldehyd fixiert. Danach wurde das Formaldehyd wieder abgenommen und
die Zellen trockneten fir 2 Minuten an der Luft. Zur Farbung wurde fir 10
Minuten TRAP-Farbelosung auf die Kulturen gegeben. Das Ergebnis wurde
unter Ausnutzung der Eigenfluoreszenz der Farbung im inversen

Fluoreszenzmikroskop Olympus [IX70 fotografiert und die Zahl der
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multinukledren TRAP-positiven Zellen im inversen Labormikroskop [X50
gezahlt. Dabei wurden Zellen mit drei und mehr Zellkernen und gleichzeitiger

positiver TRAP-Féarbung als Osteoklasten gewertet.

3.2.12 Immunfluoreszenz und confokale Lasermikroskopie

Zuerst wurden die mikroskopischen Deckglaser mit den Zellen auf einer Glas-
Kulturschale in —20° C kaltem Azeton fur 5 Minuten entwassert und auf
Parafilm an der Luft getrocknet. Dann wurde 1:40 in PBS verdinntes
Rhodamin-Phalloidin auf die Deckglaser gegeben und im Dunklen fiar 20
Minuten inkubiert. Alle weiteren Inkubationsschritte wurden ebenfalls im
Dunklen durchgefuhrt, um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu
verhindern. Nach grundlichem Waschen mit PBS wurde zur Verminderung
unspezifischer Farbung fir 20 Minuten mit Blockldsung inkubiert. Vom
primaren Antikorper (Maus-anti-23C6) wurde eine Verdinnung von 1:40 in
Antikorperverdinnungslosung hergestellt und die Zellen darin 120 Minuten
inkubiert. Danach wurde drei mal funf Minuten in Immunhistolésung gespdilt.
Der sekundare Antikdrper (Anti-Maus-Fluorescein) wurde 1:100 verdinnt und
blieb fir 60 Minuten auf den Zellen. Danach erfolgten drei Waschschritte a 5
Minuten in PBS, wonach die mikroskopischen Deckglaser mit Fluosave auf
Objekttragern im Kuhlschrank tber Nacht eingedeckelt wurden. Die Analyse
erfolgte mit einem confokalen Lasermikroskop der Firma Olympus. Angeregt
wurde mit einem kombinierten Argon-Krypton-lonen-Laser mit zwei

Wellenlange 488 nm und 568 nm.

3.2.13 Resorptionsnachweis auf Dentin

Zum Nachweis der Resorptionsfahigkeit der Zellen blieben humane Zellen fir
14 und 21 Tage auf Dentin, murine Zellen fir 6 Tage. Nach Absaugen des
Mediums wurden die adharenten Zellen mit Natriumhypochlorit vom Dentin
entfernt. Zur Visualisierung der Resorptionslakunen wurde das Dentin mit einer
einprozentigen Toluidin-blau-Lésung gefarbt. Die Resorptionslakunen wurden

fotografiert und histomorphometrisch vermessen.
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3.2.14 Intracerebroventrikulare Injektion

Die Einbringung der intracerebroventrikularen Pumpen in den 3. Ventrikel der
Maus wurde im Labor von Dr. Karsenty (Baylor College of Medicine, Houson,
TX, USA) von Dr. Takeda durchgefihrt. Dazu wurden die Tiere mit Avertin
narkotisiert. Das Calvarium wurde unter sterilen Bedingungen in Hohe des
Bregmas freigelegt und ein 0,7 mm Loch in das Calvarium gebohrt. Durch
diesen Zugang wurde eine 28 Gauge-Kanule (Brain Infusion Kit Il, Alzet) in den
dritten Ventrikel implantiert. Die Kanile wurde am Schédel mit Cyanoacrylat
befestigt und mit einem Tygon-Schlauch an eine osmotische Pumpe
angeschlossen, die in eine dorsale subcutane Tasche der Tiere implantiert
wurde. Die osmotische Pumpe lieferte 8 ng Leptin/h bzw. PBS als Kontrolle
Uber 28 Tage.

3.2.15 Deoxypyridinolin Crosslinks / Leptin RIA

Deoxypyridinolin Crosslinks wurden im Labor von Dr. Karsenty im Morgenurin
bestimmt. Dazu wurde ein Pyrilinks-D Immunoassay Kit (Metra
Biosystems/Quidel Corporation, San Diego, USA) verwendet, bei dem die
Standardisierung nach dem Kreatiningehalt des Urins erfolgt (Creatinine Kit,
Metra Biosystems/Quidel Corporation, San Diego, USA). Leptin wurde im
Labor von Dr. Karsenty mit einem Radioimmunoassay (Linco, St.Charles, USA)
bestimmt.

3.2.16 Ovarektomie und subcutane Ostrogenbehandlung

Fur die Untersuchungen zur zentralen Regulation der Knochenmasse wurde
von Dr. Takeda im Labor von Dr. Karsenty an 6 Wochen alten Weibchen eine
Ovarektomie durchgefuhrt. Um fir mdgliche Operationsfolgen eine geeignete
Kontrollgruppe zu erhalten, wurde eine Operation mit explorativem Charakter
ohne Ovarektomie (Sham-Operation) durchgefihrt.

Placebo und 17beta-Ostradiol Tabletten mit kontinuierlicher Wirkstoffabgabe
wurden subcutan in 6 Wochen alte weibliche Wildtyp- und ob/ob-Mause
implantiert, um eine Ostrogen-Serumkonzentration von 250 pg/ml zu erreichen.

Die Tiere wurden nach 3 Monaten getotet.
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3.2.17 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte unter Verwendung des ,student’s t-test”
(StatView®, Abacus Concepts Inc.1993).

Als signifikant wurde p< 0,05 betrachtet. Die Fehlerbalken reprasentieren die

Standardabweichungen (SD).

3.2.18 Sicherheit und Entsorgung

Alle Chemikalien wurden entsprechend ihren R- und S-Satzen gehandhabt.
Ebenfalls diesen Bestimmungen entsprechend erfolgte auch die jeweilige
Entsorgung. Abfalle, die Reste humaner Zellen enthielten, wurden vor der
Entsorgung autoklaviert.

27



4 Resultate

4 Resultate

4.1 Osteoklastendifferenzierung ohne Osteoblasten

Humane Knochenmarkkulturen zeigen Osteoklastenmerkmale

In einem ersten Schritt der Arbeit sollte aus humanen Blutstammzellen ohne
Verwendung supportiver Osteoblasten ein in  vitro Modell der
Osteoklastendifferenzierung entwickelt werden. Hierzu wurde zunachst aus
humanem Knochenmark die mononukledre Zellfraktion isoliert, und unter
permissiven Bedingungen (alpha-MEM mit 10% FBS, 50 ng/ml M-CSF, 20
ng/ml RANKL, 37° C) kultiviert. Die Kultur zeigte nach zwei Wochen eine hohe
Dichte multinuklearer Zellen. Zur weiteren Charakterisierung wurden die Zellen
mit Formalin fixiert und gegen tartratresistente saure Phosphatase (TRAP)
gefarbt (Abb.7).

L

Chann=! (1+2)

Abb.7: Humane Knochenmarkkultur, Tag 14, TRAP-Farbung, Laser-Scan-Mikroskopie,
VergréRerung 500x. Das Bild zeigt zwei typische Charakteristika von humanen Osteoklasten in
vitro: Multinuklearitat und Expression von tartratresistenter saurer Phosphatase (TRAP, rot). Es
verdeutlicht die hohe Potenz des Kultursystems hinsichtlich der Osteoklasteninduktion.
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Dieses Enzym ist zwar nicht ausschlief3lich in Osteoklasten exprimiert, aber bei
Farbung von Knochenmark wird es allgemein als Marker fir Osteoklasten
verwendet.** Hierbei zeigte sich in den Kulturen eine starke Expression von
TRAP. Sowohl die gute Spezifitat der Farbung als auch die hohe relative
Ausbeute an Osteoklasten kann deutlich an den nur vereinzelt zu
beobachtenden TRAP-negativen mononukleéren Zellen abgelesen werden. Da
TRAP aber ein Enzym ist, das auch in anderen Zellen gebildet wird, wurde zur
weiteren Charakterisierung der Kultur, an den im gleichen Zeitraum auf
mikroskopischen Deckglasern kultivierten Zellen, eine immunhistochemische
Doppelfarbung gegen Aktin und den Vitronektin-Rezeptor alpha,betas
durchgefihrt (Abb.8).

Dicp =y oom  100%) - Channel 1+

Abb.8: Humane Knochenmarkkultur, Tag 14, Immunfluoreszenzdoppelmarkierung (grin:
Vitronectinrezeptor (alpha,betas), rot: Aktin-Zytoskelett), confokale Lasermikroskopie,
VergroRerung 1000x; die Kultur zeigt eine hohe Reinheit und sehr gute Ausbeute an
osteoklastaren Zellen. Die Lokalisation des Vitronectinrezeptors im Zytoplasma deutet auf eine
niedrige Aktivitat der Zellen hin.

Der Vitronektinrezeptor alphaybetas ist sehr spezifisch in Osteoklasten

exprimiert. Im confokalen Lasermikroskop zeigte die fur Osteoklasten typische
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ringférmige Anordnung der Aktinfilamente in der Peripherie, sowie eine hohe
Expression des Vitronectinrezeptors im Zytoplasma. Die Lokalisation im
Zytoplasma laft auf einen relativ inaktiven Status der osteoklastaren Zellen
schlieBen. Ebenfalls sichtbar ist die groRe Ausbeute und hohe Reinheit an
osteoklastaren Zellen, die durch die hier vorgestellte Kulturmethode erreicht

werden kann.

Resorbierende Osteoklasten entstehen in vitro in Knochenmarkkulturen
Wenngleich diese spezifische Farbung schon ein sicheres Indiz dafur darstellt,
dal3 es sich in der Kultur um Osteoklasten handelt, so gilt als Beweis nur der
Nachweis der Resorptionsfahigkeit. Zu diesem Zweck wurde die gleiche Kultur
fur 14 und 21 Tage auf Dentin durchgefuhrt (Abb.9).

Abb.9: Humane Knochenmarkkultur, Tag 21, Pit Assay auf Dentin, Toluidin-blau Farbung,
VergréRerung 1000x. Das Vorhandensein der Resorptionslakunen auf Dentin beweist, dal3 die
kultivierten Zellen in der Lage sind Knochen zu resorbieren.

Wahrend nach 14 Tagen die Farbung mit Toluidin-blau keine

Resorptionslakunen zeigt, sind diese nach 21 Tagen deutlich zu erkennen. Da
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Osteoklasten die einzigen Zellen mit der Fahigkeit zur Knochenresorption sind,
ist damit eindeutig bewiesen, dald es sich bei den beobachteten Zellen um
Osteoklasten handelt. Diese Osteoklasten sind aus Knochenmarksstammzellen
entstanden ohne dald supportive Osteoblasten zur Kultur hinzugesetzt worden

waren.

Generierung von humanen Osteoklasten in vitro ohne Osteoblasten

Aufgrund der Technik der Knochenmarkstanze kann trotz der
Isolierungsschritte zur Aufreinigung der mononuklearen Osteoklastenvorlaufer
nicht vollig ausgeschlossen werden, dal3 Osteoblasten und/oder
Osteoblastenstammzellen im verwendeten Knochenmark vorhanden sind. Zur
weiteren Charakterisierung des Modells mit Ausschluf® jeder osteoblastaren
Verunreinigung wurde daher die mononukleare Zellfraktion aus dem
periphervenésem Blut freiwilliger Probanden isoliert. Aus der hamatologischen
Transplantationsmedizin ist bekannt, dal3 auch im peripheren Blut
hamatopoetische Stammzellen zirkulieren. Es wurde die in der Transplantation
angewendete Technik zur Isolierung dieser Stammzellen adaptiert. Diese
Technik beruht auf der unterschiedlichen Dichte der einzelnen Blutbestandteile.
Durch Verwendung einer Lésung, deren Dichte genau zwischen Erythrozyten
und mononukleéren Zellen liegt, konnen diese beiden Zellfraktionen tber einen
Zentrifugationsschritt getrennt werden. Die gewonnenen Zellen wurden im
gleichen Kulturansatz kultiviert wie die Stammzellen aus dem Knochenmark.
Nach 14 Tagen zeigte sich auch hier eine homogene Kultur mit tberwiegend
multinukledren Zellen, die eine positive Farbung fur TRAP aufwiesen (Abb.10).
Das confokale lasermikroskopische Bild zeigte auch in diesem Kulturansatz die
typischen Charakteristika osteoklastarer Zellen. In der Peripherie der Zellen
bildete sich ein Aktinring aus und es fand sich eine kraftige Farbung fur den

Vitronectinrezeptor (alpha,betas) (Abb.11).
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Abb.10: Kultur humanen, peripheren Blutes, Tag 14, TRAP-Farbung, Laser-Scan-Mikroskopie,
VergroRerung 500x. Es zeigt sich ein ahnlich gutes Ergebnis in der Kultur peripheren Blutes, wie
in der Knochenmarkkultur. Sowohl Multinuklearitat, als auch Expression von TRAP (rot) sind
stark ausgepragt.

Abb.11: Kultur humanen peripheren Blutes, Tag 14, Immunfluoreszenzdoppelmarkierung (grin:
Vitronectinrezeptor  (alpha,betas), rot: Aktin-Zytoskelett), confokale Lasermikroskopie
VergrofRerung: 1000x).
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Diese Zellen waren ebenfalls nach 21 Tagen in Kultur in der Lage, Dentin zu
resorbieren, wie der Resorptionsversuch auf Dentin zeigte (Abb.12). Aufgrund
der ausschlie3lichen Verwendung von aus peripherem Blut isolierten Zellen fir
diesen Kulturansatz kann sicher davon ausgegangen werden, daf3 sich in der
Kultur keine Osteoblasten befanden. Die Entwicklung von voll differenzierten,
resorbierenden Osteoklasten in diesem Modell zeigt, dal fur die
Differenzierung von Osteoklasten in vitro keine Osteoblasten notwendig sind.
Im Zusammenhang mit den Daten der Arbeitsgruppe um Karsenty,18 die
zeigen, dald auch die Funktion von Ostoklasten unabhéngig von der
Osteoblastenfunktion ist, wird damit eine ausschlie3liche direkte Steuerung der
Knochenresorption tiber Osteoblastenfunktion ausgeschlossen.

Abb.12: Kultur peripheren Blutes, Pit-Assay: Resorptionslakunen auf Dentin, Farbung: Toluidin-
blau, Vergréerung: 1000x.

4.2 Progressive Osteopetrose bei Fehlen von c-Src

Steuert nun umgekehrt die osteoklastare Resorption die Knochenformation?
Diese Frage sollte in einem zweiten Schritt anhand eines Modells mit fehlender
Knochenresorption bei intakter Differenzierung von Osteoklasten untersucht
werden. Als solches Modell wurde die c-src-defiziente Maus gewahlt, der eine
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Tyrosinkinase fehlt (c-Src), welche fir den Aufbau des Blrstensaums essentiell
ist. So sind Osteoklasten in diesen Tieren zwar vorhanden, aber nicht in der
Lage, Knochen zu resorbieren. Wenn es eine direkte Steuerung der
Knochenformation tber die Knochenresorption gibt, mufte es in diesem Modell
zu einer Herabregulation der Knochenformation mit Stillstand oder sogar
Regression der Osteopetrose kommen.

Es wurden von 3, 16 und 24 Wochen alten c-src-defizienten Mausen
Rontgenbilder angefertigt und die Wirbelsdulen der Mause histologisch
aufgearbeitet und histomorphometrisch vermessen. Bereits die radiologische
Diagnostik vermittelt den Eindruck, daf die Osteopetrose von c-src-defizienten
Mausen progressiv verlauft und gibt damit einen ersten Hinweis darauf, dal3
auch bei fehlender Knochenresorption weiterhin neuer Knochen gebildet wird
(Abb.13).

Abb.13: Progressive Osteopetrose bei c-src-/- Mausen (lumbale Wirbelsaule (LWK 3) a-p-
Strahlengang, Kontaktradiographie, VergroRerung: 10x) A. Wildtyp 16 Wochen; B. c-src-/- 16
Wochen; C. c-src-/- 24 Wochen.

Die histomorphometrische Quantifizierung der histologischen Schnitte bestatigt
diesen Eindruck: In Ubereinstimmung mit den Daten von Soriano et al.,”’
weisen schon 3 Wochen alte c-src-defiziente Mause aufgrund fehlender
Resorptionskapazitat der Osteoklasten eine Osteopetrose auf. Da bei c-src-
defizienten Mausen aufgrund der fehlenden Knochenresorption im Kiefer kein
Zahndurchbruch erfolgt, verhungern sie normalerweise kurz nach dem Abstillen
von der Amme. Aus diesem Grund konnte bisher der Knochen nur im Rahmen
des friihen Wachstums untersucht werden. Die Verhéltnisse im Knochen nach

Abschlul des Wachstums, wenn das Remodeling die Hauptrolle im
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Knochenstoffwechsel tGbernimmt, entzogen sich somit der Betrachtung. Um
dieses Problem zu umgehen, wurden fur die hier vorgestellte Untersuchung die
Mause nach dem Abstillen mit Flussignahrung am Leben erhalten. Hierdurch
wurde es erstmalig moglich, die Entwicklung der Osteopetrose in alternden c-
src-defizienten Mausen zu verfolgen und damit die Bedeutung intakter
Osteoklastenfuktion fir das Remodeling zu untersuchen. Die statische
Histomorphometrie bestatigte den im Rontgenbild angedeuteten progressiven

Verlauf der Osteopetrose bei alternden c-src-defizienten Méausen (Abb.14).
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Abb.14: Progressive Osteopetrose bei c-src-/- Mausen als Ausdruck der kontinuierlichen
osteoblastaren Knochenneubildung bei fehlender osteoklastéarer Knochenresorption (n=5 bei 3
und 16 Wochen alten Tieren; n=3 bei 24 Wochen alten Tieren; *p<0,05 a: gegen Wildtyp, b:
gegen 3w c-src-/-).

Es besteht also bei c-src-defizienten Mausen kein Coupling auf funktioneller
Ebene. Die osteoblastare Knochenformation ist nicht auf eine vorausgehende
Knochenresorption angewiesen. Die Src-Defizienz scheint sich in diesem
Modell, eher als auf die Knochenformation, auf die Differenzierung von

Osteoklasten auszuwirken.
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Die histomorphometrische Quantifizierung der Osteoklastenzahl zeigt, dal3 die
Zahl von Osteoklasten durch das Fehlen von Src altersunabhangig erhéht ist
(Abb.15).
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Abb.15: Erhoéhte Anzahl von Osteoklasten bei c-src-/- Mausen im Vergleich zu gleichalten
Kontrolltieren. Die c-src-Defizienz wirkt sich nicht negativ auf die Osteoklastendifferenzierung
aus (n=5 bei 3 und 16 Wochen alten Tieren; n=3 bei 24 Wochen alten Tieren; *p<0,05 gegen
Wildtyp).

Die bisherigen Ergebnisse zusammenfassend wurde im humanen System
gezeigt, dall weder fur die Differenzierung, noch fur die Funktion von
Osteoklasten eine Steuerung uber die Osteoblastenfunktion notwendig ist und
bei c-src-defizienten Mausen konnte herausgearbeitet werden, dal3 die
Knochenformation nicht Uber die Knochenresorption reguliert wird.

Wenn es lokal, auf Ebene der Knochenzellen keine Steuerung gibt, die die
Balance zwischen Formation und Resorption im Rahmen des Remodelings
aufrecht erhalten kann, mul3 es einen Ubergeordneten Regelkreis geben. Fir
die Suche nach einem solchen Mechanismus wurden zwei Mausmodelle
gewdhlt, fir die eine zentrale Steuerung der Knochenformation uber ein
hypothalamisches Relais bekannt ist: die ob/ob- und die db/db-Maus.
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4.3 Osteoklasten und Leptin-Defizienz

Hohe Knochenmasse bei erhéhter Knochenresorption

Von Leptin-defizienten ob/ob-Mausen und Leptinrezeptor-defizienten db/db-
Mausen ist bekannt, dal3 sie eine erhbhte Knochenmasse bei einer Steigerung
der Knochenformation haben.? zur Untersuchung, ob zum Knochenphé&notyp
von ob/ob- und db/db-Mausen auch eine Verdnderung in der
Knochenresorption beitragt, wurden ob/ob- und db/db-Mause histologisch,
radiologisch und histomorphometrisch studiert. Sowohl die Histologie, als auch
die Kontaktradiographie von ob/ob-Mausen zeigte erwartungsgemar
gegeniber den Wildtypkontrollen eine deutliche Verdichtung der
Trabekelstruktur (Abb.16).

Abb.16: Leptin-Defizienz (ob/ob) fuhrt zu einer im Vergleich zu Kontrolltieren (wt) erhdhten
Knochenmasse. Dieser Phanotyp zeigt sich sowohl in der Histologie (A-F), als auch in
Kontaktradiographie (G-J) (A/B lumbaler Wirbelkérper, 3 Monate, C/D lumbaler Wirbelkorper, 6
Monate, E/F Tibia, 6 Monate, G/H LWK 3-5, 3 Monate, 1/J Tibia, 3 Monate; A-F unentkalkte
Histologie, Farbung: von Kossa, G-J; VergroRerung: A-D: 30x, E-F: 10x; G-J: 5x).
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Die histomorphometrische Analyse der lumbalen Wirbelsaule bei 6 Monate
alten Tieren zeigte sowohl bei ob/ob-, als auch bei db/db-Mausen eine mehr als

verdoppelte Knochenmasse im Vergleich zu Kontrolltieren (Abb.17).
BVITV
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Abb.17: Erhohte Knochenmasse bei Fehlen von Leptin (ob/ob) oder dem Leptinrezeptor
(db/db) (Histomorphometrie der lumbalen Wirbelsaule; ob/ob: 6 Monate, n=4, db/db: 6 Monate
n=6; *p<0,05 gegen wt)

Eine erhohte Knochenmasse kann aul3er durch eine Steigerung der
Knochenformation auch durch eine Verminderung der osteoklastaren
Differenzierung oder Funktion entstehen. Um die Rolle der Knochenresorption
fur den Knochenphénotyp von ob/ob- und db/db-M&ausen zu untersuchen,
wurde in einem ersten Schritt mittels statischer Histomorphomerie die Anzahl
der Osteoklasten bei diesen Mausen bestimmt. Die Differenzierung zu
Osteoklasten wird durch Fehlen von Leptin oder den Leptinrezeptor nicht
vermindert, sondern sogar gesteigert (Abb.18). Fiur die Beobachtung einer
erhohten Anzahl von Osteoklasten bei gleichzeitig erhdhter Knochenmasse
liegt als Erklarung nahe, dafld Osteoklasten in Abwesenheit von Leptin nicht
oder nur stark vermindert in der Lage sind, Knochen zu resorbieren. Deshalb
wurde zur Bestimmung der Knochenresorptionsleistung in vivo die renale
Exkretion von Deoxypyridinolin Crosslinks bestimmt. Dabei handelt es sich um
nierengangige  Kollagen-Abbauprodukte, die bei Knochendegradation

entstehen und so eine indirekte Aussage Uber Knochenresorption zulassen.
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Abb.18: Der Knochenmasse-Phanotyp besteht trotz einer erhdhten Osteoklastenzahl
(Noc/BPm) sowohl bei Leptin-Defizienz (ob/ob), als auch bei Fehlen des Leptinrezeptors (db/db)
(Histomorphometrie der lumbalen Wirbelsédule; ob/ob: 6 Monate, n=4, db/db: 6 Monate n=6;
*p<0,05 gegen wt).

Die Exkretion von Deoxypyridinolin Crosslinks war bei Tieren mit fehlender
Leptin-Sinalibertragung nicht vermindert, sondern erhéht (wt: 10.5 + 2.5 nM
Dpd/mM Kreatinin; ob/ob: 24.0 £ 4.0 nM Dpd/mM Kreatinin). Es besteht bei

Leptin-Defizienz also eine erhdhte Knochenmasse trotz einer gesteigerten
Knochenresorption.

Normale Osteoklastendifferenzierung und Funktion in vitro

Zur Uberprifung, ob diese Steigerung der Knochenresorption auf einer
direkten, zellularen Wirkung des Fehlens von Leptin auf Osteoklasten beruht,
wurden Differenzierung und Funktion von Osteoklasten in vitro untersucht. Um
indirekte Effekte Uber Osteoblasten auszuschliel3en, wurde fur diesen Zweck
nicht die Osteoklasten/Osteoblasten-Cokultur verwendet, die den Standard fur
Osteoklastenexperimente im Mausmodell darstellt. Stattdessen wurde die oben
beschriebene Methode, Osteoklasten unter Anwesenheit von optimalen
Konzentrationen von RANKL und M-CSF ohne Osteoblasten zu kultivieren, fur

das murine System modifiziert und angewendet. Nach 6 Tagen in Kultur
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zeigten sowohl die als Kontrolle kultivierten hamatopoetischen Zellen von
Wildtypmausen als auch die Zellen von ob/ob-Mausen eine hohe Anzahl
TRAP-positiver Zellen (Abb.19 A,B).

Abb.19: Osteoklastendifferenzierung und Funktion in vitro sind unbeeinflut vom Fehlen des
Leptin-Signals. Weder das Fehlen von Leptin (B/E), noch das Fehlen des Leptinrezeptors (C/F)
beeinflussen die Differenzierung zu Osteoklasten (A-C), oder die Funktion (D-E) im Verhaltnis
zur Wildtypkontrolle (A/D) (A/B/C: Kultur hadmatopoetischer Zellen, Tag 6, TRAP-Farbung;
D/E/F: Resorption im Pit Assay auf Dentin, Farbung: Toluidin blau, VergréZerung: 300x).

Die osteoklastaren Zellen sowohl aus der Kultur der Kontrollméuse als auch
aus der Kultur der Leptin-defizienten ob/ob-Mause waren im
Resorptionsversuch in der Lage, Dentin zu resorbieren (Abb.19 D,E).

Die statistische Analyse von 6 voneinander unabhéngigen Kulturen ergab
keinen signifikanten Unterschied in Zellzahl oder resorbierter Flache
(Abb.20,21). Da in dem fur das Zellkulturmedium verwendeten Serum bovines
Leptin enthalten ist und nicht ausgeschlossen werden kann, daf3 dieses auch in
der Lage ist, murine Leptinrezeptoren zu aktivieren, wurde die gleiche Kultur
mit Zellen aus db/db-Mausen wiederholt. Da Zellen aus diesen Tieren der
Rezeptor fur Leptin fehlt, so dal} das Leptin-Signal nicht fortgeleitet werden
kann, spielt der Gehalt an bovinem Leptin fir diese Zellen keine Rolle. Auch in
diesen Kulturen entwickelten sich funktionsfahige Osteoklasten, die in der Lage

sind, Dentin zu resorbieren (Abb.19 C,F).
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Abb.20: Kein Unterschied in der Differenzierung von Osteoklasten mit und ohne Leptin-Signal.
Die Zahl TRAP-positiver multinuklearer Zellen differiert nicht zwischen Kontrollen (wt) und Zellen
ohne Leptin (ob/ob), oder den Leptinrezeptor (db/db). (Zellkultur, Tag 6, n=6).
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Abb.21: Kein Funktionsunterschied zwischen Osteoklasten mit und ohne Leptin-Signal in vitro.
Die Resorption von Dentin zeigt keinen Unterschied bei Fehlen von Leptin (ob/ob) oder dem
Leptinrezeptor (db/db) im Verhéltnis zu Kontrollkulturen (wt) (Zellkultur auf Dentin, Tag 6,
histomorphometrische Analyse der Resorptionslakunen, n=6).

Die statistische Analyse ergab keinen Unterschied zwischen Kontrolltieren mit
normalem Leptin-Signal und db/db-M&ausen (Abb.20,21). Durch diese Versuche
konnte gezeigt werden, dal? sowohl die Differenzierung, als auch die Funktion
von Osteoklasten unabhangig von der Weiterleitung des Leptin-Signals im

Osteoklasten oder seinen Vorlaufern sind. Die beobachtete Steigerung der
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Osteoklastendifferenzierung bei ob/ob- und db/db-Mausen ist also kein direkter

Effekt des Fehlens von Leptin auf Osteoklasten.

Weitere Erhohung der Knochenmasse durch Ostrogenbehandlung

Wenn das Fehlen von Leptin nicht direkt fir die in vivo beobachtete Erh6hung
der Osteoklastenzahl und —resorption verantwortlich ist, liegt es nahe, dal3 es
sich um eine indirekte Wirkung des bei fehlendem Leptin-Signal auftretenden
Hypogonadismus handelt.®*”® Bei Menschen fihrt der Verlust der
Gonadenfunktion, wie zum Beispiel bei Frauen in der Postmenopause, durch
Abfall des Ostrogenspiegels zu einer Erhéhung der Osteoklastenzahl und
Aktivitat. Zur Uberpriifung, ob die gesteigerte Osteoklastenzahl bei den
untersuchten Mausen auch ein Effekt des Hypogonadismus ist, wurden die
Tiere mittels subcutan implantierter Tabletten, aus denen kontinuierlich

Ostrogen freigesetzt wird, einer Ostrogentherapie unterzogen. Damit wurden

die Mause von einem hypogonaden in einen medikamentds eugonaden
Zustand uberfuhrt (Abb.22).

wit owt ob/ob _oblob
PBS Ostrogen PBS Ostrogen

Abb.22: Gonaden von Wildtyp- und ob/ob-M&usen nach 4 Wochen Behandlung mit Ostrogen
oder Placebo (PBS). Bei den initial hypogonaden ob/ob-Mause kann durch diese Therapie ein
mit gleichbehandelten Wildtyp-M&usen vergleichbarer Gonadenstatus erzeugt werden
(VergrofRerung: 3x).

Wenn die beobachteten Veranderungen bei der Knochenresorption auf die
zentrale Storung der Ostrogenproduktion zuriickzufiihren ist, miiRte sich durch

diese Behandlung eine Normalisierung erreichen lassen.
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In der Tat zeigte sich nach 4 Wochen Ostrogentherapie ein Riickgang der
Osteoklastenzahl auf Normwerte ohne statistischen Unterschied zu den
Kontrolltieren (Abb.23).

NOc/BPm
(mm-)

6 *

wt ob/ob wt ob/ob
PBS PBS Ostrogen Ostrogen

Abb.23: Die erhohte Osteoklastenanzahl der hypogonaden ob/ob-Mause wird durch
Behandlung mit Ostrogen normalisiert (Histomorphometrie der lumbalen Wirbelsaule, *p<0,05
gegen wt und ob/ob-Ostrogen).

Konsekutiv entwickelten die Tiere im Verhaltnis zu unbehandelten ob/ob-
Méausen, durch die Normalisierung der pathologischen Knochenresorption,

eine weitere Erh6hung der Knochenmasse (Abb.24,25).

Ostrogen Ostrogen

Abb.24: Verstarkung des Knochenmasse-Phanotyps durch Ausgleich des Hypogonadismus der
ob/ob-Maus mittels subcutaner Applikation von Ostrogen (Lumbale Wirbelkérper, unentkalkte
Histologie, Farbung: von Kossa, VergréRerung: 5x ).
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Diese Ergebnisse zeigen, dal} die beobachtete hohe Knochenmasse in Leptin-
defizienten Mausen trotz einer durch Ostrogenmangel gesteigerten
Knochenresorption besteht, welche normalerweise zu Osteopenie fuhren
wurde. Damit ist der Leptin-Signalweg der erste identifizierte Mechanismus,
der in der Lage ist, die bei der Ostrogenmangelosteopenie erhohte

Knochenresorption in vivo zu kompensieren.

BV/TV
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Abb.25: Verstarkung des Knochenmasse-Phanotyps durch Behandlung des Hypogonadismus
fir 4 Wochen mit Ostrogen. Durch Normalisierung der Osteoklastenzahlen verstarkt sich die
Wirkung des fehlenden Leptinsignals (Histomorphometrie der lumbalen Wirbelsaule; wt n=6,
ob/ob n=4; *p<0,05 a: gegen wt/PBS; b gegen wt/Ostrogen; c: gegen ob/ob/PBS).

Intracerebroventrikulare Infusion

Als néchstes sollte Uberpruft werden, ob neben der Stimulation der
Knochenresorption durch den Hypogonadismus eine zusatzliche zentrale
Regulation von Osteoklasten Uber Leptin besteht, die analog der zentralen
Steuerung der Knochenformation tber den Hypothalamus vermittelt wird. Der
Leptin-Rezeptor ist im Hypothalamus in enger Nachbarschaft zum
Ventrikelsystem lokalisiert. Es wurden ob/ob-M&usen intracerebroventrikular
(ICV) in den dritten Ventrikel osmotische Pumpen implantiert, die minimale

Dosen Leptin freisetzten. Das ICV applizierte Leptin war peripher nicht
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nachweisbar. Zum Ausschlul3, dal3 sich ein etwaiger Unterschied aus einer
Beeinflussung der Gonadenfunktion durch Leptin-Substitution ergibt, wurden
die Tiere zuvor ovarektomiert. Es fand sich eine deutliche Abnahme der
Knochenmasse durch Leptin-Infusion in den dritten Ventrikel (Abb.26,27).

“oblob ’ oblob
PBS ICV Leptin ICV

Abb.26: Abnahme der Knochenmasse durch intracerebroventrikuldre Infusion von Leptin
(Lumbale Wirbelk6rper, unentkalkte Histologie, Farbung von Kossa, VergroRerung: 5x).

BVITV NOc/BPm
(%) (mm-1)
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Abb.27: Abnahme der Knochenmasse durch intracerebroventrikulare Infusion von Leptin bei
Leptin-defizienten ob/ob-Mausen. Die gleichzeitige Abnahme der Osteoklastenzahl unterstreicht
die Bedeutung der Knochenformation fur diesen Knochenphanotyp (Histomorphometrie der
lumbalen Wirbelsaule, n=4, *p<0,05 gegen PBS-Kontrollen).

Die histomorphometrische Quantifizierung der Osteoklastenzahl ergab, dal3 die
intracerebroventrikulare Applikation von Leptin zu einer Verminderung von
Osteoklasten fuhrt (Abb.27). Dieser Effekt auf Osteoklasten fallt zwar, aufgrund
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des uUberméchtigen Effekts von Leptin auf die Knochenformation in diesem
Modell, fir die Regulation der Knochenmasse nicht ins Gewicht, es scheint
aber zumindest bei Leptin-Defizienz eine indirekte Steuerung auch der
Osteoklastendifferenzierung Uber den Hypothalamus zu geben.
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5 Diskussion

5.1 Lokale Kontrolle der Osteoklastendifferenzierung und Funktion
Der Osteoklast ist die einzige Zelle mit der besonderen Fahigkeit zur

Knochenresorption.®°%%*

Damit ist er der direkte Gegenspieler zum
Osteoblasten, der Knochen aufbaut.”* Um die Knochenmasse konstant zu
halten, ist es notig, Knochenresorption durch Osteoklasten und
Knochenformation durch Osteoblasten in engen Grenzen zu balancieren.
Rodan und Martin waren im Jahr 1981 die ersten, die eine Hypothese
aufstellten, wie die Steuerung dieser Balance funktionieren konnte.*® Sie gehen
dabei von einer lokalen Kontrolle der Knochenresorption auf Funktionsebene
aus, dem ,funktionellen Coupling*.

Im Rahmen des Remodelings folgt in diesem Modell der Knochenresorption
durch Osteoklasten die osteoblastare Knochenformation. So wird zuerst von
Osteoklasten eine 60-70 um tiefe Lakune in den Knochen resorbiert. Durch
dieses Resorptionsereignis werden Osteoblasten aktiviert, die die
Resorptionslakune mit neuem Knochen auffilllen. Diese aktivieren wieder die

Resorption und der Zyklus startet von neuem (Abb.28).12

M Direkter
Informations-
‘a austausch
70 pum 4+—>

L2 \* \* \,* Knochentrabekel

Resorption Formation

Neugebildeter

Abb.28: Hypothese des direkten funktionellen Couplings von Resorption und Formation.*® Nach
der Knochenresorption durch Osteoklasten (rot) fillen die Osteoblasten (griin) die Lakune mit
neuem Knochen auf (blau: Osteozyten). Der Informationsaustausch erfolgt direkt auf
Funktionsebene.

Diese Hypothese des funktionellen Couplings wurde durch die Entwicklung der

Osteoklasten/Osteoblasten-Cokultur unterstitzt, bei der gezeigt wurde, daf3
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Osteoklasten in vitro nur in Anwesenheit von Osteoblasten nach Stimulation
durch 1,25 Dihydroxyvitamin D5 entstehen kénnen'® und daR ein direkter
Zellkontakt zwischen Osteoblasten und Osteoklasten hierfir notwendig ist.?
Die ersten Zweifel an dieser Hypothese kamen erst 17 Jahre spater auf, als die
Arbeitsgruppe um Karsenty zeigen konnte, dal3 fur die Funktion von
Osteoklasten die Anwesenheit differenzierter Osteoblasten in vivo nicht

unbedingte Voraussetzung ist.™®

5.2 Osteoklastendifferenzierung ohne Osteoblasten in vitro

In einem ersten Schritt wurde in der hier vorgestellten Arbeit untersucht, ob
neben der Funktion auch die Differenzierung von Osteoklasten unabh&ngig von
der Anwesenheit von Osteoblasten ist. Das zu diesem Zweck etablierte
Kultursystem zur in vitro Differenzierung humaner Osteoklasten baut zum einen
auf der aus Experimenten im Mausmodell gewonnenen Erkenntnis auf, daf3
Osteoklasten aus hamatopoetischen Vorlauferzellen entstehen.’®  Zum
anderen, macht es sich das von Simonet und Lacey -charakterisierte
OPG/RANKL-System zu nutze,” das OPG als einen starken Hemmfaktor der
Osteoklastendifferenzierung und RANKL als Liganden von OPG charakterisiert.
Die hier vorgestellten Versuche zeigen, dafd funktionelle, resorbierende
humane Osteoklasten ohne Anwesenheit von Osteoblasten sowohl aus
Knochenmarkstammzellen, als auch aus der mononuklearen Zellfraktion des
peripherventsen Blutes generiert werden kdnnen. Somit kann, zumindest in
vitro, sowohl die Differenzierung, als auch die Funktion von Osteoklasten ohne
Osteoblasten ablaufen. Dieses Ergebnis widerspricht dem ersten Teil der
Hypothese des direkten funktionellen Couplings zwischen Osteoblasten und
Osteoklasten von Rodan und Martin.

Zusatzlich zeigen diese Ergebnisse, dafld humane Osteoklasten sich in vitro von
murinen Osteoklasten deutlich durch die Zeit unterscheiden, die zur
Differenzierung zu funktionellen Zellen notwendig ist (murin 6 Tage / human 21
Tage). Daraus ergeben sich mindestens zwei Schlul3folgerungen: Zum einen

scheint es wahrscheinlich, dal3 zwischen humanen und murinen Osteoklasten
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noch weitere Unterschiede bestehen. Entsprechend wére es wiinschenswert,
alle bisher im murinen Modell gewonnenen Erkenntnisse tGber Osteoklasten im
humanen Modell zu Uberprifen. Zum anderen limitiert die relativ lange
Kulturdauer fur humane Osteoklasten die Mdglichkeit, dieses Kultursystem zur
Routineuntersuchung von Patientenosteoklasten einzusetzen. Bei einer
dreiwdchigen Kulturzeit und dem damit verbundenen Aufwand und den
entstehenden Kosten wird die Osteoklastencharakterisierung in vitro vorerst
wohl ausgewéhlten Patienten mit besonderen Krankheitsbildern, wie der
Osteopetrose, vorbehalten bleiben.

Eine denkbare Anwendung des hier vorgestellten Kultursystems wéare hingegen
die Uberprifung der Resorbierbarkeit von putativ resorbierbaren
Knochenersatzmaterialien.®® Im Hinblick auf die Unterschiedlichkeit von
humanen und murinen Osteoklasten ist die bisherige Praxis, die
Resorbierbarkeit von Knochenersatzmaterialien nur im Tierversuch zu

testen, 3"

mindestens diskussionswirdig. Aul3erdem konnte eine dem
Tierversuch vorangestellte Austestung solcher Knochenersatzmaterialien im
humanen in vitro Modell einen Teil der zu testenden Substanzen von
vornherein disqualifizieren und so die Anzahl notwendiger Tierversuche im
Rahmen der Zulassung als Medizinprodukt vermindern. Um einen solchen
Ansatz effektiv durchfihren zu kénnen, ist noch eine Optimierung der Kultur
auf Resorptionsleistung der Osteoklasten notig. Da bekannt ist, dafl3 die
UberschieRende  Resorption von  Osteoklasten im Rahmen von

31;49 kann

Knochenmetastasen zum Teil Gber II-1 und TNF-alpha vermittelt ist,
eine Verbesserung der Resorptionskapazitdt mdglicherweise durch Zusatz

dieser Zytokine zum Kulturansatz erreicht werden.

5.3 Kein Einflul3 der Resorption auf die Formation in vivo

Im zweiten Schritt dieser Studie wurde untersucht, ob eine direkte Steuerung
der Knochenformation durch die Knochenresorption existiert. Die Ergebnisse
der Untersuchungen an c-src-defizienten Tieren zeigen, dald eine verminderte

Knochenresorption nicht zwangslaufig eine verminderte Knochenformation
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nach sich zieht, wie bisher im Rahmen der Hypothese des funktionellen

4;48

Couplings angenommen wurde. Ein direktes funktionelles Coupling

zwischen Resorption und Formation besteht also nicht.

5.4 Zentrale Kontrolle der Knochenmasse

Wenn es weder eine direkte lokale Kontrolle der Knochenresorption Uber die
Knochenformation, noch der Knochenformation Uber die Resorption gibt, wie
wird die Knochenmasse dann balanciert?

Ein gebrauchlicher Ansatz zum Verstandnis physiologischer Prozesse ist es,
pathologische Veranderungen dieser Systeme zu betrachten. Die bekannteste
Pathologie der Knochenmassehomoostase ist die Hormonmangelosteoporose,
bei der es durch Ausfall der Gonadenfunktion zu einem Uberwiegen der
Knochenresorption tber die Knochenformation kommt.*” Es wird bisher davon
ausgegangen, dal3 sich diese Krankheit auf der Ebene der Knochenzellen
abspielt, wobei die Erhdéhung der osteoklastaren Resorption eine besonders
starke Rolle spielt.41 Entsprechend basieren auch alle bisher etablierten
Therapiekonzepte fur die Hormonmangelosteoporose (Calcitonin, Ostrogene,
SERMs und Bisphosphonate)50 und in Klinischen und praklinischen Studien
befindliche  Therapieansitze  (Osteoprotegerin,”?>  c-Src-Antagonisten®)
hauptséachlich auf einer Hemmung der osteoklastaren Resorption. Keine dieser
Therapien ist allerdings in der Lage, bereits verlorenen Knochen
wiederaufzubauen und das physiologische Gleichgewicht zwischen
Knochenformation und Knochenresorption wiederherzustellen. Im glnstigsten
Fall gelingt es, den Verlust der Knochenmasse auf einem niedrigen Niveau zu
verlangsamen oder zu stoppen.

Die Arbeitsgruppe um Karsenty konnte in Kooperation mit unserer
Arbeitsgruppe in Hamburg das Leptin-Defizienz-Modell beschreiben, bei dem
zum ersten Mal der deletdre Effekt des Hormonmangels auf die
Knochenmasse in vivo kompensiert wird.”° Dieses geschieht nicht direkt auf
zellularer Ebene, sondern zentral Uber den Hypothalamus vermittelt. Die

Hauptrolle spielt dabei die Wirkung von Leptin auf die Knochenformation.
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Die hier vorgestellte Arbeit, von der ein Teil im Rahmen einer Kooperation in
diese Untersuchungen einflol3, ergénzt das Bild um mehrere Aspekte:

ob/ob- und db/db-Méause haben eine gesteigerte Knochenresorption die sich
durch Gabe von Ostrogen normalisieren lafRt, also wahrscheinlich vor allem auf
dem Hypogonadismus dieser Tiere beruht. Die osteoklastare Differenzierung
wird aber, durch intracerebroventrikulare Applikation von Leptin bei
ovarektomierten Tieren, auch unabhangig von der Gonadenfunktion noch
zusatzlich beeinflut. Da Leptin keine direkte zellulare Wirkung auf
Osteoklasten hat, wie hier in vitro gezeigt werden konnte, und der funktionelle

28%8  scheint es

Rezeptor fur Leptin vor allem im Hypothalamus exprimiert wird,
sich um einen indirekten, Gber den Hypothalamus vermittelten Effekt auf die
Knochenresorption zu handeln. Da sich die Knochenmasse in der gleichen
Richtung veréndert, wie die Zahl der Osteoklasten, kbnnte vermutet werden,
dal? hier moglicherweise ein Regulationsmechanismus besteht, der die
Knochenresorption an die Knochenformation anpal3t, &hnlich dem von Rodan
und Martin beschriebenen direkten funktionellen Coupling. Diese Steuerung
der Knochenresorption liefe aber im Gegensatz zum direkten funktionellen
Coupling nicht direkt auf zellularer Ebene ab, sondern wirde Uber ein zentrales
Relais vermittelt. Ein &hnlicher Mechanismus konnte auch die erhohte
Osteoklastenzahl bei c-src -/- Mausen erklaren.

Die meisten biologischen Systeme sind multifaktoriell gesteuert. Warum sollte
dies nicht auch fir den Knochen gelten? Die Experimente zur humanen
Osteoklastendifferenzierung in vitro und Knochenformation bei c-src-/- Mausen
in vivo zeigen, dald Knochenformation und Knochenresorption nicht unbedingt
aufeinander angewiesen sind. Aul3erdem existiert nach den hier vorgestellten
Ergebnissen zur osteoklastaren Resorption in Verbindung mit Untersuchungen
zur osteoblastaren Knochenformation, die in Kooperation zwischen der
Arbeitsgruppe um Dr. Karsenty in Houston und unserer Arbeitsgruppe in
Hamburg erarbeitet wurden, eine Steuerung des Knochens Uber den
Hypothalamus. Damit fligen diese Untersuchungen unserem bisherigen

Verstandnis der Knochenphysiologie eine vollig neue Dimension hinzu.

51



5 Diskussion

Insgesamt kann also die Hypothese von Rodan und Martin dahingehend
erweitert werden, dald Knochenremodeling zumindest teilweise Gber das Gehirn

gesteuert wird (Abb.29).

Mechano- Mechano-
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Abb.29: Hypothese der zentralen Regulation des Knochenstoffwechsels (rot: Osteoklasten,
grin: Osteoblasten, blau: Osteozyten; schwarz: experimentell nachgewiesene Regelkreise,
grau: putative Regelkreise).

Wie nun diese zentrale Regulation funktioniert, werden weitere
Untersuchungen zeigen mussen. Es waren verschiedene Arten eines
Regulationskreises denkbar: Es kbnnte beispielsweise tber einen unbekannten
Mechanismus global ein Soll-Wert fir die der Knochenmasse Uberpruft
werden, vergleichbar etwa der Korpertemperaturregulation. Moglich wére aber
auch, dal3 die gesamte Knochenarchitektur der Steuerung durch das Gehirn
unterliegt, vielleicht mit einer dem Homunkulus vergleichbaren Struktur auch ftr
den Knochen. Hinweise auf einen Uber die reine Knochenmasseregulation
hinausgehenden Einfluld des Gehirns auf das Skelettsystem sind
Beobachtungen bei Schadelhirntraumata, wo es aus ungeklarter Ursache zu
heterotopen Ossifikationen mit spontaner knoécherner Uberbauung ganzer

Gelenke kommen kann.™®> Um hier allerdings zu sicheren Aussagen gelangen
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5 Diskussion

zu koénnen wird es erst notwendig sein, den Signalweg zwischen Gehirn und
Knochen genauer zu untersuchen und die Faktoren zu finden, die diese
Steuerung bewerkstelligen.

Auf diesem Weg zum erweiterten Verstandnis der Physiologie der
Knochenmasseerhaltung zeichnet sich fur die Zukunft als groRe Aufgabe ab,
den Signalweg vom Gehirn zum Knochen im Rahmen der zentralen Kontrolle
der Knochenmasse naher zu charakterisieren. Insbesondere wird es dabei um
die Frage gehen, wie das Signal vom Hypothalamus zum Knochen vermittelt
wird. Vorstellbar waren sowohl eine nervale Signalweiterleitung wie zur
Muskulatur, als auch eine Steuerung tber Hormone.

Wenn das komplette Bild vor uns liegt, werden wir mdglicherweise in der Lage
sein die entscheidenden Parameter aktiv so zu beeinflussen, daf} wir ein
gestortes FlieR3gleichgewicht im Knochen kausal therapieren konnen. Erst
durch Integration dieser Erkenntnisse wird es vielleicht mdglich werden, bisher
nicht suffizient therapierbare Knochenstoffwechselkrankheiten, wie die

Osteoporose, nicht mehr nur zu verlangsamen, sondern zu heilen.
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6 Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die Aufrechterhaltung der Balance zwischen Knochenresorption und
Knochenformation ist essentiell fir eine physiologische Funktion des
Skelettsystems. Stérungen dieser Balance fuhren unweigerlich zu
Knochenerkrankungen, wie Osteoporose oder Osteopetrose, mit starken
Beeintrachtigungen der betroffenen Patienten und Ihrer Umwelt.

In der vorliegenden Arbeit wurden Mechanismen der osteoklastaren
Knochenresorption in vitro und in vivo studiert. Dabei wurde das
Zusammenspiel zwischen osteoklastarer Resorption und osteoblastérer
Formation genauer untersucht.

Zuerst wurde ein in vitro Modell der Osteoklastendifferenzierung aus humanen
Blutstammzellen etabliert. Anhand dieses Modelles konnte gezeigt werden,
dal3 die Differenzierung zu funktionellen Osteoklasten unabhangig von der
Anwesenheit von Osteoblasten ablaufen kann. In einem zweiten Schritt wurde
in vivo ein Knockout-Mausmodell studiert, dem ein fur die osteoklastare
Funktion essentielles Gen (c-src) fehlt. Die Entwicklung einer progressiven
Osteopetrose in diesem Modell zeigt, dal? Knochenformation nicht tber
Knochenresorption gesteuert wird. Diese Daten widersprechen der bisher
gultige Hypothese des direkten funktionellen Couplings zwischen Osteoblasten
und Osteoklasten. Daraus ergab sich die Frage, welcher lbergeordnete
Mechanismus die Balance zwischen Knochenformation und Knochenresorption
aufrechterhalt. Die klinische Beobachtung, dal3 Koérpergewicht und
Gonadenfunktion in direktem Zusammenhang mit der Knochenmasse stehen,
fuhrte zur Untersuchung von zwei genetischen Mausmodellen, denen das
Leptin-Signal fehlt. Leptin ist ein Hormon, uber das Gonadenfunktion,
Korpergewicht und Knochenformation gesteuert werden. Es zeigte sich, dal3
Leptin eine bisher unbekannte indirekte Wirkung auf Osteoklasten hat.
Ergebnisse von Experimenten dieser Arbeit konnten demonstrieren, dal3 Leptin
zentral Uber den Hypothalamus auf die Osteoklastenzahl wirkt. Diese
Ergebnisse eroffnen eine neue Sichtweise der Steuerung der
Aufrechterhaltung der Knochenmasse und legen damit die Grundlage flr
maogliche neue Therapieansatze gegen Knochenstoffwechselstorungen.
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6 Zusammenfassung

Summary

Bone mass is maintained nearly constant under physiological conditions. This
is achieved by a strict balance between bone formation and bone resorption.
Changes in this balance inevitably result in pathologic syndromes like
osteoporosis or osteopetrosis with all complications for the patients and their
environment.

This study was laid out to analyse the mechanisms regulating osteoclast
differentiation and function, to better understand the interaction between
osteoclastic bone resorption and osteoblastic bone formation in the process of
remodeling.

As a first step, an in vitro model of osteoclast differentiation from hematopoietic
precursors was established. This model was used to show, that osteoclasts can
develop in vitro in the complete absence of osteoblasts. As a second step a
knockout mouse model, lacking an essential gene for osteoclastic function (c-
src) was studied in vivo. Development of progressive osteopetrosis in this
model demonstrated, that bone formation is not regulated by bone resorption.
These data are in contrast to the common hypothesis of a direct functional
coupling of bone formation and bone resorption.

If bone resorption and bone formation are not coupled directly, this leads to the
guestion, how bone mass is maintained constant. Clinical observations link
body weight and gonadal function to bone mass and fracture risk. Two genetic
mouse models were examined, which lack the signaling of leptin, a hormone
known to regulate body weight, gonadal function and bone formation. Lack of
function of this hormone, could be shown to have a so far unknown influence
on osteoclasts. This study demonstrates, that leptin has an indirect effect on
osteoclast number via a hypothalamic relay. These results open a new way in
our understanding of bone mass maintenance and may possibly lead to new
therapeutic strategies against skeletal diseases.
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