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3 EINLEITUNG

Obgleich der Knochen durch die Einlagerung von Mineral ein duf3erst hartes Gewebe ist und
den Anschein eines starren Systems erweckt, sind die Abldufe auf zelluldrer Ebene duferst
dynamisch. In einem Zeitraum von etwa 10 Jahren wird beim Menschen eine Knochenmasse
durch Umbauprozesse regeneriert, die dem gesamten Skelett entspricht (Cohen, Jr., 2006).
Dieser stetige Umbau (Remodeling) ermoglicht Wachstum und beim Erwachsenen die
Anpassung der Knochensubstanz an wechselnde Belastungen. Wihrend beim Wachstum der
Knochenaufbau (Formation) iiberwiegt, erfordert die Aufrechterhaltung der Knochensubstanz
ein sensibles Gleichgewicht von Knochenaufbau und Knochenabbau (Resorption). Haufig ist
im Alter das Gleichgewicht zugunsten der Resorption gestort, so dass es zu einem Verlust an
Knochenmasse kommt. Frauen sind davon hiufiger betroffen als Manner. In Deutschland
erleidet etwa jede dritte Frau eine Osteoporose (Pientka & Friedrich, 2000), wobei die
Osteoporose nach WHO (world health organisation)-Kriterien als ein Knochendichteverlust
von mehr als 25 % definiert ist. Die Osteoporose ist die hdufigste, aber nur eine von
zahlreichen Knochenerkrankungen. Knochenerkrankungen konnen ,,erworben‘ sein oder auch
eine genetisch bedingte Ursache haben. Zu den ,,erworbenen® Ursachen gehort beispielsweise
der Mangel an Vitamin D durch eine zu geringe Vitamin-D-Zufuhr oder durch mangelhafte
Sonneneinstrahlung. Dies fiihrt zur Osteomalazie, einer Knochenerweichung durch
unzureichende Mineralisation. Auch ein Bewegungsmangel kann der Grund einer verdnderten
Knochenstruktur sein.

Bei der Aufkldrung von genetisch bedingten Ursachen fiir skelettale Erkrankungen haben sich
gentechnisch verdnderte Tiere, insbesondere Méuse, als Modell fiir den Menschen bewéhrt.
Beispielsweise hat die Ausschaltung des Gens fiir den Chloridkanal CIC-7 in Méiusen
Einblick iiber seine Funktion im Knochenstoffwechsel gegeben. CIC-7-defiziente Méduse
haben eine schwere Form von Osteopetrose (Marmorknochenkrankheit), die auf einen
Funktionsverlust der knochenresorbierenden Zellen, der Osteoklasten, zuriickzufiihren ist. Es
konnte gezeigt werden, dass dieser Chloridkanal, zusammen mit einer Protonenpumpe,
wichtig ist fiir die Anséduerung der Resorptionslakunen (siche Abb. 3.1.1), ohne die Knochen
nicht resorbiert werden kann (Kornak et al., 2001). Tatsdchlich fiihrte die DNA-Analyse
Osteopetrose-Erkrankter zu der Entdeckung von Mutationen im humanen CLC-7-Gen und
damit zu der Aufklarung einer Ursache fiir Osteopetrose beim Menschen (Cleiren et al.,
2001). Ein anderes wichtiges Beispiel ist die Entdeckung des Transkriptionsfaktors Runx2 als
entscheidender Regulator der Knochenformation sowohl in der Maus als auch im Menschen.

Ein voélliges Fehlen von Runx2 bewirkt ein Ausbleiben der Verkndcherung des Skeletts
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(Komori et al., 1997), ein heterozygoter Funktionsverlust fiihrt zur Cleidocranialen Dysplasie,
einer Erkrankung, die aufgrund einer gestorten Verkndcherung zu Kleinwuchs fiihrt und
durch kleine oder fehlende Klavikel (Schliisselbein) und nicht-verkndcherte Fontanellen
charakterisiert ist (Mundlos et al., 1997; Otto et al., 1997). Mithilfe von Defizienz- und
Uberexpressions-Tiermodellen und den damit assoziierten Phinotypen konnte die
physiologische Funktion vieler Proteine aufgekliart werden. Auch die vorliegende Arbeit zur
Funktion von Calcitonin im Knochenstoffwechsel basiert auf der Untersuchung gentechnisch

verdanderter Mause.

3.1 Khnochenzellen

Der Knochen setzt sich aus vier verschiedenen Zelltypen zusammen: Osteoblasten,
Osteoklasten, Osteozyten und Knochenbelegzellen.

Osteoblasten (Abb. 3.1.2) gehen aus mesenchymalen Stammzellen hervor und sind fiir die
Knochenbildung verantwortlich. Unter EinfluB von Wachstums- und Differenzierungs-
faktoren wie z.B. FGFs (fibroblast growth factors), BMPs (bone morphogenetic proteins) und
Runx2 (Sdugetier-Ortholog zum Drosophila Transkriptionsfaktor runt) differenzieren die
mesenchymalen Stammzellen zu Priosteoblasten, die dann in Gegenwart von PTH,
Vitamin D, Ostrogen und Zytokinen zu funktionsfihigen Osteoblasten reifen. Osteoblasten
treten in Gruppen von 200 Zellen pro Formationsfeld auf und sezernieren eine extrazelluldre
Matrix, die zu 95% aus Kollagen I besteht. Nicht-kollagene Bestandteile sind knocheneigene
Glykoproteine wie Osteocalcin (BGP, bone gla protein), BSP (bone sialoprotein) oder
Osteopontin, aber auch Serumproteine wie Fetuin. In geringeren Mengen sind Proteoglykane
wie Decorin mit der Knochenmatrix assoziiert. Die frisch gebildete Knochenmatrix, das
Osteoid, ist zundchst noch nicht mineralisiert. Erst etwa zwei Wochen nach der
Osteoidbildung findet eine Einlagerung von Kalziumphosphat statt, wobei der genaue
Mechanismus noch nicht geklart ist.

Osteoklasten (Abb. 3.1.1 und 3.1.2) sind die Gegenspieler der knochenbildenden
Osteoblasten. Es sind die einzigen Zellen im Korper, die Knochen resorbieren konnen.
Osteoklasten sind multinukledr. Sie entstehen durch Fusion von Vorlduferzellen aus der
hdmatopoietischen Monozyten-Makrophagen-Linie. Fiir die Osteoklastogenese sind
verschiedene Faktoren wie Vitamin D, PTH, Interleukine, M-CSF (macrophage colony-
stimulating factor) und RANKL (receptor activator of nuclear factor kB ligand) wichtig. Im
Gegensatz zu Osteoblasten treten Osteoklasten vereinzelt auf und besiedeln nur etwa 1% der

Knochenoberflidche. Eine Besonderheit von Osteoklasten ist die Bildung eines extrazelluldren



Einleitung 11

Kompartiments (siche Abb. 3.1.1). Reife Osteoklasten adherieren an der Knochenoberfldche
und bilden apikal einen Ring aus Aktin, die sogenannte ,,sealing zone*, die in Zusammenspiel
mit Integrinen eine undurchldssige Verankerung am Knochen schafft. Innerhalb des
Aktinringes wird die Osteoklastenmembran durch das Verschmelzen mit lysosomalen
Vesikeln, die Enzyme wie CathepsinK in den Raum unter den Osteoklasten einschleusen, zur
Suffled  border* aufgefaltet. Durch zusitzlich auswértsgerichteten Protonen- und
Chloridionentransport durch die ,ruffled border” findet eine Ansduerung in dem
extrazelluliren Bereich unter dem Osteoklasten statt, so dass die Enzyme aktiviert werden und

schlieBlich der Knochen resorbiert wird. Es bildet sich eine Resorptionslakune.

Calcitonin -
Calcitonin rezeptor

Cytokinrezeptor
(z.B. fiir Rankl)

enkem/@i ﬁ @ J‘
‘ J J 00. J @

Sterondrezeptor o
Zytoplasma (z.B. fiir Ostrogen) Lysosomen
sl O, ruffled border

pH 7,2

Osteoklast

extrazelluldrer
Raum

pH 7,4

Integrine

lysosomale®
Enzyme

mineralisierter
Knochen

Abb. 3.1.1: Schema eines Osteoklasten. Osteoklasten sind mehrkernige Zellen, die mineralisierten Knochen
resorbieren konnen. Durch die Bildung eines apikalen Ringes aus Aktin und durch die Interaktion von Integrinen
mit der mineralisierten Matrix, konnen sich Osteoklasten fest an der Knochenoberfliche verankern. Die
Verankerung (,,sealing zone*) ist fiir Proteine und die meisten Ionen undurchléssig, so dass ein extrazelluldres
Kompartiment entsteht. In dieses Kompartiment werden lysosomale Enzyme eingeschleust. Durch das
Verschmelzen mit lysosmalen Vesikeln faltet sich die apikale Zytoplasmamembran zur ,ruffled border auf.
Einwirtsgerichteter Protonen- und Chlorid-lonen-Transport durch V'-ATPasen bzw. den Chlorid-lonenkanal
CLC-7 fithren zur Ansduerung der Resorptionslakune. Dadurch werden lysosomale Enzyme aktiviert und der
Knochen resorbiert. Ein osteoklastenspezifisches Enzym ist TRAP (fartrate-resistant acid phosphatase).
Osteoklasten besitzen verschiedene Zellmembranrezeptoren, darunter auch den Calcitoninrezeptor. (modifiziert

nach E. und P. Barrett, Medical Physiology, 2005)
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Die Funktion der Osteozyten (Abb. 3.1.2) konnte noch nicht vollstindig aufgeklirt werden.
Osteozyten sind Zellen, die in der mineralisierten Knochenmatrix eingeschlossen sind und nur
durch Zellauslaufer, dhnlich denen von Neuronen, untereinander in Kontakt stehen. Sie
entstehen, wenn Osteoblasten ihre Polaritdt verlieren und infolgedessen nicht mehr gerichtet
die Knochenmatrix absondern, sondern zellumfassend, so dass sie von der eigenen Matrix
umschlossen werden. Obwohl das Lakunensystem der Osteozyten etwa die zehnfache
Oberflache von dem Kapillarsystem der Lunge umfasst, was ein erhebliches metabolisches
Potenzial vermuten ldsst, ist nur wenig iiber die Funktion der Osteozyten bekannt. Es wird
davon ausgegangen, dass die Osteozyten im Knochen als Mechanosensoren fungieren und
mechanische Belastung in zelleigene Signale transduzieren. Eine regelmifBige mechanische
Belastung von Knochen fiihrt zu einer Verstirkung des Knochens im Bereich der Belastung
(Lee et al., 2002).

Auch zu den Knochenbelegzellen ist wenig bekannt. Es sind langgestreckte Zellen, die die
gesamte Knochenoberflache besiedeln, aber metabolisch inaktiv sind. Sie bilden eine Art

Schutzhiille des Knochens.

F0 3 Na oo
«xmw;@*% )

Osteoklast Osteoblasten ("

¥ Osteozyt
F

Abb. 3.1.2: Histologische Bilder von Knochenzellen. Links: ein Osteoklast (rot) und mehrerer Osteoblasten
(blau) in der TRAP-Féarbung und Hémalaun-Gegenfarbung auf der Knochenoberflidche. TRAP (tartrate-resistant
acid phosphatase) ist ein Osteoklasten-spezifisches Enzym, das bei der Umwandlung des Substrats Naphtol
ASMX Phosphat in Gegenwart von Fast Red Violet Salz einen roten Farbstoff bildet. Rechts: Histologisches
Bild eines Osteozyten in der Toluidin-Farbung. Der Zellkern ist dunkelblau geférbt. Durch die feinen

Zellausldufer, mit denen Osteozyten in Kontakt mit anderen Zellen stehen, erscheinen Osteozyten sternférmig.
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3.2 Knochenwachstum und Knochenumbau

Knochen kann auf zwei verschiedene Weisen gebildet werden: direkt aus mesenchymalem
Gewebe (desmal) oder mit Knorpelzellen als Vorstufe (enchondral). Wahrend durch desmale
Ossifikation hauptsédchlich flache Knochen wie z.B. Rippen und das Schideldach entstehen,
gehen Rohrenknochen aus der enchondralen Ossifikation hervor. Solange das Wachstum
andauert, bilden proliferierende Knorpelzellen in der Wachstumsfuge ein Grundgeriist, an
dem sich Osteoblasten und Osteoklasten formieren. Sie wandeln die apikalen
Knorpelausldufer stetig in Knochen um, zunidchst in einen weniger strukturierten
Geflechtknochen, der erst nach und nach in die kompakte Struktur der Kortikalis
ummodelliert wird, und erwirken dadurch ein Ldngenwachstum.

Mit dem Ende des Knochenwachstums beginnt die Phase des Knochenumbaus (Abb. 3.2.1),
des ,,Remodelings*, bei dem kontinuierlich alter Knochen durch neuen ersetzt wird. Der
Knochenumbau ist nicht nur wichtig fiir die Aufrechterhaltung des Knochenvolumens, er
ermdglicht auch eine strukturelle Anpassung an mechanische Belastung und dient der
Erhaltung der Knochenqualitdt, da alter Knochen zunehmend sprode wird. Normalerweise
agieren die verschiedenen Knochenzellen dabei in enger zeitlicher und rdumlicher Abfolge
und bilden sogenannte BMUs (basic multicellular units). Die genaue Ursache fiir die Bildung
solcher Zellgruppierungen ist noch nicht geklart. Eine Theorie besagt, dass die Gruppierung
initial durch einen mechanischen Stimulus ausgelost wird, der lokal zur Freisetzung eines
parakrinen Faktors durch Osteozyten fiihrt, der wiederum eine Kontraktion der
Knochenbelegzellen auslost (Turner & Forwood, 1995). Durch das dabei freigelegte Kollagen
und unter EinfluB von Hormonen werden Priaosteoklasten angelockt und aktiviert.
Gleichzeitig werden Prédosteoblasten zur Proliferation und Differenzierung angeregt. Sie
formieren sich am Grund der von den Osteoklasten gebildeten Resorptionslakune und
beginnen, die Lakune mit Osteoid aufzufiillen. Beim Menschen konnen BMUs mehrere
Monate aktiv tiber die Knochenoberfliche wandern, wobei die einzelnen Zellen eine deutlich
kiirzere Lebenszeit haben. Ist das Verhdltnis von Knochenformation zu -resorption
ausgewogen, bleibt das Gesamtknochenvolumen erhalten. Uberwiegt die Aktivitit der
Osteoblasten, nimmt das Volumen zu, entsprechend nimmt das Volumen ab, wenn die

Resorptionsaktivitdt der Osteoklasten dominiert.
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Belegzellen

Osteoklasten Osteoblasten

\/L’L % Knochen

Abb. 3.2.1: Schema des Knochenumbaus. Die Knochenoberfldche, die nicht dem Umbau unterliegt, ist von

flachen Belegzellen besiedelt. Durch die Resorptionsaktivitit mehrkerniger Osteoklasten entsteht eine
Resorptionslakune. Osteoblasten fiillen die Lakune wieder mit Knochen auf, indem sie Osteoid, eine zunichst
noch nicht mineralisierte Knochenmatrix, absondern. Einige Osteoblasten werden vom Osteoid eingeschlossen

und entwickeln sich zu Osteozyten.

Anhand verschiedener knochenspezifischer Marker, wie z.B. Osteocalcin, das von reifen
Osteoblasten produziert wird, oder auch Kollagen I-Abbauprodukten (Dipyridinoline) lassen
sich Riickschliisse auf die jeweilige Zellaktivitdt ziehen. Als Mal} fiir die Formationsrate hat
sich bei der Knochenanalyse eine Doppelmarkierung mit Calcein bewidhrt. Der griine
Fluoreszenzfarbstoff lagert sich in die frisch synthetisierte Knochenfront ein. Am Abstand der
beiden Marken ldsst sich bei zeitversetzter Gabe die Zuwachsrate ablesen. Das Mal3 des
Knochenumbaus korreliert nicht zwangsldufig mit der Knochenqualitit. Um die Qualitét des
Knochens beurteilen zu kdnnen, ist die Analyse weiterer Parameter wichtig, insbesondere des
Mineralgehalts, der Bruchfestigkeit sowie der Trabekeldicke wund —vernetzung
(Konnektivitit).

Die normalerweise enge Abfolge von Resorption und Formation und der offensichtlich
bedeutende EinfluB} lokaler Faktoren fiihrten lange Zeit zu der Annahme, dass Osteoblasten
und Osteoklasten funktionell gekoppelt sind. Dies wird jedoch widerlegt durch Modelle, bei
denen jeweils nur eine der beiden Zellarten aktiv ist. So konnen beispielsweise bei
Osteopetrose die Osteoblasten durchaus eine normale Aktivitit haben, wihrend die
Osteoklasten inaktiv sind oder sogar fehlen. Entsprechend konnte durch zellspezifische
Mutagenese im Tiermodell die Funktion von Osteoblasten ausgeschaltet werden, wiahrend die
Osteoklasten ihre volle Funktion behielten (Corral et al., 1998). In diesen Fillen ist

offensichtlich die systemische Regulation der lokalen {ibergeordnet.



Einleitung 15

3.3 Endokrine Regulatoren des Knochenstoffwechsels

Wie in anderen Zielorganen spielen Hormone auch im Knochen eine bedeutende regulative
Rolle. Parathormon (PTH) ist essentiell zur Aufrechterhaltung der Kalziumhomeostase. Es
fordert die Kalziumfreisetzung aus dem Knochen und verstirkt die Kalziumreabsorption
durch die Nieren. Gleichzeitig hemmt es die Reabsorption von Phosphat (Rizzoli et al., 1992).
Es aktiviert Hydroxylase, ein Enzym, das die Umwandlung von Calcidiol zu Calcitriol in der
Niere ermoglicht. Dadurch hat PTH Einfluss auf ein weiteres wichtiges Hormon des
Knochenstoffwechsels, das Vitamin D (Potts, 2005). 1,25(OH),Ds, die aktive Form des
Vitamin D, ist wichtig fiir die Kalziumabsorption im Darm und die Mineralisierung des
Knochens. Ein Mangel fiihrt zu Rachitis bzw. Osteomalazie (Holick, 2004). Ostrogene, die
ebenfalls zu den Steroidhormonen gehdren, wirken iiber Kernrezeptoren. Ostrogenrezeptoren
werden sowohl in der Osteoblasten-Linie als auch in der Osteoklasten-Linie exprimiert
(Eriksen et al., 1988; Oursler et al., 1991). Ostrogene regulieren das Knochenwachstum und
den Knochenumbau auf zellulirer Ebene sehr komplex. Ovarektomie fiithrt zu einem
Knochenverlust (Kalu, 1991; Lindsay et al., 1978; Jayo et al., 1990). In dhnlicher Weise ist
die postmenopausale Osteoporose auf einen Ostrogenmangel zuriickzufiihren.

Im Gegensatz zur Osteoporose, die auf Ostrogenmangel zuriickzufiihren ist, gibt es auch eine
Glukokortikoid-induzierte Osteoporose. Glukokortikoide in pharmakologischer Dosis
hemmen die Knochenformation. Allerdings haben Glukokortikoide in geringer Konzentration
den gegenteiligen Effekt, d.h. sie aktivieren indirekt die Osteoblasten-Differenzierung und die
Knochenformation, indem sie andere knochenanabole Hormone stimulieren (Chen &
Feldman, 1978; Rodan et al., 1984; Wong et al., 1990).

Eine Besonderheit unter den Hormonen stellt Leptin dar. Leptin wird von Zellen des weillen
Fettgewebes exprimiert. Leptin- und Leptinrezeptor-defiziente Méause sind adipds, haben
einen  Hypogonadismus  und  eine erhohte ~ Knochenformationsrate. Eine
intracerebroventrikuldre Infusion von Leptin bewirkt in diesen Méusen eine starke Abnahme
der Knochenmasse (Ducy et al., 2000). Diese Studie zeigte zum ersten Mal, dass die

Knochenformation auch einer zentralen Regulation unterliegen kann.

3.4 Calcitonin (CT)

Calcitonin wurde 1961 in der Gruppe von Copp et al. in Canada durch
Transfusionsexperimente mit extrahierten Schilddriisen von Hunden und Ratten entdeckt. Die
Gruppe beschrieb Calcitonin zunédchst noch als eine hypokalzdmische Substanz aus der

Nebenschilddriise, die als Gegenspieler zu Parathormon den Kalziumserumspiegel senkt
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(Copp & Cheney, 1962). 1964 konnte eine Gruppe aus den USA den Nachweis erbringen,
dass Calcitonin nicht von der Nebenschilddriise, sondern von der Schilddriise exprimiert und
sezerniert wird (Hirsch et al., 1964).

Calcitonin ist ein kleines, 32 Aminosduren langes Peptidhormon der parafollikulidren Zellen
(C-Zellen) der Schilddriise. Es geht durch alternatives Spleiflen aus einem Vorldufermolekiil
hervor, aus dem noch ein zweites Protein, das Neuropeptid o-CGRP (a-Calcitonin gene-

related peptide), entsteht (Amara et al., 1982).

gemeinsame Exons  CT Exon a-CGRP Exons

[ =]
i 4 —sk—s
Schilddriise A/ \ Neurone

CT-mRNA a-CGRP -mRNA

Abb. 3.4.1: Alternatives Spleifien des Calca-Gens bei der Maus. Alternatives Spleilen am Exon 4 fiihrt zu der
Bildung von Calcitonin in den C-Zellen der Schilddriise oder zu a-CGRP in Neuronen des zentralen und

peripheren Nervensystems. (Abbildung nach Hoff et al., 2002, JCI).

Das humane wie auch das murine Calcitonin-Gen (CALCA bzw. Calca) gehort zu einer
Genfamilie, aus der neben o-CGRP noch weitere, sehr eng verwandte Peptidhormone
hervorgehen: Amylin, Adrenomedullin (ADM), Adrenomedullin 2 (Intermedin) und B-CGRP.
Diese sechs Peptide verbinden zwei strukturelle Gemeinsamkeiten. Sie bilden N-terminal eine
Ringstruktur liber eine Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinresten aus, und ihre C-terminal
endstdndige Aminosédure ist amidiert (siche Tabelle 3.4.1). Diese beiden Strukturelemente
sind wichtig fiir die Rezeptorbindung. Im mittleren Bereich sind die Molekiile unterschiedlich
stark o-helikal gewunden. Die Calcitonine werden drei Gruppen zugeordnet: I:
Schwein/Schaf, II: Mensch/Ratte und III: Lachs/Aal. Zu der zweiten Gruppe gehort auch die
Maus. Innerhalb einer Gruppe sind die Aminosdure-Sequenzen unterschiedlicher Spezies
stark konserviert, zwischen den Gruppen konnen sie sich stark unterscheiden, wie die
nachfolgende Tabelle veranschaulicht. Es wird vermutet, dass die Calcitonin-Genfamilie

durch Genduplikation entstanden ist (Lips et al., 1988).
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Tabelle 3.4.1: Aminosiure-Sequenzvergleich von Calcitonin (CT) und CGRP in unter-
schiedlichen Spezies

Disulfidbriicke o-Helix

____________________ Amidierungsstelle
hCT C|GIN[JL]S[T[C]IML]G|T|Y|[T|Q|D|F|N|K[F[H|T|F PQTAIGVGA\P
rCT clG|N[L]s|T|Cc|IML|[G|T|Y|T|Q|D|E[N|K|F[H|T|F PlQ|T|s|I|G|V|G|A]P
mCT c|G|N[L]s|T[cIML|G|T|Y|T|Q|D|E|N|K|[F|H|T|F P|K|T|[s|1|G|V|E|A|P
sCT C|S|NIL|S|T|C|¥|L|G|K|IE|S|Q|E|C|H|K|IE|Q|T|X P/R|TIN|DI|G|S|G|E|P
ha-CGRP c| |p|T|A|T|C|V|T|H|R|L|A|G|L|L|S|R|S|G|G|V|V|K|N|N|F|V|P|T|N|V|G|S|K|A|F
roa-CGRP (¢} NI(T|A|T|C|V|T|H|R|L|A|G|L|L|S|R|[S|G|G|V|V|K|D|N|F|V|P[T|N|V|G|S|E|A|F
ma-CGRP C| |N|T|A|T|C|V|T|H|R|L|A|G|L|L|S|R|S|G|G|V|V|K|D|N|F|V|P|T|N|V|G|S|E|A|F
hB-CGRP Al C N[{T|A|T|C TIH/ R{L|A|G|L|L|S|R|S G|M| VI[K|S|N|F P|T G|S|K|A|F
B-CGRP |S|C| [N|T|A|T|C|V|T|HR|L|A L|S|R|S V|IV|K|D|N|F|V|P|T|N S|K|A|F
mp-CGRP | S NIT|A|T \'% L|A|D L|S S|G|G|V|L|K|D|N|F|V]|P DIV|G|S|E|A|F

Die Cysteinreste, zwischen denen die Disulfidbriicke gebildet wird, sind gelb hinterlegt. Sie sind, wie auch die
Amidierung der C-terminalen Aminosaure, charakteristisch fiir alle CT-Familienmitglieder. Griin hinterlegt sind
die Aminoséuren, die von der humanen CT- Sequenz abweichen, blau diejenigen, die sich von der humanen o-

CGRP-Sequenz unterscheiden. h = human, r = Ratte, m = Maus, s (salmon) = Lachs

Bald nach der Entdeckung von Calcitonin zeigten erste Zellkultur-Experimente, dass
Calcitonin in vitro als Inhibior der Knochenresorption fungieren kann (Friedman & Raisz,
1965). Die hypokalzamische Eigenschaft und die mogliche Funktion eines Inhibitors der
Knochenresorption machten Calcitonin fiir die pharmazeutische Nutzung interessant. Sehr
bald wurde das Siugetier-Calcitonin-Aquivalent im Fisch gefunden, das in der
Ultimobranchialdriise produziert wird (O'Dor et al., 1969). Mit Fisch-, insbesondere Lachs-
Calcitonin, konnten dhnliche Effekte erzielt werden wie mit Sdugetier-Calcitonin. Es eignete
sich sogar wesentlich besser, da es erheblich stabiler und potenter ist als Sdugetier-Calcitonin
(Chambers & Moore, 1983) und zudem iiber die Fischindustrie relativ leicht verfiigbar war.
Deshalb basieren seitdem nahezu alle experimentellen Versuche auf der Verwendung von
Lachs-Calcitonin, bzw. synthetisch hergestelltem Lachs-Calcitonin. Die pharmakologische
Wirkung, die vor allem mit diesem Lachs-Calcitonin erzielt wurde, wurde der
physiologischen Funktion beim Menschen gleichgesetzt, und schnell fand (synthetisches)
Lachs-Calcitonin auch klinisch Anwendung bei der Behandlung von Knochenmasseverlust-
Erkrankungen.

Erst in den letzten Jahren sind vermehrt Zweifel an der knochenanabolen Funktion von
humanem Calcitonin zum Ausdruck gebracht worden, die unter anderem auf der Beobachtung

beruhen, dass weder ein Calcitonin-Uberschuf3, wie bei einem C-Zell-Karzinom, noch ein
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Calcitonin-Mangel, wie nach einer Schilddriisenentfernung, Einflu8 auf die Knochendichte
hat (Deftos, 1997; Hirsch et al., 2001; Hirsch & Baruch, 2003). Zudem =zeigte ein
Mausmodell, dem Calcitonin und a-CGRP fehlt, im Alter von 3 Monaten einen unerwarteten
Knochenphénotyp. Die Miuse hatten ein erhohtes Knochenvolumen (Hoff et al., 2002).
Ebenso fiihrte der Verlust in einem Calcitoninrezeptor-defizienten Mausmodell in
heterozygoten Tieren zu einem erhohten Knochenvolumen (Dacquin et al., 2004).

Die tatsdchliche physiologische Funktion von Calcitonin im Knochenstoffwechsel ist noch
immer unklar. Die erzielten Effekte sind abhéngig von der verwendeten Calcitonin-Spezies,
von der verabreichten Dosis (oft wurden die Versuche mit supraphysiologischen
Konzentrationen durchgefiihrt), von der Art der Verabreichung und von dem jeweiligen
Knochenstatus des Patienten. Wenngleich die Calcitonin-Medikation in Patienten mit einem
verstirkten Knochenumbau, wie z.B. bei der Paget-Erkrankung, in der Regel hypokalzdmisch
wirkt, hat Calcitonin bei gesunden Menschen normalerweise keinen EinfluB auf den
Serumkalziumspiegel (Gnaedinger et al., 1989). In Osteoklastenkulturen wurde vielfach eine
Hemmung von Osteoklasten durch Calcitonin beschrieben, entweder durch eine Abkugelung
und Abldsung der Osteoklasten von der Knochenoberfldche (Gravel et al., 1994; Hunter et al.,
1989) oder durch einen Funktionsverlust infolge der Inhibition Osteoklasten-spezifischer
Proteine wie der Carboanhydrase II oder der Adhisions-Kinase (Zheng et al., 1994; Berry et
al., 1994). Es ist unwahrscheinlich, dass diese Wirkung in gleicher Stirke auch in vivo erzielt
wird, aber dass Calcitonin einen direkten Einflufl auf Osteoklasten hat, ist anzunehmen, da
Osteoklasten einen Calcitoninrezeptor exprimieren.

Die Funktion von a-CGRP, das durch alternatives Spleilen aus demselben Gen wie
Calcitonin hervorgeht, ist bislang ebenfalls nur teilweise gekldrt. Wie das eng verwandte [3-
CGRP, das jedoch von einem anderen Gen, dem CALCB-Gen (bzw. Calcb-Gen bei der
Maus) exprimiert wird, wird a-CGRP hauptsichlich in Neuronen des zentralen und
peripheren Nervensystems exprimiert (Rosenfeld et al., 1983). Beide Peptide fungieren als
Neuromodulatoren und wirken vasodilatorisch (Kawasaki et al., 1988). a-CGRP scheint im
Zusammenhang mit Migrine-Attacken eine Rolle zu spielen (Longoni & Ferrarese, 2006).
Die Abwesenheit von a-CGRP in der Maus fiihrt zu einer Osteopenie, die auf eine reduzierte
Knochenformation durch eine verminderte Osteoblastenaktivitit zurlickzufiihren ist (Schinke

et al., 2004).
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3.5 Der Calcitoninrezeptor (CTR)

Der Calcitoninrezeptor (CTR) ist ein G-Protein-gekoppelter Zelloberflichenrezeptor der
Klasse II mit siecben membrandurchspannenden Doménen (Goldring et al., 1993; Strader et
al., 1995). Der erste porcine CTR wurde 1991 durch Expressionsklonierung aus der renalen
Zellinie LLC-PK1 isoliert (Lin et al., 1991). Derselben Gruppe gelang in den folgenden
Jahren auch die Klonierung des ersten humanen Calcitoninrezeptors aus einer Ovarien-
Zellinie (Gorn et al., 1992) und eines Maus-Calcitoninrezeptors aus dem Gehirn (Yamin et al.,
1994). Das Calcitoninrezeptor-Gen des Menschen (CALCR), wie auch das der Maus (Calcr),
ist komplex strukturiert, umfasst ca. 70 kb und besteht aus wenigstens 14 Exons. Sowohl vom
humanen, als auch vom murinen Rezeptor gibt es mehrere Spleilvarianten. Die am besten
charakterisierten Varianten des humanen Rezeptors unterscheiden sich durch die Abwesenheit
(CT()) oder das Vorhandensein (CT)) einer 16 Aminosduren langen Sequenz in der ersten
intrazelluldren Proteindoméne (Gorn et al., 1992; Gorn et al., 1995; Kuestner et al., 1994;
Nishikawa et al., 1999). Entsprechend gibt es die beiden murinen Varianten Cla, ohne, und
C1b mit einem Insert von 37 Aminosiuren in der zweiten extrazelluldren Domine (Yamin et
al.,, 1994). Die im Gewebe am breitesten exprimierte humane Isoform CTj, ist der murinen

Form Cla zu 78% homolog.

3b 8a 10 }1 13
CTR
DNA | [tfzcpa [ 4 [s|ofq [so]o]][ 12 |} 14
+37AS
NH, . extrazellulir
mCTR
Protein
1 COOH intrazelluliar

+16 AS

Anusaksathien et al., JBC, 2001

Abb. 3.5.1: ¢cDNA und putativer Calcitoninrezeptor der Maus. Bei der Isoform Clb sind zusétzlich 37
Aminoséuren in der zweiten extrazelluliren Doméne inseriert. Entsprechend hat die humane CT,-Variante 16

zusitzliche Aminoséduren in der ersten intrazelluldren Doméne.

Per Autoradiographie und Radioligand-Bindetechnik wurden Calcitoninrezeptoren vor allem
im Gehirn (Fischer et al., 1981; Goltzman & Mitchell, 1985), in der Niere (Goldring et al.,
1978; Lin et al., 1991) und in Osteoklasten (Nicholson et al., 1986; Nicholson et al., 1987,
Takahashi et al., 1988) nachgewiesen. Weitere Expressionsorte sind Brustdriise, Lunge,

Muskel, Ovar, Testis, Placenta und Lymphozyten (Sexton et al., 1999; Pondel, 2000). Die
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Expression im Gehirn, insbesondere im Hypothalamus, deutet darauf hin, dass endogenes
Calcitonin als Neuromodulator fungieren konnte (Olgiati et al., 1983; Henke et al., 1983;
Christopoulos et al., 1995).

Untersuchungen mit chimdren Rezeptor- und Liganden-Molekiilen haben gezeigt, dass die N-
terminale Ringstruktur von Calcitonin, die durch die Disulfid-Briicke gebildet wird,
vermutlich mit den transmembranen Domidnen des Rezeptors interagiert. Der a-helikale
Bereich ist offensichtlich entscheidend fiir die Stdrke der Rezeptorbindung, und der C-
Terminus des Liganden bedingt wahrscheinlich die unterschiedliche Affinitdt zum Rezeptor
(Stroop et al., 1996; Houssami et al., 1995). Humanes Calcitonin bildet eine viel schwichere
a-helikale Konformation als Lachs-Calcitonin. Darin konnte eine Ursache fiir die etwa 50fach
reduzierte Potenz von humanem Calcitonin gegeniiber Lachs-Calcitonin im Zusammenwirken
mit humanen Calcitoninrezeptoren liegen (Epand et al., 1985).

Die durch Calcitonin-Bindung ausgeldste Signaltransduktion kann auf verschiedenen Wegen
erfolgen: iiber die Adenylat-Cyclase mit cAMP als Second Messenger (Force et al., 1992),
iiber Phosphatidylinositol, wodurch Ca®" freigesetzt und die Proteinkinase C aktiviert wird
(Teti et al., 1995; Chakraborty et al., 1991), oder iiber den Phospholipase D Weg, der
ebenfalls in der Aktivierung der Proteinkinase C resultiert (Naro et al., 1998).
Calcitoninrezeptoren konnen Heterodimere mit RAMPs (receptor activity modifying proteins)
bilden. Dadurch dndern sie ihre Affinitdt und koénnen Rezeptoren fiir Amylin darstellen
(Christopoulos et al., 1999; Muff et al., 1999). Bislang wurden drei verschiedene RAMPs (I-
IT) identifiziert (Sexton et al., 2001). RAMPs sind einfach membrandurchspannende
Proteine, die auch mit anderen Rezeptoren komplexieren konnen. In Verbindung mit dem
CRLR (calcitonin receptor-like receptor) bilden sie Rezeptoren fir CGRP und ADM
(McLatchie et al., 1998). Fiir Calcitonin haben die RAMPs in Verbindung mit dem

Calcitoninrezeptor keinen Bindungs-fordernden Effekt.

3.6 Mausmodelle

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Mausmodelle verwendet, die hier, zusammen
mit den Modellen fiir eine Calcitoninrezeptor-Defizienz, kurz vorgestellt werden sollen. Bei
den Defizienz-Modellen geben die Bezeichnungen +/+, +/- und -/- nach der Abkiirzung fiir
ein Gen an, ob dieses Gen bei einem Tier auf keinem (Wildtyp), auf einem (heterozygot),

oder auf beiden Allelen (homozygot) deletiert wurde.
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Defizienz-Modelle zum Calca-Gen

Das Calca-Gen kodiert sowohl fiir Calcitonin als auch fiir das Neuropeptid a-CGRP (a-
calcitonin gene-related peptide). Es umfasst sechs Exons, aus denen zundchst ein
gemeinsames Primirtranskript beider Peptide gebildet wird. Durch alternatives Spleilen
entstehen mRNAs fiir Calcitonin, basierend auf den Exons 1-4, und a-CGRP, ausgehend von
den Exons 1-3, 5 und 6 (Abb.3.6.1 A). Zwei verschiedene Defizienz-Modelle zum Calca-Gen
wurden untersucht: Calca”-Miuse aus der Gruppe von Professor Gagel (Hoff et al., 2002)
und o-CGRP”-Miuse aus der Gruppe von Professor Emeson (Lu et al., 1999). Bei den
Calca”"-Mausen wurden die Exons 2 bis 5 des Calca-Gens durch eine Neomycin-Kassette
ersetzt, was in dem Verlust beider Proteine, Calcitonin und a-CGRP, resultiert (Abb. 3.6.1 B).
Bei den a-CGRP”-Miusen fiihrt hingegen ein zusitzlich eingefiigtes Stop-Codon in Exon 5
zu einem vorzeitigen Transkriptionsende, sodass nur die Expression von a-CGRP

unterbunden wird, wéhrend Calcitonin unveridndert exprimiert werden kann (Abb.3.6.1 C).

Ex5~ Ex 6 wt

L — pri-mRNA

I — AAA CT-mRNA

I 00— AAA  aCGRP-mRNA

g - I Y

C Stop
Ex5H Ex6 aCGRP"

Abb. 3.6.1: Mutationen des Calca-Gens in verschiedenen Mausmodellen. A: Die mRNAs fiir Calcitonin (CT)
und a-CGRP entstehen aus einem gemeinsamen Vorldufermolekiil durch alternatives Spleien. B: Calca”-
Mausmodell nach Gagel et al.. In diesem Modell wurden die Exons 2-5 des Calca-Gens durch eine Neomycin-
Kassette ausgetauscht. Es konnen weder Calcitonin noch a-CGRP gebildet werden. C: a-CGRP”-Mausmodell
nach Emeson et al.. Durch das Einfiigen eines Stop-Codons in Exon 5 wird die Expression von o-CGRP

unterbunden, wihrend Calcitonin normal exprimiert werden kann.
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Im Alter von 3 Monaten haben Calca”-Miuse, entgegen der Erwartung von der
pharmakologischen Wirkung her, ein signifikant erhéhtes Knochenvolumen, das auf eine
erhohte Knochenbildung zuriickzufiihren ist. Die Zahl der Osteoblasten und der Osteoklasten
ist zu diesem Zeitpunkt normal, ebenso wie die Serumwerte fiir Kalzium und Phosphat (Hoff
et al., 2002). o-CGRP-Miuse entwickeln hingegen eine Osteopenie, die durch eine
verminderte Aktivitdt der Osteoblasten zu erkldren ist. Auch bei diesen Madusen liegen die

Serumwerte flir Kalzium und Phosphat im Normalbereich (Schinke et al., 2004).

Modelle zur Uberexpression von Maus- und Lachs-Calcitonin

In unserer Arbeitsgruppe wurden transgene Maiuse generiert, die Maus- bzw. Lachs-
Calcitonin unter dem leberspezifischen ApoE-Promotor exprimieren. Diese Méuse standen
fiir die Untersuchungen zur Verfligung. Die Konstrukte wurden nach einer Methode von
Takahashi et al. (Takahashi et al., 1997) generiert. Damit Calcitonin korrekt prozessiert wird,
wird nach dieser Methode eine Base am 3’-Ende der fiir das Propeptid kodierenden Sequenz
ausgetauscht, sodass die Translation zu Arginin statt zu Serin fiihrt. Dadurch entsteht das
proteolytische Spaltungsmotiv Arg-Pro-Arg-Ser-Lys-Arg, das von dem Enzym Furin erkannt
wird. AuBerdem wird die Sequenz fiir das C-terminale Extensionspeptid weggelassen und
statt dessen ein Basentriplett flir ein endstindiges Glyzin eingefiigt, damit die C-terminale
Aminoséure direkt durch das Enzym PAM (peptidyl-glycine a-amidating mono-oxygenase)
amidiert werden kann (Abb.3.6.2 A).

Ein weiteres transgenes Mausmodell wurde aus der Arbeitsgruppe von Frau Professorin
Piitzer aus Rostock bezogen (Linie MEN2A-B6-2). Diese transgenen Méuse exprimieren ein
mutiertes RET-Onkogen unter dem humanen Calcitonin-Promotor (Abb. 3.6.2 B) und
entwickeln ein medulldres Schilddriisen-Karzinom (C-Zell-Karzinom), verbunden mit stark
erhohten Calcitonin-Serumkonzentrationen. Die Maéiuse werden normal alt und haben,

abgesehen von der Schilddriise, einen normalen Phénotyp (Reynolds et al., 2001).
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A >
hApoE Promotor SCT-cDNA Leber Enhancer
SV40
PA
Ser -> Arg Gly
> -
hApoE Promotor mCT-cDNA Leber Enhancer
SV40
PA
Ser -> Arg Gly
B >
hCT Promotor mutRET-cDNA
A SV40
Cys 634 Arg PA

Abb. 3.6.2: Konstrukte fiir die Generierung transgener Miuse, die Maus- bzw. Lachs-Calcitonin
iiberexprimieren. A: Konstrukte zur Uberexpression von Lachs- bzw. Maus-Calcitonin unter dem
leberspezifischen ApoE-Promotor. Fiir die korrekte Prozessierung sind zwei Mutationen eingefiihrt worden.
Durch den Austausch von Serin gegen Arginin entsteht eine Erkennungssequenz fiir die proteolytische Spaltung
durch Furin. Ein endstdndiges Glyzin dient der C-terminalen Amidierung durch das Enzym PAM (peptidyl-
glycine o-amidating mono-oxygenase). B: Konstrukt zur Uberexpression eines mutierten RET-Onkogens
(kodiert fiir eine Rezeptor-Tyrosinkinase; RET: ,rearranged during transfection®) unter dem humanen

Calcitonin-Promotor.

Calcitoninrezeptor-defiziente Mause

Zu Beginn der Arbeit gab es nur ein Calcitoninrezeptor-Defizienzmodell in der Maus, bei
dem die Exons 6 und 7 des CTR-Gens (Calcr) durch eine Neomycin-Kassette ausgetauscht
worden sind (Abb. 3.6.3 A). Fiir die heterozygoten Tiere (Caler™) wurde, entsprechend den
Calca-defizienten-Miusen, eine gesteigerte Knochenformationsrate beschrieben. Die
homozygot Calcitoninrezeptor-defizienten Maiuse dieser Linie versterben wihrend der
Embryonalentwicklung, weshalb postuliert wurde, dass der Calcitoninrezeptor eine essentielle
Rolle in der embryonalen Morphogenese unabhéngig von Calcitonin als Ligand hat (Dacquin
et al., 2004). Mittlerweile existiert ein weiteres Modell der Firma Deltagen, dessen Caler”-
Tiere nicht embryonal letal sind (Deltagen, 2005). Fiir die Generierung dieser Miuse wurde
eine #dhnliche Strategie gewaihlt, und zwar wurde anstelle der Sequenz um Exon das
bakterielle Reportergen ,lacZ* inseriert (Abb.3.6.3 B). Das lacZ-Gen kodiert fiir [3-
Galaktosidase, ein Enzym, das normalerweise Laktose in Galaktose und Glukose spaltet. Mit

X-Gal als Substrat entsteht bei der enzymatischen Reaktion ein blauer Farbstoff. Dadurch ist
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es moglich, die Orte, an denen sonst der Calcitoninrezeptor exprimiert werden wiirde, im
Gewebe zu markieren. Der Phinotyp dieser Mduse wurde bislang als normal beschrieben

(Deltagen, 2005).

Ex 4 Eﬁs Ex 6 Ex7 li&Sa

L < . SIS LTI ILSS "

Wildtyp \ d
Ex 4 /\ f Exl 8a

Ex 4 Ex 6 Ex7 Ex 8a

Pg— i —-

Deltagen, 2005

Dacquin et al., JCB, 2004

Abb. 3.6.3: Strategien zur Generierung von konstitutiv Calcitoninrezeptor-defizienten Miusen. A: In dem
Modell von Dacquin et al. wurden die Exons 6 und 7 des Calcr-Gens durch eine Neomycin-Kassette ersetzt. Fiir
homozygote Calcr-Defizienz dieser Linie wurde eine embryonale Letalitdt beschrieben. B: In dem Modell der
Firma Deltagen wurden Exon 5 und Teile von Exon 4 und 6 durch das Reportergen ,,lacZ* ausgetauscht. Die

homozygot Calcr-defizienten Tiere dieser Linie versterben nicht wiahrend der Embryonalentwicklung.
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4 AUFGABENSTELLUNG

Es  besteht eine Diskrepanz  zwischen der  Knochenresorptions-hemmenden
pharmakologischen Wirkung von Calcitonin und dem Ausbleiben eines Knochenphinotyps
bei einem Uberangebot oder Mangel von endogenem Calcitonin beim Menschen (Deftos,
1997; Hirsch et al., 2001; Hirsch & Baruch, 2003). Ebenso steht die pharmakologische
Wirkung von Calcitonin im Widerspruch zur erhdhten Knochenmasse sowohl bei Calcitonin-
als auch bei Calcitoninrezeptor-Defizienz in der Maus. (Hoff et al., 2002; Dacquin et al.,
2004). Daher ist die physiologische Funktion von Calcitonin noch immer unklar.

Mithilfe verschiedener Mausmodelle (siehe Einleitung 3.6) sollte in dieser Doktorarbeit
versucht werden, die Funktion von Calcitonin im Knochen nédher zu charakterisieren. Dazu
sollten die Knochenphénotypen von Calca"-Miusen, denen Calcitonin und o-CGRP fehlt,
und oc-CGRP'/'-Méiusen, die nur fiir a-CGRP defizient sind, bei fortschreitendem Alter
miteinander verglichen werden. Auflerdem sollte bei transgenen ApoE-mCT- und ApoE-sCT-
Miusen untersucht werden, wie sich ein Uberangebot von Maus- bzw. Lachs-Calcitonin auf
den Knochen auswirkt.

Eine weitere Aufgabe bestand darin, konditional Calcitoninrezeptor-defiziente Miuse zu
generieren, da zu Beginn der Arbeit nur ein konstitutives Calcitoninrezeptor-Defizienz-
Mausmodell existierte, fiir das eine embryonale Letalitit bei kompletter Deletion des
Calcitoninrezeptors beschrieben worden ist (Dacquin et al., 2004). Durch die Strategie des
,Cre/loxP“-Systems (Gu et al., 1994) sollte die Erzeugung konditional Calcitoninrezeptor-
defizienter Maiuse ermoglicht werden, die den Calcitoninrezeptor selektiv nicht in
Osteoklasten, Osteoblasten, bzw. in Neuronen des Hypothalamus exprimieren. Mit der
Moglichkeit einer zellspezifischen Deletion des Calcitoninrezeptors sollte ein Zugang zum

Mechanismus von Calcitonin im Knochen geschaffen werden.
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5 MATERIAL & METHODEN

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien von den Firmen BIO-RAD (Miinchen),
MERCK (Darmstadt), ROCHE (Mannheim), CARL ROTH GMBH (Karlsruhe), GIBCO (Karlsruhe)
und SIGMA-ALDRICH (Steinheim) verwendet.

Die Enzyme wurden von den Firmen NEW ENGLAND BIOLABS (Frankfurt am Main) und

ROCHE (Mannheim) bezogen.

5.1.2 Puffer und Losungen

Chromalaunlsung: 4 g Kaliumchrom-3-sulfat

100 ml dest. Wasser, filtrieren, bei 4°C aufbewahren

Citratpuffer (Immunhisto): 9 ml 0,1 M Zitronensdure (Stammldsung A)
41 ml 0,1 M Na-Citrat (Stammldsung B)
ad 500 ml dest. Wasser, pH 6,0

DEPC-H,0: 1000 pl Diethylpyrokarbonat ad 500 ml H,O,

i.N. bei 37°C inkubieren, autoklavieren

10 x DNA-Gel-Ladepuffer: 50 % Glyzerin

0,1 % Xylencyanol
0,1 % Bromphenolblau in TE

10 % EDTA (Entkalkung v. Knochen) 100g Titriplex III (MERCK #108418) ad 1000 ml
H,0,
mit konz. NaOH l6sen und auf pH 7,2 einstellen

| x Einfriermedium (f. MEF): 50 % FCS (GIBCO #10270106)
40% MEF-Medium
10% DMSO




Material & Methoden

27

2 x Einfriermedium (f. ES-Zellen):

Eosin-Lésung (HE-Féarbung):

ES-Medium:

G-418 (Geneticin):

0.1 % Gelatine:

Gelatinel6sung (Beschichtung der :

Objekttrager fiir Acrylathistologie)

GieBlosung (Acrylat-Histo):

80 % FCS (GiBco #10270106)
20% DMSO

0,25 g Eosin G (MERCK #115935)
250 ml dest. Wasser
5 Tropfen Eisessig

500 ml DMEM (GIBCO #42430025)

92 ml FCS (GIBCO #10270106)

6,2 ml Glutamin (GIBCO #25030024)

6,2 ml MEM (GIBCO #11140035)

6,2 ml Pen/Strep (5000 IU Pen, 5000 pug Strep/ml,
GIBCO #15070022)

6,2 ml Nukleosidmix (100x)

6,2 ml Natrium-Pyruvat (GIBCO #11360039)

1,24 ml 2-Mercaptoethanol, 50 mM, (GIBCO
#42430025)

62 ul LIF, 107 U/ml (CHEMICON INTERNATIONAL
#ESG1107)

GIBCO #10131019

SIGMA-ALDRICH #G-1890

0,5 g Gelatine in
50 ml dest. Wasser (< 60°C) losen,

2 ml Chromalaunlésung zugeben

1000 ml Methylmethacrylat (MERCK #8.00590),
entstabilisiert

3,3 g Benzoylperoxid (MERCK #801641), getrocknet
100 ml LPG (Nonyl-Phenol, SIGMA-ALDRICH
#74430)
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van Gieson-Losung:

Hybridisierungspuffer (Southern):

Infiltrationslésung I (Acrylat-Histo):

Infiltrationslésung I1 (Acrylat-Histo):

von Kossa-Losung:

LB/Amp-Medium:

LB-Medium:

LB-Agar:

Lysis-Puffer (ES-Zellen)

direkt vor dem Gief3en
500 pl N,N Dimethyl-p-Toluidin/100 ml Gief16sung

hinzufligen

2,5 g Saurefuchsin (MERCK #105231)
900 ml gesittigte Pikrinsdure (SIGMA-A. #80456)
100 ml Glycerin

5 ml konz. Salpetersdure

330 mM Natriumphosphat
6,6 % SDS
100 pg/ml Heringssperma-DNA (ROCHE #1467140)

1000 ml Methylmethacrylat (MERCK #8.00590),
entstabilisiert

3,3 g Benzoylperoxid (MERCK #801641), getrocknet
1000 ml Methylmethacrylat (Merck #8.00590),
entstabilisiert

3,3 g Benzoylperoxid (MERCK #801641), getrocknet

100 ml LPG (Nonyl-Phenol, SIGMA-ALDRICH
#74430)

3 g Silbernitrat (MERCK #1.01512.0100)
auf 100 ml dest. Wasser

LB-Medium
100 pg/ml Ampicillin

INVITROGEN, Karlsruhe #12780-052

INVITROGEN, Karlsruhe #22700-025

10 mM Tris, pH 7,5
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Mausschwanz-Lysis-Puffer:

MEF-Medium:

Mineralol:

Mitomycin C (f. ES-Zellkultur):

Narkosemittel:

5% Natriumthiosulfatlgsung:

100 x Nukleosidmix (f. ES-Zellkultur):

10 mM EDTA, pH 7,5
10 mM NaCl
0,5% SDS

50 mM Tris, pH 8,0
100 mM EDTA, pH 8,0
100 mM NacCl

1% SDS

500 ml DMEM (GIBCO #61965026)

50 ml FCS (GiBco #10270106)

5,5 ml MEM (GIBcO #11140035)

5,5 ml Pen/Strep (5000 IU Pen, 5000 png Strep/ml,
GIBCO #15070022)

SIGMA-ALDRICH #M-8410

2 mg, lyophilisiert (SIGMA-ALDRICH #M-0503)
in 2 ml PBS resuspendieren, zu 150 pl aliquotieren,

bei -70°C lichtgeschiitzt aufbewahren

1,2 ml Ketamin-Losung, 100mg Ketamin/ml
(GRAUB-AG, Bern)

0,8 ml Rompun-Injektionslosung, 2% (BAYER,
Leverkusen)

8 ml 0,9%ige NaCl-Losung (BRAUN, Melsungen)

5 g Natriumthiosulfat auf 100 ml dest. Wasser

80 mg Adenosin (SIGMA-ALDRICH #A-4036)
85 mg Guanosin (SIGMA-ALDRICH #G-6264)
73 mg Cytidin (SIGMA-ALDRICH #C-4654)
73 mg Uridin (SIGMA-ALDRICH #U-3003)
24 mg Thymidin (SIGMA-ALDRICH #T-1895)



Material & Methoden

30

1 x PBS:

PBS fiir Zellkultur:

PBS/EDTA (ES-Zellkultur):

4 %ige PFA-LOsung:

Proteinase K-LOsung:

Salzsdure-Ethanol (HE-Férbung):

20 % SDS:

3% Silbernitratlésung:

Sodaformollosung:

bei 37°C in 100 ml PBS I6sen, sterilfiltrieren,
aliquotiert bei -20°C lagern

137 mM NaCl

10 mM Na,HPO4

2,7 mM KCI

2 mM KH,PO,, pH 7,4

1 Tablette in 500 ml Aqua bidest. 16sen, auto-
klavieren (GIBCO #18912014)

1 Tablette (GiBCO #18912014) in 500 ml Aqua
bidest. 16sen

+0,1 g Na-EDTA

20 g PFA in 455 ml H,O geben,

100 pl 1 M NaOH zugeben und bei 70°C 16sen,
40 ml 10 x PBS zugeben

pH 7.4, filtrieren

10 mg/ml, -20°C

5 ml 25% HCI
95 ml 96% Ethanol

200 g SDS in 900 ml H,O auf 68 °C erhitzen,
auf pH 7,2 mit HCI einstellen, ad 1 1 HO

3 g Silbernitrat auf 100 ml dest. Wasser

12,5 g Natriumkarbonat

187 ml dest. Wasser
62,5 ml 37%ige Formalinlosung
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20 x SSC:

50 x TAE-Puffer:

10 x TE-Puffer:

low TE:

Toluidinlosung:

TRAP-LGsung:

TRAP-Puffer:

1 M Tris-HCI:

Trypsin-EDTA-L6sung (f. MEF):

Trypsin-EDTA-Ldsung (f. ES-Zellen):

Waschldsung 1 (Southern):

3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

pH 7,0, autoklavieren

2 M Tris-Azetat
50 mM EDTA, pH 7,8 mit Essigsdure einstellen

0,1 M Tris/HC1
10 mM EDTA, pH 7,5

10 mM Tris, pH 8,0
0,1 mM EDTA, autoklavieren

1 g Toluidinblau O
100 ml dest. Wasser
pH 4,5

5 mg Naphtol ASMX Phosphat in

500 pl N,N Dimethylformamid 16sen und mit

50 ml TRAP-Puffer mischen;

30 mg Fast Red Violet LB Salt darin losen und

sofort fiir die Farbung verwenden

40 mM Azetat
10 mM Natriumtartrat, pH 5,0, bei 4°C aufbewahren

21,1 g Tris

gewiinschten pH mit HCl einstellen

GIBCO #25300054

GIBCO #25200056

2x SSC
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Waschlosung 2 (Southern):

X-Gal

5.1.3 Bakterien
Zur Amplifikation von
(INVITROGEN, Karlsruhe,

abstammen.

5.1.4 Plasmide
pCR-TOPO II:

pBluescript I KS+:

Die folgenden Plasmide

Konstrukts verwendet.

pKO SelectDT V840:
pKO Scrambler V901:
ploxPfrtPGKtkneoftt:
und PKaX1

pCAGGS-Flpe:

0,1% SDS

0,2 x SSC
0,1% SDS

40mg/ml in DMF, bei -20°C dunkel lagern

DNA im prokaryotischen System wurden Gene Hogs"Cells
#C8080) verwendet, die vom E.coli KI12-Stamm DHI10B™

Dieser Vektor (INVITROGEN, Karlsruhe, #45-0640) wurde zum
Klonieren von PCR-Produkten verwendet.
Das Plasmid (STRATAGENE La Jolla, CA, USA) wurde zur

Subklonierung von DNA-Fragmenten verwendet.

wurden fiir die Generierung des Calcitoninrezeptor-Defizienz-

Lexicon, The Woodlands (USA)

Lexicon, The Woodlands (USA)

Diese Vektoren wurden uns freundlicherweise von Herrn Prof.
Schiitz (Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg) zur
Verfiigung gestellt

Dieses Plasmid trigt das Gen der Flpe-Rekombinase.
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5.2 Methoden

Die zur Anfertigung der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Tierversuche wurden von der

Behorde fiir Arbeit, Gesundheit und Soziales genehmigt.

5.2.1 Molekularbiologische Methoden

5.2.1.1 Restriktionsverdau von DNA

Es wurde die gewiinschte Menge an DNA (2-4 ug) mit der erforderlichen Menge an
Restriktionsenzym (10-20 U) 1-2 h unter den gemdfl Herstellerangaben fiir das Enzym
optimalen Bedingungen (Puffer, Temperatur, BSA-Zusatz) inkubiert. Der Restriktionsansatz
wurde entweder durch Hitzeinaktivierung (75°C, 10 min) oder durch Zugabe von DNA-
Probenpuffer mit anschlieBender gelelektrophoretischer Auftrennung gestoppt. Bei
gleichzeitigem Verdau mit mehreren Enzymen wurden die dafiir angepallten Enzymmengen
und Reaktionsbedingungen verwendet. War ein Parallelverdau aufgrund der empfohlenen

Pufferbedingungen nicht moglich, wurde sequenziell verdaut.

5.2.1.2 Modifikation von DNA-Enden

Um nicht-kompatible DNA-Fragmente ligationsfahig zu machen, wurden ihre Enden vorweg
entsprechend modifiziert.

Auffiillreaktion iiberhdngender 5'-Enden fiir eine Ligation mit glatten Fragmentenden (blunt-
end ligation):

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung eines Restriktionsansatzes (Kapitel 5.2.1.4) und
anschlieBender Isolierung der Fragmente aus dem Gel (Kapitel 5.2.1.5) wurden die DNA-
Fragmente mit dANTPs (100 uM) in T4-Polymerase-Puffer 20 min bei 12°C inkubiert. Pro
1 pg aufzufiillender DNA wurde 1 U T4-DNA-Polymerase zugesetzt. Es folgte eine Hitze-
inaktivierung des Emzyms (10 min, 75°C) vor der Verwendung der DNA in der
Ligationsreaktion.

Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten:

Die zu dephoshorylierende DNA wurde mit alkalischer Phosphatase (CIP, 1 U pro pmol 5'-
Enden) in mitgeliefertem Puffer 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend durch
Gelelektrophorese oder an Sédulen des High Pure PCR Product Purification Kit (ROCHE,

Mannheim) aufgereinigt.
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5.2.1.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von PCR-Produkten, die mit der Tag-Polymerase amplifiziert wurden, wurde
der pCR-TOPO II Vektor (INVITROGEN, Karlsruhe, #45-0640) verwendet.

Die Tag-Polymerase produziert durch ihre terminale Tranferaseaktivitit 3'-A-Uberhinge, die
im Gegensatz zu anderen Polymerasen nicht wieder entfernt werden, weil sie keine 3'-5'-
Exonucleaseaktivitit besitzt. Der Vektor wird linearisiert geliefert. Er besitzt 3'-T-Uberhiinge
und daran kovalent gebundene Topoisomerase I, so dass ein PCR-Produkt mit 3'-A-
Uberhiingen direkt binden und im gleichen Schritt durch die Ligaseaktivitit der
Topoisomerase mit dem Vektor ligieren kann.

Bei Ligationen von Vektor und Insert, die zuvor mit Restriktionsenzymen geschnitten worden
sind, wurden Insert- und Vektorfragment in einem molaren Verhéltnis von 3:1 in der Ligation
eingesetzt. In einem Gesamtvolumen von 10-20 ul wurden die Fragmente mit 2-4 pul

5 x Ligasepuffer und 1-2 ul T4-Ligase gemischt und ii.N. bei 17°C ligiert.

5.2.1.4 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsiuren

DNA- und RNA-Fragmente wurden mit 1/10 Volumen DNA-Auftragspuffer versetzt und
abhingig von der FragmentgroBe in 0,8 bis 2 %igen Agarosengelen in 1 x TAE Puffer bei 60
bis 110 Volt in horizontalen Gelkammern (BIO-RAD, Miinchen) elektrophoretisch aufgetrennt.
Zur Anfirbung der DNA-Fragmente wurde das Gel vor dem Gielen mit 0,05 pg/ml
Ethidiumbromid versetzt. AnschlieBend wurden die Agarosegele auf einem UV-
Transilluminator fotografiert. Als DNA-Grofenstandard diente die 1kb-Leiter von
INVITROGEN (#15615-024).

5.2.1.5 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agaroseblockchen nach Elektrophorese erfolgte mit
dem QIAEX® II Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, #20051) entsprechend den Angaben
des Herstellers.

Das Funktionsprinzip ist die spezifische Bindung von Nucleinsduren mit einer Mindestlinge
von 40 bp an eine Silica-Gel-Matrix bei hohen Salzkonzentrationen. Dann erfolgen
Reinigungsschritte bei denen u.a. Oligonukleotide entfernt werden. AnschlieBend wird die

gereinigte DNA bei einer geringen Salzkonzentration von den Partikeln eluiert.
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5.2.1.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren
Die Konzentration wéssriger Losungen von Nukleinsduren wurden photometrisch bei 260 nm

im Ultrospec 2100 pro Photometer von BIOCHROM (Cambridge) bestimmt.

5.2.1.7 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Transformationskompetente Bakterien des E.coli-Stammes DH10B™ wurden nach einer
Methode von Ausubel (Ausubel et al., 1991) hergestellt:

Eine stationdire Ubernachtkultur des Bakterienstammes in LB-Medium wurde 1:60 in frisches
LB-Medium iiberimpft und bis zu einer optischen Dichte ODgo von 0,5 - 0,6 (log-Phase)
kultiviert. Nach dem Sedimentieren (20 min, 4200 Upm, 4°C, Sorvall®Evolution, Rotor SLC-
6000) wurde zweimal mit eiskaltem, sterilem entionisierten Wasser gewaschen. Dann wurden
die Zellen mit eiskaltem 10%igem Glyzerin resuspendiert und bei 4°C, 2.000 rpm und 30 min
erneut sedimentiert. Das Pellet wurde zuletzt im vierfachen Volumen 10 %igen Glyzerins
aufgenommen und in Aliquots a 50 ul in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung

erfolgte bei -80°C.

5.2.1.8 Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Das Einbringen von Plasmid-DNA in transformationskompetente Bakterien des FE.coli-
Stammes DH10B™ erfolgte nach dem Elektroporationsverfahren.

Zur Transformation wurde 50 pl frisch auf Eis aufgetaute Bakteriensuspension mit 1 ul des
Ligationsansatzes versetzt und im Gene Pulser Xcell™ (B10-RAD, Hercules, USA) bei
1350 kV, 600 Q und 10 pF elektroporiert. AnschlieBend wurden die Bakterien in 500 pl LB-
Medium aufgenommen, fiir 20 bis 45 min bei 37°C geschiittelt, dann auf LB-Agarplatten
ausgestrichen und tiber Nacht erneut bei 37°C kultiviert. Abhidngig von der Plasmidresistenz
wurden die LB-Agarplatten zuvor mit entsprechenden Antibiotika behandelt. Auflerdem
wurden die Platten mit X-Gal bestrichen, wenn aufgrund des verwendeten Plasmids eine
Blau-WeiB-Selektion moglich war. Wichtig fiir das Gelingen der Elektroporation ist ein sehr

geringer Salzgehalt sowohl der kompetenten Zellen als auch der zu transformierenden DNA.

5.2.1.9 Antibiotika-Selektion und Blau-Weif-Selektion ausplattierter Bakterien
Entsprechend den Resistenzgenen auf den Plasmiden wurden die LB-Agarplatten zur

Selektion mit Antibiotika vorbehandelt:
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Antibiotikum Stammlosung Endkonzentration in LB
Tetracyclin 20 mg/ml 3ug/ml

Chloramphenicol 20 mg/ml 15pg/ml

Ampicillin 100 mg/ml 100pg/ml

Kanamycin 100 mg/ml 15pg/ml

Streptomycin 100 mg/ml 100pg/ml

Beim dem Plasmid pCR-TOPO II und auch bei pBluescript II KS+ liegt die ,,Multiple
Cloning Site* (MCS) innerhalb des lacZ- Gens, das fiir die B-Galaktosidase kodiert. [-
Galaktosidase setzt X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galaktosid) enzymatisch in den
blauen Farbstoff 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol um. Wird ein DNA-Fragment in die MCS
eingebaut, wird das Leseraster des /acZ-Gens zerstort, so daB3 keine B-Galaktosidase mehr
gebildet werden kann, und folglich auch kein blauer Farbstoff. Vor dem Ausplattieren der
Bakterien, die mit pCR-TOPO II oder pBluescript II KS+ transformiert wurden, wurden die
Agarplatten (20ml) mit 40 pl X-Gal (40mg/ml in DMF) bestrichen. Die Farbe der
gewachsenen Kolonien zeigte, ob die Plasmide das DNA-Fragment aufgenommen hatten

(weil}) oder nicht (blau).

5.2.1.10 Priparation von Plasmid-DNA aus 4 ml Kulturen (Miniprep)

Die Isolierung der Plasmid-DNA wurde nach der Methode der alkalischen Lyse (Birnboim &
Doly, 1979) mit dem QIAprep”™ Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Hilden, #27106) durchgefiihrt.
Die Anzucht der plasmidtragenden Bakterienstimme erfolgte in LB-Medium, versetzt mit
Antibiotika (Konzentrationen siehe 5.2.2.0). Dazu wurde eine Einzelkolonie von einer
Anzuchtplatte in 4 ml des Fliissigmediums tiberfiihrt und iiber Nacht auf einem Schiittler bei
37°C inkubiert. Nach erfolgtem Wachstum wurden 1,5 ml der Kultur in ein Reaktionsgefal3
tiberfiihrt und fiir 2 min bei 7.000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Aus dem
Bakterienpellet wurde entsprechend den Angaben des Herstellers die DNA gewonnen. Diese

wurde in 50 pl Aqua dest. aufgenommen.

5.2.1.11 Priparation von Plasmid-DNA aus 500 ml Kulturen (Maxiprep)

Fiir einen 500 ml-Kulturansatz wurde das LB-Medium (mit entsprechendem Antibiotikum)
mit einem Milliliter Vorkultur angeimpft und iiber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler
inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert (Sorvall®Evolutiongc Superspeed Centrifuge,

Rotor SLC-6000, 10 min, 5000 Upm, 4°C) und in 16 ml GTE (50mM Glucose; 25 mM Tris,



Material & Methoden 37

pH 8; 10 mM EDTA, sterilfiltriert) auf Eis resuspendiert. Dann wurden 32 ml frisch
angesetzte 0.2 N NaOH/1 % SDS-Losung zugesetzt und vorsichtig gemischt. Nach 5 Minuten
Inkubation wurden 24 ml Kaliumacetat (294 g Kaliumacetat; 115 ml Essigsdure in 1 1 H,O,
sterilfiltriert) zugefiigt, gemischt und fiir weitere 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieSend
wurde die Losung zentrifugiert (15 min, 4°C, 5000 Upm) und der Uberstand filtriert. Das
Filtrat wurde mit 36 ml Isopropanol versetzt und vorsichtig vermischt, bevor es erneut fiir 15
min bei 4°C und 5000 Upm zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet fiir ca. 20 Minuten getrocknet. AnschlieBend wurde es in 6 ml TE aufgenommen. Die
RNA wurde prézipitiert, indem das halbe Volumen (3 ml) 7.5M Ammoniumazetat-Losung
(sterilfiltriert) zugefiigt wurde und der Ansatz fiir 15 min auf Eis inkubiert wurde. Nach einer
weiteren Zentrifugation (15 min, 4°C und 4000 Upm) wurde der Uberstand dekantiert, mit
dem zweifachen Volumen Ethanol (absolut) vorsichtig vermischt und fiir 5 min die DNA bei -
80°C gefillt. Es folgte eine weitere Zentrifugation (15 min, 4°C und 4000 Upm). Das
entstandene Pellet wurde fiir etwa 15 Minuten getrocknet und in 800 pl TE aufgenommen.
Nach Zugabe von 100 pg/ml RNase wurde die Losung fiir mindestens eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Es folgte eine eine Phenol-Chloroform-Extraktion im gleichen Volumen und
anschlieBend eine Chloroform-Extraktion im doppelten Volumen, bevor die DNA mit dem
halben Volumen Ammoniumazetat-Losung (7.5M) und dem doppelten Volumen Ethanol
(absolut) gefdllt wurde. Das Prézipitat wurde zentrifugiert (15 min, 4°C und 13.000 Upm),
das Pellet getrocknet und dann iiber Nacht in 500 ul TE gelost.

5.2.1.12  Isolierung genomischer DNA aus Mausschwiinzen

Zu einem ca. 0,5 mm langen Stiick Mausschwanz wurden 700 ul Mausschwanz-Lysis-Puffer
und 50 pl Proteinase K Losung (10 mg/ml) gegeben und iiber Nacht bei 55°C inkubiert. Dann
wurde der Ansatz mit gleichem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (ROTH,
Karlsruhe, #A156.2) ausgeschiittelt und fiir 10 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die
obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefd3 tberfiihrt und der Vorgang zweimal
wiederholt, wobei beim zweiten Mal nur mit Chloroform ausgeschiittelt wurde. Anschlie3end
wurde zu der oberen Phase Isopropanol im gleichen Volumen zugefiigt und beides vorsichtig
miteinander vermischt. Das Gemisch wurde fiir 10 Minuten (13.000 rpm) zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das Pellet mit 70% kaltem Ethanol gewaschen. Nach

einer kurzen Trocknungsphase wurde das Pellet in 50 ul TE aufgenommen und iiber

Nacht bei Raumtemperatur geldst.
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5.2.1.13  Isolierung genomischer DNA aus ES-Zellen von 96er Mikroplatten

Das Medium der Platte wurde entfernt und die Platte mit PBS gewaschen. Pro Vertiefung
wurde 100 pl Lysis-Puffer gegeben und die Platte bei 55°C iiber Nacht inkubiert. Am
nichsten Tag wurden 10 pl 8 M LiCl und 100 pl Isopropanol pro Vertiefung zugefiigt und die
Platte iiber Nacht in einer feuchten Kammer auf einer Schiittelplatte inkubiert. Am folgenden
Tag wurde die Platte fiir 30 min bei 3800 Upm zentrifugiert, der Uberstand entfernt und mit
70% Ethanol gewaschen (10 min, 3800 Upm). Der Uberstand wurde verworfen, die Platte
getrocknet und die DNA in 100 pl low TE/Vertiefung iiber Nacht in einer feuchten Kammer
gelost.

5.2.1.14 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine in vitro-Methode zur enzymatischen Synthese definierter DNA-Sequenzen.
Hierzu wird eine doppelstringige DNA (Matrize) denaturiert und die entstehenden
komplementdren DNA-Einzelstrange mit zwei Oligonukleotid-Primern, welche die zu
amplifizierende Region (Ziel-DNA) flankieren, hybridisiert. Mittels einer thermostabilen
DNA-Polymerase werden, ausgehend von den entsprechenden Oligonukleotid-Primern, die
jeweiligen komplementidren DNA-Stringe synthetisiert. Eine repetitive Folge von Template-
Denaturierung, Primer-Hybridisierung und Verldngerung der Primer durch die thermostabile
DNA-Polymerase fithrt zu einer exponentiellen Anreicherung des DNA-Abschnitts, dessen
Enden durch die Primer festgelegt sind. Spezifische Primer wurden mit dem
Computerprogramm MacVektor™ 7.1 ausgewihlt.

Fir alle PCR-Anwendungen wurde die thermostabile Taq-DNA-Polymerase ROCHE
(Mannheim) verwendet. Die PCR-Reaktionen wurden in einer PCR-Maschine von BIOMETRA
(T3 Thermocycler, Gottingen) bzw. im iCycler von BIO-RAD (Miinchen) durchgefiihrt.

Es wurde folgender Standardansatz mit 50 ul Gesamtvolumen verwendet:

5 pl 10x Tag-Polymerasepuffer
2 pl ANTP-Mix (2,5 mM)

1 pl Hinprimer (10uM)

1 ul Riickprimer (10uM)

100 ng Matrizen-DNA

1 ul Tag-Polymerase

ad 50 pl H»0
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Ein typisches Temperaturprogramm verlief wie folgt:

Reaktion Zeit Temperatur Schleife
Priméirdenaturierung 5 min 94°C

Denaturierung 30s 94°C

Hybridisierung 30s 55°C X 35
Synthese 1 min/1kb 72°C

Endsynthese 5 min 72°C

Aufbewahrung 0 4°C

Nach Ablauf der Reaktion wurden die Ansdtze mit 1/10 Vol. DNA-Auftragspuffer versetzt
und die Produkte tiber ein Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetrennt (Kapitel 5.2.1.4).

Wenn nétig wurde das PCR-Programm entsprechend der optimalen Annealingtemperatur der
jeweiligen Primer abgewandelt, dem Ansatz 2,5 ul DMSO zugefiigt oder auch ein kleineres

Gesamtvolumen genommen.

5.2.1.15  Southern-Blot-Analyse

Es wurden 8-10 pg der zu analysierenden DNA mit 20 U Enzym und 1 ul RNase (10 mg/ml)
in entsprechendem Puffer und in einem Volumen von 50 pl {iber Nacht verdaut. Der Ansatz
wurde am ndchsten Tag in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend
wurde das Gel fiir ca. 15 Minuten in 0,25 M HCI inkubiert, mehrfach kurz mit Wasser gespiilt
und dann in 0,4 M NaOH fiir weitere 15 Minuten equilibriert. Die DNA wurde mit 0.4 M
NaOH durch Kapillartransfer iiber Nacht auf die Membran (Hybond-N', AMERSHAM)
tiberfiihrt. Nach dem Transfer wurde die Membran fiir 15 Minuten in 2 x SSC gewaschen und
anschlieend getrocknet.

Fiir die radioaktive Markierung der DNA wurde jeweils die entsprechende DNA-Sonde mit
dem rediprime™II-Kit (AMERSHAM, #1634) hergestellt. Zum Blockieren unspezifischer
Bindungsstellen wurde die Membran 30 min bei 68°C in Hybridisierungspuffer (330 mM
Natriumphosphat, 6,6 % SDS, 1 x Heringssperma-DNA) vorhybridisiert. Die Hybridisierung
mit der denaturierten Sonde erfolgte in einem Rotationsofen (Hybrilinker HL-2000, UVP,
INC., Upland, CA, USA) bei 68°C iiber Nacht. Unspezifisch gebundene Sonde wurde durch
mehrfaches Waschen mit Waschlosung 1 und 2 entfernt. Die Membranen wurden, je nach

Signalstérke, fiir 2 Stunden bis 1 Woche auf ,,Imaging“-Platten (FUJI Imaging Plate) oder auf
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Rontgenfilmen (Kodak X-OMAT AR Film, EASTMAN KODAK COMPANY, Rochester, New
York, USA) exponiert. Die Platten wurden im Phosphoimager (FUII/RAYTEST) entwickelt, die
Filme in der Rontgenentwickler-Maschine (OPTIMAX, PROTEC, Oberstenfeld).

5.2.1.16  Genotypisierung

Die DNA wurde aus Schwanzspitzen der Maéuse isoliert (siehe 5.2.1.12) und fiir die
Genotypisierung per Southern-Blot-Analyse oder per PCR verwendet. Die Méuse der Calca-
Kolonie wurden wie zuvor bei Hoff et al. beschrieben per PCR genotypisiert (Hoff et al.,
2002). Als Vorwértsprimer wurde der Primer (5-CAG GAT CAA GAG TCA CCG CT-3")
verwendet. Wildtypméuse wurden mit dem Riickprimer (5'-GGA GCC TGC GCT CCA GCG
AA-3") identifiziert (~300 bp), Calca-defiziente-Tiere mit dem Riickprimer (5'-GGT GGA
TGT GGA ATG TGT GC-3") (~200 bp). Die Mause aus den Kolonien mit ,,gefloxtem*
Calcitoninrezeptor (KD-CTR-F6 bzw. —G2) wurden per PCR unter Standardbedingungen
genotypisiert. Mit den Primern (5'-GGT AGA TGT GTT TGG GGA TTT CTC C-3') und (5'-
AAG ACA GAT GGT GAG GGC TGA CTG-3") wurde die Sequenz an Stelle der ,,loxP-site*
zwischen Exon 5 und 6 amplifiziert, mit den Primern (5'-TCC TGG GCT GCT GAG AAA
GTA TC-3") und (5'-ATG TGA TTG GCT GGG CAC TG-3') erfolgte die Amplifikation an
Stelle der ,,loxP-site” zwischen Exon 7 und 8. Die erwarteten BandengroBBen waren 249 bp
(WT) und 347 bp (KD-KO) bzw.259 bp (WT) und 357 bp (KD-KO). Die Genotypisierung der
MEN CT-2A-Maiuse erfolgte durch PCR wie bei Reynolds et al. beschrieben (Reynolds et al.,
2001). Als Primer wurden (5'-GCG ATG TTG TGG AGA CCC AAG-3") und (5'-AGC ACC
GAG ACG ATG AAG GAG-3'") verwendet. Die Bande fiir das Tansgen hatte eine Gréf3e von
202 bp. Die ApoE-sCT- bzw. mCT-Maiuse wurden per Southern-Blot genotypisiert.

5.2.1.17 Sequenzierung von DNA
Sequenzierungen von DNA wurden nach dem Kettenabbruchverfahren nach Sanger (Sanger
et al,, 1977) in der zentralen Sequenzier-Einrichtung des UKE durchgefiihrt. Fiir die PCR

wurde folgender Ansatz gewahlt:

500 ng DNA (bei einem PCR-Produkt 50-100 ng) in Aqua dest. geldst
15 pM Primer

2 ul Big Dye

6 ul 2,5x Puffer

ad 20 ul Aqua dest.
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PCR-Programm:

Reaktion Zeit Temperatur Schleife
Primérdenaturierung 2 min 96°C

Denaturierung 10s 96°C

Hybridisierung 5s 50°C bei M13 } X 25
Synthese 4 min 60°C

Endsynthese 5 min 60°C

Aufbewahrung ) 4°C

Im Anschluf3 an die PCR wurde die DNA durch Zugabe von 80 pl H,O, 10 pl 3 M Natrium-
azetat, pH 6,0, und 300 pl absolutem Ethanol gefillt. Nach anschlieBender Zentrifugation
(15 min, 15.000 rpm, RT) wurde das Pellet getrocknet und sequenziert.

5.2.1.18 Isolierung von RNA aus Geweben und Organen

Fiir die Isolierung von RNA wurden frisch isolierte Gewebestiicke (bis ca. 500ug) in 1 ml
Trizol (INVITROGEN #15596-018) mit einem Ultra-Turrax (T25 basic, IKA-WERKE, Staufen)
homogenisiert. Das Homogenat wurde flir 5 min bei RT inkubiert und dann mit 200 pl
Chloroform ausgeschiittelt. Die Probe wurde anschlieBend bei 11.000 x g 15 min bei 4°C
zentrifugiert. Die obere Phase wurde mit 500 pl Isopropanol gemischt, fiir 10 min bei RT
inkubiert und dann 10 min bei 11.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit kaltem, 70%
Ethanol (in DEPC-H,0) gewaschen (5 min, 7.000 x g, 4°C), getrocknet und in 25 ul DEPC-
H,0 gelost.

Zwischen den verschiedenen Proben wurde der Ultra-Turrax mit 1% SDS in DEPC-H,0

gereinigt und ausgiebig mit DEPC-H,O gespiilt.

5.2.1.19 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)
Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem Cloned AMV First-Strand Synthesis Kit von
INVITROGEN (#12328-040, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers. Fiir eine anschlieende

PCR wurde im Regelfall folgender Ansatz verwendet:



Material & Methoden 42

2,5 ul 10x Tag-Puffer

1 ul ANTP-Mix (2,5 mM)
1 pl Hinprimer (10uM)

1 pl Riickprimer (10uM)
1 ul cDNA

0.3 ul MgCl, (25mM)
0,5 pl Tag-Polymerase
ad 25 pl H»0

Um die Expressionsstirke der untersuchten Gene unabhingig von methodischen
Schwankungen vergleichen zu kdnnen, wurde jeweils unter gleichen Bedingungen ein PCR-
Ansatz mit Primern fiir das ,Haushaltsgen GAPDH (Glyzerinaldehyd-6-Phosphat-
Dehydrogenase) durchgefiihrt.

5.2.1.20  Microarray-Genchip-Analyse

Die Microarray-Genchip-Analyse ermoglicht eine vergleichende Expressionsanalyse aller
Gene zwischen zwei oder mehr Proben. In dieser Arbeit wurde die Microarray-Genchip-
Analyse angewendet, um die Genexpression im Hypothalamus zwischen verschiedenen
Mausmodellen zu vergleichen. Dazu wurden die Hypothalami der Méuse prépariert, die RNA
isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mit der cDNA wurden die Genchips hybridisiert. Auf
den Genchips sind nahezu alle der etwa 30.000 Gene einer Maus mehrfach rapriasentiert. Bei
erfolgter Hybridisierung entstehen Signale, die mit spezieller Software von Affymetrix in die
Expressionsstirke des jeweiligen Gens umgerechnet werden konnen. Die Hybridisierung und
die Auswertung der Genchips wurde in der Klinischen Chemie des UKEs in der

Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Streichert durchgefiihrt.

5.2.2 Kultur muriner embryonaler Stammzellen (ES-Zellen)
Die ES-Zellkultur wurde am Zentum fiir molekulare Neurobiologie Hamburg (ZMNH) in

Zusammenarbeit mit Frau PD Dr.Hermans-Borgmeyer und Tina Mordhorst durchgefiihrt.

5.2.2.1 Beschichten von Zellkulturschalen mit Gelatine

Die Zellkulturschalen wurden an der Sterilbank 3-5 min mit einer 0,1%igen Gelatinelosung
inkubiert. Anschliefend wurde die Losung abgesaugt, die Schalen getrocknet und bei 4°C
gelagert.
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5.2.2.2 Isolierung und Kultur primérer embryonaler Fibroblasten

Murine embryonale Stammzellen bendtigen fiir ein optimales Wachstum gelatinierte
Zellkulturschalen mit einem einschichtigen Zellrasen von inaktivierten, priméiren
embryonalen Fibroblasten, sogenannten Feederzellen. Die Isolierung dieser Fibroblasten
erfolgte durch Frau PD Dr. Hermans-Borgmeyer und Tina Mordhorst. Die isolierten,
tiefgefrorenen Zellen wurden revitalisiert und mit einer ungefihren Dichte von 5 x 10*
Zellen/cm® in gelatinierte 15 cm (&)-Kulturschalen mit 25 ml MEF-Medium ausgesit. Dann
wurden sie fiir 2-3 Tage bis zur Konfluenz im Brutschrank (37°C, 5% CO,,
wasserdampfgesittigte Atmosphére) inkubiert. AnschlieBend wurden die Fibroblasten
trypsiniert, im Verhéltnis 1:3 bis 1:4 ,,gesplittet und erneut bis zur Konfluenz kultiviert, um

sie dann fur die ES-Zellkultur zu inaktivieren.

5.2.2.3 Mitotische Inaktivierung embryonaler Fibroblasten

Die mitotische Inaktivierung der embryonalen Fibroblasten erfolgte mit Mitomycin C.
Mitomycin C vernetzt den DNA-Doppelstrang und blockiert den weiteren Zellzyklus. Auf
den konfluent bewachsenen 15 cm (&)-Schalen wurde das MEF-Medium abgesaugt und 15
ml frisches Medium hinzugegeben. Auf jede Platte wurden 150 pl Mitomycin C (10 pg/ml)
getrdufelt und mit dem Medium gemischt, dann wurden die Platten fiir weitere 2-3 Stunden
im Zellkulturschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen trypsiniert, die Zellzahl
bestimmt und entweder in geeigneten Aliquots eingefroren oder fiir die Kultivierung der ES-
Zellen verwendet. Fiir die Kultivierung der ES-Zellen wurden die inaktivierten Feederzellen

in einer Dichte von 5 x 10* Zellen/cm® ausgesiit.

5.2.2.4 Trypsinieren von Zellkulturzellen

Um inhibierende Einfliisse von Serumbestandteilen auf die Trypsin-Aktivitdt zu verhindern
wurde der Zellrasen vor der Trypsin-Behandlung zweimal mit PBS gespiilt. Nach dem
Absaugen des PBS wurden die Zellen fiir 3-5 min mit Trypsin/EDTA (GIBCco #25300054) bei
37°C inkubiert (mikroskopische Kontrolle). Die Trypsin-Reaktion wurde durch Zugabe von
mindestens der doppelten Menge serumhaltigen Mediums gestoppt, die Zellen durch
mehrfaches Aufsaugen mit der Pipette vereinzelt und in der gewiinschten Verdiinnung

ausgesat.
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5.2.2.5 Einfrieren von Zellkulturzellen
Die Zellen wurden trypsiniert, in Medium aufgenommen und die Suspension sedimentiert
(3 min, 200 x g). Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 1 ml Einfriermedium

aufgenommen, bei —80°C eingefroren und am folgenden Tag in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

5.2.2.6 Revitalisierung von Zellkulturzellen

Der Vorgang des Auftauens sollte schnell erfolgen, um die zellschidigende Wirkung des
Einfriermediums gering zu halten. Nach der Entnahme aus dem Stickstofftank wurden die
Zellen im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellsuspension wurde entnommen, in 5 ml
vorgewarmtes Medium iiberfithrt und sedimentiert (5 min, 200 x g). Das Medium wurde

abgesaugt, das Zellpellet in Medium resuspendiert und in eine Zellkulturschale tiberfiihrt.

5.2.2.7 Kultur muriner embryonaler Stammzellen

Die murinen ES-Zellen (Linie R1) wurden revitalisiert und in einer Dichte von 1 x 10° auf
gelatinierten Zellkulturschalen mit einem einschichtigen Zellrasen von inaktivierten
Feederzellen ausgesit. Das ES-Medium wurde tdglich gewechselt. Etwa alle zwei Tage, bevor

die Zellen konfluierten, wurden sie 1:4 bis 1:6 ,,gesplittet™.

5.2.2.8 Elektroporation muriner ES-Zellen

Pro Elektroporationsansatz wurden 1 x 10’ Zellen benétigt. Zwei Stunden vor der
Elektroporation wurde das ES-Medium gewechselt. Dann wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen, trypsiniert, resuspendiert und sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml
PBS resuspendiert, erneut sedimentiert und dann in 800 pl PBS gelost. Die Losung wurde in
eine Elektroporationskiivette tiberfiihrt, die linearisierte DNA des Konstrukts KD-CTR
hinzugegeben (60 pg) und der Ansatz elektroporiert (BIORAD-Elektroporator: 240 V, 500 uF).
AnschlieBend wurde der Ansatz 10 min inkubiert, bevor die Zellen in 10 ml Medium
tiberfiihrt wurden. Der 10 ml-Ansatz wurde gleichmiBig auf fiinf 10 cm ()-Schalen verteilt
und die Schalen kultiviert.

5.2.2.9 Positive Selektion der Klone auf die Integration der neo-Kassette
Etwa 24 Stunden nach der Elektroporation wurde mit der Selektion begonnen. Dazu wurde
dem Medium beim téglichen Wechsel 150-300 pg/ml Geneticin (G-418, GIBCO #10131019)

zugesetzt. Nach 2-3 Tagen begannen diejenigen Zellen abzusterben, die nicht das Konstrukt



Material & Methoden 45

mit der Neomycin-Kassette in ihr Genom integriert hatten und somit nicht resistent waren

gegen Geneticin, einem Neomycin-Analogon.

5.2.2.10 Vereinzelung (Picken) stabil transfizierter Klone

Nach einer Woche Selektion wurden Zellkolonien mit glatter Oberfliche und scharf
begrenztem Rand zur Vereinzelung auf 96er Mikroplatten iiberfiihrt. Dazu wurden die
Ausgangsplatten zweimal mit PBS gespiilt und die ausgesuchten Kolonien unter dem
Binokular mit einer Pipette aufgenommen und jeweils in ein well pipettiert, in das 40ul
Trypsin vorgelegt waren. Auf diese Weise wurden jeweils drei Reihen der 96er Mikroplatte
befiillt, dann wurde die Platte fiir 3-5 min bei 37°C inkubiert. Wihrend dieser Zeit wurde auf
einer weiteren mit Feederzellen vorbereiteten 96er Mikroplatte das MEF-Medium gegen ES-
Medium ausgetauscht (200l pro Vertiefung). Dann wurden die ES-Zellen durch vorsichtiges
auf- und abpipettieren zunédchst im Trypsin und dann unter Zugabe von 100 pl ES-Medium
vereinzelt (mikroskopische Kontrolle) und auf die Feederplatte ausgesit. Entsprechend wurde
mit den restlichen Vertiefungen verfahren, dann wurde die Platte kultiviert. Bevor die Zellen
konfluierten wurden sie 1:4 auf neue 96er Mikroplatten umgesetzt. Je zwei Platten wurden
nach erneuter Konfluenz eingefroren, die anderen beiden Platten (nur gelatinebeschichtet,

ohne Feederzellen) wurden fiir die DNA-Isolierung noch zwei Tage ldnger kultiviert.

5.2.2.11 Einfrieren und Auftauen von 96er ES-Mikroplatten

Zwei Stunden vor dem Einfieren der 96er ES-Mikroplatte wurde nochmals das Medium
gewechselt. Die Zellen wurden mit 200 ul PBS/EDTA pro Vertiefung gewaschen. Dann
wurden sie trypsiniert (40pul Trypsin/Vertiefung) und die Reaktion mit 60 pl ES-
Medium/Vertiefung abgestoppt. Die Platte wurde auf Eis gestellt, es wurde 100ul
Einfriermedium (80% FCS, 20% DMSO) pro Vertiefung dazugegeben, und die Zellen
wurden darin resuspendiert. AnschlieBend wurde jede Vertiefung mit 50 pl Mineraldl
beschichtet, die Platte mit Klebeband umwickelt und bei —80°C ,langsam® in einer
Styroporbox weggefroren.

Das Auftauen der ES-Zellen erfolgte schnell in der 96er Mikroplatte im Wasserbad bei 37°C.

Nach dem Auftauen wurden die Zellen direkt in eine Zellkulturschale Uiberfiihrt.

5.2.2.12 Entfernen der Neomycin-Kassette in vitro durch Frt-Rekombination
Um spiter bei den genetisch verdnderten Méusen einen stdrenden EinfluB der Neomycin-

Kassette im Genom zu verhindern, wurde das Neomycin-Gen, das von zwei Frt-Sequenzen
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eingerahmt war, durch Flpe-Rekombination wieder entfernt. Dazu wurden zwei Klone, bei
denen gemidB Southernblot eine homologe Rekombination mit dem Konstrukt KD-CTR
stattgefunden hatte, revitalisiert. Entsprechend dem Einbringen des Konstrukts wurden die
Zellen kultiviert, mit dem linearisierten Plasmid pCAGGS-Flpe elektroporiert, kultiviert und
anschlieend auf Neomycin selektiert. Ein Teil der Platten wurde eingefroren, der andere fiir

die Analyse der DNA auf eine erfolgreiche Rekombination verwendet.

5.2.2.13  Blastozysteninjektion und Reimplantation der Blastozyste

Fiir die Erzeugung genetisch verdnderter Mause wurden zwei verschiedene ES-Zellklone
ausgesucht, bei denen das Konstrukt KD-CTR (Ergebnisse Abb. 6.7.6) durch homologe
Rekombination stabil ins Genom integriert worden war. Die Injektion der ES-Zellen in
Blastozysten und die anschlieBende Reimplantation der Blastozysten in scheinschwangere
Maiuse wurde von Frau PD Dr.Hermans-Borgmeyer und Tina Mordhorst am ZMNH

durchgefiihrt.

5.2.3 Serum- und Urinanalysen

5.2.3.1 Serumgewinnung und Urinentnahme

Die Méuse wurden mit Ether betdubt und getotet, und das Blut wurde sofort aus dem Herz
entnommen. Nachdem es bei Raumtemperatur geronnen war, wurde es zweimal fiir 10
Minuten bei 3.600 rpm zentrifugiert und das Serum bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
gelagert. Fiir die Urinuntersuchungen wurde entweder Spontanurin der Miuse verwendet,

oder der Urin wurde nach T6étung durch Blasenpunktion gewonnen.

5.2.3.2 Bestimmung von Kalzium, Phosphor und Dpd im Urin

Die Konzentration von Kalzium und anorganischem Phosphor im Urin wurde photometrisch
mit Reagenzien von SIGMA DIAGNOSTICS (#587-A bzw. #360-3) bestimmt, die auf der
Bildung von kolorimetrischen Farbkomplexen basieren. Als Mal} fiir die osteoklastére
Knochenresorption wurde freies Deoxypyridinolin (Dpd), ein Kollagen-I-Abbauprodukt, mit
einem Enzymimmunoassay von METRA BIOSYSTEMS INC., Mountain View, California,USA,
#08007, bestimmt. Die Konzentrationen von Kalzium, anorganischem Phosphor und Dpd
wurden auf den Gehalt von Kreatinin bezogen. Kreatinin wurde ebenfalls mit einem ELISA

von METRA BIOSYSTEMS INC (#08009) bestimmt.
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5.2.3.3 Kalzium-, Phosphor- und Hormonbestimmung im Serum

Kalzium und anorganischer Phosphor wurden nach der selben Methode wie im Urin bestimmt
(siehe 5.2.3.2). Hormone im Serum wurden mit Enzymimmunoassays quantifiziert: PTH,
Osteocalcin und Ratten-Calcitonin mit ELISAs bzw. IRMAs von IMMUTOPICS, INC.,
California, USA, #60-2300 bzw. #50-1300 und #50-5000; Lachs-Calcitonin mit einem ELISA
von DSL INC., Texas, USA, #10-3600; OPG und RANK-L mit ELISAs von R&D SYSTEMS,
INC., Minnesota, USA, #MOP00 und #MTROO0; Leptin mit einem ELISA von CHRYSTAL
CHEM INC., Illinois, USA, #90030.

Serumkonzentrationen von Vitamin Ds;, T4 und Ostrogen wurden im Zentrallabor der

klinischen Chemie des Universititsklinikums Eppendorf bestimmt.

5.2.4 Histologie und Morphologie

5.24.1 Kontaktrontgen und pnCT

Die fixierten Skelette der Méiuse wurden im Kontakt-Rontgenapparat (Faxitron Xray,
FAXITRON XRAY CoORP., Wheeling Illinois, USA; Filme: Mamoray HDR PQ, AGFA,
Mechelen, Belgien) fiir 2 Sekunden bei 35 kV gerdntgt.

Fiir die dreidimensionale Darstellung wurde der Lendenwirbelkorper L6 in einem uCT 40
(Scanco MEDICAL, Basserdorf, Schweiz) mit einer Auflésung von 12 pum gescannt (40
kV/114 pA).

5.24.2 Paraffin- und Acrylat-Histologie

Von allen Miusen wurde jeweils die rechte Tibia und die oberen vier Lendenwirbel
histologisch untersucht. Dariiber hinaus wurden von einigen Médusen auch histologisch
Organe untersucht.

Die Tiere wurden getdtet, enthdutet und der Bauchraum eroffnet. Die Skelette wurden
gestreckt auf einer Korkplatte fiir ein bis zwei Tage in frischem 3,7 % gepuffertem
Formaldehyd fixiert und dann in 80% Ethanol {iberfiihrt.

AnschlieBend wurden die Wirbelkdrper und die Tibia oder auch Organe herausprépariert und
tiber Nacht im Autotechnikon entwéssert (fiir Paraffineinbettung: 2 x 60 min 70% EtOH, 60
min 80% EtOH, 2 x 60 min 96% EtOH, 2 x 60 min EtOH absolut, 2 x 60 min Xylol, 3 x 60
min Paraffin 60°C; flir Acrylateinbettung 2 x 60 min 70% EtOH, 3 x 60 min 80% EtOH, 3 x
60 min 96% EtOH, 4 x 60 min EtOH absolut). Knochenpréparate fiir die Paraffineinbettung
wurden zuvor liber Nacht bei 37°C je nach Alter und Verkalkungsgrad in 10-20% EDTA
entkalkt.
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Entkalkte Knochen und Organe wurden in Paraffin eingebettet. Von den Pridparaten wurden
am Schlittenmikrotom 3 um dicke Schnitte angefertigt.

Nicht entkalkter Knochen wurde nach der Entwésserung fiir je einen Tag bei 4°C mit
Infiltrationsldsung I und II infiltriert und dann in GieBlosung in GlasgefaBBen eingebettet. Die
Polymerisation erfolgte iiber Nacht bei 4°C im Wasserbad. 3 und 12um dicke Schnitte
wurden am Rotationsmikrotom (MICROTEC CUT 4060E) angefertigt und auf Gelatine-
beschichtete Objekttriger aufgezogen (Gelatinelosung siehe Puffer und Ldsungen). Zum
Strecken der Schnitte wurde 80% Isopropanol, versetzt mit einem Tropfen Butylether,

verwendet.

5.2.4.3 HE-Firbung

Die Paraffinschnitte wurden fiir 30 min in den Warmeschrank (60°C) gestellt. AnschlieBend
wurden sie in Xylol (2 x 5 min) entparaffiniert und in der absteigenden Alkoholreihe
entwidssert. Dann wurden sie fiir 10 min in Mayers Hdmalaunlosung (MERCK #109249)
gestellt, kurz in Salzsdure-Ethanol getaucht, in Leitungswasser gespiilt und zum Blduen fiir 10
min in Leitungswasser gestellt. Danach wurden die Schnitte fiir 2 min in Eosin-Ldsung
gefarbt. Es folgte eine aufsteigende Alkoholreihe. Nach 3 x 5 min Xylol wurden die
Schnittprdparate mit DPX (SIGMA-ALDRICH #44581) eingedeckt.

5.2.44 von Kossa-/ van Gieson-Fiarbung

Der Kunststoff wurde mit 2-(Methoxyethyl)-acetat (Merck #806061) aus den Schnitten geldst
(3 x 10 min). Dann wurden die Schnittpréparate in der absteigenden Alkoholreihe bewéssert.
Die Farbung war wie folgt: 5 min 3%ige Silbernitratldsung, 10 min entionisiertes Wasser, 5
min Sodaformolldsung, 10 min flieBendes Leitungswasser, 5 min 5%ige Natriumthiosulfat-
16sung, 10 min flieBendes Leitungswasser, 20 min van Gieson-Losung. Danach wurden die
Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe entwissert, in Xylol iiberfiihrt (3 x 5 min) und mit

DPX (SIGMA-ALDRICH #44581) eingedeckt.

5.24.5 Toluidin-Farbung
Die Vor- und Nachbehandlung der Schnitte verlief wie bei der von Kossa-Farbung (siehe

5.2.4.4). Fiir die Farbung selbst wurden die Schnitte fiir 30 min in die Toluidinlosung gestellt.
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5.2.4.6 TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase)-Farbung

TRAP ist ein spezifischer Marker fiir aktive Osteoklasten. Die Farbung erfolgte an entkalkten
Paraffinschnitten. Die Schnitte wurden in Xylol entparaffiniert und in absteigender
Alkoholreihe entwissert. Danach wurden sie fiir eine Stunde in TRAP-Puffer inkubiert und
anschlieend in TRAP-Losung fiir etwa 30 min gefarbt. Die gefarbten Schnitte wurden kurz
in dest. Wasser gespiilt, mit Mayers Hdmalaun gegengefdrbt (10-60 Sek.) und fiir 10 min
flieBend gewdssert. Die fertigen Schnittprdparate wurden in wissrigem Eindeckmedium

(Faramount Mounting Medium, Aqueous, DAKO # S3025) eingedeckt.

5.2.4.7 Immunbhistologie an Gewebeschnitten

Fiir die Immunhistologie wurden die Gewebeschnitte auf SuperFrost“Plus Objekttriger
(MENZEL-GLASER #041300) aufgezogen, bei Raumtemperatur getrocknet und vor der
Immunbhistologie fiir eine Stunde auf 60°C erhitzt. AnschlieBend wurden sie in Xylol
entparaffiniert (2 x 5 min) und in der absteigenden Alkoholreihe entwissert. Danach wurden
sie in der Mikrowelle fiir 20 min in Citratpuffer gekocht und dann zum langsamen Abkiihlen

stehen gelassen. Die nachfolgende Inkubation mit spezifischen Antikdrpern war wie folgt:

Anti-Calcitonin-Immunhistologie

Die Schnitte wurden in PBS gewaschen, 5 min mit Peroxidase-Block (DAKOCYTOMATION
#S2001) inkubiert, wieder mit PBS gewaschen und dann mit dem Erstantikorper (Polyclonal
Rabbit Anti-Human Calcitonin, DAKOCYTOMATION #A0576) 1:200 in PBS/1% BSA iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Am nidchsten Tag wurden die Priparate in PBS gewaschen und dann
mit dem  HRP-gekoppelten  Zweitantikdrper  (Polyclonal ~ Goat  Anti-Rabbit
Immunoglobulins/HRP, DAKOCYTOMATION #P0448) 1:200 in PBS/1% BSA fiir 30 min bei
RT inkubiert. Nach erneutem Waschen in PBS wurden die Schnitte mit dem
Diaminobenzidin-Farbereagenz von DAKOCYTOMATION (#K3467) nach Angaben des
Herstellers gefarbt und anschlieBend mit Mayer’s Hidmalaun gegengefirbt. Es folgte eine
aufsteigende Alkoholreihe und danach 3 x 5 min Xylol, bevor die Schnittpréparate mit DPX
(SIGMA-ALDRICH #44581) eingedeckt wurden.

5.24.8 Calceinmarkierung
Calcein ist ein flurochromer Farbstoff, der sich an die mineralisierende Matrix anlagert. Um
die Zuwachsrate an Knochen histologisch darstellen zu kdnnen, wurden die Miuse zweimal

im Abstand von 5 Tagen (2 bzw. 7 Tage vor der Priaparation) mit Calcein markiert (je 100 pl
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Injektionslésung: 0.15M NaCl; 2 % NaHCOs; 1% Calcein [w/v]). Am Abstand der zwei griin-
fluoreszierenden Calcein-Markierungen in der Tibia konnte die Knochenzuwachsrate

berechnet werden.

5.2.4.9 Histomorphometrie

Die Knochenformationsrate (BFR, bone formation rate) wurde an 12 pm dicken, ungeféarbten
Acrylatschnitten von Calcein-markierten Méusen bestimmt. Die Quantifizierung von
Knochenvolumen (BV/TV, bone volume per tissue volume), Anzahl der Trabekel (TbN,
trabecular number), Abstand der Trabekel (TbSp, trabecular spacing), Trabekeldicke (TbTh,
trabecular thickness) und Osteoblasten- und Osteoklastenanzahl (NOb bzw. NOc/BPm,
number of osteoblasts bzw. osteoclasts per bone parameter) wurde nach standardisierten
Protokollen mit dem OsteoMeasure Histomorphometrie-System (OSTEOMETRICS INC.,

Atlanta, Georgia, USA) an Toluidin-gefarbten Acrylatschnitten durchgefiihrt.

5.2.5 sonstige Methoden
5.2.5.1 Maushaltung
Alle Miuse wurden in der Tierhaltung des Universitdtsklinikums Eppendorf gehalten. Die
Tiere wurden unter einem normalen Tag-Nacht-Zyklus mit einem Standard-Futter und Wasser

ad libitum ernahrt.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Die Defizienz des Calca-Gens fithrt zu einem ausgeprigten Knochenphénotyp, der
sich deutlich von einer reinen a-CGRP-Defizienz unterscheidet

Der Verlust des Calca-Gens auf beiden Allelen (Calca™), und somit die Abwesenheit von
sowohl Calcitonin als auch o-CGRP, fiihrt in der Maus zu einem markanten
Knochenphénotyp. An nicht-dekalzifizierten histologischen Schnitten von Lendenwirbel-
korpern zeigte sich in der von-Kossa-Farbung, dass Calca"-Miuse im Alter von 6, 12 und 18
Monaten eine deutlich andere Trabekelstruktur haben als die Wildtyp-Kontrollen (Abb. 6.1.1,
mittlere und obere Reihe). oc—CGRP'/'—Méiuse, denen nur a.-CGRP, nicht aber Calcitonin fehlt,

entwickeln hingegen eine Osteopenie (Abb. 6.1.1, untere Reihe).

6 Monate

¥ e

Ex1 Neo Ex 6

Stop
Ex1gEx2gEx3

Abb. 6.1.1: Nicht-dekalzifizierte Schnitte von Lendenwirbelkorpern aus Wildtyp-, Calca-defizienten und
a-CGRP-defizienten Miéusen im Alter von 6, 12 und 18 Monaten in der von-Kossa-Firbung.
Mineralisierter Knochen erscheint schwarz. Die Trabekel der Calca”-Miuse sind in allen Alterstufen feiner
strukturiert als die der Wildtyp-Miuse. Die o-CGRP”-Miuse entwickeln in den Lendenwirbelkorpern eine

Osteopenie. Neben den Bildern ist ein Schema des dem Genotyp entsprechenden Calca-Gens dargestellt.

Die Wirbelkorper dieser beiden Mausmodelle (siehe auch Einleitung 3.6) wurden zum
Zeitpunkt von 12 Monaten histomorphometrisch vermessen und die strukturellen
Knochenparameter quantifiziert. Es zeigten sich deutlich gegenldufige Tendenzen der beiden
Modelle. Wie schon im Alter von 3 Monaten (Hoff et al., 2002), haben Calca"-Miuse auch
im Alter von 12 Monaten signifikant mehr Knochenmasse (BV/TV) als Kontrolltiere, obwohl,
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anders als im Alter von drei Monaten, ihre Trabekeldicke (TbTh) signifikant reduziert ist
(Abb. 6.1.2 A). a-CGRP""-Miuse haben hingegen eine signifikant reduzierte Knochenmasse
gegeniiber den Wildtyp-Kontrollen bei nur leicht erniedrigter Trabekeldicke. Die erhdhte
Knochenmasse in Calca”-Miusen ist durch einen signifikanten Anstieg in der Trabekelanzahl
(TbN) gegeniiber den Wildtyp-Mdusen bei gleichzeitig verringertem Trabekelabstand (TbSp)
zu erkliren. Im Gegensatz dazu haben o-CGRP”-Miuse signifikant weniger Trabekel mit

einem groBeren Abstand zueinander (Abb. 6.1.2 B).

BV/TV (%) TbTh (um)
20, — 40 T
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T
10 201
T
5 10
wt Calca aCGRP wt Calca oCGRP
-/- -/- -/~ -/-
TbN (/mm) TbSp (um)
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12 4 480 - T
9 360 1
6 240{ |
[
3 - 120 1
wt Calca aCGRP wt Calca o CGRP

-/~ -/- /- -/-

Abb. 6.1.2: Strukturelle Knochenparameter von Wildtyp-, Calca™- und a-CGRP"-Miusen im Alter von
12 Monaten. A: Knochenvolumen pro Gewebevolumen (BV/TV, bone volume/tissue volume) und
Trabekeldicke (TbTh, trabecular thickness). B: Anzahl der Trabekel (TbN, trabecular number) und Abstand der
Trabekel (TbSp, trabecular spacing). Die Knochenphénotypen der beiden Mausmodelle sind kontrér zueinander.
Mit Ausnahme der Trabekeldicke bei a-CGRP”-Mzusen unterscheiden sich alle Parameter signifikant zum

Wildtyp. (* bedeutet p < 0,05 im t-Test; n > 5)
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6.2 Der Knochenphinotyp von Calca”-Miusen ist progressiv und fiihrt sowohl zu
verstirkter Knochenformation als auch zu verstirkter Knochenresorption

Fiir 3 Monate alte Calca”-Miuse wurde eine erhhte Knochenformationsrate publiziert (Hoff
et al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass die Knochenformationsrate von Calca”-Mausen
auch noch im Alter von 12 Monaten signifikant erhoht ist, wihrend sie bei a-CGRP”"-Mausen
signifikant erniedrigt ist im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen (WT: 99,6 + 17,8 vs Calca”:
135,1 + 18,7 vs a-CGRP™: 63,0 + 8,0 um’/um?*/Jahr). Die unterschiedliche Knochen-
zuwachsrate zeigt sich im Abstand der Calceinmarkierung (Abb. 6.2.1 B). Da in beiden
Mausmodellen die Anzahl der Osteoblasten nur leicht verdndert ist (Abb. 6.2.1 A), ist die
unterschiedliche Geschwindigkeit der Knochenbildung auf die Aktivitit der Osteoblasten

zurickzufiihren.

A NOb/BPm (/mm) ObS/BS (%)
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BFR/BS (um?3/um?/Jahr)

Abb. 6.2.1: Knochenformation in WT-, Calca”- und o-CGRP”-Miiusen im Alter von 12 Monaten. A:
Anzahl der Osteoblasten pro Knochenoberfliche (NOb/BPm, number of osteoblasts per bone perimeter) und
Osteoblastenoberfliche pro Knochenoberfliche (ObS/BS, osteoblast surface per bone surface). B: Die
Calceinmarkierung zeigt die unterchiedlichen Knochenzuwachsraten bezogen auf die Knochenoberfliche
(BFR/BS, bone formation rate per bone surface). Die Knochenzuwachsrate ist in Calca”-Mausen signifikant
erhoht und in o-CGRP”-Miusen signifikant erniedrigt, obwohl die Anzahl der Osteoblasten in beiden Modellen
unverdndert ist gegeniiber dem Wildtyp. (* bedeutet p < 0,05 im t-Test; n > 5)
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Im Alter von 12 Monaten zeigte sich bei Calca”"-Miusen durch einen 4-fachen Anstieg der
Osteoklastenzahl (Abb. 6.2.2, 1i) zum ersten Mal ein deutlicher EinfluB der Calca™-Defizienz
auch auf die Knochenresorption. Ein gleichzeitiger Anstieg von Kollagenabbauprodukten im
Urin (Dpd/Kreatinin: 41,7 = 12,4 vs 18,9 £ 7,7 nM/mM) belegt, dass die Osteoklasten nicht
nur in ihrer Anzahl vermehrt sind, sondern dass sie auch aktiv sind (Abb. 6.2.2, re).
Ausgehend von einer Osteoklasten-hemmenden Funktion von Calcitonin, wére eine verstirkte
Resorption bei Abwesenheit von Calcitonin zu erwarten. Die stark erhdhte
Resorptionsaktivitit ist jedoch auch {liberraschend, da im Alter von 3 Monaten kein Einfluf}
der Calca” -Defizienz auf die Knochenresorption beschrieben wurde (Hoff et al., 2002) und
zudem die Knochenbildung bei unverdnderter Osteoblastenzahl trotzdem zu einem erhohten
Knochenvolumen fiihrt. Die Knochenresorption von a-CGRP”-Miusen ist unverindert

gegeniiber den Wildtyp-Kontrollen.
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Abb. 6.2.2: Knochenresorption in WT-, Calca” - und o-CGRP”-Miusen im Alter von 12 Monaten. Anzahl
der Osteoklasten pro Knochenoberfliche (NOc/BPm, number of osteoclasts per bone perimeter) und
Osteoklastenoberfliche pro Knochenoberfliche (OcS/BS, osteoclast surface per bone surface). Die
Desoxypyridinoline (Kollagenabbauprodukte) im Urin bezogen auf Kreatinin (Dpd/Krea.) sind ein MaB fiir die
Knochenresorption. Die Anzahl der Osteoklasten ist in Calca™-Méusen, bezogen auf die Knochenoberfliche, um
das 4-fache erhoht. Die Zunahme der Osteoklastenzahl spiegelt sich in einer signifikant erhdhten Resorption,
gemessen an den Kollagenabbauprodukten, wider. o-CGRP”-Miuse haben hingegen eine normale
Osteoklastenzahl mit einer normalen Resorptionsaktivitit. (* bedeutet p < 0,05 im t-Test, ** bedeutet p < 0,005

im t-Test; n > 5)

Als weiterer Knochen wurde die Tibia der Mduse untersucht. Die Osteopenie der a-CGRP™"-
Mause stellte sich dhnlich wie in den Lendenwirbelkorpern dar (Abb. 6.2.3, untere Reihe). In
Calca”-Méusen zeigte sich neben den strukturellen Verinderungen des trabekuliren

Knochens auch ein starker Effekt auf den kortikalen Knochen, sodass die Kortikalis zum
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Zeitpunkt von 12 und 18 Monaten in Calca”-Miusen stark pords erscheint (Abb. 6.2.3,
mittlere Reihe).

6 Monate 12 Monate 18 Monat

-

Abb. 6.2.3: Nicht-dekalzifizierte Schnitte von Tibiae aus Wildtyp-, Calca” und o-CGRP-Miusen im
Alter von 6, 12 und 18 Monaten in der von-Kossa-Firbung. Im Alter von 12 und 18 Monaten erscheint die
Kortikalis der Calca”-Miuse stark pords, was auf eine verstirkte Resorption hindeutet. Wie in den

Lendenwirbelkorpern, ist auch in der Tibia von o-CGRP”-Miusen eine leichte Osteopenie zu sehen.

Die Vermutung, dass die Porositét der Kortikalis, deren Auftreten mit dem starken Anstieg
der Osteoklastenzahl in den Lendenwirbeln zusammenfillt, ebenfalls auf eine erhohte
Resorptionsaktivitdt von Osteoklasten zuriickzufiihren ist, wurde in der TRAP-Féarbung
bestitigt (Abb. 6.2.4). Deutlich zu erkennen ist die Uberzahl der Osteoklasten (rot gefirbt) in
Calca”"-Miusen gegeniiber Wildtyp-Kontrollen. Im Tibiakopf sind deutlich mehr Trabekel. In
der Wachstumsfuge fiihrt der beschleunigte Knochenumbau zu einem Durchbruch der

Wachstumsfuge (Pfeil), und die Kortikalis verliert die kompakte, geordnete Schichtung.
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Abb. 6.2.4: TRAP-Firbung der Tibia von 12 Monate alten Wildtyp- und Calca”-Miusen. Die Anzahl der
Osteoklasten (rot gefirbt) ist in Calca”-Miusen deutlich erhdht gegeniiber Calca™ -Miusen. Die starke
Zunahme der Osteoklasten fiihrt, in Verbindung mit der erhdhten Knochenformation, zu groBen strukturellen
Verdnderungen der Tibia, die besonders gut in der Kortikalis sichtbar werden. Der Pfeil im mittleren rechten

Bild markiert einen Durchbruch der Wachstumsfuge.

Somit fithrt das Fehlen von Calcitonin und a-CGRP in der Maus zu einem progressiven
Knochenumbauphinotyp, der zundchst nur zu einer verstirkten Knochenbildung fiihrt und ab

einem Alter von 6 Monaten zusitzlich auch durch verstiarkte Resorption gekennzeichnet ist.

6.3 Die verstirkten Knochenumbauprozesse in Calca”-Miusen fiilhren zu
hyperostotischen Lisionen

In den pCT-Aufnahmen von Lendenwirbelkorpern sind die strukturellen Anomalititen der
Calca”-Miuse und der a-CGRP”-Miuse im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle offensichtlich
(Abb. 6.3.1 A, obere Reihe). Im Querschnitt der Tibia von Calca”"-Méusen ist die schon in
der Histologie beobachtete Porositdt der Kortikalis gut zu erkennen (Abb. 6.3.1 A, untere
Reihe). Die gesteigerten Knochenumbauprozesse fiihren in knapp 20% der 12 Monate alten
und ilteren Calca”-Miuse zu hyperostotischen Lisionen (Abb.6.3.1 B). Diese Lisionen

flihren teilweise zu erheblichen morphologischen Verdnderungen bis hin zu
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Wachstumsfugendurchbriichen (Abb. 6.3.1 B, Pfeil und auch Abb 6.2.4). In einem Fall wurde
sogar die Verschmelzung zweier Wirbelkorper beobachtet (nicht gezeigt). Wie die
Calceinmarkierung und die TRAP-Fiarbung veranschaulichen (Abb. 6.3.1 B, untere Reihe),
sind in diesen Lidsionen sowohl die Knochenformation als auch die -resorption lokal

gesteigert.

Hiiufigkeit (%)

wt Ca/Ica uCC/:RP

Abb. 6.3.1: Der gesteigerte Knochenumbau fiihrt zu hyperostotischen Lésionen in Calca-defizienten
Miusen. A: pCT-Aufnahme jeweils eines Lendenwirbelkorpers L5 (oben) und einer Tibia (unten) im
diaphysiren Querschnitt von Wildtyp-, Calca” - und a-CGRP”-Miusen. B: obere Reihe: von-Kossa-Firbung
hyperostotischer Lisionen in Schnitten von Wirbelkorpern und einer Tibia von Calca”-Miusen, die ein Jahr
oder dlter sind. Untere Reihe von li. nach re.: Calceinmarkierung des dariiber abgebildeten Wirbelkorpers;
Ausschnitt einer hyperostotischen Lésion in der TRAP-Féarbung (die Osteoklasten sind rot geférbt); Haufigkeit
des Vorkommens hyperostotischer Lésionen in Miusen, die 12 Monate oder alter sind. Die starke Fluoreszenz
des Wirbelkorpers nach der Calceinmarkierung zeigt die gesteigerte Knochenformation. Gleichzeitig weisen die

ungewohnlich vielen Osteoklasten auch auf eine stark erhéhte Knochenresorption hin.
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6.4 Es gibt keine Anzeichen, dass der Phinotyp von Calca”-Miusen auf einen
sekundiren Mechanismus zuriickzufiihren ist

Die histologische Untersuchung der Organe von Calca”-Miusen gab keinen Hinweis auf
morphologische Verdnderungen im Vergleich zu Wildtyp-Méusen. Von den HE-gefirbten
Schnittpréparaten sind hier nur die Schilddriise als hauptsédchliches Expressionsorgan fiir
Calcitonin und die Niere als Expressionsorgan des Calcitoninrezeptors (Abb. 6.4.1, oben und
Mitte) gezeigt. Ein verstirkter Knochenumbau kann mit einem Hypogonadismus assoziiert
sein, der wiederum durch einen makroskopisch sichtbar diinneren Uterus charakterisiert ist
(Syed & Khosla, 2005; Tsilchorozidou & Conway, 2004; Pask et al., 2005). Die Uteri der
Calca”-Miuse sind jedoch makroskopisch unauffillig (Abb. 6.4.1, unten). Damit ist ein
Sekunddreffekt auf den Knochen, bedingt durch eine verdnderte Gonadenfunktion,

unwahrscheinlich.

"0 Schilddriise

Niere

Gonaden

Abb. 6.4.1: Organanalyse 12 Monate alter Calca”-Miuse im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen. In keinem
Organ konnten in der HE-Firbung morphologische Unterschiede zwischen Wildtyp- und Calca™-Tieren
festgestellt werden. Gezeigt sind hier Ausschnitte der Schilddriise und der Niere als Expressionsorte von
Calcitonin bzw. des Calcitoninrezeptors. Darunter sind Uteri der Méause abgebildet. Makroskopisch weisen die

Calca™-Uteri keine Anzeichen eines Hypogonadismus auf.

Um zu priifen, ob der beschleunigte Knochenumbau in Calca”-Miusen indirekt durch

verdnderte Serumspiegel anderer Hormone gesteuert wird, wurde zunéchst die Konzentration
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von Kalzium, anorganischem Phosphor und Parathormon im Serum bestimmt. Diese
Parameter sind jedoch, genauso wie Leptin, nicht verdndert (Abb. 6.4.2, obere Reihe). Die zu
diesem Zeitpunkt erhdhten Ostrogenspiegel geben keine Erklirung fiir die verstirkte
Resorption, zumal die Werte im Alter von 6 und 18 Monaten den Kontrolltieren entsprechen
(nicht gezeigt). Auch die Werte der Osteoklasten-Differenzierungsfaktoren Osteoprotegerin
und RANK-Ligand geben keine Erklidrung fiir die erhohte Osteoklastenzahl. Die erniedrigte
RANK-Ligand-Konzentration wiirde eher mit einer erniedrigten Osteoklastenzahl korrelieren.
Allerdings wirken diese beiden Faktoren lokal, und damit ist eine Aussage iiber die lokale
Wirkung anhand ihrer Serumkonzentration nicht vorhersagbar. Die 2fach erhdhte
Serumkonzentration fiir den Osteoblastenfaktor Osteocalcin reflektiert hingegen die erhéhte

Knochenformationsrate (Abb 6.4.2, untere Reihe).

Kalzium Phosphor Parathormon Leptin
(mg/dl) (mg/dl) (pg/ml) (ng/ml)
12 12 100 20
9 91 751 15
6 61 50 - 104
31 31 251 5
++ /- ++ /- ++ /- +H+ /-
Ostradiol Osteocalcin Rankl Opg
(ng/l) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml)
40, — 4007 —— 100, —— 4
30+ 300 1 751 31
20 200 50 21
101 1001 251 14
++ - +H+ - +H+ - +H+ -

Abb. 6.4.2: Serumanalyse 12 Monate alter Calca”-Miuse im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen. Die
Serumspiegel von Calca”-Miausen fiir Kalzium, Phosphor, Parathormon und Leptin entsprechen denen der
Wildtyp-Kontrollen. Die Ostradiolkonzentration der Calca”-Méuse ist im Serum erh6ht. Die signifikant erhohte
Serumkonzentration des Osteoblastenfaktors Osteocalcin  korrelliert mit der signifikant erhdhten
Knochenformation. Hingegen deutet die Abnahme des Osteoklasten-Differenzierungsfaktors Rankl (receptor
activator of NF-«xB ligand) eher auf eine Abnahme der Osteoklastenzahl hin. Allerdings wirkt Rankl, ebenso wie
sein Gegenspieler Opg (Osteoprotegerin), dessen Serumkonzentration der von Wildtypméausen entspricht, lokal.
Somit ist eine Wirkung vor Ort bei Abnahme der systemischen Konzentration von Rankl nicht vorhersagbar. (*

bedeutet p < 0,05 im t-Test, ** bedeutet p < 0,005 im t-Test; n > 5)
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Somit geben weder die Ergebnisse der Serumanalyse noch die Untersuchungen der Organe
Hinweise auf einen sekundidren Mechanismus als Erkldrung fiir den Knochenphinotyp der
Calca”-Miuse. Der Phanotyp scheint knochenspezifisch zu sein und ist offenbar direkt auf
das Fehlen von Calcitonin zuriickzufiihren. Besonders interessant ist der fehlende Einfluf3 der
Calca-Detizienz auf die Kalzium- und Phosphat-Homoostase, sowie der Befund, dass der
deutlich gesteigerte Knochenumsatz Calca-defizienter Méuse nicht mit erhohten PTH-

Konzentrationen im Serum assoziiert ist.

6.5 Untersuchung der Genexpression im Hypothalamus von Wildtyp- und Calca™-
Miusen

Die Tatsache, dass die Abwesenheit von Calcitonin in Calca™-Miusen nicht nur zu einer
verstirkten Knochenresorption, sondern vorerst zu einer gesteigerten Knochenformation
fiihrt, warf die Frage auf, wie diese beschleunigte Knochenneubildung reguliert ist, da fiir
Osteoblasten bislang kein Calcitoninrezeptor nachgewiesen worden ist (Lee et al., 1995;
Inoue et al., 1999). Vor wenigen Jahren konnte durch eine Studie an Leptin-defizienten
(ob/ob) Méusen gezeigt werden, dass die Knochenbildung auch zentral, d.h. durch Bindung
des Hormons Leptin an Rezeptoren im Hypothalamus, reguliert werden kann (Ducy et al.,
2000). Da auch der Calcitoninrezeptor im Hypothalamus stark exprimiert wird, ist eine
zentrale Regulation durchaus auch fiir Calcitonin denkbar.

Um diesen moglichen Regulationsweg zu untersuchen, wurde eine Microarray-Genchip-
Analyse durchgefiihrt, die es ermoglicht, die Expression nahezu aller Gene der Maus (etwa
30.000) in verschiedenen Proben zu vergleichen. Fiir die Analyse wurde cDNA aus den
Hypothalami von 3 Monate alten Wildtyp- und Calca”-Miusen hergestellt. Als Kontrolle
wurden Hypothalami Leptin-defizienter Méuse verwendet, deren Expressionsmuster bereits
gut charakterisiert ist. Leptin hat, neben der Funktion bei der Knochenbildung, auch eine
wichtige Funktion bei der Steuerung des Appetitverhaltens. Im Hypothalamus unterliegen
sorexigene“  (die  Nahrungsaufnahme  stimulierende) wund ,anorexigene*  (die
Nahrungsaufnahme hemmende) Faktoren der Regulation durch Leptin. Die Transkription der
orexigenen Neuropeptide Agrp (agouti-related peptide) und Npy (neuropeptide Y) wird durch
Leptin inhibiert. Entsprechend ist die Anzahl der Gen-Transkripte dieser beiden Peptide in
Leptin-defizienten Méusen erhoht (Shutter et al., 1997; Wilding et al., 1993). In unserer
Genchip-Analyse sind Agrp und Npy an Position 2 und 27 auf der Liste der am stirksten
induzierten Gene im Hypothalamus von ob/ob-Miusen (Tabelle 6.5.1, li Spalte). Damit

bestétigt sich zum einen, dass Agrp und Npy in Abwesenheit von Leptin verstarkt exprimiert
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werden, und zum anderen, dass die Genchip-Analyse funktioniert hat und somit auch fiir die
Genexpression in den Hypothalami der Calca”-Miuse Aussagekraft hat. Bei den Calca”-
Maiusen konnte zwar keine Induktion der Agrp- und Npy-Expression nachgewiesen werden,
allerdings war an sechster Stelle der am stérksten induzierten Gene das Calch-Gen (Tabelle
6.5.1, rechte Spalte). Dieses Gen erschien uns besonders interessant, weil es zur Calcitonin-
Familie gehort und das dazugehorige Protein, B-CGRP, moglicherweise die Funktion des
fehlenden a-CGRP iibernehmen konnte, da es sich nur in drei Aminosiduren von o-CGRP

unterscheidet (siche Einleitung Tabelle 3.4.1).

Tabelle 6.5.1: Microarray-Analyse des Hypothalamus aus Leptin-defizienten (0b/ob)

Miusen und Calca” - Miusen

signal signal
log WT ob/ob Gen log WT  Calca™ Gen
ratio ratio
1 4.4 4,6 65,6 Ttr 1 5 3.9 151,1 Paipl
2 2,9 72,5 597,3 Agrp 2 4,6 8,6 282,6  1110015E22R
3 1,7 734,6 21772 Erdrl 3 3,5 10,7 81,3 EST
4 1,7 95,5 180,1 Sultlal 4 3,5 7,8 56,2 Cel25
5 1,6 100,6 330,8 Fos 5 34 4,4 50,4 Sdf4
6 3.1 32,8 345 Calch
7 2,6 27,4 186,4 Plvab
8 2,3 127,1 430,2 Pam
9 2,3 70,1 393,5 Capl
27 1 416,4 844.4 Npy 10 2.2 3,8 28,1 EST

In der Tabelle sind die am stirksten induzierten Gene im Hypothalamus von ob/ob-Mausen (linke Spalte) und
Calca”-Miusen (rechte Spalte) im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen gezeigt. Die Reihenfolge der Gene ergibt
sich in der Auswertung mit spezieller Software von Affymetrix aus der ,,signal log ratio” und korreliert nicht
notwendigerweise mit der x-fachen Expression. Der Vergleich mit den ob/ob-Maiusen diente als Kontrolle. Von
den Genen Agrp (agouti related protein) an Position 2 und Npy (neuropeptide Y) an Position 27 ist bekannt, dass
ihre Transkriptzahl im Hypothalamus in ob/ob-Miusen erhéht ist. Ein interessanter Befund der Calca™-Miuse
war die 10-fache Induktion des Calch-Gens (an Position 6), dass fiir B-CGRP kodiert und aufgrund des Fehlens
von a-CGRP bzw. der a-CGRP-mRNA kompensatorisch reguliert sein konnte.

Um diesen Befund aus dem Microarray zu verifizieren, wurde eine semiquantitative RT-PCR
mit Hypothalamus-RNA von Wildtyp- und Calca”-Mausen durchgefiihrt. Auch hier zeigte
sich, dass B-CGRP in Calca”-Miusen stark exprimiert war, wihrend in den Wildtyp-

Kontrollen keine B-CGRP-Expression nachgewiesen werden konnte (Abb. 6.5.1). Die
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Annahme, dass B-CGRP méglicherweise auch in a-CGRP”-Musen stirker exprimiert wird,
um den Mangel an a-CGRP zu kompensieren, bestitigte sich nicht. In a-CGRP™”-Méusen

konnte ebenfalls keine B-CGRP-Expression nachgewiesen werden (Abb. 6.5.1).

Calca -/- wt aCGRP-/-

— B-CGRP

= Gapdh

Abb. 6.5.1: RT-PCR von Hypothalamus-cDNA von Calca™-, Wildtyp- und a-CGRP"-Miusen. Oben: -
CGRP ist nur in Calca”-Miusen stark exprimiert, aber nicht in Wildtyp- und a-CGRP”-Miusen. Unten: Die
Gapdh-Kontrolle ist in allen PCR-Ansétzen gleich stark exprimiert.

In der RT-PCR anderer Gewebe zeigte sich, dass B-CGRP nicht nur spezifisch im Hypo-
thalamus von Calca”-Miusen verstirkt exprimiert wird, sondern auch in anderen Organen
(Abb. 6.5.2). Bei der vergleichenden PCR von a-CGRP”-und Wildtyp-Mausen ist hingegen

ausschlieflich im Riickenmark eine deutliche Bande fiir die B-CGRP-Expression zu erkennen.

Femur
Hypothalamus
Hypophyse
restl. Gehirn
Riickenmark
Schilddriise
Lunge
Diinndarm

Clear” _— B-CGRP
aCGRET _— B-CGRP
b _‘ B-CGRP

Abb. 6.5.2: RT-PCR fiir -CGRP mit cDNA aus verschiedenen Organen von Calca™-, o-CGRP™- und
Wildtyp-Miusen. Die Expression von BCGRP ist in Calca”-Miusen nicht spezifisch im Hypothalamus
induziert, sondern auch in verschiedenen anderen Geweben. In Wildtyp- und a-CGRP”-Mausen ist bei gleicher
PCR-Zyklenzahl hingegen nur eine deutliche Expression im Riickenmark zu erkennen. Die etwa gleich starke
Expression der Kontrolle Gapdh in den verschiedenen Geweben zeigt, dass die Ausgangskonzentration der

cDNA vergleichbar war.
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Die spezifische Induktion der B-CGRP-Expression in Calca”-Méusen, nicht jedoch in a-
CGRP”-Méusen, ist interessant, da sie eine mdgliche Erklirung fiir die erhohte
Knochenformation von Calca”-Méusen liefern konnte. Sollte B-CGRP, dhnlich wie a.-CGRP,
einen positiven Einflul auf die Knochenbildung ausiiben, konnte eine systemische Erhohung

von B-CGRP zu einer Calcitonin-unabhédngigen Steigerung der Knochenbildung fiihren.

6.6 Die Uberproduktion von Maus- bzw. Lachs-Calcitonin hat unterschiedliche
Wirkung auf den Knochen, fiithrt aber in beiden Fillen nicht zum reversen
Knochenphinotyp der Calca”-Miuse

Um zu tiberpriifen, ob Calcitonin einen Einflu3 auf die Knochenformation ausiibt, sollte nicht
nur die Mangelsituation charakterisiert werden, sondern auch der Zustand des Uberangebotes
von Calcitonin. Dies wurde parallel fiir Sdugetier- (Maus) und Fisch- (Lachs) Calcitonin
durchgefiihrt, da letzteres klinisch zur Behandlung von Knochenmasseverlust eingesetzt wird.
Um das Problem der unterschiedlichen Stabilitdt von Sdugetier- und Fisch-Calcitonin zu
umgehen, wurden in unserer Gruppe transgene Maiuse generiert, die Lachs- bzw. Maus-
Calcitonin (sCT, s = salmon, Lachs, bzw mCT, m =Maus) unter dem leberspezifischen ApoE-
Promotor exprimieren (sieche Einleitung 3.6). Die Méuse wurden im Alter von 6 und 12
Monaten untersucht. Zum Zeitpunkt von 6 Monaten war die Serum-Konzentration von
Calcitonin (Maus bzw. Lachs-CT) in beiden transgenen Linien etwa 8fach hoéher als in den
Wildtyp-Kontrollen (WT: 104 + 29, ApoE-mCT: 774 + 125, ApoE-sCT: 776 + 95, (s. Abb.
6.6.3). Zu diesem Zeitpunkt, wie auch im Alter von 12 Monaten, liegt die Serum-
Konzentration fiir endogenes Calcitonin in den Lachs-Calcitonin-liberexprimierenden Méusen
im physiologischen Bereich (nicht gezeigt). Trotz vergleichbar hoher, vom Transgen
exprimierten, Calcitonin-Serumkonzentrationen, zeigte bereits die Betrachtung der
histologisch aufgearbeiteten Lendenwirbel unerwartet starke Unterschiede zwischen der
Wirkung von Lachs- und Maus-Calcitonin. ApoE-sCT-Mause haben schon im Alter von 6
Monaten ein sichtbar erhohtes Knochenvolumen gegeniiber Widtyp-Tieren (Abb 6.6.1, obere
Reihe, Mitte). Die anhaltend hohe Konzentration von Lachs-Calcitonin im Serum fiihrt jedoch
noch zu einem weiteren Anstieg des Knochenvolumens bis zum Alter von 12 Monaten (Abb
6.6.1, untere Reihe, Mitte). Maus-Calcitonin hat hingegen weder im Alter von 6 Monaten
noch zum Zeitpunkt von 12 Monaten sichtbaren Einflufl auf den Knochen (Abb. 6.6.1 obere
und Reihe, re).
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6 Monate

ApoE-Lachs-CT

12 Monate

ApoE-Maus-CT

Abb. 6.6.1: Vergleichende Knochenhistologie von Lendenwirbelkorpern aus transgenen M:iusen, die
Lachs- (ApoE-Lachs-CT) oder Maus- (ApoE-Maus-CT) Calcitonin unter einem leberspezifischen
Promotor exprimieren im Alter von 6 und 12 Monaten. Schon im Alter von 6 Monaten fiihrt die hohe
Serumkonzentration von Lachs-Calcitonin (sCT, s = salmon, Lachs) in den ApoE-sCT-Miusen zu einem
sichtbar erhohten Knochenvolumen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (obere Reihe, Mitte und links). Bis
zum Alter von 12 Monaten nimmt das Knochenvolumen von ApoE-sCT-Méuse nochmals deutlich zu (untere
Reihe, Mitte und links). Im Gegensatz dazu hat die erhdhte Serumkonzentration von Maus-Calcitonin zu keinem

Zeitpunkt einen erkennbaren Einfluss auf den Knochen (obere und untere Reihe, rechts).

Die morphologischen Unterschiede zwischen Wildtyp- und ApoE-sCT-Méusen sind zu
beiden Zeitpunkten fiir alle untersuchten, strukturellen Knochenparameter signifikant (Abb.
6.6.2). Im Gegensatz dazu gibt es keine Unterschiede zwischen ApoE-mCT-Méusen und

deren Kontrollen.
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A BV/TV (%) TbTh (pum) TbN (/mm) TbSp (um)
3 % E2Y £
40 40 # 124 440
——
30 30 9 330 |
20 1 20 61 220
101 10 37 110 4
wt  ApoE- ApoE- wt  ApoE- ApoE- wt  ApoE- ApoE- wt  ApoE- ApoE-
sCT mCT sCT mCT sCT mCT sCT mCT
B BV/TV (%) TbTh (um) TbN (/mm) TbSp (um)
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457 T 1 407 — ! 127 4407
30 30 9 1 330 |
20 20 6 7 220
101 10 31 110 4
wt  ApoE- ApoE- wt  ApoE- ApoE- wt  ApoE- ApoE- wt  ApoE- ApoE-
sCT mCT sCT mCT sCT mCT sCT mCT

Abb. 6.6.2: Histomorphometrie statischer Knochenparameter im Alter von 6 Monaten und 12 Monaten
bei ApoE-Maus-CT- und ApoE-Lachs-CT-Miusen. (A) Die Uberproduktion von Lachs-Calcitonin fiihrt im
Alter von 6 Monaten zu einem signifikanten Anstieg des Knochenvolumens durch eine Zunahme der
Trabekeldicke und -zahl. Dadurch verringert sich der durchschnittliche Abstand der Trabekel zueinander. (B)
Mit 12 Monaten nehmen die Unterschiede zu den Wildtypkontrollen noch deutlich zu. Die Uberproduktion von
Maus-Calcitonin hingegen hat weder im Alter von 6 Monaten noch im Alter von 12 Monaten einen
entscheidenden Einfluf auf die strukturellen Knochenparameter. Bis auf die Trabekeldicke, die bei 6 Monaten
erniedrigt ist, entsprechen alle Parameter denen der Wildtypkontrollen (mCT = Maus-Calcitonin; sCT = Lachs-

Calcitonin; ** bedeutet p < 0,005 im t-Test, n > 5)

Wie von anderen Arbeitsgruppen beschrieben (Cornish et al., 2001; Galvin et al., 1998), wirkt
das Lachs-Calcitonin auch in den transgenen ApoEsCT-Méusen selektiv auf Osteoklasten und
fiihrt zu einem Riickgang der Osteoklastenzahl um 40% (Abb 6.6.3), worauf die starke
Zunahme des Knochenvolumens zuriickgefiihrt werden kann. Die Anzahl der Osteoblasten
entspricht denen von Wildtyp-Kontrollen (Abb. 6.6.3) und korreliert mit normalen
Serumwerten flir den Osteoblastenmarker Osteocalcin (nicht gezeigt). Ebenso ist die
Knochenformationsrate als Mal fiir die Aktivitdt der Osteoblasten normal.

Angesichts der ausgeprigten Knochenphinotypen bei Lachs-Calcitonin-Uberproduktion und
bei Calca-Defizienz iiberrascht es, dass 8-fach erhohte Serum-Konzentrationen von Maus-
Calcitonin offensichtlich keinen Effekt auf den Knochen haben. In den Maus-Calcitonin-

tiberexprimierenden Maiausen ist weder die Anzahl der Osteoklasten noch die Zahl der
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Osteoblasten signifikant verdndert gegeniiber den Wildtyp-Tieren (Abb. 6.6.3). Genauso
wenig ist die Knochenformationsrate, die in den Calca”-Miusen stark erhdht ist (siche

Ergebnisse Abb. 6.2.1), durch das Uberangebot von Maus-Calcitonin beeinfluft.

Serum-CT (pg/ml) NOc¢/BPm (/mm) NOb/BPm (/mm) BFR/BS
(um3/pm?/Jahr)
10007 —%®* 2,07 —E 301 250 1
800 1 251 200 1
1,54
= 204
600 § g 150
£ 1,0 151
400 = 100
9 101
200 1 E 05 5 50 1
wt ApoE- ApoE- wt ApoE- ApoE- wt ApoE- ApoE- wt ApoE- ApoE-
sCT mCT sCT  mCT sCT  mCT sCT  mCT

Abb. 6.6.3: Osteoklastenzahl, Osteoblastenzahl und Knochenformationsrate von Maus- und Lachs-CT-
iiberexprimierenden Méusen im Alter von 6 Monaten. Die Serumkonzentration von Lachs- bzw. Maus-
Calcitonin ist in ApoE-sCT- und ApoE-mCT-Maiusen im Alter von 6 Monaten 8-fach erhoht gegeniiber der
endogenen Calcitonin-Konzentration in Wildtyp-Tieren. In ApoE-sCT-Maiusen fiihrt das zu einem Riickgang der
Osteoklasten um etwa 40% (NOc/BPm), wodurch das erhdhte Knochenvolumen dieser Tiere erkldrt werden
kann. Die leicht erhohte Osteoklastenzahl in ApoE-mCT-Méusen ist nicht signifikant zum Wildtyp. Die
Osteoblastenzahl (NOb/BPm), wie auch die Knochenformationsrate (BFR/BS), ist in beiden Modellen
unverandert zum Wildtyp. (** bedeutet p < 0,005 im t-Test; n > 5)

Um sicherzustellen, dass stark erhohte Serum-Konzentrationen von Maus-Calcitonin
tatsdchlich keinen Effekt auf den Knochen haben, und um auszuschlieBen, dass das
Ausbleiben eines Knochenphénotyps in der transgenen ApoE-mCT-Linie auf methodische
Schwierigkeiten zuriickzufiihren ist, wurde ein weiteres transgenes Mausmodell aus der
Arbeitsgruppe von Professorin Piitzer aus Rostock hinzugezogen (Linie MEN2A-B6-2).
Diese Maduse exprimieren ein mutiertes RET-Onkogen unter dem humanen Calcitonin-
Promotor (s. Einleitung 3.6) und entwickeln ein medulldres Schilddriisen-Karzinom (C-Zell-
Karzinom), verbunden mit stark erhéhten Calcitonin-Serumkonzentrationen (Reynolds et al.,
2001).

Die histologische Untersuchung von Schilddriisen transgener Maiuse mit medullirem
Schilddriisen-Karzinom (MEN2A-TG) zeigt, dass die Zahl der Calcitonin-produzierenden C-
Zellen in der Tat stark erhdht ist im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (MEN2A-WT,
Abb. 6.6.4). Im Serum spiegelt sich diese Zunahme an parafollikuldren Zellen durch
signifikant erh6hte Calcitoninspiegel wider (Abb. 6.6.4, rechts oben).
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Abb. 6.6.4: Histologie von Schilddriisen und Calcitonin-Serumkonzentrationen von 3 bzw. 6 Monate alten
Wildtyp- und transgenen MEN2A-Miusen. Links: HE-Féarbung frontaler Schnitte von Schilddriisen 6 Monate
alter Wildtyp- und MEN2A-Maiuse. In den transgenen Tieren sind zwischen dem hell-geférbten Colloid grofle
Areale zelluldrer Ansammlungen (violett-gefarbt). Rechts unten: anti-CT Immunhistologie. Gezeigt ist jeweils
ein Ausschnitt der Schilddriise in 400facher VergroBerung. Die zelluldren Bereiche in den transgenen Tieren
bestehen fast ausschlieBlich aus parafollikuldren (C-) Zellen (braun geférbt). Sie sind in den Tieren mit
medullarem Schilddriisen-Karzinom stark vermehrt. Die Zunahme der C-Zellen korrelliert mit dem starken

Anstieg der Serum-Calcitoninkonzentration (rechts oben).

Wie bei den ApoE-mCT-Maiusen, konnten auch in diesem zweiten Modell fiir stark erh6hte
Serum-Maus-Calcitoninkonzentrationen keine strukturellen Verdnderungen des Knochens
nachgewiesen werden, weder histologisch noch in der histomorphometrischen Auswertung

(Abb. 6.6.5).
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Abb. 6.6.5: Knochenhistologie und Histomorphometrie struktureller Knochenparameter von 6 Monate
alten MEN2A-Wildtypméiusen und transgenen MEN2A-Méusen. In der von-Kossa-Férbung von
Wirbelkorpern und Tibiae sind keine Unterschiede zwischen transgenen MEN2A-Méusen und Wildtyp-

Kontrollen zu sehen. Auch in der histomorphometrischen Auswertung gibt es keine signifikanten Unterschiede.

Das Fehlen eines Knochenphédnotyps in den MEN2A-Maiusen zeigt, dass das Ausbleiben
eines Knochenphénotyps bei den ApoE-mCT-Maéusen nicht auf methodische Schwierigkeiten
zuriickzufithren ist. Der in unserer Arbeitsgruppe gewéhlte transgene Ansatz stellt somit
offensichtlich eine geeignete Methode dar, immunoreaktives Calcitonin verschiedener Spezies
zu produzieren und zeigt zum ersten Mal die unterschiedlichen Effekte von Maus- und Lachs-
Calcitonin in vergleichbar hoher Konzentration auf den Knochen in vivo, unabhingig von
Protein-Stabilitdts-Problemen, wie sie bei peripherer Applikation entstehen.

Die Ergebnisse bestitigen die widerspriichlichen Beobachtungen einerseits der
knochenanabolen Wirkung von Lachs-Calcitonin (Chesnut, III et al., 2005; Plosker &
McTavish, 1996; Overgaard et al, 1992) und andererseits dem Ausbleiben eines
Knochenphinotyps bei Patienten mit einem Uberangebot an Calcitonin, verursacht durch ein
medulldres Schilddriisen-Karzinom (Wuster et al., 1992; Hurley et al., 1987). Da Maus-
Calcitonin selbst in supraphysiologischen Konzentrationen keinen nachweisbaren Einflu} auf
die Knochenformation hat, ist eine knochenanabole Funktion von Sdugetier-Calcitonin unter
normalen physiologischen Bedingungen, wie sie aufgrund des Phénotyps der Calca”-Miuse

postuliert werden musste, in Frage zu stellen.
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6.7 Generierung von konditional Calcitoninrezeptor-defizienten Miusen

Mit den bisher untersuchten Mausmodellen konnte die Frage nach der physiologischen
Funktion von Calcitonin nicht hinreichend geklart werden. Um einen Zugang zu dem
Wirkmechanismus von Calcitonin zu bekommen und um die Moglichkeit einer zentralen
Regulation weitergehend zu {berpriifen, sollte ein Defizienz-Modell fiir den
Calcitoninrezeptor generiert werden. Da die komplette Deletion des Calcitoninrezeptors zu
embryonaler Letalitit fiihrt (Dacquin et al., 2004), wurde die Strategie des ,,Cre/LoxP-
Systems* (Gu et al, 1994) gewihlt, um die Expression des Calcitoninrezeptors nur
zellspezifisch zu unterbinden. Insbesondere sollte gepriift werden, ob eine zentrale Regulation
iiber den Hypothalamus erfolgt, da der Rezeptor dort sark exprimiert wird.

Unter Anwendung der im Abschnitt 5 beschriebenen Methoden wurde das Konstrukt fiir die
Generierung konditional Calcitoninrezeptor-defizienter Méiuse hergestellt. In der Arbeits-
gruppe existierte bereits das Plasmid pBS, in das das genomische Fragment der Exons 5 bis
8a des murinen Calcitoninrezeptors iiber BamH I-Enzymschnittstellen eingefiigt worden war.
Das DNA-Fragment stammte urspriinglich aus dem BAC (bacterial artificial chromosome)
RP24-370 P17 mit der vollstaindigen genomischen Sequenz des murinen Calcitoninrezeptors.
Als weiteres Plasmid existierte bereits ein Abkommling von pCRII-TOPO mit einer von zwei
,»loxP-sites* flankierten (,,gefloxten) Kanamycin-Kassette aus dem Plasmid pKaX1, flankiert
von homologen Sequenzen zu Intron 7 des Calcitoninrezeptor-Gens (Abb.6.7.1, oben re).
Diese beiden Plasmide wurden zusammen mit dem Plasmid pSC101-BAD-gbaA™ in E.coli
(Gene Hogs"Cells, INVITROGEN #C8080) kotransfiziert, um durch Red®/ET*Rekombination
(ZHANG ET AL., 1998) (GENE BRIDGES) die gefloxte Kanamycin-Kassette zwischen die Exons

7 und 8a des Calcitoninrezeptor-Gens einzufiigen (Abb. 6.7.1).
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Abb. 6.7.1: Klonierung des Konstrukts zur Generierung konditional Calcitoninrezeptor-defizienter
Mause. Insertion einer von “loxP sites” flankierten (gefloxten) Kanamycin-Kassette zwischen Exon 7 und Exon
8 des Calcitoninrezeptors durch Red/ET-Rekombination. Uber homologe Sequenzen (Homologiearme) und
mithilfe des pSC101-BAD-gbaA™-Plasmids kann die gefloxte Kanamycin-Kassette in die Rezeptor-DNA
integriert werden. Die Integration in die Rezeptor-DNA in dem Plasmid pBS wurde durch einen
Restriktionsverdau mit den Enzymen BamHI und EcoRI iiberpriift. Links neben den verdauten Plasmiden wurde
jeweils das unverdaute Plasmid aufgetragen. Nur die BandengroBe der Plasmid-DNA Nr.4 entspricht der

erwarteten Bandengroe nach Insertion der Kanamycin-Kassette fiir beide Restriktionsenzyme (*).

AnschlieBend wurde durch Cre-Rekombination die Kanamycin-Kassette wieder
ausgeschnitten, so dass nur noch eine ,,LoxP-site* zwischen den Exons verblieb (Abb. 6.7.2).
Im néchsten Schritt wurde das gesamte Konstrukt mit dem Enzym BamH I ausgeschnitten

und in den Vektor pKO kloniert (Abb. 6.7.2).



Ergebnisse 71

o % Tas
GJ)EEEE & EaE
Ex 5 Ex 6 Ex 7 EXSa‘
pBS i =) o Do i
Cre-
;H:% - Rekombjinase %’;?
Ex 5 Ex 6 Ex 7 EXSa‘
pBS H I I [: H
v v
==z = T2
g2 4 288
‘ Ex 5 Ex 6 Ex 7 EXSa‘
pKO I

v

\ ' '_ﬂ

i ."'. “u"'ﬂ.ll 'J' Wit
00 L i R VT

o ""l f” | Ill ‘ |
O T T

Abb. 6.7.2: Klonierung des Konstrukts zur Generierung konditional Calcitoninrezeptor-defizienter
Maiuse. Exzision der Kanamycin-Kassette zwischen Exon 7 und Exon 8 der Calcr-DNA durch Cre-
Rekombination. Die Cre-Rekombinase fiigt die Sequenzen zweier “loxP-sites” so zusammen, dass eine neue
“loxP-site” entsteht. Dadurch wird die Sequenz zwischen den urspriinglichen “loxP-sites”, in diesem Fall die
Kanamycin-Kassette, exzisiert. Nach der Cre-Rekombination wurde das BamH I-Fragment aus dem Plasmid
pBS in den Vektor pKO umkloniert. Unter dem Schema ist die Sequenz nach Cre-Rekombination abgebildet.

Die beiden unbeschrifteten Sequenzabschnitte stammen aus dem urspriinglichen Plasmid der Kanamycin-
Kassette pKAX.

Die zweite ,,LoxP-site* und eine von ,Frt-sites* flankierte Neomycinkassette stammten aus
dem Plasmid ploxPFRTPGKtkneoFRT, das uns freundlicherweise von Herrn Prof. Schiitz
(Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg) zur Verfiigung gestellt wurde. Sie wurden
mit den Enzymen Not I und Asc I ausgeschnitten und ,,blunt-end* in eine native Pst-

Schnittstelle zwischen Exon 5 und Exon 6 des Konstruktes eingefiigt (Abb. 6.7.3).
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Abb. 6.7.3: Klonierung des Konstrukts zur Generierung konditional Calcitoninrezeptor-defizienter
Miuse. Einfiigen einer von “fit-sites” flankierten Neomycin-Kassette und einer assoziierten “loxP-site”
zwischen Exon 5 und Exon 6. Die Neomycin-Kassette wurde aus dem Plasmid ploxPFRTPGKtkneoFRT mit den
Restriktionsenzymen Ascl und Not I ausgeschnitten. Die Enden des Fragments wurden geglittet und “blunt-end”
in das Konstrukt an der Pst I-Schnittstelle zwischen Exon 5 und Exon 6 eingefiigt. Neben dem Schema ist der
Verdau nach Insertion der Neomycin-Kassette gezeigt. Die Bandengroflen links neben dem Bild entsprechen der
GroBe nach einem Doppelverdau mit BamHI und Spe I (B/S). Die Gréflenangaben rechts neben dem Bild geben
die erwarteten Bandengroflen nach Verdau mit Xba I (X) bzw. Xba I und Pst I (X/P) wieder.

Im letzten Schritt wurde das Konstrukt mit BamH I aus dem Plasmid pKO ausgeschnitten und

in den eukaryotischen Expressionsvektor pKO-DTA eingefiigt, dessen DTA-Kassette fiir das
Diphterietoxin A kodiert (Abb. 6.7.4).

~ B/S X X/P

sr 1l
Xba I
Rsr 1T

Ex 5 Ex 6 Ex 7 Ex 8a ‘
v v
2 R r Z
g6 & £ & 2 2558
7 Ex 8al|[|_
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Abb. 6.7.4: Klonierung des Konstrukts zur Generierung konditional Calcitoninrezeptor-defizienter
Miuse. Exzision des gesamten Konstrukts mit dem Restriktionsenzym BamHI aus dem Vektor pKO und
Insertion in den Vektor pKO-DTA. Rechts ist ein Verdau nach Klonierung des Konstrukts in den Vektor pKO-
DTA gezeigt. Die BandengroBen links neben dem Bild entsprechen der Grofle nach einem Doppelverdau mit
BamHI und Spe I (B/S). Die Groflenangaben rechts neben dem Bild geben die erwarteten Bandengr6fen nach
Verdau mit Xba I (X) bzw. Xba I und Pst I (X/P) wieder. Zur Generierung konditional Calcitoninrezeptor-

defizienter Méuse wurde das Konstrukt mit Pvul linearisiert und in ES-Zellen eingebracht.
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Das fertige Konstrukt (Abb. 6.7.5, oben) wurde durch Elektroporation in ES-Zellen der
Mauslinie 129 SvJ eingebracht und enthielt als Selektionsmarker eine Neomycin- und eine
DTA-Kassette. Durch Antibiotikum-Selektion konnten diejenigen Zellklone mit erfolgter
Integration des Konstruktes in das Genom (mit der Neomycin-Kassette tkneo) von denjenigen
unterschieden werden, bei denen keine Integration stattgefunden hat (ohne tkneo). Das Gen
fiir das Diphterietoxin A befandt sich auBlerhalb der Region, in der eine homologe
Rekombination stattfinden kann. Seine Expression fiihrt zum Zelltod und ermdéglicht so,
Zellklone, bei denen das Konstrukt durch homologe Rekombination in das Genom integriert
wurde von jenen zu unterscheiden, bei denen das Konstrukt auf andere Weise ins Genom
integriert worden ist. Nach homologer Rekombination in den beiden homologen
Sequenzbereichen von 2,0 und 2,4 kb Lénge sollten letztlich am mutierten Genort die Exons 6

und 7 von ,,loxP-sites* flankiert sein (Abb. 6.7.5, unten).

Ex 5 Ex 6
pKO-DTA
Ex 4 E Ex 6
Wildtyp- I I
Calcr-Allel 2,0 kb 2,4 kb
Ei4 Ex 5 Ex 6 Ex7 Ex 8a

»Hgefloxtes® I I
Calcr-Allel

Abb. 6.7.5: Schema fiir die homologe Rekombination des Konstrukts mit dem Wildtyp-Allel fiir die
Generierung konditional Calcitoninrezeptor-defizienter Miuse. Die Bereiche, in denen eine homologe
Rekombination stattfinden kann, sind mit Kreuzen gekennzeichnet. Unten ist der mutierte Genort nach erfolgter

homologer Rekombination dargestellt. Blaue Dreiecke kennzeichnen “frt-sites”, gelbe Dreiecke “loxP-sites”.

Per Southernblot-Analyse und PCR wurden anschlieBend die Zellklone identifiziert, bei
denen eine Integration des Konstrukts durch homologe Rekombination erfolgt war (Abb.
6.7.6, unten links). Bevor diese Zellklone in Blastozysten injiziert wurden, wurde die
Neomycin-Kassette, die von zwei ,,frt-sites* flankiert war (Abb. 6.7.6, blaue Dreiecke), mit
Hilfe der Flpe-Rekombinase (Rodriguez et al., 2000) wieder aus dem Sequenzabschnitt
entfernt. Dazu mussten die ES-Zellen erneut elektroporiert werden, um das Gen fiir die Flpe-
Rekombinase (Plasmid pCAGGS-Flpe) in die Zellen einzuschleusen. Die Klone, bei denen

das Neomycin-Resistenz-Gen durch Flpe-Rekombination entfernt worden war, wurden
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wiederum per Southernblot-Analyse identifiziert und die Rekombination durch Sequenz-

Analyse iiberpriift (Abb. 6.7.6, unten rechts).
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Abb. 6.7.6: Generierung konditional Calcitoninrezeptor-defizienter Méuse. Das obere Schema zeigt den
mutierten Genort nach homologer Rekombination mit dem Konstrukt. Die ES-Zellklone, bei denen eine
homologe Rekombination stattgefunden hat, wurden per Southernblot und per PCR ermittelt (links unten). Beim
Southern-Blot ergeben sich Bandengréfen von 4,2 kb (Wildtyp-Allel) und 7,2 kb (mutierter Genort) nach
HindIII-Restriktion. Die Primer fiir die PCR sind so gewihlt, dass sie 5’ und 3’ der “loxP-site” zwischen Exon 7
und 8 binden (Pfeile). Daraus ergeben sich BandengroBen von 0,2 kb fiir das Wildtyp-Allel bzw. 0,3 kb fiir den
mutierten Genort. Bei den Klonen mit einer Doppelbande hat eine Integration des Konstrukts durch homologe
Rekombination stattgefunden. In einem néchsten Schritt sollte bei diesen Klonen die Kanamycin-Kassette durch
Flpe-Rekombination entfernt werden. Die Klone mit erfolgter Flpe-Rekombination wurden wiederum per
Southern-Blot identifiziert. Aulerdem wurde die Entfernung der Kanamycin-Kassette durch eine Sequenzierung
des DNA-Abschnitts bestitigt (Abb. unten rechts in reverser Orientierung). Die unbeschrifteten DNA-Abschnitte
stammen aus dem Ursprungs-Vektor der gefloxten Kanamycin-Kassette p37. Die so identifizierten Klone

wurden fiir die Blastozysten-Injektion verwendet.

Zwei der so ermittelten Zellklone wurden in Blastozysten injiziert, und diese wurden in
»scheinschwangere Leihmiitter reimplantiert. Die Injektion und Reimplantion wurde am

ZMNH von Frau Dr. PD Hermans-Borgmeyer und Tina Mordhorst durchgefiihrt. Von den
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Nachkommen der beiden Miitter wurden jeweils die 80-90% chimidren maénnlichen
Nachkommen mit Wildtyp-Weibchen der Linie C57BL/6 verpaart und die Nachkommen auf
Keimbahntransmission getestet. Dazu wurden zwei PCRs mit Primern jeweils 5’ und 3’ der
,,loxP-sites* durchgefiihrt. Heterozygote Nachkommen mit einem genetisch veranderten Allel

zeigten eine Doppelbande in der PCR (Abb. 6.7.7, *).

Ex 5 Ex6 Ex7 Ex 8a
4 < = " 4
nativer —
Genort 250 bp 250 bp
loxP 1 loxP 2
Ex 5 Ex 6 Ex 7 Ex 8a
o 4 > 2 £
e p p 4
mutierter — —
Genort 350 bp 350 bp
loxP 1
loxP 2

Abb. 6.7.7: Identifizierung heterozygoter Nachkommen mit einem Wildtyp-Calcr-Allel und einem
»Hgefloxten® Calcr-Allel. 80-90% chimire Ménnchen, die aus der Blastozysten-Injektion und -Reimplantation
hervorgegangen sind, wurden mit Wildtyp-Weibchen verpaart. Bei einer Keimbahntransmission werden in der
F1-Generation sowohl Wildtyp-Tiere als auch heterozygote Nachkommen erzeugt. Die Genotypisierung erfolgte
per PCR. Oben: Nativer und mutierter Genort. Beim mutierten Genort sind die Exons 6 und 7 von “loxP-sites”
flankiert. Die Pfeile markieren die Primer. Unten: PCR {iber die “loxP-sitel” bzw. “loxP-site2”. Die Sterne
zeigen heterozygote Nachkommen, die sowohl eine PCR-Bande fiir das Wildtyp-Allel haben (250 bp) als auch

eine fiir das genetisch verinderte (350 bp).

Es konnten zwei Mauslinien, KD-CTR-G2 und KD-CTR-F6, etabliert werden, bei denen eine
Keimbahntransmission erfolgt ist. Um den Erfolg dieser Strategie zu iiberpriifen, wurden
Maiuse beider Linien zundchst mit Mdusen verpaart, die die Cre-Rekombinase ubiquitér, d.h.
in allen Zellen exprimieren. Unsere Erwartung war, dass in der Generation F2 keine lebenden,
Calcr-defizienten Nachkommen nachweisbar sein sollten, da fiir die komplette Deletion des
Calcitoninrezeptors zuvor embryonale Letalitdt beschrieben worden war. Unerwarteterweise

flox/flox
v

konnten bei der Genotypisierung jedoch auch Cre™/Calc Maéuse identifiziert werden,
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bei denen in allen Geweben eine Deletion des Calcitoninrezeptors erfolgt sein sollte (Abb.

6.7.8 unten, jeweils ganz rechts in der PCR, bzw. im Southern-Blot)
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Abb. 6.7.8: Genotypisierung von Nachkommen aus der Verpaarung von Miusen mit ,,gefloxten* Calcr-
Allelen mit Miusen, die die Cre-Rekombinase ubiquitir exprimieren. Oben: Schema der moglichen
Genorte. Die blauen und roten Dreiecke markieren drei verschiedene Primer fiir die PCR. Nur, wenn die Exons 6
und 7 durch Cre-Rekombination aus dem CTR-Gen entfernt wurden, kann mit dem vorwarts gerichteten blauen
Primer und dem riickwirts gerichteten roten Primer ein 350 bp groes DNA-Fragment amplifiziert werden. Mit
der Deletion der Exons 6 und 7 werden auch zwei Schnittstellen fiir das Restriktionsenzym Hind III aus dem
CTR-Gen entfernt. Dadurch verléngert sich das DNA-Fragment, an das die Southern-Blot Sonde bindet (kleiner
schwarzer Balken) von 4,2 kb auf 6,0 kb. Unten: links ist eine PCR fiir ubiquitér Cre-exprimierende Mause mit

dem Genotyp +/+, +/d und d/d gezeigt, rechts ist der Southern-Blot der entsprechenden Miuse dargestellt.

Die Cre"™™/Caler™¥"°*-Miuse (Abb. 6.7.9, oben) sind duBerlich und in ihrem Verhalten nicht
von ihren Geschwistertieren zu unterscheiden. Erste Knochenhistologien im Alter von 3
Monaten deuten darauf hin, dass die Abwesenheit des Calcitoninrezeptors, entsprechend dem

Fehlen von Calcitonin, zu einem erhéhten Knochenvolumen fiihrt (Abb. 6.7.9, unten). Ob der



Ergebnisse 77

Unterschied signifikant zum Wildtyp ist, konnte wegen der geringen Tierzahl bisher noch

nicht geklért werden.

Cre"™ Calcrt'* Cre"™ Calcpflox/flox

BV/TV %y BV/IV (%)
193412 23,7+2,9

Abb. 6.7.9: Calcitoninrezeptor-defiziente Maus mit einem Wildtyp-Geschwistertier im Alter von 2
Wochen und unentkalkte Schnitte von Lendenwirbelkorpern entsprechender Miuse im Alter von 3
Monaten. Oben: Anders, als zuvor beschrieben, fithrt die komplette Deletion des Calcitoninrezeptors bei
unserem Modell nicht zu einer embryonalen Letalitit. Calcitoninrezeptor-defiziente Mause (Cre"™/Calcr™ %)
sind im Alter von 2 Wochen (Abb. re), wie auch mit 3 Monaten, nicht von Wildtyp-Geschwistertieren zu
unterscheiden. Unten: In der unentkalkten Histologie von Lendenwirbeln erscheint das Knochenvolumen Calcr-
defizienter Méuse tendenziell grofer als das der Wildtyp-Kontrollen. Aufgrund der geringen Tierzahl kann

jedoch keine Aussage gemacht werden, ob der Unterschied statistisch signifikant ist.

Bestitigt sich die Tendenz eines erhohten Knochenvolumens in Calcitoninrezeptor-
defizienten Mausen, wire dies ein weiterer Hinweis auf einen direkten Einflufl von Calcitonin

auch auf die Knochenformation.
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7 DISKUSSION

7.1 Calcitonin und a-CGRP haben unterschiedliche Funktionen im Knochenumbau
Die beiden Peptide Calcitonin und a-CGRP sind alternative Produkte des Calca-Gens. Sie
werden gewebespezifisch exprimiert (Amara et al., 1982; Rosenfeld et al., 1983). Calcitonin
wird hauptsdchlich von den C-Zellen der Schilddriise gebildet und wurde lange als
hypokalzdmisches Hormon beschrieben, das die osteoklastire Knochenresorption hemmt
(Sexton et al., 1999). a-CGRP wird in Neuronen des zentralen und peripheren Nervensystems
exprimiert und gilt als vasodilatorisch (Kawasaki et al., 1988). Ob diese Funktionen
tatsichlich eine physiologische Relevanz haben, ist umstritten, zumal das Fehlen der Peptide
im Mausmodell nicht zu den erwarteten Phinotypen fiihrt. Calca"-Miuse, denen sowohl
Calcitonin als auch «a-CGRP fehlt, zeigen bis zum Alter von 6 Monaten keinen
Knochenresorptions-Phédnotyp. Stattdessen haben diese Méause eine erhdhte Knochenbildung
(Hoff et al., 2002). OL—CGRP'/'—Méuse, denen nur a-CGRP fehlt, haben ebenfalls nicht den
erwarteten vaskuldren Phéanotyp (Lu et al., 1999).

Zusammenfassend zeigte ein direkter Vergleich des Knochenphinotyps beider Mausmodelle
zu den drei Zeitpunkten von 6, 12 und 18 Monaten spezifische, aber unterschiedliche
Funktionen der beiden Peptide fiir den Knochenumbau auf. Calca”"-Miuse entwickeln einen
progressiven Knochenumbau-Phédnotyp, der zu allen Zeitpunkten durch eine erhohte
Knochenmasse gekennzeichnet ist, auch, nachdem im Alter zwischen 6 und 12 Monaten
zusitzlich eine verstirkte Knochenresorption einsetzt. Hingegen entwickeln a-CGRP™"-
Maiuse eine Osteopenie. Somit hat Calcitonin vermutlich eine doppelte Funktion sowohl als
Regulator der Knochenformation als auch der Knochenresorption, wahrend a-CGRP nur die
Knochenformation reguliert. Die Funktion der beiden Peptide fiir den Knochenumbau scheint

spezifisch und somit, zumindest in der Maus, physiologisch relevant zu sein.

7.2 Siaugetier-Calcitonin als Inhibitor der Knochenresorption

In in vivo-Studien konnte unter Verwendung pharmakologischer Dosen von Calcitonin
wiederholt gezeigt werden, dass die Bindung von Calcitonin an seinen osteoklastiren
Rezeptor eine Signalkaskade auslost, die zu einer Inhibition der Resorptionsaktivitit von
Osteoklasten fiihrt (Nicholson et al., 1986; Su et al., 1992). Bislang gab es jedoch keinen
Hinweis, dass dieser Mechanismus auch unter normalen physiologischen Bedingungen von
Bedeutung ist. Es ist iiberraschend, dass stark verdnderte Konzentrationen von endogenem
Calcitonin, wie nach der Entfernung der Schilddriise oder beim medulldren

Schilddriisenkarzinom, keinen Einfluss auf die Knochendichte beim Menschen haben (Wuster
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et al., 1992; Hurley et al., 1987). Ebenso unklar ist, warum Calcitonin zwar bei Patienten mit
einem verstirkten Knochenumbau, wie z.B. bei der Paget-Erkrankung, meistens
hypokalzdmisch wirkt, aber bei gesunden Menschen in der Regel keinen EinfluB3 auf den
Serumkalziumspiegel hat (Gnaedinger et al., 1989). Diese Beobachtungen haben einige
Forscher sogar zu der Spekulation veranlasst, dass Calcitonin moglicherweise gar keine
physiologische Funktion hat (Deftos, 1997; Hirsch et al., 2001; Hirsch & Baruch, 2003; Hoff
et al., 2002).

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Abwesenheit von Calcitonin
in Calca”-Miusen doch, aber erst in einem Alter zwischen 6 und 12 Monaten, zu der
erwarteten, verstarkten Knochenresorption fiihrt. Somit scheint Calcitonin in der Tat ein
Inhibitor der osteoklastiren Knochenresorption, zumindest in der Maus, zu sein. Obwohl die
verstirkte Resorption erst im Alter zwischen 6 und 12 Monaten auftritt, gibt es keine
Hinweise, dass die Resorption auf einen sekundidren Mechanismus, wie z.B. erhohte PTH-
Spiegel, zuriickzufiihren ist. Auch durch die leicht erhdhten Ostradiol-Serumkonzentration
und die erniedrigten Serumspiegel fiir RANKL im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren kann die
erhohte Knochenresoption nicht erkldrt werden. Die histologische Untersuchung anderer
Organe ergab ebenfalls keine auffallenden Befunde. Die erhdhte Anzahl und Leistung der
Osteoklasten in Calca”-Mausen ist somit vermutlich auf einen direkten Mechanismus
zuriickzufiihren. Da in den a-CGRP""-Miusen die Osteoklastendifferenzierung und —funktion
normal ist, kann ein Effekt auf die Knochenresorption durch das Fehlen von a-CGRP

ebenfalls ausgeschlossen werden.

7.3 Siaugetier-Calcitonin als Inhibitor der Knochenformation

Eine weitere Funktion von Calcitonin in der Maus scheint die Inhibition der
Knochenformation zu sein. Obwohl in Calca”-Méiusen die Osteoblastenzahl nicht veréndert
ist, ist die Knochenformation zu allen untersuchten Zeitpunkten signifikant erh6ht. Schon im
Alter von drei Monaten, wenn die Knochenresorption noch unverdndert ist, ist die
Knochenformation gesteigert (Hoff et al., 2002). Erstaunlich ist, dass der Einflu3 der erhdhten
Knochenformation auf die Knochendichte auch noch im Alter von 12 Monaten iiberwiegt,
obwohl zu diesem Zeitpunkt die Anzahl der Osteoklasten viermal hoher ist als in den
Wildtyp-Kontrolltieren und obwohl diesen Méusen auch o-CGRP fehlt, was zu einer
erniedrigten Knochenbildung fiihren sollte.

Dies spricht fiir eine entscheidende physiologische Rolle von Calcitonin als Regulator der

Knochenformation. Allerdings ist diese Funktion auf molekularer Ebene nicht einfach
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nachzuvollziehen, da die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, wie auch unsere eigenen
Ergebnisse (nicht gezeigt) keine Expression eines Calcitoninrezeptors in Osteoblasten
nachweisen konnten, was auf einen indirekten Mechanismus hindeutet. Moglicherweise ist in
Calca™-Miusen ein anderes, bislang nicht identifiziertes Gen, differenziell exprimiert und
verursacht die erhohte Knochenformation. Dieses Gen konnte das flir B-CGRP kodierende
Calcb-Gen sein (siche Ergebnisse 6.5). Vorstellbar wire aber auch ein sekundirer
Mechanismus iiber andere Organe, in denen der Calcitoninrezeptor exprimiert wird.
Besonders interessant erscheint in diesem Zusammenhang der Hypothalamus, da der Rezeptor
dort stark exprimiert wird und da nachgewiesen werden konnte, dass mehrere Kerne des
Hypothalamus in eine zentrale Regulation der Knochenformation involviert sind (Ducy et al.,
2000). AuszuschlieBen ist aber auch nicht, dass Calcitonin in Osteoblasten an einen noch
nicht identifizierten Rezeptor bindet und die Knochenformation direkt moduliert.

Diese Fragen lassen sich am besten durch die zelltypspezifische Inaktivierung des
Calcitoninrezeptors beantworten, die durch die Herstellung eines Mausmodells mit

»gefloxten® Calcr-Allelen ermoglicht wurde (siehe Ergebnisse 6.7).

7.4 Calcitonin als Protektor des Knochens bei ,,hormonellem Stress*

Unklar ist noch, weshalb bei Calca”-Miusen die verstirkte Knochenresorption zeitlich
versetzt zu der erhohten Knochenformation einsetzt. Wahrend die Knochenformation schon
im Alter von drei Monaten signifikant erhoht ist, tritt die verstirkte Knochenresorption erst im
Alter zwischen 6 und 12 Monaten auf. Da der Zeitpunkt mit dem Einsetzen des
Klimakteriums der Maus korreliert, konnte die damit einhergehende hormonelle Verdanderung
moglicherweise initialer Ausloser fiir die erhohte Osteoklastenaktivitit sein. Durch Hormon-
Konzentrationsbestimmungen im Serum, wie in der vorliegenden Arbeit, ist eine
Konzentrationsdnderung im zeitlichen Verlauf als Ausloser schwer zu erfassen, da die
Wildtyp-Tiere gleichermallen betroffen sind. Die Kopplung einer Calcitonin-abhidngigen
Knochenresorption an menopausale Hormonkonzentrationsschwankungen, wie z.B. von
Ostrogen oder FSH, wiirde zu der Beobachtung passen, dass der Calca'/'-Phénotyp bei
Mainnchen deutlich schwécher ausgeprigt ist.

Zwei weitere Untersuchungsergebnisse in Calca”-Mausen deuten darauf hin, dass Calcitonin
insbesondere bei starken hormonellen Schwankungen eine wichtige Funktion im Knochen
hat: 1.) PTH-Administration fiihrt in Calca"-Miusen zu einem voriibergehenden Anstieg der
Serumkalzium-Konzentration durch  verstirkte = Knochenresorption, wéhrend eine

vergleichbare PTH-Administration bei Wildtyptieren keinen Einflufl auf die Serumkalzium-
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Konzentration hat (Hoff et al., 2002). Der Effekt kann durch gleichzeitige Gabe von
Calcitonin aufgehoben werden. 2.) Calcitonin soll eine entscheidende knochenprotektive
Funktion bei der Laktation haben. Laut einer Studie von Woodrow et al. verlieren Calca™-
Maiuse wihrend der Sdugephase, in der der vermehrte Calciumbedarf voriibergehend durch
verstirkte Ca’"-Mobilisierung aus dem Knochen gedeckt wird, doppelt so viel
Knochenmineral wie die Geschwistertiere (Woodrow et al., 2006).

Diese Beobachtungen sprechen fiir eine protektive Rolle von Calcitonin fiir das Skelett
insbesondere bei ,.,hormonellem Stress® und moglicherweise doch fiir einen sekundiren

Mechanismus als Ausléser fiir die verstirkte Knochenresorption in Calca”-Méusen.

7.5 Fisch- und Siugetier-Calcitonin im Vergleich

Der Knochenphénotyp transgener ApoE-sCT-Méuse entspricht dem erwarteten Effekt von
Lachs-Calcitonin. Lachs-Calcitonin hemmt im S&ugetier, wie auch in unserem Mausmodell,
nur die Knochenresorption, aber nicht die Knochenformation und wirkt deshalb
knochenanabol. Im Alter von 6 Monaten ist die Anzahl der Osteoklasten bezogen auf die
Knochenoberfldche in transgenen ApoE-sCT-Midusen um 40% niedriger als in den Wildtyp-
Geschwistertieren. Ahnlich wie Lachs-Calcitonin auf Osteoklasten in vitro inhibitorisch wirkt
(Hunter et al., 1989; Gravel et al., 1994; Zheng et al., 1994; Berry et al., 1994), fiihrt Lachs-
Calcitonin vermutlich auch in diesem Mausmodell zu einem partiellen Funktionsverlust der
Osteoklasten. Moglicherweise wird dadurch vorzeitig eine Apoptose der Osteoklasten
ausgelost, sodass nicht nur ihre Resorptionsleistung, sondern auch ihre Anzahl reduziert ist.
Auf die Funktion und Zahl der Osteoblasten hat Lachs-Calcitonin hingegen keinen Einflul.
Das Ausbleiben morphologischer Verdnderungen im Knochen transgener Méuse, die Maus-
Calcitonin iiberexprimieren war hingegen nicht zu erwarten. Ausgehend von dem schweren
Knochenphénotyp der Calca”-Miuse, der unabhingig vom Fehlen von a-CGRP ist, hitte
eine Uberexpression von Maus-Calcitonin zu einem verminderten Knochenumbau mit einem
geringeren Knochenvolumen fiihren sollen. Das Ausbleiben eines Knochenphinotyps sowohl
bei den transgenen ApoE-mCT-Maiusen als auch bei den transgenen RET-MEN2A-Méusen
entspricht jedoch der klinischen Beobachtung, dass auch beim Menschen ein Uberschuf3 an
Calcitonin, wie bei einem medulldren Schilddriisenkarzinom, nicht unbedingt in einer
veranderten Knochendichte resultiert.

Die unterschiedlichen Effekte der beiden Calcitonin-Spezies lassen sich nicht allein durch die
mehrfach beschriebene unterschiedliche Stabilitdt und Potenz der beiden Peptide erklidren

(Houssami et al., 1995; Hilton et al., 2000). Lachs-Calcitonin ist murinem und auch humanem
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Calcitonin auf Aminosduren-Ebene nur zu 50 % homolog (siche Einleitung, Tabelle 3.4.1).
Somit ist es nicht iiberraschend, dass offensichtlich auch ihre Funktion unterschiedlich ist,
zumal vermutet wird, dass Lachs-Calcitonin eine wichtige Funktion bei der Anpassung von
Sii3- zu Salzwasser hat, wenn die Fische nach Verlassen der Laichplédtze von den Fliissen in
das Meer ziehen. Eine solche Funktion erscheint bei einem Land-Sdugetier fraglich. Als
Erklarung fiir das Ausbleiben einer Wirkung von Sdugetier-Calcitonin wird manchmal das
»~Escape phenomenon®, der Riickgang der Calcitoninrezeptoren bei Langzeitbehandlung mit
Calcitonin, genannt (Ikegame et al., 1996). Diesen Effekt haben wir bei unseren transgenen
Mausmodellen nicht untersucht, und er ist somit nicht ausgeschlossen, allerdings spricht der
mit dem Alter zunehmende Phénotyp transgener ApoE-sCT-Miuse gegen ein solches
Phidnomen. Denkbar wére vielmehr, dass Calcitonin im Sdugetier nur unter besonderen
Umsténden, wie bei einem gestorten Gleichgewicht von Knochenauf- und —abbau wie bei der
Paget-Erkrankung oder bei ,hormonellem Stress® (siche Diskussion 7.4) physiologisch
bedeutend ist. Es ist erstaunlich, dass die Aktivitidt beider Peptide oftmals gleichgesetzt
wurde, sodass in den Lehrbiichern sehr lange als physiologische Funktion von Sdugetier-
Calcitonin eine von der pharmakologischen Wirkung von Fisch-Calcitonin abgeleitete
hypothetische Funktion beschrieben wurde. Wihrend die Funktion von Calcitonin in vielen
Lehrbiichern inzwischen kritisch behandelt wird ,,Calcitonin inhibits osteoclasts, but it does
not appear to be physiologically important in humans* (W.F. Boron, E.L. Boulpaep, Medical
Physiology, updated edition, 2005), wird Calcitonin in anderen Lehrbiichern immer noch als
wichtigster Gegenspieler zu Parathormon beschrieben ,,.Der Knochenaufbau wird durch
Calcitonin gehemmt, das die Osteoklasten dezimiert und deren Aktivitdit hemmt.”“ (R.F.
Schmidt, F. Lang, G. Thews, Physiologie des Menschen mit Pathophysiologie, 29. Auflage,
2005). Die Mausmodelle zur Uberexpression von Calcitonin haben anschaulich gezeigt, dass
die Gleichsetzung der beiden Peptide Maus- und Lachs-Calcitonin nicht zuldssig ist und eine
physiologische Funktion von humanem Calcitonin unter normalen Umstédnden tatsédchlich

fraglich ist.

7.6 B-CGRP als potentieller Regulator der Knochenformation

Wiirde die erhohte Knochenformation in Calca”-Miusen tatsichlich durch ein anderes
differenziell exprimiertes Gen verursacht werden (sieche Diskussion 7.3), konnte nicht von
dem Calcitonin-Defizienz-Phénotyp auf einen entgegengesetzten Phénotyp bei Calcitonin-
Uberexpression geschlossen werden. Wie die Microarray-Analyse vom Hypothalamus von

Wildtyp- und Calca™-Miusen ergeben hat (Ergebnisse 6.5), wird das Calch-Gen, das fiir p-
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CGRP kodiert, spezifisch in Calca"-Miusen in verschiedenen Geweben verstirkt exprimiert.
Die zundchst angenommene Vermutung, dass B-CGRP infolge eines kompensatorischen
Mechanismus auf Proteinebene anstelle von a-CGRP gebildet wird, stellte sich als falsch
heraus, da B-CGRP in a-CGRP”-Miusen auf Wildtyp-Niveau exprimiert wird. Das
Ausbleiben einer verstirkten Expression von p-CGRP in a-CGRP”-Mausen kann vermutlich
darauf zuriickgefiihrt werden, dass in diesem Mausmodell die Synthese der a-CGRP-mRNA
normal erfolgt und nur die Translation von a-CGRP spezifisch blockiert wird, wahrend in
Calca™-Mzusen schon die mRNA-Synthese von a-CGRP unterbunden ist. Somit konnte die
verstirkte B-CGRP-Expression in Calca"-Méusen ein Weg sein, spezifisch den Mangel an a-
CGRP-mRNA zu kompensieren.

Uber die Funktion von B-CGRP ist bislang wenig bekannt. Es ist nicht auszuschlieBen, dass
der beobachtete Knochenphénotyp der Calca™-Miuse zumindest teilweise auf die verstirkte
Expression von -CGRP zuriickzufiihren ist, zumal der Array schon im Alter von 3 Monaten
durchgefiihrt wurde, wo die Knochenresorption noch unbeeinflusst ist. Deshalb soll nun der
Phinotyp B-CGRP-defizienter Méuse untersucht werden, die uns bereits von Prof. Dr.

Emeson zur Verfligung gestellt wurden.

7.7 Der Calcitoninrezeptor als Schliissel zur Aufklirung der physiologischen Funktion
von Calcitonin

Um die physiologische Funktion eines Proteins zu identifizieren, besteht eine Moglichkeit in
der Ausschaltung des Proteins selbst, um dann anhand von Mangelsymptomen auf die
eigentliche Funktion zu schlieBen. Handelt es sich bei dem Protein um einen Liganden fiir
einen Rezeptor, wie bei Calcitonin, ist eine andere Moglichkeit die Ausschaltung seines
Rezeptors. Zu Beginn der Arbeit gab es bereits ein Maus-Defizienzmodell fiir den
Calcitoninrezeptor. Tatséchlich haben heterozygote Tiere dieser Linie, iibereinstimmend mit
dem  Knochenphinotyp von Calca-defizienten =~ Mausen, eine gesteigerte
Knochenformationsrate. Die homozygoten Tiere versterben jedoch wihrend der
Embryonalentwicklung, weshalb postuliert wurde, dass der Calcitoninrezeptor aufgrund
seiner offensichtlich essentiellen Rolle in der frithen Embryogenese neben Calcitonin noch
andere bedeutende, bisher nicht identifizierte, Liganden hat (Dacquin et al., 2004).

Um die frithe Letalitit der homozygot konstitutiv Calcitoninrezeptor-defizienten Méuse zu
umgehen, aber trotzdem iiber den Rezeptor einen Zugang zu dem knochenspezifischen

Wirkmechanismus von Calcitonin zu bekommen, haben wir uns deshalb entschlossen, ein
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Mausmodell mit ,,gefloxten* Calcitoninrezeptor-Allelen zu generieren, wodurch ermdéglicht
werden sollte, die Expression des Calcitoninrezeptors zellspezifisch zu unterbinden.

Bei der Generierung dieses Mausmodells wurden die ,loxP-sites®, entsprechend dem
konstitutiven Modell von Dacquin et al., so in das Konstrukt eingefiigt, dass sie nach erfolgter
homologer Rekombination am gentechnisch verdnderten Genort die Exons 6 und 7 flankieren.
In dem von der mRNA abgeleiteten Protein sollte dies zur Deletion der Region zwischen
extrazellulirem N-Terminus und erster Transmembran-Doméne fiihren (siehe Einleitung Abb.
3.5.1). Mit dieser sehr weit aminoterminal im Protein gelegenen Exzision sollte zum einen
verhindert werden, dass noch Teile des Rezeptors exprimiert werden, die eine Restaktivitét
verursachen konnen, zum anderen sollten mit dieser Strategie auch die Spleilvarianten des
Rezeptors ausgeschaltet werden.

Zwei Linien (KD-CTR-F6 und -G2) konnten etabliert werden, bei denen die Exons 6 und 7

des Calcitoninrezeptors gefloxt* vorliegen (Calcr™"™

). Fir diese Linien wurde
nachgewiesen, dass die eingefiigten ,,JoxP-sites” im Alter von 6 und 12 Monaten keinen
Einfluss auf den Knochen haben (nicht gezeigt). Als Kontrolle unserer Generierungsstrategie
wurden Maiuse beider Linien zundchst mit Méusen verpaart, die die Cre-Rekombinase
ubiquitir exprimieren. Unerwarteterweise konnten bei der Genotypisierung der Nachkommen
in der F2-Generation Cre-positive Maiause mit deletiertem Calcitoninrezeptor
(Cre™/Caler™*) identifiziert werden, die dem als embryonal letal publizierten konstitutiven
Calcr-Defizienz-Modell (Dacquin et al., 2004) entsprechen. Ebenso gibt es Cre-negative

Tiere mit deletiertem Calcitoninrezeptor auf beiden Allelen (Cre’/Caler®'™

). Bei diesen
Maiusen mull bei den Elterntieren die Cre-Exzision in der Keimbahn stattgefunden haben.
Wire der Cre-Promotor nicht 100%ig ubiquitdr, wire nicht auszuschlieBen, dass bei den
Cre™/Calcr®* _Miusen vereinzelte Zellen noch den Calcitoninrezeptor exprimieren. Diese
hypothetische Restexpression konnte moglicherweise erkldren, weshalb die homozygoten
Tiere unserer Linie nicht embryonal letal sind. Bei den Cre’/Caler®*-Tieren kann es diese
Restexpression jedoch nicht geben. Da bewusst die gleichen Exons im Calcr-Gen
ausgeschaltet worden sind, wie bei der Methode nach Daquin et al., lassen sich die
Unterschiede in der Letalitit schwer erkldaren. Moglicherweise ist die frithe Letalitidt auf die
eingefiigte Neomycin-Kassette zuriickzufiihren. Denkbar wére es auch, dass die bei Daquin et
al. zur Reimplantation verwendete ES-Zelle einen von der Klonierung unabhéngigen Gen-
oder Chromosomendefekt aufwies. Zumindest geht aus der Publikation nicht hervor, dass der

Phénotyp in mehreren Mauslinien unabhingiger Zellklone zur Ausprigung kam. Dass die

komplette Deletion des Calcitoninrezeptors nicht notwendigerweise zu einer embryonalen
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Letalitit fiihren muB, zeigt nun auch ein Calcr-Defizienz-Modell der Firma Deltagen (siehe
Einleitung 3.6), das kiirzlich verdffentlicht wurde. Der Phidnotyp 7 Wochen alter Calcr-
defizienter Tieren wird bislang als normal beschrieben. Unsere Cre"*/Calcr®*®-Miuse haben
im Alter von 3 Monaten tendenziell ein erh6htes trabekuldres Knochenvolumen, was

allerdings mit einer grofleren Anzahl von Méusen bestétigt werden muf3.
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7.8 Ausblick

Aus den Ergebnissen der bisherigen Untersuchungen ergeben sich mehrere mogliche Wege,
wie Calcitonin EinfluB auf den Knochenumbau nehmen kann. Dass Calcitonin die
Knochenresorption direkt iiber Bindung an Calcitoninrezeptoren in der Osteoklastenmembran
hemmen kann, ist unumstritten, wenngleich die Umsténde, unter denen dieser Mechanismus
beim Menschen physiologisch relevant ist, noch nicht vollstidndig geklért sind. Wie Calcitonin
Einfluss auf die Knochenbildung nimmt, ist hingegen noch unklar. Calcitonin kénnte seine
Wirkung indirekt tiber Rezeptoren im Hypothalamus vermitteln, oder direkt {iber Rezeptoren
in Osteoblasten, wobei osteoblastire Calcitoninrezeptoren bislang nicht nachgewiesen werden
konnten und dieser Weg somit unwahrscheinlich ist. Sollte die starke Zunahme der
Knochenformation in Calca”-Méusen nicht auf das Fehlen von Calcitonin zuriickzufiihren
sein, wiére auch eine Calcitonin-unabhidngige Regulation moglich, wie beispielsweise iiber 3-

CGRP, dessen Expression spezifisch in Calca”-Miusen induziert ist (Abb. 7.8.1).

?

S LCLLLLITETTTTrY

-« Knochenformation ¥

— Knochenresorption \

Abb. 7.8.1: Schema der von den Mausmodellen abgeleiteten physiologischen Funktionen von Calcitonin
bzw. B-CGRP im Knochen. Uber osteoklastire Calcitoninrezeptoren wirkt Calcitonin hemmend auf die
Knochenresorption. Dieser pharmakologische Effekt scheint unter besonderen Umstinden auch physiologisch
relevant zu sein. Der Calca”-Phinotyp spricht auch fiir eine entscheidende Rolle von Calcitonin in der
Knochenformation. Die Hemmung der Knochenformation konnte indirekt iiber Calcitoninrezeptoren im
Hypothalamus erfolgen. Unwahrscheinlicher ist eine direkte Regulation {iber einen osteoblastiren Rezeptor, da
bislang kein Calcitoninrezeptor auf Osteoblasten nachgewiesen werden konnte. Denkbar ist auch eine
Calcitonin-unabhingige Regulation der Knochenformation durch B-CGRP, dessen Expression in Calca™-

Maiusen induziert ist.
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Die hier aufgezeigten moglichen Regulationswege der Knochenresorption und vor allem der
Knochenformation iiber Calcitonin bzw. B-CGRP sollen in Folgeprojekten durch zelltyp-
spezifische Inaktivierung des Calcitoninrezeptors bzw. durch die Untersuchung B-CGRP-
defizienter Mause untersucht werden. Da die publizierte embryonale Letalitit homozygot
Calcitoninrezeptor-defizienter Méiuse iiberraschenderweise in unserem Modell nicht zu
beobachten war, sollen primdr die konstitutiv Calcitoninrezeptor-defizienten Mause
(Cre’/Caler®™*) analysiert werden. Ein wichtiger Schritt fiir die weitere Analyse der Calcr-
defizienten Mause ist der Nachweis des Fehlens des Calcitoninrezeptors auch auf Protein-
Ebene. Neben dem immunhistologischen Nachweis, der die Herstellung eines geeigneten
spezifischen Antikdrpers voraussetzt, werden wir versuchen, den funktionellen Verlust des
Rezeptors darzustellen, indem wir transgene Miuse der Linie ApoE-sCT mit Cre’/Calcr®®'-
Maiusen verpaaren. Das Lachs-Calcitonin im Serum der Nachkommen sollte keine
knochenanabole Wirkung zeigen. Parallel dazu konnte man an Osteoklastenkulturen von

12

Cre’/Caler™*-Miusen Calcitoninrezeptor-Bindungsassays mit '*’I-markiertem Calcitonin

durchfithren. Ebenso lieBe sich iiber cAMP-Bildung nach Rezeptorstimulation mit Lachs-
Calcitonin zeigen, ob die erwarteten Unterschiede zwischen Wildtyp-Osteoklasten und Calcr-

defizienten Osteoklasten bestehen.

flox/flox

Desweiteren wurden Calcr -Méuse mit Miusen verpaart, die Cre-Rekombinase unter

Runx2)

einem Osteoblasten-spezifischen Promotor (Cre , unter einem Osteoklasten-spezifischen

LysM

Promotor (Cre"") (Clausen et al., 1999) oder unter einem Hypothalamus-spezifischen

CamK2
Promotor (Cre ™™

) (Casanova et al., 2001) exprimieren, um Nachkommen zu erhalten,
deren Calcitoninrezeptor-Expression spezifisch in diesen Zellen unterbunden ist (Abb. 7.8.2).
Osteoklasten exprimieren Calcitoninrezeptoren. Wenn eine entscheidende physiologische
Funktion von Calcitonin direkt {iber den osteoklastiren Rezeptor auf den Knochen ausgeiibt

. ) . LysM flox/fl.
wird, wiirde sich das anhand der Cre>*“/Calcr™®*"™

-Méuse moglicherweise darstellen
lassen. Die Cre®™2/Caler™"**-Linie sollte hingegen keinen Phinotyp aufzeigen, wenn es
stimmen sollte, dass Osteoblasten keinen Calcitoninrezeptor exprimieren. Trotzdem bleibt die
Frage bestehen, wodurch die dominierende Knochenbildung in Calca"-Miusen herriihert.
Deshalb halten wir es fiir sinnvoll, auch diese Maus-Linie zu analysieren. Neben dem

Ausschalten des Rezeptors in Knochenzellen, soll mit der Linie Cre“™%*/Calcr"¥"*

gepriift
werden, ob der Calcitoninrezeptor im Hypothalamus moglicherweise in dhnlicher Weise wie
der Leptinrezeptor (Ducy et al., 2000) in eine zentrale Regulation des Knochenstoffwechsels

involviert ist.
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Abb. 7.8.2: Schema fiir die Verpaarung von Miusen mit ,,gefloxten* Calcr-Allelen mit Miusen, die Cre-

Rekombinase unter einem zellspezifischen Promotor exprimieren. Die Cre-Rekombinase kombiniert die
Sequenzen der beiden “loxP-sites” neu, sodass die von “loxP-sites” flankierten Exons 6 und 7 des CTR exzisiert
werden. Werden Miuse mit ,,gefloxtem™ Calcr-Gen mit Miausen verpaart, die Cre-Rekombinase unter einem
zellspezifischen Promotor exprimieren (z.B. ist der Promotor fiir Runx2 nur in Osteoblasten aktiv), entstehen
Nachkommen, bei denen die Expression des Calcitoninrezeptors spezifisch in den Zellen mit Cre-Rekombinase-

Aktivitdt unterbunden sein sollte.

Um den Einfluss von B-CGRP auf den Knochen zu priifen, wurde uns freundlicherweise von
Prof. Dr. Emeson ein bislang noch nicht publiziertes Mausmodell fiir die f-CGRP-Defizienz
zur Verfiigung gestellt. Da Verdacht besteht, dass p-CGRP an dem osteoblastiren Calca™-
Phénotyp partizipiert, wére ein Doppel-Defizienzmodell fiir das Calca- und das Calch-Gen
von Interesse. Moglicherweise wire die Knochenbildung in diesen Maéausen normal.
Theoretisch lieBBe sich die Ausschaltung beider Gene durch die Verpaarung von Calca”"- mit
Calch™-Miusen erzeugen. Da diese beiden Gene in der Maus jedoch direkt hintereinander auf
Chromosom 7 liegen, ist die Wahrscheinlichkeit fiir einen Chromatidaustausch durch
»crossing over“ zwischen den beiden Genen wéhrend der Meiose, und somit auch die
Erzeugung eines Doppel-Defizienzmodells, dulerst gering. Deshalb werden wir diesen Weg
nicht verfolgen. Ein Konstrukt fiir die Generierung transgener Maéuse, die B-CGRP
iiberexprimieren, klonieren wir momentan nach dem gleichen Prinzip wie fiir die ApoE-
Maus- und -Lachs-CT-Maéuse (siehe Einleitung, Abb. 3.6.2). Neben der Generierung dieser

transgenen Méuse soll das Konstrukt dariiber hinaus auch fiir die Transfektion von
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Zellkulturzellen eingesetzt werden. So liele sich beispielsweise ein direkter Effekt von -
CGRP auf primdre Osteoblasten anhand der Mineralisatiosstirke darstellen. Diese Methode
wire, anders als eine direkte Zugabe von B-CGRP zur Zellkultur, unabhédngig von der
Proteinstabilitdt. Ob andere Faktoren als Calcitonin, bzw. die Abwesenheit von Calcitonin, an
der verstirkten Knochenbildung in Calca”-Miusen beteiligt sind, soll auch durch die
Verpaarung transgener ApoE-mCT mit Calca”-Miusen gepriift werden. Sollten Calca™/
ApoE-CT-Miuse eine normale Knochenbildung aufweisen, wire davon auszugehen, dass
tatsdchlich Calcitonin ein direkter oder indirekter Regulator der Knochenformation ist. Leider
waren die Nachkommen der Verpaarungen beim Abschluss der Arbeit noch zu jung fiir eine
aussagekriftige Analyse.

Falls die Ergebnisse der geplanten Untersuchungen zeigen, dass der Calcitoninrezeptor, [3-
CGRP, oder womdglich das Zusammenspiel beider Proteine tatsidchlich entscheidend fiir den
Knochenum- und vor allem -aufbau ist, konnte dies langfristig ein Ansatzpunkt fiir eine
Osteoporose-Therapie sein. Von besonderem Interesse sind immer noch Medikamente, die
nicht nur den weiteren Knochenverlust hemmen wie Bisphosphonate, sondern die
Osteoblasten stimulieren, neuen Knochen kontrolliert, d.h. ohne zu einem erhohten
Knochentumor-Risiko zu fithren, zu bilden. Fiir eine Arzneimittel-Behandlung sind
Zelloberflachenrezeptoren besonders geeignet, da sie fiir Medikamente relativ leicht
zuginglich sind. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren nehmen eine besondere Rolle unter den
Wirkorten ein. Unter allen verschreibungspflichtigen Arzneimitteln wirken mehr als 30% tiber
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, wie beispielsweise auch Betablocker oder Opioide (Hill,
2006). Insofern ist der Calcitoninrezeptor von besonderem Interesse fiir eine mdgliche

therapeutische Behandlung von Knochen.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Obwohl das Schilddriisenhormon Calcitonin (CT) seit iiber vierzig Jahren bekannt ist und
seine hemmende Wirkung auf Osteoklasten in vitro gut charakterisiert ist, ist seine
physiologische Funktion immer noch unklar. Bislang gibt es keine Erklarung, weshalb stark
verdanderte Konzentrationen von endogenem CT im Regelfall keinen EinfluB auf die
Knochendichte haben.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CT-defiziente Mause (Calca”-Miuse) sowohl
eine erhohte Knochenformation, als auch eine gesteigerte Knochenresorption entwickeln. Der
beschleunigte Knochenumbau fiihrt in Calca”-Mausen zu erheblichen morphologischen
Verdnderungen des trabekuldren und kortikalen Knochens. Die erhdhte Osteoblasten-Aktivitét
und die gesteigerte Osteoklastenzahl in Calca”-Méusen sprechen fiir eine duale Funktion von
CT als Inhibitor der Knochenformation und der Knochenresorption. Dies konnte
moglicherweise erkliaren, weshalb Konzentrationsdnderungen von Serum-CT beim Menschen
nicht unbedingt in groBeren Verdnderungen der Knochendichte resultieren.

Die Untersuchung von transgenen Méusen, die Maus- bzw. Lachs-CT (das klinisch eingesetzt
wird) exprimieren, zeigte, dass die beiden CT-Spezies deutlich unterschiedlich auf den
Knochen wirken. Wie erwartet hemmt Lachs-CT in hohen Serumkonzentrationen spezifisch
Osteoklasten und wirkt deshalb im transgenen Mausmodell knochenanabol. Dagegen haben
hohe Serumkonzentrationen von Maus-CT, entsprechend der klinischen Beobachtung, keinen
nachweisbaren Einfluf auf den Knochenumbau, was auch wegen des Phénotyps der Calca™ -
Maéuse iiberraschend ist.

Deshalb stellte sich die Frage, ob CT mdglicherweise liber einen zentralen Mechanismus
EinfluB auf den Knochenumbau nimmt. Um einen moglichen Regulationsweg iiber CT-
Rezeptoren im Gehirn zu untersuchen, wurden Genexpressionsanalysen vom Hypothalamus
von Wildtyp- und Calca”"-Mausen durchgefiihrt. Die Analysen fiihrten zu dem Befund, dass
das Calcb-Gen, das fiir B-CGRP kodiert, spezifisch in Calca”"-Méusen induziert ist. B-CGRP
ist ein Mitglied der Calcitonin-Familie. Es ist mdglich, dass seine verstirkte Expression
unabhingig von CT zu einer gesteigerten Knochenbildung in Calca”-Méusen fiihrt.

Um die Wirkmechanismen von CT zelltypspezifisch untersuchen zu konnen, wurde ein
Calcr-Defizienz-Modell nach dem ,,Cre/loxP-System™ generiert, das es ermoglicht, den CT-
Rezeptor ubiquitdr oder zellspezifisch zu deletieren. Das komplette Ausschalten des CT-
Rezeptors fiihrt in unserem Mausmodell bis zu einem Alter von 3 Monaten weder zu
Verhaltensauffilligkeiten noch zu &uBerlich sichtbaren Unterschieden gegeniiber den

Wildtyp-Geschwistertieren. Im Alter von 3 Monaten haben die Caler” - Méuse tendenziell ein
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groBeres trabekuldres Knochenvolumen, was mit dem Calca™ -Phénotyp korreliert, und somit

ein weiterer Hinweis auf eine physiologisch wichtige Funktion von CT im Saugetierknochen

sein konnte.
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