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1 Einleitung

1.1 Lipoproteinstoffwechsel

1.1.1 Lipoproteine und Lipoproteinstoffwechsel

Nahrungslipide spielen eine wichtige Rolle als Energiequelle im menschlichen Organismus. 

Sie bilden aufgrund ihrer wasserunlöslichen Eigenschaften mizelläre Komplexe mit 

Proteinen, um im hydrophilen Milieu des Blutstromes transportiert werden zu können. Die 

Lipoproteine werden aufgrund ihrer Dichten in unterschiedliche Klassen eingeteilt. 

Chylomikronen haben die geringste Dichte und den höchsten Lipidanteil unter den 

Lipoproteinen. Sie entstehen in den Mukosazellen der duodenalen Schleimhaut und 

enthalten die mit der Nahrung aufgenommenen Triglyceride und Cholesterol. Durch die 

intestinalen Lymphgänge gelangen sie über den Ductus thoracicus schließlich in den 

Blutkreislauf. Chylomicronen Remnants (CR) sind Abbauprodukte der Chylomikronen. Sie 

entstehen, nachdem durch die Lipoproteinlipase hydrolysierte Fettsäuren an die umliegenden 

Gewebe abgegeben wurden. Anschließend werden sie durch spezifische Rezeptoren in die 

Leber aufgenommen (Mahley and Ji, 1999; Heeren et al., 2006).

Im Gegensatz zu Chylomikronen wird very low density lipoprotein (VLDL) aus der Leber 

sezerniert. Durch Lipolyse und Austausch von Lipoproteinen entstehen intermediär density 

lipoprotein (IDL) und low density lipoprotein (LDL). Die LDL transportieren Cholesterin zu den 

extrahepatischen Geweben und regulieren die Cholesterinbiosynthese (Brown and 

Goldstein, 1986). 

High density lipoprotein (HDL) mit seinen drei Unterfraktionen HDL1, HDL2 und HDL3 ist das 

kleinste Lipoprotein mit der höchsten Dichte und ist für den reversen Cholesteroltransport 

aus der Peripherie in die Leber verantwortlich. In der Leber wird das internalisierte 

Cholesterin entweder direkt oder nach Umwandlung in Gallensäuren ausgeschieden (Lewis 

and Rader, 2005).
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Tabelle 1.1: Überblick über die Charakteristika der Lipoproteine

Chylomikronen VLDL LDL HDL

Dichte (g/ml) 0,93 0,93-1,006 1,019-1,063 1,063-1,21

Durchmesser (nm) 75-1200 30-80 18-25 5-12

Triglyceride (%) 86 55 6 4

Cholesterin u. 
Cholesterinester (%)

5 19 50 19

Phospholipide (%) 7 18 22 34

Apolipoproteine 2 8 22 42

AI,AII,AIV, C I-III,   
B48, E

CI-III,B100, E B100, E AI,AII,AIV,     
C I-III, E, D

1.1.2 Apolipoproteine

Der Proteinanteil der Lipoproteine, die Apolipoproteine, haben verschiedene Aufgaben. Sie 

sind für die Struktur der Lipide verantwortlich, aktivieren oder deaktivieren metabolische 

Vorgänge, und haben entscheidende Transportfunktionen. Heute sind mindestens 20 

verschiedene Apolipoproteine beschrieben. Mit Ausnahme der Apolipoproteine B, die 

aufgrund ihrer Struktur fest mit dem Lipidkern assoziiert sind und somit nicht austauschbar 

sind, können andere Lipoproteine, je nach Stoffwechsellage, zwischen den einzelnen 

Lipoproteinklassen ausgetauscht werden. 

Tabelle 1.2:  Überblick über die wichtigsten Apolipoproteine und deren Funktion 

(modifiziert nach Schwandt P, 2006)

A-I Strukturprotein der HDL, Aktivierung der LCAT, Bindung an HDL-Rezeptoren

A-II Aktivierung der hepatischen Lipase

A-IV Triglyceridstoffwechsel, Aktivierung der LCAT

A-V Erniedrigung der Plasmatriglyceride

B-100 Strukturprotein der VLDL, IDL und LDL, Bindung an LDL-Rezeptor

B-48 Strukturprotein der Chylomikronen

C-I Unterdrückung der Bindung von Lipoproteinen an LDL-Rezeptor und LRP, Aktivierung der 
LCAT

C-II Aktivierung der Lipoproteinlipase

C-III Inhibition der Lipoproteinlipase

E Ligand für den LDLR sowie LRP1, Ausschleusung von Cholesterin aus peripheren Zellen

(a) Beeinflussung der Blutgerinnung und Fibrinolyse, Inhibition der Angiogenese, 
Tumorsuppression
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ApoE spielt durch seine Interaktionen mit transmembranständigen Zelloberflächenrezeptoren

der LDL-Rezeptorfamilie eine Schlüsselrolle im Lipidtransport. 

1.1.3 Apolipoprotein E

Das ApoE-Gen ist auf Chromosom 19 lokalisiert, wird aus 299 Aminosäuren gebildet und hat 

ein Molekulargewicht von 34kDa (Zannis et al., 1991). Der Großteil des im Plasma 

zirkulierenden ApoE stammt aus der Leber, wobei ca. 20-30% des ApoE in extrahepatischen 

Geweben sezerniert wird. 

ApoE besteht aus einer amp -helikalen Bindedomäne und einer davon 

unabhängig gefalteten Domäne, die Interaktionen mit anderen Rezeptoren vermittelt. Die 

beiden Domänen sind über eine hinge-Region miteinander verbunden. Die N-terminale 

Domäne des ApoE vermittelt die Interaktion mit Rezeptoren, die C-terminale Domäne ist die 

lipidbindende Domäne.

Abbildung 1.1: 3D Struktur des Apolipoprotein E (Hatters et al., 2006); 

Aufgrund eines genetischen Polymorphismus und posttranslationaler Modifikation kommt 

ApoE in humanen Zellen in mehreren Isoformen vor. Es sind drei Hauptisoformen ApoE2, 

ApoE3 und ApoE4 zu nennen. Für diesen Polymorphismus sind drei unabhängige Allele 

(Utermann et al., 1977). Diese Allele kommen in der Bevölkerung in 

unterschiedlicher Häufigkeit iner Allelfrequenz von 70-85 % das häufigste, 

- -12 %. Der häufigste Typ ApoE 3 gilt als Normaltyp 

und besitzt an den Positionen 112 und 158 Cystein- und Argininreste. ApoE2 hingegen weist 

zwei Cysteinreste und ApoE4 zwei Argininreste auf (Weisgraber et al., 1981). 
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Tabelle 1.3: Apolipoprotein E Polymorphismus; Unterschiede in der Häufigkeit,  Funktion und 

Rezeptoraffinität der ApoE-Isoformen (Hatters et al., 2006)

Isoform Häufigkeit Aminosäurenvariation

112          158

Rezeptoraffinität Assoziierte

Pathologie

ApoE2 7% Cys          Cys niedrig fam. 
Dysbetalipoproteinämie

ApoE3 78% Cys          Arg hoch unbekannt

ApoE4 15% Arg          Arg hoch Alzheimer Demenz, 
Atherosklerose

Murines ApoE, welches im Gegensatz zum Menschen keine Isoformen aufweist, ist dem 

humanen ApoE3 sehr ähnlich. 

Durch die Strukturveränderungen in der rezeptorbindenden Region von ApoE gibt es 

isoformabhängige Funktionsunterschiede, die mit unterschiedlichen pathophysiologischen 

Veränderungen in Zusammenhang gestellt werden können. So kommt es bei der Isoform 

ApoE2 durch eine verminderte Bindekapazität zu einem verzögerten Abbau von 

Chylomikronen. Als Folge kommt es durch eine Anhäufung von Chylomikronen und 

Chylomikronen Remnants im Blut zur Entstehung familiärer Dysbetalipoproteinämie (Breslow 

et al., 1982), Atherosklerose und kardiovaskulären Krankheiten (Zhang et al., 1992). ApoE4 

ist mit der Entstehung von neurodegenerativen Krankheiten einschließlich der Alzheimer 

Demenz assoziiert (Saunders et al., 2000). Darüber hinaus wird vermutet, dass von ApoE4 

ebenfalls ein atherogener Effekt ausgeht (Heeren et al., 2001; Heeren et al., 2003). Als 

Ligand für Lipoproteinrezeptoren ist ApoE verantwortlich für die zelluläre Aufnahme von 

Lipoproteinen und somit für die Versorgung der Zelle mit lipophilen Nahrungsbestandteilen 

(Lamon-Fava et al., 1998). Nachdem diese ApoE-vermittelt in die Zellen aufgenommen 

wurden, wird ApoE anschließend aus den triglyceridreichen Lipoproteinen recycelt. In diesem 

Prozess sind ebenfalls isoformabhängige Unterschiede beschrieben. So kommt es durch 

unvollständiges Recycling von ApoE4 zu einem verminderten reversen Cholesteroltransport 

und dadurch zur Gefahr der Atherosklerose. Vom Lipoproteinstoffwechsel unabhängig sind 

darüber hinaus unter anderem Auswirkungen auf die Immunmodulation (Jofre-Monseny et 

al., 2008) und die Thrombozytenaggregation (Riddell et al., 1997) beschrieben.

Auf die speziellen Funktionen für den Knochenstoffwechsel wird im Einzelnen in den 

folgenden Kapiteln genauer eingegangen.
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1.1.4 Lipoprotein-Rezeptoren

Die Rezeptoren der Lipoproteine sind Transmembranproteine, die die Endozytose von 

Lipoproteinen in die Zelle vermitteln (Brown and Goldstein, 1986). Der LDL-Rezeptor (LDLR) 

wird ubiquitär in allen Zellen des Körpers exprimiert und spielt eine zentrale Rolle in der 

Cholesterinhomöostase (Brown et al., 1997). Lipoproteinrezeptoren ähnlicher Struktur 

werden unter dem Oberbegriff der LDL-Rezeptorfamilie zusammengefasst. Zu dieser Gruppe 

gehören u.a. der VLDL-Rezeptor (VLDLR) (Takahashi et al., 1992), das LDL receptor related 

protein 1 (LRP1) (Herz et al., 1988), der Megalin/LDL receptor related protein 2 (Saito et al., 

1994) und der ApoE Rezeptor2 (ApoER2) (Kim et al., 1996). Im Gegensatz zum LDLR und 

LRP1, die maßgeblich an der hepatischen Clearance von Chylomikronen Remnants beteiligt 

sind, wird VLDLR vorwiegend in Muskeln und Fettgewebe exprimiert (Takahshi et al.,1992). 

Alle Mitglieder der LDL-Rezeptorfamilie sind in der Lage ApoE zu binden, unterscheiden sich 

jedoch in ihrer Bindungsaffinität. Die Aufnahme von Chylomikronen Remnants in die Leber 

findet ApoE-vermittelt über LRP1 statt (Beisiegel et al., 1989; Beisiegel et al., 1991).  In 

Osteoblasten wurde ebenfalls eine Expression von LRP1, und auch von den 

Lipoproteinrezeptoren LDLR und VLDLR, sowie die zelluläre Aufnahme von Chylomikronen 

Remnants nachgewiesen (Niemeier et al., 2005).

Außer dem LDL-Rezeptor selbst vermitteln alle anderen Mitglieder dieser Gruppe zudem 

Signale verschiedener Signaltransduktionswege. Entfernte Verwandte der LDL-

Rezeptorfamilie sind LRP5 und LRP6. Sie sind Co-Rezeptoren der Frizzled (Fz) Rezeptor-

Familie und spielen eine wichtige Rolle bei der kanonischen wnt/ß-catenin 

Signaltransduktionskaskade. Diese hat vielfältige Funktionen in der Embryonalentwicklung, 

der Organogenese sowie bei der Regulation zahlreicher Differenzierungsvorgänge, u.a. auch 

der osteoblastären Differenzierung (He et al., 2004; Westendorf et al., 2004).

1.2 Knochenstoffwechsel

1.2.1 Funktion des Knochens

Das menschliche Skelett dient der Stabilität und Bewegungsfähigkeit des Körpers und dem 

Schutz innerer Organe. 

Knochen besteht zu 80% aus anorganischen und zu 20% aus organischen Anteilen. Der 

größte Teil des anorganischen Materials setzt sich aus Kalziumphosphaten zusammen. Der 

organische Teil, der dem Knochen seine mechanische Festigkeit verleiht, besteht vorwiegend 

aus TypI Kollagen. Kollagen entsteht aus Prokollagen, das von Osteoblasten gebildet wird. 

Es wird bereits in sehr frühen Stadien der Differenzierung sezerniert. Nach der Organisation 

der Kollagene beginnt die Mineralisierung. Hierbei spielen vorallem nichtkollagene Proteine 
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eine Rolle. Die nichtkollagenen Proteine machen 10% der organischen Knochenmatrix aus, 

und sind essentiell für die Knochenbildung. Hierzu zählen z.B. Alkalische Phosphatase 

(ALP), Osteopontin (OPN), Bone Sialoprotein (BSP) und Osteocalcin (OCN). Die Alkalische 

Phosphatase existiert in verschiedenen Isoformen in Nieren, Intestinum, Plazenta, Leber und 

Knochen. Die knochenspezifische Isoform der Alkalischen Phosphatase ist für die 

Knochenbildung und die Kalzifizierung bedeutend und reflektiert die Aktivität der 

Osteoblasten. Osteopontin und Bone Sialoprotein sind durch ihre Bindungsfähigkeit an 

Hydroxylapatit an der Mineralisierung der Knochenmatrix beteiligt. Osteocalcin (bone -

carboxylglutamic acid-containing protein, BGP, BGLAP), als osteoblastenspezifisches 

Protein korreliert mit der Osteoblastenaktivität. Es bindet ebenfalls an Hydroxylapatit und 

Kalzium und steigt während der Mineralisierung an. Es spielt vermutlich eine wichtige Rolle 

bei der Knochenmineralisierung (Hauschka, 1986).

Über seine mechanische Funktion hinaus besitzt der Knochen als Speicher für 

stoffwechselrelevante Mineralien wie Kalzium und Phosphat eine metabolische Funktion. Die 

Kalziumhomöostase wird durch Parathormon, Kalzitonin und Vitamin D3 reguliert. Im Falle 

einer Hypokalziämie zum Beispiel kommt es zu einer Ausschüttung von Parathormon aus der 

Nebenschilddrüse. Dies führt, über eine Aktivierung von Osteoklasten, zur schnellen 

Freisetzung von Kalzium aus dem Knochen, wodurch der Serumspiegel wieder angehoben 

wird. Kalzitonin, der von der Schilddrüse gebildete Parathormon-Antagonist, fördert im Falle 

einer Hyperkalziämie die Kalziumaufnahme in den Knochen. 

Ein weiterer Regulator der Kalzium- und Phosphathomöotase des Knochens ist Vitamin  D3 

(Reichel et al., 1989). Aktiviertes Vitamin D3 führt zu einer Steigerung der Rückresorption von 

Kalzium im Darm und in der Niere. Ein Vitamin D-Mangel führt zu einer negativen 

Kalziumbilanz, einer Untermineralisierung des Knochens und zur Entstehung von Rachitis 

und Osteomalazie. 

1.2.2 Knochenspezifische Zellen

Die knochenspezifischen Zellen werden in zwei Hauptzelltypen eingeteilt. Die Osteoblasten 

sind für die Knochenbildung zuständig, während Osteoklasten die knochenresorbierende 

Funktion übernehmen. Knochen kann auf zweierlei Weise entstehen, entweder direkt durch 

die sogenannte desmale Ossifikation, oder indirekt durch die chondrale Ossifikation über von 

Chondroblasten gebildete Knorpelsubstanz. Der Knochenaufbau erfolgt bei beiden 

Ossifikationsformen über die Osteoblasten. 
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Osteoblasten 

Osteoblasten sind mesenchymalen Ursprungs. In Anwesenheit bestimmter 

Differenzierungsstimuli können sie aus mesenchymalen Stammzellen entstehen. Während 

die Vorstufen noch in der Lage sind sich zu teilen, besitzen reife Osteoblasten diese 

Fähigkeit nicht mehr. Osteoblasten sind für die Bildung der Knochenmatrix verantwortlich. 

Zunächst bilden sie aus Kollagenen ein Fasernetz, das als Osteoid bezeichnet wird. Erst

durch die anschließende Einlagerung von Hydroxylapatitkristallen findet die Mineralisierung 

statt. Hierfür sind vor allem die nichtkollagenen Proteine von Bedeutung, deren Funktion bis 

heute nicht in allen Teilen aufgeklärt ist. Der Knochen erhält erst nach abgeschlossener 

Mineralisierung des Osteoids seine Festigkeit. An der Oberfläche gelegene Zellen nennt man 

bone lining cells. Sie können erneut zur Knochenbildung reaktiviert werden. Komplett von 

Knochenmatrix umschlossene Zellen werden als Osteozyten bezeichnet. Sie sind durch ihre 

Zellfortsätze miteinander verbunden und bilden so ein dichtes Netzwerk. Sie vermitteln 

hauptsächlich sensorische Signale. Durch Sclerostin, ein osteozytenspezifisches Protein, 

sind sie maßgeblich an der Regulation der Knochenmasse beteiligt (ten Dijke et al., 2008). 

Sclerostin interagiert mit LRP5/6 und besitzt eine inhibitorische Wirkung auf die wnt-

Signaltransduktionskaskade (Ellies et al., 2006). 

Osteoklasten

Osteoklasten leiten sich von der Macrophagenlinie der hämatopoetischen Stammzellen ab. 

Es handelt sich um mehrkernige Riesenzellen, die für den Abbau der Knochenmatrix 

verantwortlich sind. Sie lösen zunächst die Hydroxylapatitkristalle aus der Knochenmatrix 

heraus und zersetzen anschließend enzymatisch das von den Osteoblasten gebildete 

Osteoid.

Osteoblasten und Osteoklasten stehen in ständiger Kommunikation miteinander, um ein 

Gleichgewicht zwischen Knochenbildung und Resorption zu gewährleisten. Hierbei spielt 

zum einen die Aktivierung reifer Zellen eine Rolle, zum anderen können Vorläuferzellen zur 

Proliferation und Differenzierung stimuliert werden. Kommt es zu einem Ungleichgewicht, 

führt dies zu pathologischen Veränderungen wie z.B. Osteoporose oder Osteopetrose und 

damit einhergehenden Problemen.

1.2.3 Osteogene Differenzierung aus mesenchymalen Stammzellen

Pluripotente mesenchymale Stammzellen sind bindegewebige Vorläuferzellen, die sich durch 

Teilung selbst erhalten oder verschiedenartig differenzierte Tochterzellen hervorbringen. Als 

Bestandteile des adulten Knochenmarkstromas lassen sie sich aus dem Knochenmark 
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isolieren und unter geeigneten Kulturbedingungen ex vivo expandieren. Die Zellen sind dazu 

in der Lage in verschiedene Gewebetypen zu differenzieren. Je nach Stimulation können 

Osteoblasten, Chondrozyten, Adipozyten, glatte Muskelzellen und Endothelzellen entstehen. 

Diese Entwicklung ist durch spezifische zelluläre Mediatoren und Interaktionen reguliert. 

Vorläuferzellen früher Stadien vermögen noch unterschiedliche Differenzierungswege 

einzuschlagen und sind dazu in der Lage sich gegenseitig zu beeinflussen. Auch reife

Adipozyten beeinflussen durch das Hormon Leptin die osteoblastäre Differenzierung (Ducy et 

al., 2000). Osteoblasten beeinflussen ebenfalls zum Beispiel über Runt-related transkription 

factor 2 (Runx2), ein Mastergen der osteoblastären Differenzierung,  die Zelllinienentwicklung 

aus mesenchymalen Vorläuferzellen. 

Bei der osteogenen Differenzierung entstehen aus mesenchymalen Stammzellen über 

Osteoprogenitorzellen zunächst Präosteoblasten und schließlich reife Osteoblasten. Für 

jedes Stadium der Differenzierung ist die Expression verschiedener Differenzierungsmarker 

charakteristisch (Liu et al., 1994). Kollagen I wird als Hauptbestandteil des Osteoids eher zu 

den frühen Markerproteinen der osteoblastären Differenzierung gezählt. Osteocalcin, eines 

der wenigen osteoblastenspezifischen Proteine, gilt dagegen als später 

Differenzierungsmarker. 

Humane mesenchymale Stammzellen

In dieser Arbeit wurden humane mesenchymale Stammzellen verwendet, die über einen 

retroviralen Vektor mit humaner Telomerase transfiziert wurden (hMSC Tert20) (Simonsen, 

2002). Durch die Telomeraseexpression wurden die Zellen vor altersbedingter Schädigung 

geschützt und somit immortalisiert. Die Zellen wurden aus humanem Knochenmarkaspirat 

eines gesunden Spenders generiert. Sie zeigen einen unveränderten Karyotyp und haben 

ihre Pluripotenz erhalten. Sowohl die Proliferationsrate nach mehreren hundert Zellteilungen 

als auch die Fähigkeit zur osteogenen Differenzierung ist unverändert (Simonsen, 2002).

Aufgrund dieser Eigenschaften, zusammen mit der Tatsache, dass die Zellen einfach und 

schnell zu kultivieren sind, eignen sie sich besonders, um molekulare Mechanismen der 

osteoblastären Differenzierung zu untersuchen.

Die osteoblastäre Differenzierung kann durch die Stimulation mit ß-Glycerophosphat, 

Ascorbat und Vitamin D3 eingeleitet werden. 1,25(OH)Vit.D3 induziert die Synthese von 

Osteocalcin und anderen für die Differenzierung relevanten Genen und fördert so die 

osteoblastäre Differenzierung (Zhang et al., 1997; Reichel et al., 1989; Sun et al., 2008). 

Ascorbat ist ein wichtiger Co-Faktor bei Hydroxylierungsreaktionen und wird z.B. für die 
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Biosynthese von Kollagen benötigt. -Glycerophosphat dient als Phosphatspender und 

unterstützt so die Mineralisierung von Osteoblasten. 

1.3 Interaktionen zwischen Lipid- und Knochenstoffwechsel

1.3.1 Lipoproteinstoffwechsel im Knochen

Da es sich bei Knochen um ein metabolisch hoch aktives Gewebe handelt, müssen 

Osteoblasten mit Nährstoffen versorgt werden, um ihre anabole Funktion aufrechterhalten zu 

können. Sie benötigen essentielle Fettsäuren sowie die lipophilen Vitamine A, D, E und K, 

die an Lipoproteine gebunden transportiert werden. 

Wie oben erwähnt ist LRP1, als ApoE bindendes Protein, wichtig für die Aufnahme von 

Lipoproteinen und wird größtenteils in der Leber exprimiert (Beisiegel et al., 1989; Beisiegel 

et al., 1991). In Osteoblasten wurde die Expression von LRP1, und in geringerem Maße auch 

von den Lipoproteinrezeptoren LDLR und VLDLR nachgewiesen. Die zelluläre Aufnahme 

von Chylomikronen Remnants (CR) wurde ebenfalls gezeigt  (Niemeier et al., 2005). Diese 

Entdeckung bekräftigte den Zusammenhang zwischen Lipid- und Knochenstoffwechsel.

Anhand von Mausmodellen wurde auch in vivo gezeigt, dass der Knochen eine erhebliche 

Aufnahmekapazität für Chylomikronen Remnants besitzt und somit maßgeblich an der 

postprandialen Lipoproteinclearance aus dem Blut beteiligt ist (Niemeier et al., 2008). 

Während den Vitaminen A, D und E alternative Transportproteine zur Verfügung stehen, wird 

Vitamin K im Blutplasma ausschließlich an Lipoproteine assoziiert transportiert (Lamon-Fava 

et al., 1998). Die lipophilen Vitamine haben vielfältige Funktionen. Für den 

Knochenmetabolismaus sind vor allem Vitamin K und Vitamin D von Bedeutung. Vitamin D 

fördert zum einen die Transkription einiger Matrixgene wie zum Beispiel Osteocalcin, 

Alkalische Phosphatase oder Osteopontin. Zum anderen hat Vitamin D einen stimulierenden 

Effekt auf die Osteoblastenaktivität und –differenzierung (Sun et al., 2008). Vitamin D steuert 

zudem die Calcium- und Phosphathomöostase des Knochens (Reichel et al., 1989). 

Vitamin K wird in Lipoproteinen über LRP1 in humane Osteoblasten aufgenommen (Niemeier 

et al., 2005; Lamon-Fava et al., 1998). Es fungiert als Co- -Glutamylcarboxylase 

und ist für die posttranslationale Carboxylierung von Glutamylresten spezifischer Proteine 

verantwortlich. Zu dieser Gruppe zählen die Matrix-gla-Proteine, die auch in Herz, Niere und 

Lunge vorhanden sind, sowie Osteocalcin, das sog. bone-gla-Protein. Carboxyliertes 

Osteocalcin hat eine höhere Affinität zum Hydroxylapatit als nicht-carboxyliertes Osteocalcin. 

Vitamin K hat demzufolge über Osteocalcin einen Einfluss auf die Mineralisierung des 

Knochens. Des Weiteren inhibiert Vitamin K die Osteoklastenaktivität (Koshihara et al., 

2003).
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1.3.2 Bedeutung von ApoE für den Knochenstoffwechsel

Durch einige Studien der letzten Jahre wurde deutlich, dass ApoE im Knochenstoffwechsel 

eine Rolle spielt. ApoE vermittelt als Ligand für Lipoproteinrezeptoren die Endozytose von 

Lipoproteinen in Osteoblasten. 

Außerdem wurde in ApoE-defizienten Mäusen im Vergleich zu Wildtyp Mäusen eine 

gesteigerte Knochenbildung festgestellt, während die Knochenresorption unverändert bleibt 

(Schilling et al., 2005). Eine Erklärungsmöglichkeit ist die fehlende ApoE-vermittelte 

Aufnahme von triglyceridreichen Lipoproteinen. In vitro werden mit Vitamin K angereicherte 

Chylomikronen Remnants von Osteoblasten aufgenommen, wodurch eine Erhöhung des 

carboxylierten Osteocalcins erreicht wird. Dies kann die erhöhten Konzentrationen an 

unterkarboxyliertem Osteocalcin im Serum ApoE-defizienter Mäuse erklären. Osteocalcin-

defiziente Mäuse zeigen ebenfalls erhöhte Knochenformationsraten (Ducy et al., 1996). Eine 

Erklärung hierfür wäre, dass die erhöhte Knochenformationsrate ApoE-defizienter Mäuse mit 

der Menge an untercarboxyliertem Osteocalcin in Zusammenhang steht.

Darüber hinaus wird über Assoziationen zwischen den verschiedenen ApoE Isoformen und 

Knochenveränderungen berichtet. In klinisch epidemiologischen Studien wurde gezeigt, dass 

ApoE4 mit einer verminderten Knochendichte assoziiert ist. In einer Studie mit 284 

postmenopausalen Japanerinnen wurde eine Reduktion der Knochendichte bei ApoE4 

Allelträgern beobachtet, die auf eine Reduktion der Osteoblastenaktivität durch ApoE4 

zurückgeführt wurde (Shiraki et al., 1997). In einer weiteren Studie mit 219 Hämodialyse-

Patienten wurde der ApoE4 Genotyp mit einem erhöhten Frakturrisiko in Verbindung 

gebracht (Kohlmeier et al., 1998). In zahlreichen weiteren Studien der folgenden Jahre 

wurden ebenfalls Assoziationen zwischen ApoE Genotypen und Knochenmetabolismus 

beschrieben (Cauley et al., 1999; Johnston et al., 1999; Sanada et al., 1998). In anderen 

Studien konnten diese ApoE-abhängigen Effekte im Bezug auf Knochendichte und 

Frakturrisiko nicht bestätigt werden (Bagger et al., 2007; Gerdes et al., 2001; Lui et al., 2003; 

Macdonald et al., 2008; Sennels et al., 2003; von Muhlen et al., 2001). Die größte Studie zu

diesem Themengebiet mit 5.857 älteren Frauen und Männern stammt aus Rotterdam, wobei 

sich eine Assoziation zwischen dem ApoE4 Genotyp und Knochenmineralisierung, 

Frakturrate oder Osteoporose nicht bestätigte (Schoofs et al., 2004). Insgesamt existieren 

aus den letzten 10 Jahren 24 Studien, wovon 12 über eine Assoziation zwischen 

Knochenformation und ApoE Isoformen berichten, während 12 der Studien keine Assoziation 

beobachteten. Abschließend kann kein eindeutiges Fazit bezüglich des Einflusses der ApoE 

Isoformen auf den Knochen gezogen werden.
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1.4 Wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade

Die Proteine der wnt-Familie vermitteln fundamentale biologische Prozesse wie 

Embryogenese, Organogenese und Tumorentstehung. Wnt-Proteine sind sowohl bei der 

Regulation von Knochenneubildung und –erhaltung während der Embryogenese als auch 

beim Erwachsenen involviert (Glass et al., 2005; Krishnan et al., 2006). In Säugetieren sind 

ca. 20 wnt-Proteine bekannt. Sie bestehen jeweils aus 350-400 Aminosäuren und werden in 

12 Unterfamilien eingeteilt (Clevers, 2006). Neben einem sog. nichtkanonischen PCP (planar 

cell polarity)-Signalweg und einem wnt/Ca²+ Signalweg, auf die hier nicht genauer 

eingegangen wird, ist der sogenannte kanonische wnt/ -catenin Signaltransduktionsweg der 

am besten Verstandene (Miller, 2002). Obwohl eine Regulation durch andere wnt-

Signalwege nicht ausgeschlossen werden kann, ist für den Knochenstoffwechsel vorwiegend 

der kanonische wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg von Bedeutung (Bodine and Komm, 

2006). Er ist in großem Maße von der Regulation der Stabilität und der Menge des 

intrazellulären Proteins ß-catenin abhängig.

In Abwesenheit eines wnt-Signals ist ein Degradierungskomplex bestehend aus Axin,

Glycogen-Synthase-Kinase -3ß (GSK-3ß) und Adenomatosis Polyposis Coli (APC) aktiv. Das 

Protein Axin hält den gesamten Degradierungskomplex zusammen. Die GSK-3ß ist für die 

Phosphorylierung des ß-catenins und die damit verbundene Ubiquitionierung verantwortlich.

Durch die Ubiquitionierung wird der Abbau in Proteasomen ermöglicht. APC ist ein Tumor-

Suppressor-Protein und erhöht hier die Affinität des Komplexes für ß-catenin, um eine 

effektive Phosphorylierung von ß-catenin zu ermöglichen. Im Nukleus findet die Transkripition 

lymphoid enhancer factor/T-cell factor (Lef/TCF) abhängiger Gene statt. In Abwesenheit von 

ß-catenin im Nukleus bindet ein Co-Repressor-Protein Groucho an Lef/TCF, wodurch die 

Transkription Lef/TCF-abhängiger Gene verhindert wird.

In Anwesenheit extrazellulärer wnt-Proteine binden diese an den Frizzled(Fz)/LRP5/6 Co-

Rezeptor Komplex. Dadurch aktivieren sie über einen bislang unbekannten Mechanismus 

das zytoplasmatische Protein Dishevelled (Dsh) und verschiedene andere Proteine, die an 

Dsh binden (z.B die Casein Kinase). Als Folge wird der Degradierungskomplex inaktiviert,

und es kommt zu einer Akkumulation von ß-catenin im Zytoplasma. Der intrazelluläre Anstieg 

ermöglicht ein Eindringen von ß-catenin in den Nukleus. Dort verdrängt es den Co-Repressor 

Groucho, bindet an Lef/TCF und stimuliert so die Transkription von wnt-Zielgenen (Logan 

and Nusse, 2004). Als osteoblastenspezifische Zielgene sind hier vor allem die Antagonisten 

Osteoprotegerin (OPG) und Rezeptor Aktivator of NF kappaB Ligand (RANKL) zu nennen. 

Sie spielen eine zentrale Rolle für das sogennante Knochen-Remodeling.

(http://www.STanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html)
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der wnt/ß-catenin Signaltransduktions-
kaskade (Clevers, 2006)

Links: In Abwesenheit eines wnt-Signals ist ein APC-Axin-GSK-3ß Degradierungskomplex aktiv, der 
für die Phosphorylierung des ß-catenins und der damit verbundenen Ubiquitionierung und dem 
folgenden Abbau in Proteasomen verantwortlich ist. Dadurch kann im Nukleus Groucho über die 
Bindung an TCF die Transkription TCF-abhängiger Gene verhindern.

Rechts: Wnt bindet an Fz/LRP Co-Rezeptor Komplex und aktiviert Dishevelled (Dsh). Dadurch wird 
der Degradierungskomplex inaktiviert, was eine intrazelluläre Akkumulation von ß-catenin zur Folge 
hat. Im Nukleus verdrängt ß-catenin Groucho, bindet an TCF und stimuliert die Transkription von wnt-
Zielgenen.

Zusammenfassend können drei für die wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade 

spezifische Schritte festgehalten werden. Erstens, die extrazellulären wnt-Proteine, die die 

Signaltransduktionskaskade in Gang setzen. Zweitens, eine folgende Akkumulation von ß-

catenin, zunächst im Zytoplasma und anschließend auch im Zellkern. Und drittens, die durch 

ß-catenin stimulierte Transkription Lef/TCF abhängiger Zielgene.  

Wnt3a, welches in primitiven Insekten und Mausembryonen exprimiert wird, gilt als etablierter 

Aktivator der kanonischen wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade (Miller, 2002). 

Lithium Chlorid (LiCl), ein Inhibitor der GSK3ß, verhindert die Phosphorylierung des ß-

catenins und den damit verbundenen Abbau. Es kann als Stimulus der 

Signaltransduktionskaskade verwendet werden.
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1.4.1 Bedeutung der kanonischen wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade für 
Osteoblasten

Wie bereits in Abschnitt 1.1.4 erwähnt, vermitteln Mitglieder der LDL-Rezeptorfamilie als Co-

Rezeptoren Signale der wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade. Verschiedene wnt-Gene 

sind während der Osteoblastenentwicklung exprimiert und in der Lage, deren Entwicklung zu 

begünstigen. Die Bedeutung der wnt-Proteine wird unter anderem dadurch bestärkt, dass 

wnt3a Knockout Mausembryonen extreme skelettale Fehlbildungen aufweisen (Ikeya and 

Takada, 2001). 

LRP 5/6- Co-Rezeptoren der wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade

LRP5 und LRP6 sind Co-Rezeptoren von Frizzled (He et al., 2004). Mäuse, die Mutationen in 

LRP5 und LRP6 tragen, zeigen sowohl eine verminderte Knochendichte als auch 

Deformitäten in den Gliedmaßen (Holmen et al., 2004).

LRP5-Knockout Mäuse zeigen eine verminderte Knochenmasse und erhöhte Frakturraten 

(Kato et al., 2002). Versuche mit LRP5 Knockout Mäusen haben außerdem gezeigt, dass 

sowohl die Proliferation als auch die Differenzierung der Osteoblasten in diesen Mäusen 

signifikant reduziert sind. LRP5 Mutationen sind mit familiärer Osteoporose sowie anderen 

metabolischen Erkrankungen assoziiert (Magoori et al., 2003a; Holmen et al., 2004; Kato et 

al., 2002). Beim Menschen können LRP5 Mutationen zu familiärer Osteoporose führen 

(Boyden et al., 2002; Little et al., 2002). Kinder, die unter einer Form der autosomal-rezessiv 

vererbbaren Erkrankung Osteogenesis Imperfekta (osteoporosis-pseudoglioma syndrome 

(OPPG)) mit verringerter Knochenmasse und erhöhter Frakturanfälligkeit leiden, haben einen 

mutationsbedingten Funktionsverlust des LRP5 (Gong et al., 2001). Die Entdeckungen, dass 

ein Funktionsverlust von LRP5 sowohl bei Mäusen als auch beim Menschen zu einer 

reduzierten Knochenmasse führt, bestärkten den Zusammenhang zwischen wnt-

Signaltransduktion und der Regulation des Knochenstoffwechsels. Neueste Studien haben

allerdings gezeigt, dass, obwohl LRP5 ein Co-Rezeptor des wnt/ß-catenin 

Signaltransduktionsweges ist, die reduzierte Knochenmasse bei LRP5 Knockout Mäusen 

nicht auf einen Osteoblasten-spezifischen LRP5 Verlust, sondern auf eine Inhibition der 

duodenalen Serotoninsynthese zurückzuführen ist (Yadav et al., 2008). Der LRP5-Knockout 

Effekt auf den Knochen ist bei Mäusen demzufolge wahrscheinlich nicht durch die LRP5-

Defizienz der Osteoblasten bedingt. 

Unabhänig davon spielen die wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade und ihre Co-

Rezeptoren eine wichtige Rolle für die Osteoblastenentwicklung. Gain-of-function-Mutationen 
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von LPR5 führen durch eine gesteigerte wnt Signaltransduktion zu einer vermehrten 

Knochenmasse (Boyden et al., 2002).

LRP6 beeinträchtigt zwar nicht wie LRP5 die Knochenbildung, aktiviert aber ebenfalls über 

Interaktionen mit wnt-Proteinen die Transkription wnt-abhängiger Gene. Eine Inaktivierung 

von LRP6 beeinflusst über Lef/TCF abhängige, osteoblastenspezifische Gene die 

Knochenresorption (Glass et al., 2005; Kato et al., 2002; Kubota et al., 2008). 

ß-Catenin 

ß-Catenin ist das Schlüsselelement der wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade. Mäuse 

mit Gain-of-function- und Loss-of-function-Mutationen von ß-catenin in Osteoblasten zeigen 

Veränderungen bezüglich ihrer Knochenmasse. Bei ß-catenin defizienten Mäusen kommt es 

durch die Herrunterregulation der Osteoprotegerin-Expression, einem Lef/TCF abhängigen

Zielgen der wnt/ß-catenin Signaltransduktion, in Osteoblasten zu verminderter 

Knochenmasse und erhöhter Osteoklastenaktivität. Gain-of-function-Mutationen dagegen 

zeigten entsprechend vermehrte Knochenmasse (Glass et al., 2005). Die kanonische wnt-

Signaltransduktionskaskade in Osteoblasten spielt also eine negativ regulatorische Rolle bei 

der Knochenresorption.

OPG/RANKL-System

Wnt-Proteine fördern die Expression des Lef/TCF abhängigen Zielgens Osteoprotegerin 

(OPG) und regeln gleichzeitig seinen Gegenspieler Rezeptor Aktivator of NF kappaB Ligand

(RANKL) herunter, wodurch die Knochenresorption unterdrückt wird (Logan and Nusse, 

2004). Das OPG/RANKL-System spielt für das sogenannte Knochen-remodeling eine 

wichtige Rolle. 

Sowohl Osteoprotegerin als auch RANKL sind von Osteoblasten (OB) synthetisierte 

Proteine. Osteoblasten haben also neben ihrer Knochenmatrix bildenden Funktion auch noch 

die Aufgabe, die Differenzierung von Osteoklasten zu regulieren. Über RANKL wird durch die 

Bindung an seinen Rezeptor, Rezeptor Aktivator of NF kappaB (RANK), die Differenzierung 

von Präeosteoklasten zu reifen Osteoklasten (OK) stimuliert. Osteoprotegerin, als löslicher 

Rezeptor hingegen ist in der Lage, RANKL abzufangen und so die Stimulation zu verhindern.
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Abbildung 1.3: Interaktion zwischen Osteoblasten und Osteoklasten durch das 
OPG/RANKL System.

Der kanonische wnt Signaltransduktionsweg wird über viele verschiedene extrazelluläre 

natürliche Antagonisten wie z.B. Soluble Frizzle-related proteins (SFRPs), Cerberus, wnt-

inhibitory factor (WIF1), Dickkopf (DKK), connective tissue growth factor (CTGF), Wise and 

sclerostin, die mit wnt-Proteinen oder ihren Co-Rezeptoren interagieren, reguliert (Rawadi 

and Roman-Roman, 2005). 

1.4.2 Zusammenhang zwischen ApoE und kanonischer wnt/ß-catenin 
Signaltransduktion

Im Zusammenhang mit anderen Zellsystemen werden modulatorische isoformspezifische 

Effekte des ApoE auf die wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade beschrieben. Da wnt-

Proteine regulatorische Bedeutung für die Differenzierung von Osteoblasten haben, könnten 

diese Effekte ebenfalls für den Knochenmetabolismus von Bedeutung sein.

So inhibiert ApoE4 in undifferenzierten PC12 Zellen (Phäochromozytomzellen der Ratte) den 

wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg. In Zellen, die mit LRP5 transfiziert wurden, wurde in 

geringerem Ausmaß ebenfalls eine Inhibition durch die Isoformen ApoE2 und ApoE3 

beobachtet (Caruso et al., 2006). Bei der Entstehung neurodegenerativer Krankheiten 

werden ebenfalls ApoE-Effekte auf den wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg diskutiert. Hier 

werden aufgrund bekannter Interaktionen mit LRP-Rezeptoren vor allem Verknüpfungen 

zwischen LRP6 und ApoE untersucht (De Ferrari et al., 2007). 

Es existieren Daten, die darauf hindeuten, dass LRP1 durch eine Komplexbildung mit 

Frizzled (Fz) den Fz/LRP5/6 Co-Rezeptor Komplex stört und so den kanonischen wnt/ß-

catenin Signaltransduktionsweg hemmt. (Zilberberg et al., 2004). Durch die Funktion als 

Ligand für den LDLR sowie für LRP1 besteht ebenfalls ein Zusammenhang zwischen  ApoE

und kanonischer wnt/ß-catenin Signaltransduktion. Auch beim VLDL Rezeptor, einem 

weiteren Mitglied der LDLR-Familie, wurde bereits eine negativ regulierende Funktion auf 

den wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg beschrieben (Chen et al., 2007). Ob ApoE seine 
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inhibitorische Wirkung auf den Knochenstoffwechsel ebenfalls über Interaktionen mit 

Rezeptoren der LDL-Rezeptorfamilie über den wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg 

vermittelt, ist nicht bekannt. Obwohl eine Interaktion zwischen LRP5/LRP6 und ApoE auf 

zellulärer und molekularer Ebene nicht ausreichend belegt ist, gibt es Vermutungen, dass 

ApoE über LRP5/6 in die Regulation des wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweges involviert 

ist (Kim et al., 1998; Magoori et al., 2003b).
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1.5 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit soll der Zusammenhang zwischen endogener Apolipoprotein E (ApoE) 

Expression und der osteogenen Differenzierung in vitro geprüft werden. 

Es soll die Hypothese geprüft werden, dass ApoE einen inhibitorischen Effekt auf die 

Differenzierung von Osteoblasten ausübt, und dass der postulierte Effekt isoformabhängig 

ist. 

Hierzu werden Experimente mit genetisch modifizierten, humanen mesenchymalen 

Stammzelllinien (hMSC Tert20) mit einer Überexpression der ApoE-Isoformen E3 und E4 und 

mit reduzierter ApoE-Expression durchgeführt. 

Anhand dieses Zellmodells sollen Unterschiede in der Expression osteogener 

Differenzierungsmarker auf mRNA-Ebene sowie auf Proteinebene untersucht werden. 

Außerdem soll an humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC Tert) und an primären 

murinen Osteoblasten geprüft werden, ob die vermutete Inhibition der osteogenen 

Differenzierung durch ApoE über den wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg vermittelt wird.

Hierzu werden ebenfalls Proteinanalysen und mRNA Expressionsanalysen durchgeführt, um 

den Effekt von ApoE auf den wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg anhand seiner 

Schlüsselelemente zu untersuchen. 
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine Zellkultur 

2.1.1 Lösungen und Medien

Ascorbinsäure (Merck)

Fetal Bovine Serum (FCS) (Gibco, South America)

α MEM (ohne Zusätze) (Sigma)

Penicillin/Streptomycin Gibco (Invitrogen)

Collagenase (Type Ia) (Sigma)

D-MEM Glutamax31966 Gibco (Invitrogen)

Dispase (grade II) Gibco (Invitrogen)

D-PBS Gibco (Invitrogen)

FBS HyClone (HyClone)

Glycerol-2-phosphate (Sigma)

Trypsin EDTA Gibco (Invitrogen)

1,25 Dihydroxy-cholecalciferol (Sigma-Aldrich) 83,3ng[~50µl]
(Vitamin D3) in Isopropanol/ 20ml Medium) 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Geräte

CO2-Brutschrank APT Line CB (Binder GmbH)

Falcons (Greiner)

Feinwaage BP 410S (Sartorius)

Steriflip Vacuum Filter (Millipore)

Gefäße, Cell Strainer, Pipetten (Falcon)

Lichtmikroskop CKX31 (Olympus)

Pipettierhilfe Accujet (Brand)

Sicherheitswerkbank Klasse 2 Hera Safe (Heraeus)

Vortexer VF2 (Janke+Kunkel, IKA)

Wärmebad (GFL)

Wärmekasten (Heraeus)

Zellkulturplatten, -flaschen (Nunc)

Zellspachtel (TPP)

Zentrifugen Tischzentrifuge Typ 1-15K (Sigma)

Laborzentrifuge Rotana TRC (Hettich)

1,5ml und 2ml Gefäße (Eppendorf)
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2.1.3 Zelllinien

Die Zelllinien, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind mesenchymale Stammzellen eines 

gesunden ApoE3-Spenders. Sie wurden durch Insertion der katalytischen Untereinheit der 

humanen Telomerase immortalisiert (Simonsen, 2002). Durch lentiviralen Gentransfer wurde 

das Apolipoprotein E in diesen Zellen überexprimiert, durch shRNA die Expression  

herunterreguliert. Entsprechende Kontrollen mit leerem Vektor bzw. randomisierter anti-sense 

RNA wurden ebenfalls generiert (Born Stephan, 2008). Bei der Transfektion der Zelllinien 

T20-hApoE3 und T20-hApoE4 sowie der Kontrolllinie T20-Empty Lenti wurde zusätzlich zu 

ApoE auch GFP (grün fluoreszierendes Protein) mit in die Zellen eingebracht, so dass die

Infektion der Zellen einfach und schnell unter dem Mikroskop geprüft werden konnte. Die 

Zelllinie T20-shApoE sowie die entsprechende Kontrollzelllinie sind zusätzlich mit einer 

Puromycin-Resistenz ausgestattet und wurden durch puromycinhaltiges Medium 

selektioniert.

Des Weiteren wurden Experimente mit primären murinen Osteoblasten von ApoE-defizienten 

Mäusen, verglichen mit genetisch unveränderten Mäusen (Wildtyp), durchgeführt. Die Zellen 

wurden aus den Calvarien 3-4 Tage alter Mäuse präpariert und differenziert. Tabelle 2.1 gibt 

einen Überblick über die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und primären Zellen.

Tabelle 2.1: 

Bezeichnung Herkunft Funktion

hMSC Tert20
Humane mesenchymale Stammzelle 
(Simonsen, 2002)

Wildtyp (Spender: E3/3)

T20-Empty Lenti Humane mesenchymale Stammzelle
Virus-Vektor Kontrolle für 
Überexpression 

T20-hApoE3 Humane mesenchymale Stammzelle Überexpression ApoE3

T20-hApoE4 Humane mesenchymale Stammzelle Überexpression ApoE4

T20-Lenti sh scrambled Humane mesenchymale Stammzelle shRNA Kontrolle

T20-shApoE Humane mesenchymale Stammzelle shRNA Knockdown gegen ApoE

pmOB ApoE WT Primäre murine Osteoblasten Wildtyp (Kontrolle)

pmOB ApoE KO Primäre murine Osteoblasten ApoE Knockout

2.1.4 Differenzierung von hMSC Tert20 Zellen zu Osteoblasten

Die Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium (DMEM) mit 10% fötalem 

Kälberserum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin (P/S) bei 37°C und 5% CO2 in T75 

Zellkulturflaschen kultiviert. Es fand im Abstand von drei Tagen ein Mediumwechsel statt. Je 

nach Dichte der Zellen wurden diese abtrypsiniert und im Verhältnis 1:10 passagiert. 
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Zur osteoblastären Differenzierung wurden die Zellen je nach Experiment auf 

Zellkulturplatten mit 10.000 Zellen pro well auf einer 12-well-Platte oder mit 50.000 Zellen pro 

well auf einer 6-well-Platte ausgesetzt und bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2-

Sättigung im Inkubator kultiviert. Nach einem standardisierten Protokoll wurden die Zellen 

durch Zugabe von Differenzierungsmedium, bestehend aus Standardmedium, ß-

Glycerophosphat (10µl/ml Medium), Ascorbat (10µl/ml Medium) und Vitamin D3 

(83,3ng[~50µl] in Isopropanol/ 20ml Medium), zur osteogenen Differenzierung stimuliert. 

Ascorbat ist ein wichtiger Co-Faktor bei Hydroxylierungs -Carboxylierungen, 

z.B. für die Hydroxylierung von Kollagen. Phosphat ist ein wichtiger Bestandteil bei der 

Mine -Glycerophosphat diente als Phosphatspender. Vitamin 

D3 wurde wegen des bekannten Effekts auf die osteoblastäre Genexpression und als 

Differenzierungsstimulus zugefügt (Zhang et al., 1997; Reichel et al., 1989). Dieses so 

zusammengesetzte Differenzierungsmedium wurde erstmalig gegeben sobald die Zellen 

miteinander in Zell-Zell-Kontakt standen und subkonfluent (ca. 80% des Bodens bedeckend) 

gewachsen waren. Dieser Tag wurde standardmäßig als Tag 0 festgelegt. Das Medium 

wurde jeden dritten Tag erneuert. Die Zellkulturen wurden bis zu 12 Tage differenziert. Zellen 

und Zellkulturüberstände wurden geerntet und im Anschluss auf Protein- oder RNA-Ebene 

untersucht. 

2.1.5 Präparation und Differenzierung primärer muriner Osteoblasten

AntifectN liquid (Schülke)

Chirurgisches Einmal-Skalpell (Braun)

Diethylether (Roth)

Zur Gewinnung primärer Osteoblasten wurden die Parietalblätter der Calvarien drei Tage 

alter ApoE-defizienter  Mäuse (ApoE KO) sowie die genetisch unveränderter Mäuse (Wildtyp) 

als Kontrolle (ApoE WT) präpariert. Um die Calvarien zu präparieren, wurden die Mäuse 

zuvor mit Diethyletherdampf getötet und anschließend in einer Antifect-Lösung desinfiziert. 

Von den präparierten Parietalblättern wurden vorsichtig Blut- und Geweberückstände mit 

dem Skalpell entfernt und bis zum Ende der Präparation in gekühltem PBS aufbewahrt. Nach 

der Präparation aller Parietalblätter wurde das PBS verworfen und die primären Osteoblasten 

wurden in einem Digestionsmedium mit Kollagenase und Dispase (50ml alpha-MEM, 50mg 

Kollagenase Typ Ia, 100mg Dispase 2) durch einen enzymatischen Verdau isoliert. Während 

des Verdaus wurden die Parietalblätter im Digestionsmedium fünfmal 10 Minuten im 

Orbitalshaker bei 37°C und 180rpm inkubiert; nach jedem Durchgang erfolgte ein Wechsel 

des Digestionsmediums. Nach dem enzymatischen Verdau wurden die gesammelten 



Material und Methoden

26

Überstände der letzen drei Durchgänge durch einen Cellstrainer, mit einer Porengröße von 

0,4µm, filtriert und anschließend bei 1300rpm fünf Minuten zentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen und die Zellen zunächst in 1ml Kulturmedium (alpha-MEM, 10% HyClone 

FBS, 1% P/S) resuspendiert. Mit Hilfe einer Zählkammer von Neubauer wurden die Zellen 

unter dem Mikroskop ausgezählt. 

Die primären Osteoblasten wurden auf Zellkulturplatten mit 30.000 Zellen pro well auf einer 

12-well-Platte ausgesetzt und bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2-Sättigung im 

Inkubator kultiviert. Ein erster Wechsel des Mediums erfolgte innerhalb der nächsten 24 

Stunden, um Zelltrümmer und nicht adhärente Zellen zu entfernen.

Zur osteoblastären Differenzierung wurden die Zellen durch Zugabe von Induktionsmedium, 

bestehend aus Kulturmedium, ß-Glycerophosphat (10µl/ml Medium) und Ascorbat (10µl/ml 

Medium) stimuliert. 

Dieses so zusammengesetzte Differenzierungsmedium wurde erstmalig gegeben, sobald die 

Zellen subkonfluent gewachsen waren. Das Medium wurde jeden dritten Tag gewechselt. Die 

Zellkulturen wurden 6-12 Tage differenziert und anschließend auf Protein- oder RNA-Ebene 

untersucht.

2.1.6 Herstellung von wnt3a-Medium und Kontrollmedium

Tabelle 2.2 gibt einen Überblick über die zur Herstellung von wnt3a-Medium und 

Kontrollmedium verwendeten Zelllinien.

Tabelle 2.2: 

Bezeichnung Herkunft Funktion

L-Cells Murine Fibroblasten (31) LGC Kontrolle

L-Cells wnt3a Murine Fibroblasten (Willert et al., 2003) LGC wnt3a Produktion

Zur Herstellung von wnt3a-Medium wurden die Zellen (L-Cells wnt3a) in T75 Flaschen für 

drei Tage bis zur 80%igen Subkonfluenz in 10ml Standardmedium in Kultur gehalten. Das 

Medium wurde abgenommen, steril filtriert, und es wurde erneut 10ml frisches Medium auf 

die Zellen gegeben. Der Überstand wurde nach drei Tagen erneut abgenommen, ebenfalls 

steril filtriert und mit dem ersten Teil vermengt. Das gewonnene wnt3a-Medium (CM wnt3a) 

kann bei 4°C gelagert werden.

Das Kontrollmedium (CM) wurde auf die gleiche Weise hergestellt. 

Zur Stimulation der Zellen wurde eine Verdünnung mit Standardmedium (DMEM mit 10% 

FCS und 1% P/S) im Verhältnis 1:2 eingesetzt.
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2.2 ApoE-Elisa

Blocking Puffer 0,1M Na2HPO4/ Na2HPO4, (p.A), 0,12M NaCl (p.A.), 1%BSA 
(Merk 112018), 1,0mM EDTA (Titriplex III, Merk), 0,055% 
Tween 20 (BioRad), pH 7,0

ELISA-Reader Biotrak II (Amersham Biosiences)

Kontrollserum 37mg/ml- Range 31-43µg/ml (Behring)

Microtiter strips Immuno-modules, Maxisorp (Nunc)

Plasma-Pool Standard 64ng/ml, 32ng/ml, 16ng/ml, 8ng/ml, 4ng/ml, 2ng/ml, 1ng/ml in 
Blockingpuffer 

Substratlösung 25ml H2O, 1ml Substratpuffer (Malonic acid 1,3M, Na-Acetate 
0,6M NaOH 1,11M) 1ml H202, 1ml Tetramethylbenzidine (TMB)

Waschlösung PBS +0,05% Tween 20

Um die Apolipoprotein E Konzentrationen in den Überständen der verschiedenen Zelllinien 

zu bestimmen, wurde ein Elisa (Enzyme-linked immuno Sorbent Assay) durchgeführt. Es 

handelt sich hierbei um ein immunologisches Nachweisverfahren. Mit Hilfe spezifischer 

Antikörper, die zuvor mit einem Enzym markiert wurden, können u.a. Proteine durch eine 

enzymatische Farbreaktion nachgewiesen werden. Hierbei wurden zunächst die zu 

bestimmenden Zellkulturüberstände der verschiedenen Linien in entsprechende Verdünnung 

gebracht. Die Überstände der ApoE überexprimierenden Zellen wurden im Verhältnis 1:100 

mit Blocking-Lösung verdünnt, während bei den restlichen Zelllinien eine 1:2 Verdünnung 

ausreichte. Außerdem wurde eine Plasma-Pool Standardreihe mit bekannter Konzentration 

pipettiert, die bei der Auswertung als Eichreihe diente. Zusätzlich wurde ein Kontroll-Serum 

(ApoE von Behring) mit bekannter Konzentration von 37µg/ml 1:6.000 verdünnt, um die 

Funktionalität des Elisa´s zu überprüfen.

Es wurden pro well je 100µl der Proben, der Standards und des Kontrollserums in 

Doppelwerten aufgetragen und bei 37°C für 90min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der 

Platte mit 300µl Waschpuffer wurden pro well 100µl der Antikörperlösung (goat anti ApoE-

HRP, polyclonal (Genetex) 1:2000) aufgetragen und unter leichtem Schütteln für 60min bei 

37°C inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt mit drei Waschzyklen. 

Zur Entwicklung und photometrischen Messung wurden pro well 250ml der Substratlösung 

pipettiert. Nach einer ca. 20minütigen Inkubationszeit im Dunkeln (RT) entwickelte sich durch 

die Reaktion von Peroxidase und Substratlösung ein blauer Farbstoff. Die Farbreaktion 

wurde mit 50µl 2M H2SO4 gestoppt und anschließend die Extinktion bei 450nm gemessen. 

Die ApoE-Konzentration der Proben wurde anhand der Extinktionswerte der Standardreihe 

errechnet.
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2.3 125I-Chylomikronen Remnant Aufnahme

Automatic Gamma Counter 1272 Clinigamma (LKB Wallac)

Zelllinien hMSC Tert20

T20-Empty Lenti

T20-hApoE3

T20-hApoE4
125I –Triglyceridereiche Lipoproteine (TRL) 0.9mg/ ml 

5% Lipoprotein defizientes Serum (LPDS)

Es wurden 500ml FCS mit 176,8g KBr versetzt und 12 Stunden bei 38000 rpm zentrifugiert. 
Anschließend wurden die aufgrund ihrer geringeren Dichte flottierenden Lipoproteine 
abgenommen und das verbleibende Serum viermal 24 Stunden gegen jeweils frischen 
LPDS-Puffer in Dialyse-Schläuchen (Servapor, Serva, Heidelberg, Deutschland) dialysiert. 
Das aufgereinigte Serum wurde durch einen Sterilfilter filtriert. Das LPDS wurde vom Institut 
nach der oben beschriebenen Methode hergestellt und mir für meine Versuche zur 
Verfügung gestellt.

Um die Funktionalität des sekretierten ApoE der überexprimierenden Zelllinien zu 

untersuchen, wurde ein Aufnahme Assay mit 125I-Chylomikronen Remnants durchgeführt.

Hierzu wurden zunächst 100.000 Zellen/well pro Linie auf einer 12-well-Platte in 

Dreifachwerten ausgesetzt und für 24 Stunden in 10% FCS-Medium und für 24 weitere 

Stunden in 5% LPDS-Medium in Kultur gehalten. Die Versuchsansätze wurden aus je 1,8ml 

Medium (3x 600µl/well der Zellkulturüberstände) und 5–20µg/ml 125I –TRL hergestellt. Das 

Restmedium wurde von den Zellen abgesaugt und verworfen. Nach einem Waschschritt mit 

warmem PBS wurden anschließend vorsichtig je 500ml des radioaktiven Ansatzes pro well 

auf die Zellen pipettiert und für 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die 

radioaktiven Überstände abgenommen und entsprechend entsorgt. Die Zellen wurden 

dreimal für 2 Minuten mit je 1ml kaltem PBS-Heparin (100U/ml) und ein weiteres mal mit PBS 

gewaschen. Die Zellen wurden in 500µl 0,1M NaOH resuspendiert und anschließend wurde 

der radioaktiv markierte Anteil pro Volumen mit einem Gammacounter der Firma Packard

gezählt. Anhand einer Proteinbestimmung nach Lowry (s.u.) wurden die counts/ml auf mg 

Zellprotein umgerechnet.

2.4 Herstellung von Gesamtzelllysat

BSA- Standard 2mg/ml, 1mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,0125 mg/ml, 
0,0625mg/ml  BSA ddH20

Folin-Reagenz Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz (Merck)1:1 in ddH20

Lowry Lösung A 2% Na2CO3, 0,02% NaK-Tratat in 0,1M NaOH

Lowry Lösung B 0,5% CuSO4 , 5% SDS
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Lowry Lösung C 50:1 Lösung A: Lösung B

PIC Proteinase Inhibitor Cocktail 
1mM PMSf in DMSO + 10mM Leupeptin, 10mM Aprotinin, 1mM 
Pepstatin, 10mM ALLN 

RB- Puffer Resuspensionspuffer
50mM Tris HCl pH 8,0, 2mM CaCl2, 80 mM NaCl, 1% Triton X  
100, ad 10ml 

2.4.1 Gesamtzellprotein

Um Gesamtzellprotein zu gewinnen, wurden die Zellen nach dem Ernten in 30-200µl  RB-

Puffer mit PIC (1:1000) resuspendiert und für 5 Minuten auf Eis lysiert. Nach dem Scheren 

der DNA mit einem Utraschall-Sonifier für 10sec. bei einer Amplitude von 30% wurde das 

Lysat für 30 Minuten bei 4°C mit 13.000rpm zentrifugiert, um verbliebene Zelltrümmer zu 

entfernen. Die Überstände wurden abgenommen und bis zum weiteren Gebrauch bei  –20°C 

gelagert.

2.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung erfolgte nach SDS-Lowry. Ein Standard mit bekannter BSA-

Konzentration und die zu bestimmenden Proben wurden mit 0,1M NaOH verdünnt. Hierbei 

wurden je 20µl des Standards und 2µl der Proben mit NaOH auf 100µl gebracht und 

anschließend 1ml der Lowry-Lösung C zugegeben. Durch kurzes Vortexen wurden die 

Proben gemischt und bei Raumtemperatur für 10 Minuten inkubiert. In alkalischer Lösung 

kommt es zur Komplexbildung zwischen Peptidbindungen und Kupfer-Ionen. Kupfer wird im 

Proteinkomplex reduziert. Nach Zugabe von 100ml Folin-Reagenz folgte eine weitere 

Inkubationszeit von 30 Minuten im Dunkeln. Der entstandene blaue Farbumschlag resultiert 

aus der Reaktion des reduzierten Kupfers auf das Folin-Reagenz und kann zur quantitativen 

Proteinbestimmung mittels Photometrie genutzt werden. Für die Messung wurden je 300ml 

pro well in Doppelwerten in eine farblose 96well Microtiterplatte mit flachem Boden pipettiert 

und mit einem Photometer bei 760nm gemessen. Anhand der mitgemessenen Standardwerte 

wurde eine Eichreihe mit linearer Steigung erstellt und anhand dieser die 

Proteinkonzentration der Proben berechnet.

2.5 Western Blot Analyse

Blockinglösung 10%Milchpulver in TBS+Tween

Blottingpuffer: 56,2g Glycin, 12,1g Tris, 1l Methanol, ad 5l H20 

BSA (Applichem, Biochemica)

Entwicklungsmaschine X-OMAT 1000 Processor (Kodak)
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Loading-Puffer 1:2:1 Mecaptoethanol (Serva): 10%SDS: Bromphenolblau in 
(Merk) /Glycerol 87%

Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche)

Mini Gel 4-12% NuPAGE Bis-Tris (Invitrogen)

Nitrozellulosemembran 0,45µm (Whatman)

Ponceaulösung (Serva)

Power Supply Power PAC 200 (BioRad)

Rainbow marker RPN800 (Amersham/GE Healthcare)

Röntgenfilm Hyperfilm ECL (Amersham)

Röntgenkassette 18x24cm (Rego)

Running- Puffer NuPAGE SDS(Invitrogen) 1:20 in dd H20

Scanner scanjet 3970 (hp)

Schüttler VIBRAXX (Janke+Kunkel, IKA)

TBS-T 150mM NaCl, 25 mM Tris-HCl, 1% Tween-20

Thermomixer (Eppendorf)

10 x PBS 80g NaCl, 2g KCl, 26,8g Na2HPO4 * 7H2O, 2,4g KH2PO4, ad  1L 
ddH2O, pH: 7,0

1 x PBS 100ml 10x PBS, ad 1L dd H20

1. Antikörper in Blockinglösung

2. Antikörper in TBS-T +5%BSA

Tabelle 2.3: primäre Anikörper

Bezeichnung Firma Wirt Größe Verdünnung

-ApoE Chemicon Ziege ~34 kDa 1:2500

-ß-aktin Sigma Maus ~44 kDa 1:10-50.000

–ß-catenin Santa Cruz Maus ~81-104 kDa 1:200

-GAPDH Novus Biologicals Ziege ~30-40 kDa 1:15.000

Tabelle 2.4: sekundäre Antikörper

Bezeichnung Firma Wirt Verdünnung

goat- -mouse-Po Jackson Immuno Research Maus 1:5000

donkey- - goat -Po Jackson Immuno Research Maus 1:5000

Beim Western Blot Verfahren werden zunächst Proteine mittels Gelelektrophorese 

aufgetrennt und anschließend auf eine Trägermembran übertragen. Spezifische primäre 

Antikörper (AK) binden an die zu bestimmende Proteinbande. Über sekundäre unspezifische 
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Antikörper, die mit einem Enzym markiert sind, kann durch Zugabe eines 

wasserstoffperoxidhaltigen Substrates eine Chemilumineszenzreaktion ausgelöst werden. 

Durch Belichten eines Röntgenfilms können so die Proteinbanden dargestellt werden.

Nachdem der Proteingehalt der zu untersuchenden Proben bestimmt worden war, wurden 

alle Proben mit Wasser verdünnt und so auf einen einheitlichen Proteingehalt (10µl-50µl) 

gebracht. Nachdem Loading-Puffer im Verhältnis 1:2 dazugegeben wurde, folgte eine 10 

minütige Denaturierung bei 60-95°C. Der Molekulargewichtsmarker wurde auf die gleiche 

Weise behandelt. Nach kurzem Abzentrifugieren der Proben wurden zwischen 10-30µl pro 

Geltasche auf ein „NuPAGE Novex Bis-Tris Mini Gel“ aufgetragen. Die Elektrophorese 

erfolgte bei 70-140mA und konstanter Volt-Zahl in NuPAGE SDS-Running Puffer. Die so 

aufgetrennten Proteine wurden anschließend in einem Tank-Blot-Verfahren in Blottingpuffer 

für drei Stunden bei 400mA und 4°C auf eine Nitrozellulosemembran übertragen.

Nachdem die Membran zur Kontrolle der Gleichmäßigkeit mit Ponceau S angefärbt, dies 

dokumentiert und anschließend mit PBS wieder entfärbt wurde, wurden die unspezifischen 

Bindungsstellen der Membran durch mindestens 30minütiges Schwenken in Blockinglösung 

abgesättigt. 

Die Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte über Nacht bei 4°C. Darauf folgten fünf 

Waschschritte (1x PBS,4x TBS-T für 10min), eine 90minütige Inkubation im 

Sekundärantikörper sowie eine wiederholte Waschreihe mit TBS-T (4x10min).

Zum Detektieren der gesuchten Banden wurden zunächst Lumi-Light Western Blotting 

Substrate 1 und 2 im Verhältnis 1:2 gemischt, auf die Membran gegeben und diese für zwei 

Minuten inkubiert. Durch die entstandene Chemilumineszenz wurden die gesuchten Banden 

auf dem Röntgenfilm sichtbar gemacht.

2.6 Immunfluoreszenz

Blocking-Lösung 2% BSA in PGS

DAPI-Lösung zur Kernfärbung (5µl/100ml PBS) (Sigma)

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 (Zeiss)

Fluoromount (SouthernBiotech)

Konfokales Laser Scanning Mikroskop LSM 510 META (Zeiss)

PFA (Paraformaldehyd) 4% PFA in ddH2O +1% 1M NaOH

PGS 0,5g Glycin; 0,05g Saponin ad 100ml PBS

PGST 0,5g Glycin; 0,05g Saponin ad 100ml PBS +1% 
TritonX 100
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Tabelle 2.5: primäre Antikörper

Bezeichnung Firma Wirt Verdünnung

-ApoE HRP Gene Tex Ziege 1:25

Tabelle 2.6: sekundäre Antikörper

Bezeichnung Firma Wirt Verdünnung

goat- -HRP Cy3 (rot) Jackson Immuno Research Ziege 1:250

Bei der Immunfluoreszenzfärbung werden Proteine mit Hilfe fluoreszierender Antikörper 

sichtbar gemacht. Dieses Verfahren eignet sich gut, um die Lokalisation von Proteinen 

innerhalb der Zellen sichtbar zu machen.

Dafür wurden Zellen in einer 24-well-Platte à 75.000 Zellen/well auf Coverslips ausgesät und 

24 Stunden in Kultur gehalten. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Coverslips 

mit je 1ml 4% Paraformaldehyd pro well für 30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. 

Anschließend wurden die Zellen erneut mehrmals für 5min mit PBS gewaschen. Um die 

Zellen für die Antikörper zu permeabilisieren, folgten drei weitere Waschgänge zu je 5 

Minuten in 1ml PGST.

Zum Blocken der unspezifischen Bindungen wurden je 60µl Blocklösung auf Coverslips 

pipettiert und diese für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Es wurden je 50µl Erst-Antikörper-Lösung, in entsprechender Verdünnung in Blocklösung, 

auf die Coverslips aufgetragen und diese in einer Feuchtkammer eine Stunde bei 37°C 

inkubiert.

Nach zweimaligem Dippen in PBS und erneutem zweimaligen Waschen mit PGST erfolgte 

die 45minütige Inkubation mit der Zweit-Antikörper-Lösung, die zusätzlich Dapi-Lösung im 

Verhältnis 1:1000 zur Anfärbung der Zellkerne enthielt.

Nach erneutem Waschen in PBS wurden die Coverslips mit den Zellen nach unten auf den 

mit ca. 4µl Fluoromount betropften Objektträger gelegt, getrocknet und anschließend kühl 

und dunkel gelagert.

Die Ergebnisse wurden durch konfokale Laser Scanning Mikroskopie dokumentiert.

2.7 Reporter Assay zur Aktivitätbestimmung des Transkriptionsfaktors 
Lef/TCF

In eukaryontischen Zellen, die mit einem für die Luciferase codierenden Vektor transfiziert 

wurden, können Luciferase Reporter Gene Assays zur quantitativen Messung der 

Expression von Luciferase eingesetzt werden. Diese Reporter Assays zur Bestimmung der 
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Aktivität der Transkriptionsfaktorfamilie Lef/TCF wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe 

von Prof. Dr. Kassem (Odense, Dänemark) durchgeführt und mir freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt.

Die Zellen wurden mit einer Zellzahl von 10.000 Zellen/well auf einer 24-well-Platte 

ausgesetzt und durch eine 24 stündige Inkubation mit 150ng SuperTop und 10ng SV40 

Renilla Vektor transfiziert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit 50%igem CM 

wnt3a für 24 Stunden stimuliert und im Anschluss die Luciferaseaktivität mit einem 

Lumimeter gemessen.

2.8 RNA-Präparation

Nanodrop ND- 1000 UV-Vis Spectrophotometer (PeqLab)

RNeasy Mini Kit (Qiagen)

Tirzol (Invitrogen)

Für die Isolierung der RNA wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen) verwendet. Die Zellen 

wurden in 1ml Trizol (Invitrogen) gelöst und lysiert. Zu den Proben wurden 200µl Chloroform 

gegeben und nach 15 Sekunden langem Vortexen für 15 Minuten (13000rpm, RT) 

zentrifugiert. Der entstandene obere klare Überstand mit den enthaltenen Nukleinsäuren 

wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Um die RNA zu fällen, wurden 600ml 96%iges 

Ethanol hinzugefügt. Die Lösung wurde anschließend auf die RNeasy Zentrifugationssäulen 

gegeben und entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt. 

Abschließend wurde die RNA mit 30µl DPEC-H2O (Qiagen) von der Säule eluiert und mittels 

NanoDrop die Konzentration bestimmt. Die Angabe der Konzentration erfolg

2.9 Quantitative RT-PCR

cDNA Reverse Transkriptase

Zur Herstellung der komplementären cDNA, aus der vorher isolierten RNA, wurde das High 

Capacity cDNA Transcription Kit (Applied Biosystems) verwendet und nach dessen Protokoll 

gearbeitet. Für die Herstellung der cDNA durch die reverse Transkriptase wurden 1µg RNA 

eingesetzt. Diese wurde mit RNAse-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 25µl RNA-

Lösung gebracht. Je RNA-Probe wurden 25µl RNA-Lösung und 25µl RT-Mastermix pipettiert. 

Die Synthese der cDNA erfolgte im Thermocycler unter folgenden Bedingungen: 10 Minuten 

bei 25°C, 120 Minuten bei 37°C, 5 Minuten bei 85°C und bis zum Ende konstant  bei 4°C 

gehalten.
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RT-Mastermix: -  5µl Reverse Transcription Buffer (10x)

- 5µl Reverse Transcription Buffer (10x)

- 2µl dNTPs Mix (25x) 

- 5µl Random primer (10x)

- 2,5µl MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/µl)

- 2,5/µl RNase Inhibitor

- 8µl Nuclease-free (DEPC-treated) H2O

TaqMan™-Prinzip

Die Real-time-PCR mit dem TaqMan™-Prinzip ist dadurch gekennzeichnet, dass die 

Quantifizierung einer Ausgangsmenge von Template-DNA möglich ist, und die Amplifikation 

des Templates hinsichtlich ihrer Kinetik verfolgt werden kann. Neben den Primern wird der 

PCR-Reaktion ein weiteres Oligonukleotid (Sonde/Probe) zugefügt. Dieses bindet 

sequenzspezifisch die Template-DNA im Bereich des zu amplifizierenden Fragments. Die 

Sonde ist am 5´-Ende mit einem Reporter und am 3´- Ende mit einem Quencher markiert. 

Reporter sind Fluoreszenzfarbstoffe, die jeweils durch Licht einer bestimmten Wellenlänge 

angeregt werden. Quencher sind Reaktionspartner, die in Form von Licht aufgenommene 

Energie als Schwingungsrelaxation abgeben. Das Anregungsspektrum des Quenchers 

entspricht dabei dem Emissionsspektrum des Reporters, sodass durch die räumliche Nähe 

das vom Reporter emittierte Licht vom Quencher absorbiert wird, der wiederum über 

Schwingungsrelaxation die aufgenommene Energie abbaut. Das TaqMan™-Prinzip nutzt 

hierbei die 5´... 3´-Exonucleaseaktivität der Taq-DNA-Polymerase aus. Bei der Elongation 

trifft die Taq-DNA-Polymerase nach Anlagerung der Primer auf das 5´-Ende der Sonde und 

baut dieses durch ihre 5´... 3´-Exonucleaseaktivität ab. Dadurch wird die räumliche Nähe von 

Reporter und Quencher aufgehoben, und der Reporter emittiert Licht seines 

charakteristischen Spektrums, welches durch optische Detektoren gemessen wird. Die 

Messung der Fluoreszenzintensität durch die Detektoren erfolgt während jedes PCR-Zyklus. 

Je größer die Anzahl der Amplifikate wird, desto mehr Reportermoleküle werden freigesetzt 

und entsprechend nimmt auch die Fluoreszenzintensität zu. 

Tabelle 2.7: Untersuchte Gene und dazugehörige Primer

AoD Gen Assay ID Sequenz

hTBP= 
hTAF1

TATA box binding protein Hs00270322_m1 AAGCAGGTAACACAGGAAGGTGAAG

hApoE Apolipoprotein E Hs00171168_m1 GGAACTGAGGGCGCTGATGGACGAG

hCol1a1 Collagen 1a1 Hs00164004_m1 AGACGAAGACATCCCACCAATCACC
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hALP Alkalische Phosphatase Hs00758162_m1 GGACTACCTATTGGGTCTCTTCGAG

hOCN= 
hBGLAB

Osteocalcin Hs01587813_g1 ATCGCTGGCCAGGCAGGTGCGAAGC

hOPG Osteoprotegerin Hs00171068_m1 TGCTGCGCGCTCGTGTTTCTGGACA

Die zu untersuchenden Gene wurden im Verhältnis zum TATA box binding protein 

(hTbp_AoD) als housekeeping Gen normiert und in Kopien x 104 angegeben.

Die Evaluation dieser Ergebnisse wurde freundlicherweise von Frau Birgit Henkel 

durchgeführt.

2.10 Osteoprotegerin- Elisa

Elisa-Kit Quantikine Mouse OPG/TNFRSF11B Immunoassay (R&D 
Systems)

ELISA-Reader Biotrak II (Amersham Biosiences)

Um die Osteoprotegerin-Konzentrationen im Zellkulturüberstand primärer muriner 

Osteoblasten zu bestimmen, wurde ein quantitativer Sandwich-Elisa (Enzyme-linked immuno 

Sorbent Assay) durchgeführt. Mit einem monoklonalen spezifischen Osteoprotegerin-

Antikörper beschichtete Mikrotiterplatten binden das in den Proben enthaltene 

Osteoprotegerin. Mit Hilfe polyklonaler spezifischer Osteoprotegerin-Antikörper, die zuvor mit 

einem Enzym markiert wurden, können die gebundenen Proteine durch eine enzymatische 

Farbreaktion nachgewiesen werden. Hierbei wurden zunächst die zu bestimmenden 

Zellkulturüberstände im Verhältnis 1:50 mit RD5-3 Lösung verdünnt. Außerdem wurde eine 

Plasma-Pool Standardreihe mit bekannter Konzentration pipettiert, die bei der Auswertung 

als Eichreihe diente. 

Zu Beginn wurden je 50µl RD1-21 Lösung in jedes well gegeben. Danach wurden pro well je 

50µl der Proben und des Standards in Doppelwerten aufgetragen und bei Raumtemperatur 

für zwei Stunden inkubiert. Nach fünfmaligem Waschen der Platte mit 400ml Waschpuffern 

wurden pro well 100ml der Antikörperlösung (mouse OPG Conjugate) aufgetragen und nach 

leichtem Schütteln für zwei Stunden bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Es folgte ein 

erneuter Waschschritt mit fünf Waschzyklen. 

Zur Entwicklung und photometrischen Messung wurden pro well 100µl der Substratlösung 

pipettiert. Nach einer ca. 30minütigen Inkubationszeit im Dunkeln (RT) wurde die 

Farbreaktion mit 100µl Stopplösung gestoppt und anschließend die Extinktion bei 450nm 

gemessen.
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Die Osteoprotegerin-Konzentration der Proben wurde anhand der Extinktionswerte der 

Standardreihe errechnet.
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3 Ergebnisse

Die durchgeführten Versuche lassen sich thematisch in drei Abschnitte gliedern.

Erstens wurden die humanen mesenchymalen Stammzelllinien mit lentiviraler ApoE 

Überexpression und shRNA ApoE Knockdown hinsichtlich ihrer ApoE-Expression untersucht 

und charakterisiert. Hierzu wurde die ApoE-Konzentration auf mRNA Ebene mittels 

quantitativer RT-PCR untersucht. Immunchemisch wurden sowohl durch Western Blot 

Analysen und ApoE-Elisa intra- und extrazelluläre Proteinanalysen durchgeführt als auch 

Unterschiede der ApoE-Expression mittels Immunfluoreszenz optisch dargestellt. Die 

Funktionalität des endogen überexprimierten Apolipoproteins wurde durch ein 

Aufnahmeexperiment mit 125Iod-markierten triglyceridreichen Lipoproteinen (TRL) in diesem 

Zusammenhang getestet.

Der zweite Teil beschäftigte sich mit der Untersuchung der Unterschiede des osteogenen 

Differenzierungsverhaltens der genetisch modifizierten Zelllinien. Hierzu wurde die mRNA 

Expression osteogener Differenzierungsmarker sowohl von Zelllinien mit einer 

Überexpression der ApoE-Isoformen E3 und E4 sowie von einer Zelllinie mit einer 

reduzierten ApoE-Expression bestimmt. 

Der dritte Abschnitt befasst sich mit dem Einfluss von ApoE auf den kanonischen wnt/ß-

catenin Signaltransduktionsweg. In Abhängigkeit von ApoE sowie etablierter Stimulatoren 

des wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweges wurden ß-catenin Western Blot Analysen 

durchgeführt. Ferner wurde auf mRNA Ebene die Expression des  Lef/TCF abhängigen 

Zielgens Osteoprotegerin untersucht. Diese Experimente wurden ergänzend zu denen mit  

humanen mesenchymalen Stammzellen zusätzlich mit primären murinen Osteoblasten 

durchgeführt. Darüber hinaus wurde durch Reporter Assays die Aktivität des 

Transkriptionsfaktors Lef/TCF in den humanen mesenchymalen Stammzelllinien bestimmt.
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3.1 Charakterisierung der humanen mesenchymalen Stammzelllinien mit 
lentiviraler ApoE Überexpression und shRNA ApoE Knockdown

Die Zelllinien, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind mesenchymale Stammzellen eines 

gesunden ApoE3/3 Spenders. Sie wurden durch Insertion der katalytischen Untereinheit der 

humanen Telomerase immortalisiert (Simonsen, 2002). Durch lentiviralen Gentransfer wurde 

in diese Zellen Apolipoprotein E3 und Apolipoprotein E4 überexprimiert, durch shRNA die 

Expression von ApoE herunterreguliert. Entsprechende Kontrollen mit leerem Vektor bzw. 

randomisierter anti-sense RNA wurden ebenfalls generiert (Born Stephan, 2008). Eine 

Zelllinie mit einer Überexpression der Isoform ApoE2 stand für die in dieser Arbeit 

durchgeführten Versuche nicht zur Verfügung.

Diese Zelllinien mit genetisch modifizierter ApoE-Expression und ihre Kontrollen wurden in 
unserem Labor bereits vor Beginn meiner Arbeit hergestellt, diesbezüglich jedoch noch nicht 
charakterisiert. Folgende Zelllinien wurden verwendet:

hMSC Tert20 immortalisierte parentale humane Zellen eines E3/3 Spenders 

T20-Empty Lenti Kontrollzellen mit leerem Virus-Vektor 

T20-hApoE3 genetisch modifizierte ApoE3 überexprimierende Zellen

T20-hApoE4 genetisch modifizierte ApoE4 überexprimierende Zellen

T20-Lenti sh scambled Kontrollzellen mit shRNA 

T20-shApoE genetisch modifizierter ApoE Knockdown

Im Folgenden werden die eben erklärten Abkürzungen zur Benennung der Zelllinien 

verwendet. 

Um diese sechs verschiedenen Linien der parentalen hMSC Tert20 Zelllinie miteinander 

vergleichen zu können, sind gleiche Grundvoraussetzungen von großer Bedeutung. Da das 

Wachstum der unterschiedlichen Linien leicht voneinander abweicht, war ein Test zur 

Bestimmung der optimalerweise auszuplattierenden Zellzahl notwendig. Hierzu wurden die 

Zellen mit Zellzahlen zwischen 2.000 und 20.000 Zellen pro cm² auf 6 und 12-well-Platten 

ausgesetzt. Der optimale Zeitpunkt, um mit einer Induktion zur osteogenen Differenzierung 

dieser Zellen zu beginnen, ist erreicht, wenn die Zellen miteinander in Zell-Zell-Kontakt 

stehen und ca. 80% der Fläche mit Zellen bedeckt ist. Man bezeichnet diesen Zustand als 

subkonfluent. 

Die optimale Zellzahl, um nach 2-3 Tagen ein subkonfluentes Stadium der Zellen zu 

erreichen, wurde bei allen Zelllinien bei Zellzahlen zwischen 10.000 und 20.000 Zellen/cm2

beobachtet. Aus diesem Grund wurden für alle weiteren Differenzierungsexperimente 

standardmäßig je 10.000 Zellen pro well auf 12-well Platten und 50.000 Zellen/well auf 6-well 

Platten ausplattiert und so möglichst einheitliche Bedingungen für die folgenden Experimente 

geschaffen.
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Sobald die Zellen ein subkonfluentes Wachstum erreicht hatten, wurden sie entweder mit 

Differenzierungsstimuli induziert oder als Kontrolle ohne Zusätze in Kultur gehalten.

3.1.1 ApoE-Expression

Der Gentransfer für die Entstehung der verschiedenen Zelllinien war erst kürzlich in unserem 

Labor erfolgt. Aus diesem Grund wurden die Zelllinien zunächst bezüglich ihrer 

unterschiedlichen ApoE-Expression charakterisiert. Hierzu wurde die ApoE-Konzentration 

sowohl auf mRNA-Ebene mittels quantitativer RT-PCR als auch auf Proteinebene mittels 

Western Blot Analyse, Elisa und Immunfluoreszenz untersucht. 

Die Zellen wurden mit einer Zellzahl von 10.000 Zellen/well auf 12-well-Platten ausgesetzt. 

Ab dem Zeitpunkt der Subkonfluenz, der bei allen weiteren Versuchen standardmäßig als 

Tag 0 festgelegt wurde, wurden die Zellen 12 Tage in Kultur gehalten. Die osteogene 

Differenzierung durch Induktion mit ß-Glycerophosphat, Ascorbat und Vitamin D3 erfolgte 

standardmäßig ab dem Tag 0 alle drei Tage. An Tag 12 wurden die Zellen geerntet, 3 wells 

gemittelt und im Anschluss RNA präpariert. Die Überstände wurden ebenfalls gepoolt und 

mittels ApoE-Elisa die unterschiedlichen Konzentrationen der Zellkulturüberstände bestimmt. 

Abbildung 3.1A zeigt die basale ApoE-Konzentration der verschiedenen Zelllinien auf RNA-

Ebene mit quantitativer RT-PCR gemessen. Abbildung 3.1B zeigt die mit einem ApoE-Elisa 

gemessene Konzentration des sekretierten ApoE in den jeweiligen Zellkulturüberständen der 

Zelllinien. Während in der quantitativen RT-PCR die ApoE-Konzentration der 

überexprimierenden Zellen T20-hApoE3 und T20-hApoE4 einen Anstieg um das ca. 

100fache, verglichen mit der entsprechenden Kontrollgruppe zeigt, können in den 

Zellkulturüberständen mittels ApoE-Elisa sogar 300fache Anstiege gemessen werden. Der 

Unterschied zwischen den beiden Isoformen der ApoE überexprimierenden Zelllinien ist nicht 

signifikant. Die Zellen der T20-shApoE Linie weisen eine deutliche Reduktion der ApoE-

Konzentration auf. Die Kontrollzelllinien T20-Empty Lenti und T20-Lenti sh scrambled zeigen 

bezüglich ihrer ApoE-Konzentrationen im Vergleich zur parentalen Zelllinie hMSC Tert20 

keine signifikanten Unterschiede. Das Signifikanzniveau wurde mittels Student’s T-test 

bestimmt: n.s.= nicht signifikant, * p  0,01, ***p 



Ergebnisse

40

A B

hM
S

C
 T

er
t

E
m

pt
y

Le
nt

i

hA
po

E
3

hA
po

E
4

sh
A

po
E

0

4,0x103

8,0x103
4,0x105

6,0x105

8,0x105

A
po

E
 m

R
N

A
E

xp
re

ss
io

n
[n

or
m

.K
op

ie
n/

10
4
K

op
ie

n 
T

B
P

]

n.s.

Le
nt

is
h

sc
r.

***

***

hM
S

C
 T

er
t 

E
m

pt
y

Le
nt

i

hA
po

E
3

hA
po

E
4

Le
nt

is
h

sc
r.

sh
A

po
E

0

1,0x101

2,0x101

2,0x10³

4,0x103

A
po

E
 P

ro
te

in
 E

xp
re

ss
io

n
[n

g/
m

l Ü
be

rs
ta

nd
]

n.s.
***

* 

ApoE ApoE

hM
S

C
 T

er
t

E
m

pt
y

Le
nt

i

hA
po

E
3

hA
po

E
4

sh
A

po
E

0

4,0x103

8,0x103
4,0x105

6,0x105

8,0x105

A
po

E
 m

R
N

A
E

xp
re

ss
io

n
[n

or
m

.K
op

ie
n/

10
4
K

op
ie

n 
T

B
P

]

n.s.

Le
nt

is
h

sc
r.

***

***

hM
S

C
 T

er
t

E
m

pt
y

Le
nt

i

hA
po

E
3

hA
po

E
4

sh
A

po
E

0

4,0x103

8,0x103
4,0x105

6,0x105

8,0x105

A
po

E
 m

R
N

A
E

xp
re

ss
io

n
[n

or
m

.K
op

ie
n/

10
4
K

op
ie

n 
T

B
P

]

n.s.

Le
nt

is
h

sc
r.

***

***

hM
S

C
 T

er
t 

E
m

pt
y

Le
nt

i

hA
po

E
3

hA
po

E
4

Le
nt

is
h

sc
r.

sh
A

po
E

0

1,0x101

2,0x101

2,0x10³

4,0x103

A
po

E
 P

ro
te

in
 E

xp
re

ss
io

n
[n

g/
m

l Ü
be

rs
ta

nd
]

n.s.
***

* * 

ApoE ApoE

Abbildung 3.1: ApoE-Expression der verschiedenen hMSCTert20 Zelllinien

A) mRNA-Expression 

B) Protein-Konzentration in den Zellkulturüberständen 

Die osteogene Differenzierung der verschiedenen Zelllinien erfolgte standardmäßig über 12 Tage 
durch Induktion mit ß-Glycerophosphat, Ascorbat und Vitamin D3. Erhöhte ApoE-Konzentrationen der 
Zelllinien mit ApoE-Überexpression sind sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene zu 
sehen. Die ApoE-Expression der Zelllinie T20-sh ApoE ist reduziert. (n=2, in 4fach Werten gemessen)

In Abbildung 3.2 ist die ApoE-Konzentration der verschiedenen Zelllinien mittels Western Blot 

Verfahren auf Proteinebene dargestellt. Die Zelllinien wurden 12 Tage auf 12-well-Platten à 

10.000 Zellen/well in Kultur gehalten und ab Tag 0 alle drei Tage mit frischem Medium 

versorgt. Die Zellen wurden durch Zugabe von Ascorbat, ß-Glycerophosphat und Vitamin D3 

zur osteogenen Differenzierung stimuliert. 

Zur Western Blot Analyse wurden 25µg Gesamtzellprotein pro Spur auf ein SDS-PAGE 

Gradientengel aufgetragen. Als primärer Antikörper wurde ein anti-ApoE Antikörper der Firma 

Chemicon verwendet. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4°C. Als sekundärer Antikörper 

wurde ein Peroxidase-konjugierter goat-anti-mouse Antikörper der Firma Jackson Immuno 

Research verwendet. Die Inkubation erfolgte 90min bei Raumtemperatur. Als Ladekontrolle 

wurde ein GAPDH Antikörper der Firma Novus Biologicals mit entsprechendem 

Sekundärantikörper HRP donkey-anti-goat Antikörper eingesetzt. 

Das Ergebnis zeigt starke ApoE Banden (34 kDa) bei den ApoE überexprimierenden Zellen. 

Die ApoE-Konzentrationen der Zellen T20-hApoE3 sind verglichen mit T20-hApoE4 

geringfügig stärker. Während der Differenzierung scheint die ApoE-Konzentration der ApoE 
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überexprimierenden Zellen minimal abzunehmen. Als Ladekontrolle wurde GAPDH 

verwendet. 

ApoE

38 -

34 -

GAPDH38 -

34 - ApoE

38 -

34 -

GAPDH38 -

34 - ApoE

38 -

34 -

GAPDH38 -

34 - ApoE

38 -

34 -

GAPDH38 -

34 -

-      +        -       +        -       +        -      +           -      +        -      +      Induktion
        hMSCTert   Empty Lenti   hApoE3    hApoE4       shApoE   Leni sh scr.

Abbildung 3.2: Western Blot Analyse der ApoE-Expression aus Gesamtzellprotein. 

Dargestellt ist die Western Blot Analyse der ApoE-Expression der verschiedenen Zelllinien ohne (-) 
und mit (+) osteogener Differenzierung über 12 Tage durch Induktion mit ß-Glycerophosphat, Ascorbat 
und Vitamin D3. Die Analyse erfolgte aus 25 µg Gesamtzellprotein mit einem anti-ApoE Antikörper der 
Firma Chemicon. In beiden ApoE überexprimierenden Zelllinien T20-hApoE3 und T20-hApoE4 sind 
starke ApoE-Banden (34 kDa) zu sehen.

In Abbildung 3.3 wurde die Überexpression von ApoE in den Zelllinien T20-hApoE3 und T20-

hApoE4, verglichen mit der Kontrollzelllinie T20-Empty Lenti mittels 

Immunfluoreszenzfärbung sichtbar gemacht. Um die unterschiedlichen Zellen mit 

Immunfluoreszenzfarbstoffen anzufärben, wurden diese mit einer Zellzahl von 75.000 

Zellen/well auf einer 24-well-Platte auf Coverslips ausplattiert und nach 24 Stunden 

angefärbt. Der primäre Antikörper gegen ApoE (HRP anti-ApoE) wurde sekundär mit einem 

goat-anti-HRP Cy3 Antikörper inkubiert und erscheint in der Abbildung rot. Die Zellkerne 

wurden mit einer DAPI-Färbung blau abgefärbt. Die Abbildungen wurden mit einem 

konfokalen Laser Scanning Mikroskop erstellt. Die verstärkte rote Anfärbung der 

überexprimierenden Zellen ist deutlich zu erkennen. Vergleicht man die Rotfärbung der 

beiden Zelllinien T20-hApoE3 und T20-hApoE4 miteinander, so ist eine leichte Zunahme der 

Intensität in der Färbung der T20-hApoE3 Zellen zu erkennen. 

A T20-Empty Lenti  B T20-hApoE3 C T20-hApoE4

Abbildung 3.3: ApoE Immunfluoreszenzfärbung. 

Angefärbt wurden die Zelllinien mit ApoE Überexpression (T20-hApoE3 und T20-hApoE4) und die 
Kontrollzelllinie T20-Empty Lenti. Die Färbung erfolgte mit einem anti-ApoE HRP Antikörper der Firma 
GeneTex und wird hier rot dargestellt. Die Zellkerne sind mit einer Dapi-Lösung blau angefärbt 
worden. Die Abbildungen wurden mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop erstellt.



Ergebnisse

42

Zusammenfassend ist zu sagen, dass alle Zelllinien hinsichtlich der endogenen ApoE 

Konzentration sowohl auf mRNA Ebene als auch auf Proteinebene die erwartete Expression 

aufweisen. Die Kontrollzelllinien zeigen nur geringe Abweichungen gegenüber der parentalen 

hMSC Tert Zelllinie und scheinen als Kontrollen für weitere Versuche geeignet.

Im Anschluss an den Expressionsnachweis wurde die Funktionalität des endogen 

überexprimierten Apolipoproteins für beide Isoformen geprüft.

3.1.2 125I-Chylomikronen Remnant Aufnahme

Um zu überprüfen, ob das von den überexprimierenden Zellen sekretierte Apolipoprotein E 

funktional ist, wurden zelluläre Aufnahme Assays mit 125I-Chylomikronen Remnants (CR) 

durchgeführt.

Hierzu wurden die Zellen mit einer Zellzahl von 100.000 Zellen/well auf einer 12-well-Platte 

ausgesetzt. Nachdem sie 24 Stunden in Standardmedium in Kultur gehalten worden waren, 

wurde ihnen für weitere 24 Stunden durch Umsetzen auf Medium mit Lipoprotein defizientem 

Serum (LPDS) extrazelluläres ApoE entzogen. Anschließend wurden die Zellen für eine 

Stunde mit 125Iod-markierten Chylomikronen Remnants inkubiert. Da ApoE über LRP1 die 

zelluläre Aufnahme von Chylomikronen Remnants vermittelt, konnte auf diese Weise die 

Aufnahme der Chylomikronen Remnants und damit die Funktionalität des ApoE in den Zellen 

nachgewiesen werden. Mit einem Gammacounter wurde zunächst der radioaktiv markierte 

Anteil pro Volumen gemessen. Anhand einer Proteinbestimmung der Zelllysate wurden die 

gemessenen Werte im Anschluss auf counts/mg Zellprotein umgerechnet.

In Abbildung 3.4 zeigt sich deutlich, dass die Aufnahme an 125Iod-markierten Chylomikronen 

Remnants bei den Zelllinien T20-hApoE3 und T20-hApoE4, verglichen mit der parentalen 

hMSC Tert20 Zelllinie und der Kontrollzelllinie T20-Empty Lenti dreifach höher ist. Das von 

den überexprimierenden Zellen mehr produzierte ApoE hat demzufolge einen 

stimulatorischen Effekt auf die Aufnahme der Chylomikronen Remnants in die Zelle und ist 

somit funktional. Zwischen den beiden ApoE Isoformen ist kein signifikanter Unterschied 

hinsichtlich der CR Aufnahme zu erkennen. Das Signifikanzniveau wurde mittels Student’s T-

test  bestimmt: n.s.= nicht signifikant, ***p 
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Abbildung 3.4: 125I-Chylomikronen Remnants Aufnahme der verschiedenen Zelllinien.

Durch eine 24 stündige Inkubation mit 5%LPDS Medium wurde den Zellen extrazelluläres ApoE 
entzogen. Im Anschluss folgte eine einstündige Inkubation mit 5µg/ml 125I-TRL. Dargestellt ist die 
Aufnahme an 125I-Chylomikronen Remnants in die genetisch modifizierten Zellen. Die Aufnahme der 
ApoE überexprimierenden Zelllinien T20-hApoE3 und T20-hApoE4 ist im Vergleich zur Kontrolle 
signifikant erhöht. (n=3)

Nachdem sowohl die basale ApoE-Expression der Zellen untersucht wurde und auch die 

Funktionalität des endogen überexprimierten ApoE nachgewiesen wurde, wurde das 

osteogene Differenzierungsverhalten der Zelllinien in Abhängigkeit zu der endogenen ApoE-

Konzentration beleuchtet.

3.2 Vergleichende Untersuchung des osteogenen Differenzierungsverhaltens 
der genetisch modifizierten humanen mesenchymalen Stammzelllinien 

3.2.1 Expression osteogener Differenzierungsmarker in hMSC Tert20 Zellen im 
Zeitverlauf

Um zu untersuchen, ob die in dieser Arbeit verwendeten hMSC Tert20 Zellen in der Lage 

sind osteogen zu differenzieren, wurde vorab die Expression der osteogenen 

Differenzierungsmarker Alkalische Phosphatase und Osteocalcin im Zeitverlauf an Tag 0, Tag 

6 und Tag 12 mittels quantitativer RT-PCR gemessen.

hMSC Tert20 Zellen wurden dazu auf 12-well-Platten à 10.000 Zellen/well in Kultur gehalten 

und ab Tag 0 alle drei Tage mit frischem Medium versorgt. Die Zellen wurden durch Zugabe 

von Ascorbat, ß-Glycerophosphat und Vitamin D3 zur osteogenen Differenzierung stimuliert 

und im Zeitverlauf an Tag 0, Tag 6, und an Tag 12 geerntet.

Abbildung 3.5 zeigt, dass die Konzentration der Differenzierungsmarker Alkalische 

Phosphatase und Osteocalcin in hMSC Tert20 Zellen im zeitlichen Verlauf deutlich ansteigen. 

Eine Steigerung der Expression von Osteocalcin und Alkalischer Phosphatase gelten als 
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Nachweis osteogener Differenzierung mesenchymaler Stammzellen (Owen et al., 1990). Die 

Fähigkeit von hMSC Tert20 Zellen osteogen zu differenzieren wurde somit nochmals 

bestätigt. 
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Abbildung 3.5: Expression osteogener Differenzierungsmarker in hMSC Tert20 Zellen nach 
Stimulation mit ß-Glycerophosphat, Ascorbat und Vitamin D3 im Zeitverlauf

Darstellung des mittels qRT-PCR gemessenen Anstieges der Expression von Alkalischer Phosphatase 
und Osteocalcin auf mRNA Ebene während der osteogenen Differenzierung im Zeitverlauf von Tag 0 
bis Tag 12. Die osteogene Differenzierung der Zellen erfolgte standardmäßig durch Induktion mit ß-
Glycerophosphat, Ascorbat und Vitamin D3. 

3.2.2 ApoE-Expression während der osteogenen Differenzierung von hMSC 
Tert20 Zellen im Zeitverlauf

Im Anschluss wurde in einer Zeitreihe der Verlauf der ApoE-Expression während der 

osteogenen Differenzierung von hMSC Tert20 Zellen untersucht.

hMSC Tert Zellen wurden auf 12-well-Platten à 10.000 Zellen/well in Kultur gehalten und ab 

Tag 0 alle drei Tage durch Induktion von ß-Glycerophosphat, Ascorbat und Vitamin D3 zur 

osteogenen Differenzierung stimuliert. Die Zellen wurden im Zeitverlauf an Tag 3, Tag 6, Tag 

9 und an Tag 12 geerntet.

Abbildung 3.6 zeigt, dass die ApoE-Konzentration in Zellen, die osteogen differenzieren, im 

zeitlichen Verlauf um den Faktor 4 (von 1000 auf 4000 Kopien) ansteigt. Zellen, die ohne 

Differenzierungsstimuli in Kultur gehalten wurden, exprimieren 8mal mehr ApoE. 
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Abbildung 3.6: ApoE-Expression während der osteogenen Differenzierung von hMSC Tert 
Zellen im Zeitverlauf

Ansteigen der ApoE-Expression im Zeitverlauf von Tag 3 bis Tag 12 um den Faktor 8 ohne osteogene
Induktion. Mit osteogener Induktion ist der Anstieg auf das 4fache reduziert. 
Die osteogene Differenzierung der Zellen erfolgte standardmäßig durch Induktion mit ß-
Glycerophosphat, Ascorbat und Vitamin D3.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass hMSC Tert20 Zellen, die sich undifferenziert 

vermehren, doppelt so viel ApoE exprimieren, verglichen mit Zellen, die zur osteogenen 

Differenzierung stimuliert werden. Unabhängig davon steigt, im zeitlichen Verlauf gesehen, 

die Expression während der osteogenen Differenzierung an. 

3.2.3 Expression osteogener Differenzierungsmarker in den genetisch 
modifizierten hMSC Tert20 Zelllinien während der osteogenen 
Differenzierung

Die osteoblastäre Differenzierung, gemessen an den Differenzierungsmarkern Osteocalcin

und Kollagen IaI, wurde im Folgenden in Bezug auf die Unterschiede in der endogenen 

ApoE-Expression der verschiedenen hMSC Tert20 Zelllinien untersucht. 

Die Zellen wurden mit einer Zellzahl von 10.000 Zellen/well auf 12-well-Platten ausgesetzt 

und 6 bzw. 12 Tage in Kultur gehalten. Medienwechsel und Induktion mit ß-Glycerophosphat, 

Ascorbat und Vitamin D3 erfolgten ab dem Tag 0 alle drei Tage. An Tag 6 und an Tag 12 

wurden die Zellen geerntet, 3 wells gemittelt, und im Anschluss RNA präpariert.

Die Abbildungen 10A, B, C und D zeigen die Expressionsanalyse der Differenzierungsmarker 

Osteocalcin und Kollagen IaI mittels quantitativer RT-PCR, gemessen nach einer 

Differenzierungszeit von 6 und 12 Tagen. Die absoluten Kopienzahlen der einzelnen Gene 

wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf relative Einheiten umgerechnet. Man sieht sowohl 

an Tag 6 als auch an Tag 12 eine leichte Verringerung der Expression der osteogenen 
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Differenzierungsmarker in den Zelllinien T20-hApoE3 und T20-hApoE4. In der Zelllinie T20-

shApoE ist jedoch ein massiver Anstieg der Differenzierungsmarker um ca.70%, verglichen 

mit der dazugehörigen Kontrollzelllinie T20-Lenti sh scrambled zu erkennen.
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Abbildung 3.7 mRNA Expressionsanalyse in hMSC Tert Zelllinien mit genetisch modifizierter 
ApoE-Expression

A) Kollagen IaI- an Tag 6 der Differenzierung 

B) Osteocalcin- an Tag 6 der Differenzierung

C) Kollagen IaI- an Tag 12 der Differenzierung 

D) Osteocalcin- an Tag 12 der Differenzierung

Die osteogene Differenzierung der verschiedenen Zelllinien erfolgte standardmäßig durch Induktion 
mit ß-Glycerophosphat, Ascorbat und Vitamin D3. Es zeigt sich an Tag 6 und an Tag 12 ein 50-
75%iger Anstieg der Expression der Differenzierungsmarker Kollagen und Osteocalcin in Zellen 
reduzierter ApoE-Expression (T20-shApoE).
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Aufgrund dieser Ergebnisse kann festgehalten werden, dass ein Mangel an endogenem 

ApoE in hMSC Tert20 Zellen einen Anstieg der Expression der Differenzierungsmarker 

Kollagen IaI und Osteocalcin auf über das Doppelte zur Folge hat. Diese Beobachtung wäre 

mit einem inhibitorischen Effekt von ApoE auf die Expression osteogener 

Differenzierungsmarker, der bei Reduktion von ApoE ausbleibt, in Einklang zu bringen.

Nachdem die Bedeutung des endogen produzierten ApoE für das osteogene 

Differenzierungsverhalten der hMSC Tert20 Zelllinien untersucht wurde, wurde im Anschluss 

der Einfluss von exogen zugeführtem ApoE auf die Differenzierung von Osteoblasten 

untersucht. Das nachfolgende Experiment beschäftigt sich mit der Hypothese, dass exogen 

zugeführtes ApoE einen negativen Effekt auf das Differenzierungsverhalten von 

Osteoblasten ausübt.

3.2.4 Expression osteogener Differenzierungsmarker in hMSC Tert Zellen nach 
Stimulation mit exogenem ApoE

Um die Auswirkungen von exogenem ApoE auf das Differenzierungsverhalten zu 

untersuchen, wurden hMSC Tert20 Zellen während der Differenzierung zusätzlich mit 

exogenem ApoE aus den Zellkulturüberständen der überexprimierenden Zelllinien stimuliert. 

Hierzu wurden hMSC Tert20 Zellen auf 12-well Platten à 10.000 Zellen/well ausgesetzt und 

ab dem Tag 0 alle drei Tage mit frischem Medium versorgt. Frisches Standardmedium mit 

10% fötalem Kälberserum und 1% Penicillin/Streptomycin wurde hierzu im Verhältnis 1:2 mit 

Zellkulturüberständen der in T75-Kulturflaschen parallel gehaltenen Zelllinien hMSC Tert20, 

T20-hApoE3 und T20-hApoE4 gemischt. Das so entstandene Stimulationsmedium wurde 

standardmäßig mit ß-Glycerophosphat, Ascorbat und Vitamin D3 in entsprechender 

Konzentration versetzt. Die Zellen wurden für 12 Tage differenziert. An Tag 12 wurden die 

Zellen geerntet, 3 wells gemittelt und im Anschluss RNA präpariert. Die unterschiedlichen 

ApoE-Konzentrationen der Zellkulturüberstände wurden mittels ApoE-Elisa bestimmt.

Die gemessenen ApoE-Konzentrationen der Zellkulturüberstände zeigen erhöhte ApoE-

Konzentrationen in den Überständen der Zelllinien T20-hApoE3 und T20-hApoE4 im 

Vergleich zur parentalen hMSC Tert20 Zelllinie, wobei T20-hApoE3 im Vergleich zur Isoform 

T20-hApoE4 40% mehr ApoE sezerniert. Die Expression der Differenzierungsmarker 

Kollagen IaI und Osteocalcin nimmt durch die Inkubation mit ApoE-haltigem 

Zellkulturüberstand ab. Die Expression der Alkalischen Phosphatase verringert sich nach 

Inkubation mit ApoE4, durch ApoE3-Inkubation steigt diese an. Die hohe 

Standardabweichung lässt diese Werte allerdings wenig aussagekräftig erscheinen. Der 

durch ApoE4 erzielte Effekt scheint im Verhältnis zur im Zellkulturüberstand enthaltenen 
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Konzentration größer als der durch ApoE3, ist jedoch nicht signifikant. Das Signifikanzniveau 

wurde mittels Student’s T-test  bestimmt: ***p 
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Abbildung 3.8:  Expressionsanalyse osteogener Differenzierungsmarker nach Stimulation mit 
exogenem ApoE

A) ApoE-Expressionsanalyse der Zellkulturüberstände

B) mRNA Expressionsanalyse der Differenzierungsmarker Kollagen IaI, Alkalische Phosphatase
und Osteocalcin nach Inkubation mit exogenem ApoE an d12 der Differenzierung von hMSC 
Tert Zellen

Die Inkubation erfolgte mit den Überständen der verschieden genetisch modifizierten Zelllinien hMSC 
Tert20, T20-hApoE3 und T20-hApoE4. Das Induktionsmedium wurde im Verhältnis 1:2 aus 
Standardmedium und aus den Überständen der Zelllinien hMSC Tert20, T20-hApoE3, T20-hApoE4 
zusammengesetzt. Die osteogene Differenzierung der verschiedenen Zelllinien erfolgte 
standardmäßig über 12 Tage durch Induktion mit ß-Glycerophosphat, Ascorbat und Vitamin D3. Die 
mRNA Kopienzahlen wurden auf relative Einheiten umgerechnet. (n=2, in 4fach Werten gemessen)

Die Inkubation mit ApoE-haltigem Medium hat einen inhibitorischen Effekt auf die Expression 

der osteogenen Differenzierungsmarker Kollagen IaI, Alkalische Phosphatase und 

Osteocalcin differenzierter hMSCTert20 Zellen. Um zu prüfen, ob durch eine Reduktion der 

extrazellulären ApoE-Konzentration im Standardmedium in entgegengesetzter Art und Weise 

ein Anstieg der osteogenen Differenzierungsmarker Kollagen IaI, Alkalische Phosphatase 

und Osteocalcin induziert wird, wurden Zellen in LPDS-Medium differenziert. 



Ergebnisse

50

3.2.5 Expression osteogener Differenzierungsmarker in hMSC Tert20 Zellen 
nach Reduktion der extrazellulären ApoE-Konzentration

Anstelle des normalerweise verwendeten Standardmediums mit 10% fötalem Kälberserum  

wurde für dieses Experiment 5% Lipoprotein-defizientes Serum (LPDS) zum 

Standardmedium zugegeben. Die Zellen wurden in LPDS-Medium in Kultur gehalten und 

ihnen somit im Standardkulturmedium enthaltenes extrazelluläres ApoE entzogen.

Hierzu wurden hMSC Tert20 Zellen á 10.000 Zellen/well auf 12-well-Platten ausgesetzt. Die 

Differenzierung erfolgte ab Tag 0 für zwei Tage. Die eine Hälfte der Zellen wurde 

standardmäßig als Kontrolle mit 10% fötalem Kälberserum-haltigem Medium mit Ascorbat, ß-

Glycerophosphat, Vitamin D3 induziert. Die andere Hälfte wurde ebenfalls für zwei Tage mit 

Differenzierungsmedium induziert, jedoch auf Basis von LPDS-Medium. An Tag 2 wurden die 

Zellen geerntet und im Anschluss RNA präpariert.

Durch das Umsetzen der Zellen auf LPDS Medium und den damit verbundenen Entzug von 

exogenem ApoE wurde ein signifikanter Anstieg der Expression der Differenzierungsmarker 

Kollagen IaI, Alkalische Phosphatase und Osteocalcin beobachtet. Das Signifikanzniveau 

wurde mittels Student’s T-test  bestimmt: ***p 
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Abbildung 3.9: Expression von Kollagen IaI, Alkalische Phosphatase und Osteocalcin in hMSC 
Tert20 Zellen als Reaktion auf Lipoprotein-defizientes Medium

Die osteogene Differenzierung der Zellen erfolgte über 2 Tage durch Induktion mit ß-Glycerophosphat, 
Ascorbat und Vitamin D3 in Lipoprotein-defizientem Medium. (ein Experiment; in 4fach Werten 
gemessen). Die mRNA Kopienzahlen wurden auf relative Einheiten umgerechnet. 

Die Untersuchungen des osteogenen Differenzierungsverhaltens in Abhängigkeit von der 

ApoE-Expression der verschiedenen Zelllinien zeigen, dass ApoE einen inhibitorischen Effekt 

auf die Expression verschiedener Differenzierungsmarker während der osteoblastären 
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Differenzierung hat. Dieser Effekt ist durch die Zugabe und Reduktion von extrazellulärem 

ApoE beeinflussbar.

3.3 Einfluss von ApoE auf die wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade in 
humanen MSC Tert Zellen

Der kanonische wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg spielt in der

Osteoblastendifferenzierung eine wichtige Rolle. Die folgenden Experimente befassen sich 

mit der Fragestellung, ob der inhibierende Effekt von ApoE auf die osteoblastäre 

Differenzierung über den wnt/ß-catenin Signalweg vermittelt wird. 

3.3.1 Prüfung der Stimulierbarkeit von hMSC Tert20 Zellen durch wnt3a 

ß-Catenin besitzt eine Schlüsselrolle im kanonischen wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg. 

Extrazelluläre wnt-Proteine setzen die Signalkaskade in Gang. Dadurch wird ein  

Degradierungskomplex inaktiviert, was eine intrazelluläre Akkumulation von ß-catenin zur 

Folge hat. Im Zellkern führt dies zur Aktivierung der Transkription abhängiger Zielgene. In 

diesem Experiment wurde mittels ß-catenin Western Blot Analysen die Stimulierbarkeit 

humaner MSC Tert20 Zellen durch wnt3a untersucht. Zusätzlich wurde die Stimulierbarkeit 

des wnt/ß-catenin Signalwegs durch Lithiumchlorid (LiCl) getestet. LiCl verhindert über eine 

Inhibition der GSK-3ß den Abbau von ß-catenin und kann als intrazellulärer Stimulus des 

Signalwegs verwendet werden.

Basal wurden bei den verschiedenen hMSC Tert20 Zelllinien mittels ß-catenin Western Blot 

Analysen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der ß-catenin Akkumulation 

gemessen. Zur Prüfung der Stimulierbarkeit wurden die Zellen mit Zellzahlen von 50.000 

Zellen/well auf 6-well-Platten ausgesetzt und drei Tage standardmäßig durch Induktion mit ß-

Glycerophosphat, Ascorbat und Vitamin D3 differenziert. Während der letzten vier Stunden 

der Differenzierung wurden die Zellen zusätzlich mit LiCl (40mM), mit rekombinantem wnt3a 

(50ng/ml) und mit konditioniertem Medium mit wnt3a (CM wnt3a) und ohne wnt3a (CM L-

cells) stimuliert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und im Anschluss 

Gesamtzellprotein für Western Blot Analysen präpariert. Es wurden jeweils 10µg 

Gesamtzellprotein pro Spur auf ein SDS-PAGE Gradientengel aufgetragen. Die Inkubation 

mit dem primären Antikörper anti-ß-catenin der Firma Santa Cruz erfolgte über Nacht bei 

4°C. Als sekundärer Antikörper wurde ein Peroxidase-konjugierter goat-anti-mouse

Antikörper der Firma Jackson Immuno Research verwendet. Als Ladekontrollen wurden anti-

ß-aktin und anti-GAPDH Antikörper mit entsprechenden Sekundärantikörpern (Peroxidase-

konjugierter goat-anti-mouse Antikörper, HRP donkey-anti-goat) eingesetzt. 
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Abbildung 3.10: ß-catenin Western Blot Analyse aus Gesamtzellprotein (10µg) von hMSC Tert 
Zellen

Die osteogene Differenzierung der Zellen erfolgte über 3 Tage durch Induktion mit ß-Glycerophosphat, 
Ascorbat und Vitamin D3. Während der letzten 4 Stunden wurden die Zellen mit konditioniertem 
Medium mit wnt3a (CM wnt3a) und ohne wnt3a (CM l-cells) stimuliert. Außerdem fand eine Stimulation 
mit  LiCl (40mM) und mit rekombinantem wnt3a (50ng/ml) statt.

Eine Intensitätszunahme der ß-catenin Banden ist sowohl durch LiCl, einem etablierten 

Stimulator des wnt/ß-catenin Signalwegs als auch durch die Gabe von wnt3a zu erreichen. 

Somit wurde gezeigt, dass hMSC Tert20 Zellen durch rekombinantes wnt3a, durch 

konditioniertes Medium von wnt3a exprimierenden Zellen und durch LiCl stimulierbar sind.

3.3.2 Ermittlung der wnt3a stimulierten Aktivität des Transkriptionsfaktors 
Lef/TCF in den verschiedenen hMSC Tert20 Zelllinien

Durch Reporter-Assays zur Bestimmung der Aktivität der Transkriptionsfamilie Lef/TCF 

sollten zwei Fragestellungen untersucht werden. Zum einen wurde die Stimulierbarkeit der 

hMSC Tert Zelllinien verschiedener ApoE-Expression gemessen, zum anderen wurden 

gleichzeitig die Unterschiede in der Stimulierbarkeit der verschiedenen Zelllinien 

untereinander getestet. Diese Versuche wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von 

Prof. Kassem (Odense, Dänemark) durchgeführt. 

Die Zellen wurden nach Transfektion mit SuperTop Reagenz und SV40 Renilla Vektor für 24 

Stunden mit wnt3a-Medium stimuliert. Zur Stimulation wurde eine Verdünnung im Verhältnis

1:2 mit Standardmedium verwendet. 

Basal, ohne wnt3a Stimulation, wurde bei keiner Zelllinie eine Aktivität der 

Transkriptionsfaktorfamilie Lef/TCF gemessen. Nach wnt3a Stimulation wird deutlich, dass 

sich alle Zelllinien stimulieren lassen. Die Luciferaseaktivität der Zelllinie T20-shApoE zeigt 

im Vergleich zur entsprechenden Kontrolllinie eine vierfach erhöhte Aktivität. 

Isoformspezifische Unterschiede zwischen T20-hApoE3 und T20-hApoE4 sind nicht 

vorhanden. Dies zeigt, dass eine ApoE-Reduktion zu einer enormen Steigerung der 

Transkription Lef/TCF abhängiger Gene führt.
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Abbildung 3.11: Reporter Assays zur Aktivität der Transkriptionsfaktorfamilie Lef/TCF

Dargestellt ist die Luciferaseaktivität der verschieden genetisch modifizierten hMSC Tert20 Zelllinien 
ohne Stimulation mit wnt3a (CM l-cells) und mit Stimulation mit konditioniertem wnt3a-Medium (CM 
wnt3a) für 24h. Die Luciferaseaktivität wurde mit einem Lumimeter gemessen und ist in relativen 
Einheiten angegeben. Eine Stimulierbarkeit der Luciferaseaktivität ist in allen Zelllinien zu sehen. 
Reduzierte ApoE-Expression verursacht einen vierfach erhöhten Anstieg.

3.3.3 Osteoprotegerin Expressionsanalyse mittels qRT-PCR 

Das von Osteoblasten gebildete Osteoprotegerin (OPG) ist ein Lef/TCF abhängiges Zielgen 

des wnt/ß-catenin Signalweges. Eine Messung der Osteoprotegerin-Expression mittels qRT-

PCR sollte weiter Aufschluss über den Einfluss der endogenen ApoE-Expression auf den 

wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg geben.

Die Zellen wurden hierfür mit einer Zellzahl von 50.000 Zellen/well auf 6-well-Platten 

ausgesetzt und ab dem Tag 0 alle drei Tage mit frischem Differenzierungsmedium mit 

Ascorbat, ß-Glycerophosphat und Vitamin D3 induziert. Als Messzeitpunkte wurden Tag 1, 

Tag 2, Tag 3, und Tag 6 ausgewählt, um nähere Aussagen bezüglich des Zeitverlaufs treffen 

zu können.

Während sich die unterschiedlichen Zelllinien zu Anfang eher gleichförmig verhalten, ist ab 

dem dritten Tag der osteogenen Differenzierung ein deutliches Auseinanderweichen 

zwischen der Zelllinie T20-shApoE und den übrigen Zelllinien zu erkennen. Die 

Osteoprotegerin-Expression der Zelllinie T20-shApoE steigt von Tag 3 bis Tag 6 im Vergleich 

zur entsprechenden Kontrolle auf das 4fache an. Die in T20-shApoE Zellen gemessene 

Expression von Osteoprotegerin, einem Lef/TCF abhängigen Zielgen, passt zur gemessenen 

Steigerung des Transkriptionsfaktors Lef/TCF. 
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Abbildung 3.12: Osteoprotegerin-Expressionsanalyse im Zeitverlauf von Tag 1 bis Tag 6.

A) ApoE überexprimierende Zelllinie T20-hApoE3 mit Kontrolle

B) Zelllinie mit reduzierter ApoE-Expression T20-shApoE mit Kontrolle

Die osteogene Differenzierung der Zellen erfolgte durch Induktion mit ß-Glycerophosphat, Ascorbat 
und Vitamin D3. 

3.3.4 Einfluss von ApoE auf die intrazelluläre ß-catenin Akkumulation

Die folgenden Versuche wurden durchgeführt, um den Einfluss von ApoE auf die 

intrazelluläre ß-catenin Akkumulation zu untersuchen. Hierzu wurden ß-catenin Western Blot 

Analysen aus Gesamtzellprotein humaner MSC Tert20 Zellen durchgeführt. Durch Inkubation 

mit rekombinantem ApoE wurde der Einfluss von exogenem ApoE auf die intrazelluläre ß-

catenin Akkumulation herausgearbeitet.

Zur ß-catenin Western Blot Analyse aus Gesamtzellprotein von hMSC Tert20 Zellen wurden 

10.000 Zellen/well auf 12-well-Platten ausgesetzt und ab dem Tag 0 alle drei Tage mit 

frischem Differenzierungsmedium mit Ascorbat, ß-Glycerophosphat und Vitamin D3 induziert. 

Die osteogene Differenzierung erfolgte über die Dauer von 6 und 12 Tagen. Während der 

letzten 48 und 24 Stunden wurden die Zellen zusätzlich mit 10µg recombinantem ApoE und 

50ng recombinantem wnt3a stimuliert. 

Abbildung 3.13 zeigt, dass sowohl an Tag 6 (A) als auch an Tag 12 (B) der osteogenen 

Differenzierung durch rekombinantes ApoE eine Reduktion der Intensität der ß-catenin 

Banden hervorgerufen wird. Durch eine Stimulation mit rekombinantem wnt3a wird eine 

leichte Zunahme der Intensität der ß-catenin Banden ebenfalls sowohl an Tag 6 und an Tag 

12 sichtbar. Da an Tag 12 allerdings auch ein Anstieg der Ladekontrolle GAPDH zu sehen ist, 
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kann hier kein eindeutiger Rückschluss auf eine vermehrte ß-catenin Akkumulation gezogen 

werden. Eine kombinierte Stimulation mit rekombinantem wnt3a und rekombinantem ApoE 

zeigt eine Reduktion von ß-catenin, die an Tag 6 auf Kontrollzellenniveau und an Tag 12 

sogar darüber hinaus zurückreguliert wird. 
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Abbildung 3.13: ß-catenin Western Blot Analyse nach Stimulation mit ApoE und wnt3a.

A) Gesamtzellprotein von hMSC Tert20 Zellen an Tag 6 der Differenzierung

B) Gesamtzellprotein von hMSC Tert20 Zellen an Tag 12 der Differenzierung

Die osteogene Differenzierung der Zellen erfolgte standardmäßig durch Induktion mit ß-
Glycerophosphat, Ascorbat und Vitamin D3. Während der letzen 48 und 24 Stunden wurden die Zellen 
zusätzlich mit recombinantem ApoE (10µg) und recombinantem wnt3a (50ng) stimuliert. Eine 
Stimulation der ß-catenin Akkumulation durch rekombinantes wnt3a sowie eine Reduktion durch 
Induktion mit rekombinantem ApoE ist zu sehen.

Anhand dieser Experimente wird deutlich, dass sich die intrazelluläre ß-catenin Akkumulation 

durch Zugabe von rekombinantem wnt3a stimulieren und durch ApoE inhibieren lässt.

3.4 Einfluss von ApoE auf die wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade in 
primären murinen Osteoblasten

Durch Versuche mit primären murinen Osteoblasten ApoE-defizienter Mäuse können 

Auswirkungen einer absoluten ApoE-Defizienz im Vergleich zur bisher untersuchten 

Reduktion der endogenen ApoE-Expression in T20-shApoE Zellen untersucht werden und 

ergänzende Aussagen getroffen werden. Hierzu wurden ß-catenin Western Blot Analysen 

aus Gesamtzellprotein durchgeführt, um den Einfluss von ApoE auf die intrazelluläre ß-

catenin Akkumulation zu untersuchen. Anhand der primären Zellen unterschiedlicher ApoE-

Expression wurden die Auswirkungen des endogenen ApoE getestet. Durch Inkubation mit 

rekombinantem ApoE wurde der Einfluss von exogenem ApoE auf die intrazelluläre ß-catenin 

Akkumulation herausgearbeitet. Des Weiteren wurden Osteoprotegerin Analysen auf mRNA-

Ebene sowie auf Proteinebene durchgeführt. 



Ergebnisse

56

3.4.1 Einfluss von ApoE auf die intrazelluläre ß-catenin Akkumulation

Die primären Zellen wurden präpariert und mit einer Zellzahl von 30.000 Zellen/well auf 12-

well-Platten ausgesetzt. Sie wurden bis zur Subkonfluenz in Kultur gehalten und ab Tag 0 

alle drei Tage mit frischem Differenzierungsmedium für 12 Tage differenziert. Ein Teil wurde 

zusätzlich ab Tag 4 bei jeder weiteren Induktion mit rekombinantem ApoE (10µg/ml) 

stimuliert. Bei der Western Blot Analyse wurden jeweils 5-10µg des Gesamtzellproteins pro 

Spur auf ein SDS-PAGE Gradientengel aufgetragen. Die Inkubation mit dem primären 

Antikörper anti-ß-catenin der Firma Santa Cruz erfolgte über Nacht bei 4°C. Als sekundärer 

Antikörper wurde ein Peroxidase-konjugierter goat-anti-mouse Antikörper der Firma Jackson 

Immuno Research verwendet. Als Ladekontrollen wurden anti-ß-aktin und anti-RAP 

Antikörper mit entsprechendem Sekundärantikörper (Peroxidase-konjugierter goat-anti-

mouse Antikörper) eingesetzt. 

Bei primären murinen Osteoblasten wurde, nach 12 Tagen osteogener Differenzierung, im 

Vergleich zwischen primären murinen Osteoblasten vom ApoE-Knockout Typ und primären 

murinen Wildtyp Osteoblasten bereits basal erhebliche Unterschiede in der ß-catenin 

Akkumulation gesehen. 

Vergleicht man die ß-catenin Expression (81-104 kDa) von Wildtyp-Zellen mit der ApoE-

defizienter Zellen, sieht man bei primären murinen Osteoblasten mit ApoE-Defizienz eine 

deutlich stärkere ß-catenin Bande. Nach Stimulation der Zellen unveränderter ApoE 

Expression mit rekombinantem ApoE ist ß-catenin wesentlich schwächer. Auch im ApoE-

Knockout-Modell lässt sich eine Intensitätsreduktion von ß-catenin durch die Stimulation mit 

rekombinantem ApoE erkennen. Vergleicht man die durch exogenes recombinantes ApoE 

hervorgerufene Reduktion der unterschiedlichen Zellmodelle, ist die ß-catenin Konzentration 

im Zelllysat von Zellen mit ApoE-Knockout gegenüber der von Wildtyp-Zellen stärker 

ausgeprägt. 

Insgesamt kann festgehalten werden, dass sich im Gesamtzellprotein von primären murinen 

Osteoblasten mit ApoE-Knockout mehr ß-catenin befindet als in primären murinen 

Osteoblasten unveränderter ApoE-Expression. In beiden Zellmodellen ist die ß-catenin 

Konzentration durch exogen zugeführtes ApoE reduzierbar. Eine verstärkte ß-catenin 

Akkumulation in primären murinen ApoE-defizienten Osteoblasten wird durch Stimulation mit 

rekombinantem ApoE über das Niveau von Wildtyp-Osteoblasten hinaus zurückreguliert. 

Demzufolge inhibiert sowohl endogen produziertes sowie exogen zugeführtes ApoE die ß-

catenin Akkumulation und scheint demzufolge den wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg 

negativ zu beeinflussen. 
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Abbildung 3.15: ß-catenin Western Blot Analyse aus Gesamtzellprotein primärer muriner ApoE 
defizienter Osteoblasten (ApoE KO) und Osteoblasten unveränderter ApoE-Expression (ApoE 
WT).

A) Die osteogene Differenzierung der Zellen erfolgte standardmäßig über 12 Tage durch Induktion mit 
ß-Glycerophosphat und Ascorbat.

B) Die osteogene Differenzierung der Zellen erfolgte standardmäßig über 12 Tage durch Induktion mit 
ß-Glycerophosphat und Ascorbat. Zusätzlich fand ab dem vierten Tag der Differenzierung alle drei 
Tage eine Induktion mit recombinantem ApoE statt (10µg). 

3.4.2 Osteoprotegerin Expressionsanalyse 

Eine Messung der Osteoprotegerin-Expression auf mRNA-Ebene sowie auf Proteinebene 
nach Stimulation mit rekombinantem wnt3a und rekombinantem ApoE wurde durchgeführt 
um Aufschluss über den Einfluss von exogenem und endogenem ApoE auf den wnt/ß-
catenin Signaltransduktionsweg in primären murinen Osteoblasten zu gewinnen.

Aus den Calvarien drei Tage alter Mäuse wurden primäre Osteoblasten isoliert. Sie wurden 

mit einer Zellzahl von 30.000 Zellen/well auf 12-well-Platten ausgesetzt und bis zur 

Subkonfluenz in Kultur gehalten. Die Induktion mit ß-Glycerophosphat und Ascorbat zur 

osteogenen Differenzierung erfolgte ab Tag 0 alle drei Tage. Die Zellen wurden 12 Tage 

differenziert und in den letzten 48 und 24 Stunden zusätzlich mit rekombinantem ApoE 

(5µg/ml) und rekombinantem wnt3a (50ng/ml) stimuliert. An Tag 12 wurden die Zellen 

geerntet und anschließend RNA präpariert. Die Zellkulturüberstände wurden für 

Proteinanalysen bei -20°C aufbewahrt. 

Vergleicht man die Osteoprotegerin-Expression der Wildtyp Zellen mit der von Zellen mit 

ApoE-Knockout, sieht man auf mRNA-Ebene sowie auf Proteinebene in primären murinen 

Osteoblasten mit ApoE-Knockout eine gesteigerte Osteoprotegerin-Konzentration. Nach 

Stimulation der Zellen mit rekombinantem murinem wnt3a wird eine Steigerung des 

Osteoprotegerins auf mRNA- und auf Proteinebene deutlich. Insgesamt ist die 

Osteoprotegerin-Expression von primären murinen Osteoblasten mit ApoE-Knockout im 

Vergleich zu Wildtyp Osteoblasten sowohl mit als auch ohne Stimulation mit rekombinantem 

wnt3a gesteigert. In beiden Zellmodellen ist die Osteoprotegerin-Expression durch exogen 

zugeführtes ApoE reduzierbar. 
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Abbildung 3.14: Osteoprotegerin-Expression in primären murinen Osteoblasten

A) mRNA-Expression 

B) Proteinkonzentration in Zellkulturüberständen 

Die osteogene Differenzierung der primären murinen Zellen erfolgte standardmäßig über 12 Tage 
durch Induktion mit ß-Glycerophosphat und Ascorbat. Während der letzen 48 und 24 Stunden wurden 
die Zellen zusätzlich mit 5µg recombinantem ApoE und 50ng recombinantem wnt3a stimuliert. 

Ein Anstieg der Osteoprotegerin-Expression durch rekombinantes wnt3a ist sowohl auf 

mRNA Ebene sowie auf Proteinebene zu sehen. Eine Reduktion durch Induktion mit 

rekombinantem ApoE ist ebenfalls vorhanden. Die Konzentrationen sowie die Unterschiede 

nach Stimulation sind im ApoE-defizienten Zellmodell, verglichen mit dem Wildtyp 

unveränderter ApoE-Expression, stärker ausgeprägt.
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4 Diskussion

Die Zusammenhänge zwischen dem Energiestoffwechsel, dem Lipidstoffwechsel und dem 

Knochenstoffwechsel gewinnen in den letzten Jahren zunehmend an wissenschaftlichem 

Interesse. In diesem Kontext ist Apolipoprotein E ein interessantes potentiell verbindendes 

Element, dessen Rolle jedoch noch nicht komplett verstanden wird.

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von ApoE auf die Differenzierung von Osteoblasten in 

vitro untersucht. Hierzu wurden immortalisierte humane mesenchymale 

Knochenmarksstammzellen (hMSC Tert) mit unterschiedlicher, genetisch modifizierter ApoE-

Expression hinsichtlich ihres osteogenen Differenzierungsverhaltens untersucht. 

Außerdem wurde im Rahmen dieser Arbeit die Hypothese geprüft, dass der Einfluss von 

ApoE auf die osteoblastäre Differenzierung über den kanonischen wnt/ß-catenin 

Signaltransduktionsweg vermittelt wird. Hierzu wurden, ergänzend zu dem humanen 

Zellmodell, Vesuche mit primären murinen ApoE-defizienten Osteoblasten verglichen mit 

Wildtyp Osteoblasten durchgeführt.

4.1 Inhibition der osteogenen Differenzierung durch ApoE

Es ist bekannt, dass genetische ApoE-Defizienz im Mausmodell zu einer erhöhten 

Knochenformationsrate führt (Schilling et al., 2005). Dies könnte durch eine verminderte 

Aufnahme von Lipoproteinen und damit von Vitamin K erklärbar sein. In vitro werden mit 

Vitamin K angereicherte Chylomikronen Remnants von Osteoblasten aufgenommen, 

wodurch eine Erhöhung des carboxylierten Osteocalcins erreicht wird (Niemeier et al., 2005). 

Wird diese Aufnahme reduziert, führt dies zu einem verminderten Vitamin K Gehalt und zu

erhöhten Konzentrationen von untercarboxyliertem Osteocalcin. Osteocalcin-defiziente 

Mäuse zeigen ebenfalls erhöhte Knochenformationsraten (Ducy et al., 1996). Eine Erklärung 

hierfür wäre, dass die Menge an untercarboxyliertem Osteocalcin mit der erhöhten

Knochenformationsrate ApoE-defizienter Mäuse in Zusammenhang steht. Carboxyliertes 

Osteocalcin besitzt im Vergleich zu nichtcarboxyliertem Osteocalcin eine erhöhte Affinität 

zum Hydroxylapatit und lagert sich in den Mineralisierungszonen des Osteoids ein 

(Hauschka, 1986; Newman et al., 2002).

Unveröffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe mit primären murinen Osteoblasten deuten 

darauf hin, dass die erhöhte Knochenformationsrate ApoE-defizienter Mäuse durch eine 

Inhibition der osteogenen Differenzierung durch ApoE bedingt ist. Aufgrund dessen haben wir 

Anlass zur Annahme, dass ApoE auch die osteogene Differenzierung humaner MSC Tert20 

Zellen in vitro inhibiert. 
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Um diese Hypothese zu prüfen und den molekularen Mechanismus weiter aufzuklären, 

wurden Experimente mit humanen MSC Tert Zelllinien genetisch modifizierter ApoE-

Expression durchgeführt. 

Sowohl durch ApoE-Expressionsanalysen mittels quantitativer RT-PCR sowie auf 

Zellproteinebene mittels ApoE Western Blot Analysen, ApoE Elisa und 

Immunfluoreszenzfärbungen der Zellen konnte bestätigt werden, dass die Zelllinien T20-

hApoE3 und T20-hApoE4 signifikant mehr ApoE exprimieren. In der Zelllinie T20-shApoE 

wurde eine signifikante Reduktion der ApoE-Expression gezeigt. Die Kontrollzelllinien T20-

Empty Lenti und T20-Lenti sh scrambled verhielten sich bezüglich ihrer ApoE-

Konzentrationen im Vergleich zur parentalen hMSC Tert20 Zelllinie nicht maßgeblich anders 

und sind demzufolge als Kontrollen geeignet. Abschnitt 3.1.1 zeigt die Ergebnisse dieser 

Untersuchungen. Nachdem die verschieden genetisch modifizierten Expressionen von ApoE 

bestätigt wurden, wurde im Anschluss die Funktionalität des endogen überexprimierten 

Apolipoprotein E geprüft. Dieser Prüfung wurde zugrunde gelegt, dass ApoE über ApoE-

Rezeptoren der LDL-Rezeptorfamilie die zelluläre Aufnahme von Chylomikronen Remnants

vermittelt (Brown and Goldstein, 1986; Beisiegel et al., 1989) Über die aufgenommene 

Menge an Chylomikronen Remnants können Rückschlüsse auf die Funktionalität des 

sekretierten Apolipoprotein E gezogen werden (Mahley and Ji, 1999). Diese Tatsache wurde 

in diesem Experiment genutzt, um die Funktionalität von ApoE nachzuweisen. Die 

graphische Darstellung der unterschiedlichen Aufnahme von 125Iod-markierten 

Chylomikronen Remnants ist in Abbildung 3.4 gezeigt. Die verbesserte Aufnahme von 125Iod-

markierten Chylomikronen Remnants auf über das Doppelte, im Vergleich zur 

Kontrollzelllinie, wurde in beiden ApoE überexprimierenden Zelllinien gemessen. Der leichte 

Anstieg der Aufnahme durch ApoE3 im Vergleich zur Isoform ApoE4 ist als nicht signifikant 

zu werten. Die Isoform ApoE3 gilt aufgrund ihrer Häufigkeit als Normaltyp. Während die 

Rezeptoraffinität der Isoform ApoE2 gegenüber der Isoform ApoE3 reduziert ist, ist die 

Rezeptoraffinität von ApoE4 nicht verändert (Weisgraber et al., 1981). Die, in gleichem Maße

gesteigerte Aufnahme von 125Iod-markierten Chylomikronen Remnants durch ApoE3 und 

ApoE4 spiegelt die unveränderte Rezeptoraffinität der beiden Isoformen wieder. 

Dieser erste Abschnitt zur Charakterisierung der Zellen bezüglich ihrer ApoE-Expression und 

der Funktionalität des endogen überexprimierten ApoE stellte die Grundvoraussetzung für 

alle weiteren Experimente dar. 

Als nächstes wurde die Fähigkeit der Zellen zur osteogenen Differenzierung überprüft. Die 

verwendeten immortalisierten humanen mesenchymalen Stammzellen haben ihre 

unveränderte Fähigkeit zur osteogenen Differenzierung behalten (Simonsen, 2002). Die 

Zellen wurden nach einem Standardprotokoll differenziert. Der Anstieg der Expression von 
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Alkalischer Phosphatase und Osteocalcin (Abb. 3.5) wurde von Tag 0 über Tag 6 und bis Tag 

12 im Zeitverlauf gemessen. Das Potential zur osteogenen Differenzierung wurde dadurch 

für die in dieser Arbeit verwendeten Zellen erneut belegt. Aufgrund dieser Eigenschaften, 

zusammen mit der Tatsache, dass die Zellen einfach und schnell zu kultivieren sind, 

schienen die Zellen besonders geeignet, um molekulare Mechanismen der osteoblastären 

Differenzierung zu untersuchen. Ziel dieser Arbeit war es, die Hypothese zu überprüfen, dass 

ApoE einen inhibitorischen Effekt auf die osteogene Differenzierung ausübt. Hierzu wurde 

das Expressionsverhalten osteogener Differenzierungsmarker, in Abhängigkeit von der 

endogenen ApoE-Expression, untersucht. 

Betrachtet man die ApoE-Expression der parentalen hMSC Tert Zelllinie während der 

osteogenen Differenzierung im Zeitverlauf, fällt auf, dass die Zellen im Laufe der 

Differenzierung mehr ApoE exprimieren. Es ist bekannt, dass die ApoE-Expression während 

der adipogenen Differenzierung ebenfalls ansteigt. Während die ApoE-Expression im Laufe 

der osteoblastären Differenzierung um den Faktor 4 ansteigt, werden bei der adipogenen 

Differenzierung Anstiege auf das 100fache beobachtet. Die im Zeitverlauf ansteigende ApoE-

Expression in humanen MSC Tert Zellen während der osteogenen Differenzierung ist also im 

Verhältnis eher als gering zu werten. Zahlreiche intrazelluläre- und extrazelluläre Signale 

regulieren über Transkriptionsfaktoren sowohl Adipogenese als auch Osteoblastogenese 

(Westendorf et al., 2004; Ross et al., 2000). Es existieren Hinweise, dass reife Osteoblasten 

über eine Aktivierung des wnt-Signaltransduktionweges eine entscheidende Rolle in der 

Zelllinienentwicklung von mesenchymalen Vorläuferzellen und damit in der frühen 

Adipogenese und Osteoblastogenese spielen (Zhou et al., 2008a). Inwiefern ApoE als 

Regulator der unterschiedlichen Differenzierungswege eine Rolle spielt ist bisher nicht 

bekannt. 

Betrachtet man die Expression von ApoE an Tag 12 ohne Induktion zur osteogenen 

Differenzierung, zeigen sich auf das Doppelte erhöhte Werte, verglichen mit osteogen 

differenzierenden Zellen. Zellen, die vermehrt proliferieren und nicht in eine bestimmte 

Richtung differenzieren, exprimieren also mehr ApoE. Dennoch steigt die ApoE 

Konzentration im Zeitverlauf gesehen während der osteogenen Differenzierung an. Es 

könnte sich hierbei um einen negativen Feedback-Mechanismus handeln. ApoE wird mit 

ansteigender Differenzierungszeit vermehrt exprimiert und dämmt über die postulierte 

Inhibition die osteoblastäre Differenzierung im Zeitverlauf ein. Im Zeitverlauf lässt sich ab

dem dritten Tag ein Ansteigen der Expression von ApoE beobachten. Beobachtet man die 

Expression osteogener Differenzierungsmarker in T20-shApoE und T20-Lenti sh scrambled, 

so ist im Zeitverlauf ebenfalls erst zwischen Tag 3 und Tag 6 ein Auseinanderweichen der 

Expressionen zu erkennen. Die ansteigende ApoE-Konzentration könnte die Inhibition der 
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Expression osteogener Differenzierungsmarker verursachen und die Tatsache erklären, dass 

sich die reduzierte endogene ApoE-Konzentration in T20-shApoE Zellen erst nach 3-6 Tagen 

auf die Expression der Differenzierungsmarker auswirkt. Diese Beobachtung bestärkt die 

Hypothese, dass ApoE die Differenzierung inhibiert. 

Die Expression der unterschiedlichen Differenzierungsmarker ist charakteristisch für 

bestimmte Stadien der Differenzierung (Liu et al., 1994). Osteocalcin, eines der wenigen 

Osteoblasten-spezifischen Proteine, eignet sich besonders gut, um das 

Differenzierungsverhalten zu dokumentieren. Ein weiterer etablierter Marker, um osteogene 

Differenzierung zu untersuchen, ist die Alkalische Phosphatase, ein Protein, das in seiner 

knochenspezifischen Isoform ebenfalls gut als Differenzierungsmarker geeignet ist. In den 

genetisch modifizierten humanen Zelllinien fiel auf, dass die Expression der Alkalischen 

Phosphatase durch die virusvermittelte modifizierte ApoE-Expression beeinflusst wird. 

Dieses Phänomen beobachteten wir sowohl in Zellkulturanalysen als auch auf mRNA Ebene. 

Dieses veränderte Expressionsverhalten könnte auf einen virusbedingten Effekt 

zurückzuführen sein.  Aus diesem Grund führten wir Alkalische Phosphatase 

Untersuchungen nur in den parentalen humanen MSC Tert20 Zellen durch. Kollagen ist 

maßgeblich an der organischen Knochenmatrix beteiligt und wurde ebenfalls als 

Differenzierungsmarker eingesetzt. Eine signifikante Steigerung mehrerer 

Differenzierungsmarker, wie in Abb.3.5 dargestellt, kann in humanen MSC Zellen als 

Nachweis der osteogenen Differenzierung gewertet werden (Owen et al., 1990).

Die vermehrte Expression osteogener Differenzierungsmarker in Zellen reduzierter ApoE 

Expression deuten auf gesteigerte osteogene Aktivität hin. ApoE-defiziente Mäuse zeigen 

ebenfalls eine vermehrte Knochendichte und erhöhte Knochenformationsraten. In Daten aus 

Experimenten mit primären murinen Osteoblasten, die in unserer Arbeitsgruppe bereits 

durchgeführt wurden, jedoch noch nicht veröffentlicht sind, zeigen sich in Serumanalysen 

ApoE-defizienter Mäuse ebenfalls erhöhte Konzentrationen von Osteocalcin und Alkalischer 

Phosphatase. Zudem wird eine gesteigerte Mineralisierung der extrazellulären Matrix in 

Osteoblasten  ApoE-defizienter Mäuse beobachtet. 

Anhand der Ergebnisse aus Abbildung 3.7A und 3.7B wird deutlich, dass sowohl an Tag 6 als 

auch an Tag 12 der osteogenen Differenzierung durch einen Mangel an ApoE in T20-shApoE 

Zellen die Expression der Differenzierungsmarker Kollagen IaI und Osteocalcin über das 

Doppelte ansteigt. Der inhibitorische Effekt von ApoE auf die Expression osteogener 

Differenzierungsmarker bleibt bei Abwesenheit von ApoE aus. Durch die Überexpression an 

endogenem ApoE wird keine signifikante Reduktion der Expression von Kollagen IaI und 

Osteocalcin hervorgerufen. Dies könnte auf eine bereits in hohem Maße vorhandene 
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Hemmung durch geringe Mengen ApoE zu erklären sein. Es kann also festgehalten werden, 

dass ein geringer Mangel an ApoE zu einem massiven Anstieg der Differenzierungsmarker 

führt. Ein ApoE-Mangel stimuliert die osteogene Differenzierung. Diese Ergebnisse sind mit 

der Beobachtung einer gesteigerten Knochenformationsrate und daraus resultierender 

vermehrter Knochendichte ApoE-defizienter Mäuse gut in Einklang zu bringen.

Durch Inkubation der hMSC Tert Zellen mit sezerniertem ApoE aus den Überständen der 

überexprimierenden Zellen T20-hApoE3 und T20-hApoE4 konnte eine Reduktion der 

Differenzierungsmarkerexpression gemessen und somit ebenfalls eine Inhibition der 

Differenzierung durch exogenes ApoE bestätigt werden. Dieser Effekt ist durch Umsetzen der 

Zellen auf Lipoprotein-defizientes Medium und dem damit verbundenen Entzug von 

extrazellulärem ApoE in umgekehrter Weise auslösbar. Die Abbildungen 3.8 und 3.9 zeigen, 

dass durch exogenes ApoE eine Modulation der Expression von Differenzierungsmarkern in 

humanen Osteoblasten in vitro stattfindet. 

4.2 ApoE-Isoform abhängige Effekte auf das Differenzierungsverhalten

Die Regulation des osteoblastären Differenzierungsverhaltens ist für das Gleichgewicht des 

Knochenmetabolimus von großer Bedeutung. Es gibt in der Literatur zahlreiche Studien, die 

den Effekt der ApoE Isoformen auf den Knochenmetabolismus untersuchen.

In einer Studie mit 284 postmenopausalen Japanerinnen wurde als erstes eine Reduktion der 

Knochendichte und erhöhte Osteocalcin Serumkonzentrationen bei ApoE4 Allelträgern 

beobachtet, die auf eine Reduktion der Osteoblastenaktivität durch ApoE4 zurückgeführt 

wurde (Shiraki et al., 1997). In einer Studie mit 219 Hämodialyse-Patienten wurde ein ApoE4 

Genotyp mit einem erhöhten Frakturrisiko in Verbindung gebracht (Kohlmeier et al., 1998). In 

zahlreichen weiteren Studien, die sich in den darauf folgenden Jahren mit ähnlicher 

Fragestellung beschäftigten, wurden ebenfalls Assoziationen zwischen ApoE Genotypen und 

Knochenmetabolismus beschrieben (Cauley et al., 1999; Johnston et al., 1999; Sanada et 

al., 1998). In einer Studie mit 692 Hong Kong Chinesen wurde kein Zusammenhang 

zwischen ApoE4 und Knochenmineralisierungsdichte, jedoch zwischen ApoE2 und 

Knochenmineralisierungsdichte beschreiben (Wong et al., 2005). Einige neuere Studien 

haben keine Assoziationen zwischen ApoE Genotyp Frakturenrate oder Knochendichte 

beobachten können (Bagger et al., 2007; Gerdes et al., 2001; Lui et al., 2003; Macdonald et 

al., 2008; Sennels et al., 2003; von Muhlen et al., 2001). Weitere zeigen isolierte 

Veränderungen einzelner Skelettregionen. Sowohl isolierte Veränderungen des proximalen 

Femur, der Lendenwirbelkörper und des Calcaneus wurden beschrieben. Des Weiteren sind 

geschlechterabhängige Unterschiede dokumentiert. Da allerdings nur 6 von 24 Studien mit 

Kollektiven beider Geschlechter durchgeführt wurden, kann hier kein einheitliches Resultat 
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beschrieben werden. (Long et al., 2004; Villarreal and Bermudez, 2004; Zajickova et al., 

2003). 

Die größte Studie zu diesem Themengebiet mit 5.857 älteren Frauen und Männern 

(Rotterdam Studie) konnte eine Assoziation zwischen ApoE Genotyp und 

Knochenmineralisierung, Frakturrate oder Osteoporose nicht bestätigen (Schoofs et al., 

2004). Bisher konnte kein einheitliches Resultat erreicht werden, ob die Isoformen von ApoE 

einen unterschiedlichen Einfluss auf den Knochenmetabolismus haben. Viele 

Einflussfaktoren wie Alter und Geschlecht erschweren zudem die Erforschung in klinischen 

Studien. 

Aus diesem Grund haben in vitro Untersuchungen am Zellmodell durch die Schaffung 

möglichst einheitlicher Konditionen diesbezüglich einen großen Vorteil. Ein deutlicher 

inhibitorischer Effekt durch ApoE wurde anhand der Ergebnisse in Kapitel 3.2.3- 3.2.5 dieser 

Arbeit nachgewiesen. Die Ergebnisse bezüglich der isoformspezifischen Auswirkungen von 

endogenem ApoE zeigen keine signifikanten Unterschiede (Abb.3.7A und B). Die Inkubation 

mit sezerniertem ApoE der Überstände der Zelllinien T20-hApoE3 und T20-hApoE4 zeigt im 

Vergleich zu den parentalen hMSC Tert20 Zellen keine signifikant stärkere Reduktion der 

Expression der Differenzierungsmarker durch ApoE4 als durch ApoE3. Ein eindeutiger 

isoformabhängiger Effekt wurde demzufolge auch in dieser Arbeit nicht beobachtet. Eine 

Zelllinie mit einer Überexpression der Isoform ApoE2 stand für die in dieser Arbeit 

durchgeführten Versuche nicht zur Verfügung. Ergänzende Versuche wären aber wichtig, da 

ein Einfluss von ApoE2 auf den Knochenstoffwechsel über den Lipidstoffwechsel aufgrund 

seiner reduzierten Rezeptoraffinität gut möglich wäre. ApoE2 ist mit 3-12% unter den ApoE 

Isoformen die seltenste mit der geringsten Rezeptoraffinität. ApoE2 zeigt eine verminderte 

Bindekapazität von Chylomikronen Remnants und Lipoproteinrezeptoren (Schneider et al., 

1981). Da Vitamin K ausschließlich über Lipoproteine im Blut transportiert wird und für den 

Knochenmetabolismus eine entscheidende Rolle spielt, stellt eine Beeinträchtigung des 

Chylomikronen-Metabolismus gleichzeitig eine Beeinträchtigung des Vitamin K-Transportes 

dar. Somit könnte eine verminderte Carboxylierung von Osteocalcin durch eine verminderte 

Aufnahme von Vitamin K und damit durch ApoE2 verursacht werden. Eine Beeinflussung der 

Mineralisierung des Knochens durch ApoE2 über den Lipidstoffwechsel wäre demzufolge gut 

denkbar und ist ein wichtiger noch zu untersuchender Aspekt. Aus Zeitgründen konnte diese 

Hypothese im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr aufgenommen werden. 

4.3 Inhibition der wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade durch ApoE

Aus der Literatur geht hervor, dass der kanonische wnt-Signaltransduktionsweg eine 

entscheidende Rolle bei der Kontrolle zahlreicher metabolischer Vorgänge im Knochen spielt. 
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Über die Aktivierung der Expression des Mastergens Runx2 spielt die kanonische wnt-

Signaltransduktionskaskade in mesenchymalen Stammzellen eine wichtige Rolle bei der 

Kontrolle der osteoblastären Differenzierung und bei der Skelettentwicklung (Gaur et al., 

2005). Auch in vivo wurde in Ratten nach oraler Gabe eines GSK-3ß-Inhibitors eine 

vermehrte Expression von Markerproteinen für die Knochenbildung sowie eine gesteigerte 

Knochendichte und Festigkeit festgestellt, die die Rolle der wnt/ß-catenin 

Signaltransduktionskaskade für die Osteogenese beschreibt (Kulkarni et al., 2006). Wnt-

Proteine sind zudem über das Osteoprotegerin/RANKL System für die Differenzierung der 

Osteoklasten und damit der Knochenresorption mitverantwortlich und haben somit große 

Bedeutung für die Knochenbilanz (Logan and Nusse, 2004). Reife Osteoblasten haben über 

eine Aktivierung des wnt-Signalwegs einen entscheidenden Einfluss auf die 

Zelllinienentwicklung von mesenchymalen Vorläuferzellen und damit in der frühen 

Osteoblastogenese (Zhou et al., 2008). Es gibt Schlussfolgerungen, dass wnt-Proteine 

sowohl bei der Regulation von Knochenerhaltung und -neubildung während der Entwicklung, 

als auch beim Erwachsenen involviert sind (Glass et al., 2005; Krishnan et al., 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Experimente durchgeführt, um zu prüfen, ob der Einfluss 

von ApoE auf die osteoblastäre Differenzierung über den kanonischen wnt/ß-catenin 

Signaltransduktionsweg vermittelt wird. 

Über die Regulation der wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade durch ApoE ist bisher 

wenig bekannt (Kim et al., 1998; Magoori et al., 2003). Isoformabhängige Unterschiede in der 

Inhibition des wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweges wurden in undifferenzierten PC12 

Zellen (Phäochromozytomzellen der Ratte) beobachtet. Obgleich alle Isoformen dazu in der 

Lage waren den wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg zu inhibieren, ging der stärkste Effekt 

von ApoE4 aus (Caruso et al., 2006). Aufgrund bekannter Interaktionen mit LRP-Rezeptoren 

werden auch bei der Entstehung neurodegenerativer Krankheiten über ApoE-Effekte auf den 

wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweg diskutiert. Hier wird vor allem ein Zusammenhang 

zwischen LRP6, ApoE und einer dadurch bedingten Veränderung der wnt-

Signaltransduktionskaskade untersucht (De Ferrari et al., 2007). 

Die wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade besitzt drei charakteristische 

Schlüsselelemente. Durch extrazelluläre wnt-Proteine wird die Signaltransduktionskaskade in 

Gang gesetzt. Dadurch kommt es zu einer intrazellulären Akkumulation von ß-catenin im 

Zellkern. Dieser initiale Schritt wurde durch Experimente mit wnt3a-Stimulation und 

anschließenden ß-catenin Western Blot Analysen untersucht. ß-Catenin aktiviert im Zellkern 

durch Verdrängung des Ko-Repressor Groucho die Transkriptionsfaktorfamilie Lef/TCF. 

Reporter-Assays zur Bestimmung der Aktivität Lef/TCF abhängiger Gene wurden 

durchgeführt, um diesen Schritt zu prüfen. Der letzte Schritt in der Untersuchung des 
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Einflusses von ApoE auf den wnt/ß-catenin Signalweg stellte die Untersuchung der 

Osteoprotegerin-Expression, einem Zielgen des wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweges, 

dar. Damit wurden in dieser Arbeit alle charakteristischen Schlüsselelemente untersucht, um 

den Einfluss von ApoE auf den Signalweg von allen Seiten zu beleuchten.

Zunächst wurde die Stimulierbarkeit der Zellen durch wnt3a bestätigt (Abb.310 u.3.11), da in 

den verschiedenen humanen MSC Tert20 Zelllinien basal kein Unterschied in der ß-catenin 

Akkumulation festgestellt wurde. 

Anhand der folgenden Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses von ApoE auf die 

Lef/TCF Aktivität und auf die Expression von Osteoprotegerin aus Abbildung 3.11 und  3.12 

wird deutlich, dass der Mangel an endogenem ApoE in den T20-shApoE Zellen zu einem 

signifikanten Ansteigen der Lef/TCF Aktivität führt. Die mittels quantitativer RT-PCR 

gemessenen Osteoprotegerin-Expressionen der hMSC Tert20 Zelllinien unterschiedlicher 

ApoE-Expression bestätigen durch dreifach erhöhte Werte in T20-shApoE Zellen dieses 

Ergebnis. ß-Catenin Western Blot Analysen zeigen eine deutliche Inhibition der 

intrazellulären ß-catenin Akkumulation nach Stimulation mit exogenem ApoE (Abb.3.13).

Im Juni 2009 wurde von Park et al. beschrieben, dass durch die Telomerase der hMSC 

Tert20 Zellen die wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade beeinflusst wird. Die Telomerase 

agiert als Ko-Faktor des ß-catenin-Transkriptionskomplexes. Die Transkription von Zielgenen 

des wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweges wird durch die Telomerase moduliert (Park et 

al., 2009). Dieser Einfluss muss bei der Beurteilung der Ergebnisse der durchgeführten 

Experimente berücksichtigt werden. Da in den durchgeführten Experimenten alle Zelllinien 

über einen retroviralen Vektor mit humaner Telomerase (telomerase reverse transkriptase) 

immortalisiert wurden, und sich die Zellen nur hinsichtlich ihrer ApoE-Expression 

unterscheiden, können dennoch Rückschlüsse des Einflusses von ApoE auf den wnt/ß-

catenin Signaltransduktionsweg gezogen werden. Die zahlreichen Unterschiede sowohl bei 

der Aktivität Lef/TCF abhängiger Gene, bei der ß-catenin Akkumulation sowie bei der 

Expression des wnt-Zielgens Osteoprotegerin geben Hinweise, dass ApoE den wnt-

Signalweg inhibiert und dies als Weg der Inhibition der osteogenen Differenzierung in Frage 

kommt. 

Ein Charakteristikum des Zellmodells der hMSC Tert Zelllinie besteht darin, dass keine 

komplette ApoE-Defizienz erreicht werden kann. Die Daten dieser Arbeit deuten darauf hin, 

dass bereits kleinste Mengen von ApoE enorme Auswirkungen auf die Differenzierung 

haben. Durch einen geringen Mangel an ApoE wurden bereits massive Steigerungen in der 

Expression osteogener Differenzierungsmarker beobachtet. Aus diesem Grund wurden die 

Versuche zur Untersuchung des wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweges auch mit primären 
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murinen Osteoblasten aus den Calvarien drei Tage alter ApoE-defizienter Mäuse, verglichen 

mit genetisch unveränderten Mäusen, durchgeführt. 

In der ß-catenin Akkumulation der verschiedenen primären murinen Osteoblasten konnten 

bezüglich der ApoE-Expression bereits basal erhebliche Unterschiede gesehen werden (Abb. 

3.15A). Weitere Experimente zur ß-catenin-Akkumulation in murinen ApoE Wildtyp-Zellen 

und ApoE Knockout-Zellen demonstrieren, dass durch einen Mangel an ApoE ein Anstieg der 

ß-catenin Akkumulation hervorgerufen wird. Durch Stimulation mit recombinantem ApoE lässt 

sich diese Akkumulation eindämmen (Abb.3.15B). Dadurch wird deutlich, dass sowohl 

exogenes als auch endogenes ApoE in primären murinen Osteoblasten den wnt/ß-catenin 

Signaltransduktionsweg inhibiert. 

Die Osteoprotegerin-Expression von primären murinen Osteoblasten mit ApoE Knockout im 

Vergleich zu primären murinen Osteoblasten unveränderter ApoE-Expression ist gesteigert. 

Dies macht den Einfluss von endogenem ApoE auf die Expression des wnt-abhängigen 

Zielgens Osteoprotegerin auch in diesem Zellmodell deutlich. Exogen zugeführtes ApoE

reduziert ebenfalls die Osteoprotegerin-Expression in ApoE-Knockout- und Wildtyp-Zellen. 

Die Ergebnisse im murinen ApoE-Knockout Zellmodell unterstreichen die Ergebnisse des 

humanen Zellmodelles und geben somit einen eindeutigen Anhalt dafür, dass ApoE die 

wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade inhibiert. Eine Erklärungsmöglichkeit wäre, dass 

ApoE über seine Bindung an LRP die Stimulation durch wnt-Proteine inhibiert. Es wäre 

ebenfalls denkbar, dass wnt-Proteine zusammen mit ApoE auf Lipoproteinen verankert sind 

und durch deren räumliche Nähe die Rezeptoraffinität reduziert wird. Um den genauen 

molekularen Mechanismus verstehen zu können und zu erforschen, an welchem Schritt der 

wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade ApoE genau angreift, bedarf es weiterer 

Untersuchungen.  Vergleichende Versuche mit etablierten Stimulatoren wie zum Beispiel 

Dickkopf1 (DKK1) mit bekanntem molekularem Mechanismus wären hier denkbar. Die 

Dickkopf-Familie besteht aus 4 Mitgliedern DKK1-4 mit je 206-366 Aminosäuren. DKK1 ist 

als Inhibitor des kanonischen wnt/ß-catenin Signaltransduktionsweges anerkannt. Es bindet 

an LRP6 und inhibiert so die Aktivierung des Signalwegs (Zorn, 2001). Zudem wären 

Immunfluoreszenzfärbungen hilfreich, um Aufschluss über Lokation und Translokation von 

beteiligten Proteinen zu erhalten.

Eine Modulation der kanonischen wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade durch ApoE 

wurde sowohl in humanen mesenchymalen Stammzelllinien (hMSC Tert20) sowie in primären 

murinen Osteoblasten gesehen. Dadurch wird die Hypothese bestätigt, dass die Inhibition 

der osteogenen Differenzierung durch ApoE, zumindest partiell, über den wnt/ß-catenin 

Signaltransduktionsweg vermittelt wird.
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Abschließend ist festzuhalten, dass von Apolipoprotein E (ApoE) ein inhibitorischer Effekt auf 

die osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzelllen (hMSC Tert20) in vitro 

ausgeht. Die Hypothese, dass dieser Effekt ApoE isoformabhängig ist, wurde nicht bestätigt. 

Es wurde bestätigt, dass der inhibitorische Effekt von ApoE auf die osteogene 

Differenzierung zumindest partiell durch die wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade 

vermittelt wird.
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5 Zusammenfassung

Im Mausmodell führt genetische ApoE Defizienz aufgrund einer erhöhten Knochenformation 

zu einer erhöhten Knochenmasse. Der zugrunde liegende molekulare Mechanismus dieses 

Phänotyps wird bisher nicht verstanden. Mit dieser Arbeit sollte die Hypothese geprüft 

werden, dass ApoE die Differenzierung und Funktion von Osteoblasten direkt inhibiert. 

Ebenfalls wird postuliert, dass eine unterschiedliche inhibitorische Potenz zwischen den 

einzelnen ApoE Isoformen (ApoE2, E3, E4) besteht. 

Humane mesenchymale Stammzellen mit genetisch modifizierter Überexpression der ApoE 

Isoformen E3 und E4, sowie mit shRNA vermittelter verminderter ApoE Expression, wurden 

als Zellmodell verwendet, um den Effekt endogener Unterschiede der ApoE Expression auf 

das Differenzierungsverhalten zu analysieren. Anhand des shRNA  ApoE Knockdown wurde 

deutlich, dass eine verminderte endogene ApoE Expression zu einer Steigerung der 

Osteoblastenaktivität führt. Experimente mit exogenem ApoE ergaben hingegen einen 

inhibitorischen Effekt auf osteogene Differenzierungsmarker und Aktivitätsmarker. Diese 

Ergebnisse zeigen eindeutig, dass ApoE einen inhibitorischen Effekt auf die Differenzierung 

und Aktivität von Osteoblasten in vitro ausüben kann, wobei die Inhibition durch ApoE4 

tendenziell stärker ausfiel als die durch ApoE3. Hinsichtlich der endogenen ApoE 

Überexpression ergaben sich keine isoform-spezifischen Unterschiede.

Ergänzend zum humanen Zellmodell wurden murine Osteoblasten mit genetisch bedingter 

ApoE Defizienz analysiert. 

Sowohl im humanen als auch im murinen Zellsystem wurde der Einfluss von ApoE auf die 

wnt/ß-catenin Signaltransduktionskaskade untersucht. Die zelluläre ß-catenin Akkumulation 

wurde durch ApoE reduziert und durch ApoE Defizienz gesteigert. Die Aktivität des 

Transkriptionsfaktors LEF/TCF sowie die Transkription LEF/TCF abhängiger Gene wurden 

ebenfalls durch ApoE reduziert und durch ApoE Defizienz gesteigert. 

Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse dieser Arbeitet, dass ApoE einen 

inhibitorischen Effekt auf die Differenzierung und Funktion humaner und muriner 

Osteoblasten ausübt. Es wurde gezeigt, dass die Inhibition zumindest partiell über die wnt/ß-

catenin Signaltransduktionskaskade vermittelt wird. Dadurch kann der Knochenphänotyp 

ApoE defizienter Mäuse jetzt auf molekularer Ebene erklärt werden. Bezüglich der Frage, ob 

diesbezüglich Unterschiede zwischen den ApoE Isoformen bestehen, sind weitere

Untersuchungen erforderlich. 
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