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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Der Knochen

Entgegen der landldufigen Meinung stellt der Knochen nicht nur ein starres Gerlst dar,
sondern ist ein dynamisches Gewebe, welches einem steten Umbau unterworfen ist. So
werden jahrlich etwa 10% der Knochenmasse komplett erneuert (Cohen, 2006). Durch den
Knochen werden vielfaltige Aufgaben erfllt, da dieser nicht nur einen Stiitzapparat darstellt,
der Bewegung ermdglicht und den inneren Organen als Schutz vor physikalischer
Gewalteinwirkung dient, vielmehr ist er auch ein Reservoir fir Mineralien und dient als
wichtiger Regulator der Mineralhomeostase (Zaidi, 2007). Humaner Knochen ist zu ca. 60%
mineralisiert, was durch die Einlagerung von Hydroxylapatit ([Cas(POa4)2]sCa(OH)2)
geschieht. Der Hauptbestandteil der nicht mineralisierten Matrix ist Typ I-Kollagen (etwa
95%). Daneben enthdlt Knochen auch andere Matrixproteine, wie die RGD-Domanen
enthaltenden Glykoproteine Fibronektin, Osteopontin, Thrombospondin, Bone sialoprotein
(lbsp) und Dentin Matrix Protein-1 (Dmp1l), sowie Vitamin K-abhdngige Gla-Proteine, wie
z.B. Osteocalcin. Diese Bestandteile leiten zu einer weiteren Funktion des Knochens uber. So
gilt das Matrixprotein Osteocalcin als wichtiger Regulator des Glukosehaushaltes, wodurch
der Knochen als Regulator des Energiestoffwechsels fungiert (Lee et al., 2007).

In unmittelbarer N&he der Knochenzellen bzw.-Matrix liegt das Knochenmark. Diese
rdumliche Né&he bietet zahlreiche Mdoglichkeiten der Interaktion der Knochenzellen mit
diversen anderen Zellen, wie z.B. B-Zellen und T-Zellen. Die Gesamtheit der Interaktionen
des Knochens und der immunrelevanten Zellen wird dabei auch als Osteoimmunologie
bezeichnet. Hierbei nehmen die unterschiedlichen Systeme wechselseitig Einfluss
aufeinander. So beeinflussen Osteoblasten z.B. die B-Zellreifung und B-Zellen die Regulation
der Knochenmasse (Wu et al., 2008, Li et al., 2007). Dies macht den Knochen zu einem

wichtigen Regulator verschiedenster Funktionen des Immunsystems.

1.1.1 Die Knochenentwicklung

Knochen wird durch das Zusammenspiel verschiedener Zellen gebildet und umgebaut.
Hierbei werden zwei Arten der Knochenbildung voneinander unterschieden. Bei der
enchondralen Ossifikation, welche unter anderem fir die Bildung der Rohrenknochen wie

z.B. fir die des Femurs verantwortlich ist, kommt es zuerst zu einer Kondensation
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mesenchymaler Vorldauferzellen. Diese differenzieren zu Chondrozyten, welche Typ II-
Kollagen produzieren. Fir die Differenzierung der mesenchymalen Vorl&uferzellen zu
Chondrozyten ist der Transkriptionsfaktor Sox9 essenziell. Das darauf folgende Geschehen
kann in mehrere Phasen unterteilt werden. Nach einer Phase der Proliferation hypertrophieren
die Chondrozyten. Hypertrophe Chondrozyten produzieren nun mehr kein Typ II-Kollagen
sondern Typ X-Kollagen. Der Ubergang von proliferierenden Chondrozyten zu hypertrophen
Chondrozyten wird durch die Molekule Indian hedgehog (Ihh) und Pthrp reguliert. Zeitgleich
zum Auftreten von hypertrophen Chondrozyten exprimieren mesenchymale Zellen im
Perichondrium Runx2. Bei diesem Gen handelt es sich um den Schlisselfaktor der
Osteoblastendifferenzierung (Ducy et al., 1997). Diese Zellen im Perichondrium bilden den
sogenannten ,,Bone collar®, welcher die Vorlage fur den kortikalen Knochen darstellt.
Hypertrophe Chondrozyten sterben letztendlich ab und bilden auf diese Weise durch die
hinterlassene Matrix aus Typ X-Kollagen und Aggrecan eine ideale Vorlage fir die
Mineralisation. SchlieSlich kommt es zur Einsprossung von Gefallen, Uber die dann
Osteoblasten einwandern konnen. Diese produzieren eine Typ I-Kollagen haltige Matrix,
wodurch eine Priméar-Spongiosa gebildet wird. Bei diesem Gebilde handelt es sich um die
Vorlage des zukinftigen trabekuldren Knochens (Karsenty et al, 2009). Bei der desmalen
Ossifikation, die fir die Bildung der platten Knochen, wie z.B. die des Schadels und des
Schulterblattes verantwortlich ist, kommt es jedoch nicht zur Bildung einer Knorpelvorlage,
hier differenzieren mesenchymale Vorlduferzellen direkt zu Osteoblasten (Hartmann, 2009).

1.1.2 Der Knochenumbau

1.1.2.1 Die Knochenbildung bzw. Knochenformation

Fur die Knochenbildung sind die Osteoblasten verantwortlich, welche sich, wie schon oben
beschrieben, von mesenchymalen Vorlauferzellen ableiten. Fur die Differenzierung der
Vorlauferzellen zu Osteoblasten ist Runx2 der Schliisselfaktor (Ducy et al, 1997). Zusétzlich
sind zwei weitere Transkriptionsfaktoren, welche pradominant im Osteoblasten exprimiert
werden fir dessen Differenzierung absolut notwendig: Osterix und Atf4 (Karsenty et al.,
2009). Durch Osteoblasten wird eine extrazelluldre Matrix aufgebaut, die hauptsachlich aus
Typ-1 Kollagen besteht und im unmineralisierten Zustand auch als Osteoid bezeichnet wird.
Durch noch nicht vollstandig verstandene Prozesse wird dann Mineral eingelagert. An diesem

Prozess ist das Enzym Alkalische Phosphatase beteiligt, welches anfallendes Pyrophosphat
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spaltet (Wennberg et al., 2000, Narisawa et al., 1997). Nach dem Auffillen der resorbierten
Flache wird die Knochenformation durch noch nicht genau aufgeklarte Mechanismen
beendet. Bei diesem Vorgang spielt hochstwahrscheinlich der Osteozyt eine zentrale Rolle, da
durch diese Zellart Sost, ein I6slicher Inhibitor der Knochenformation, welcher an den Wnt-
Korezeptor Lrp5 bindet, sezerniert wird (Winkler et al, 2003). Bei Osteozyten handelt es sich
um terminal differenzierte Osteoblasten, welche durch den Knochenformationsprozess in der
Matrix ,,gefangen® werden. Sie zeichnen sich durch die Expression von Markern wie Phex
oder Dmp1l aus (Paic et al., 2009). Diesen Genen kommt auch eine entscheidende Rolle bei
der Matrixmineralisation zu. So kodiert Phex fiir eine Endopeptidase, deren Inaktivierung in
der Maus eine Hypophosphatamie zur Folge hat und in einer gestdrten Matrixmineralisation
(Osteomalazie) resultiert (Yuan et al., 2008). Inaktivierende Mutationen von Dmpl sind
Ursache einer autosomal rezessiven Mineralisationsstorung, die ebenfalls mit einer

Hypophosphatamie einhergeht (Feng et al., 2006).

1.1.2.2 Die Knochenresorption

Osteoklasten, welche die einzigen Zellen darstellen, die in der Lage sind Knochen abzubauen,
leiten sich aus der h&matopoetischen Linie ab. Hierbei handelt es sich um multinukleédre
Zellen, welche positiv fur das Enzym Tartrate-resitant-acid-phosphatase (TRAP) sind und
durch Fusionierung myeloider Vorlauferzellen entstehen (Novack und Teitelbaum, 2008).
Schlisselfaktoren der Osteoklastogenese sind M-Csf und Rankl. M-Csf (bt Uber seinen
Rezeptor c-fms sowie Akt- und MAPK-abhangige Signalwege einen positiven Einfluss auf
die Proliferation und das Uberleben von Osteoklastenvorlaufern aus (Takayanagi, 2007).
Rankl ist der entscheidende Faktor flr die Differenzierung zu funktionsfahigen Osteoklasten,
welcher nicht nur von Osteoblasten sondern auch von aktivierten T-Zellen sezerniert wird
(Takayanagi, 2007). Rankl wirkt tber seinen Rezeptor Rank und Traf6 auf Signalwege wie
z.B. NFxB-, MAPK- und PI3K-abhédngige Signalwege und aktiviert tiber die Regulation des
intrazellularen Calciumspiegels den Transkriptionsfaktor Nfatcl. Die Expression dieses
Transkriptionsfaktors ist fir die Osteoklastogenese zwingend erforderlich (Takayanagi,
2007). Zudem existiert ein wichtiger Rankl-Gegenspieler, das sogenannte Osteoprotegerin
(Opg), welches durch das Gen Tnfrsfllb kodiert wird. Opg regelt mafRgeblich die
Osteoklastogenese durch seine Bindung und Inhibtion von Rankl (Simonet et al., 1997). Nach
der Migration von Osteoklastenvorlaufern und deren Fusionierung adhdrieren diese uber
avp3-Integrine an RGD-Domanen enthaltende Matrix-Proteine. Durch Ausbildung einer
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»sealing zone“, die durch Entstehung eines Aktin-Ringes ermoglicht wird, kann der
Osteoklast unter seiner ,ruffled border* (Einfaltungen der Zellmembran) ein
Resorptionskompartiment erzeugen. Hier kommt es durch die Aktivitét einer Carboanhydrase,
einer H+ATPase und dem Chlorid-Kanal Clc-7 zu einer Ansduerung des
Resorptionskompartiments, was ein Herauslosen des Minerals aus dem Knochen zur Folge
hat (Novack und Teitelbaum, 2008, Schinke et al.,, 2009). Die organische Matrix
(hauptsachlich Typ-1 Kollagen) wird dabei durch die saure Protease Cathepsin K, welche in
das Resorptionskompartiment sezerniert wird, abgebaut.

1.1.2.3 Die Regulation des Knochenumbaus

Ein andauernder Knochenumbau ist absolut entscheidend, da ansonsten die Knochenqualitét
bzw. die mechanische Belastbarkeit durch so genannte ,,Microcracks* stetig abnehmen wirde,
was in einer erhdhten Frakturrate resultieren wiirde. Dieser stetige Umbau der Knochenmasse
wird durch zahlreiche Mechanismen reguliert. So erfolgt z.B. die zentrale Regulation der
Knochenmasse iber das Hormon Leptin, welches von weillem Fettgewebe sezerniert wird.
Leptin wirkt iber den Hypothalamus, wo es den Sympathikustonus stimuliert, welcher dann
in Osteoblasten (ber p2-adrenerge Rezeptoren den Transkriptionsfaktor Atf4 aktiviert und
damit die Rankl-Expression induziert. Gleichzeitig wird die Expression der Clock-Gene im
Osteoblasten durch Stimulation der p2-adrenergen Rezeptoren induziert, diese wirken dann
inhibitorisch auf die Expression von c-myc und die Proliferation der Osteoblasten, wodurch
es zu einer erniedrigten Knochenformation kommt (Elefteriou et al, 2005, Fu et al., 2005).
Die endokrine Kontrolle des Knochenumbaus erfolgt iiber Hormone wie PTH und Ostrogen.
So reguliert PTH, welches in der Nebenschilddrise produziert wird, die Freisetzung von
Calcium aus dem Knochen, erhoht indirekt tber die Wirkung von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D
die Aufnahme von Calcium aus dem Darm und fordert die vermehrte Riickabsorption dieses
Minerals in der Niere (Quarles, 2008). Ostrogen wirkt (iber Kernrezeptoren (iiber ERc) auf
den Osteoklasten, wo es die Apoptose durch erhohte Expression von FasL induziert
(Nakamura et al, 2007). Damit stellt Ostrogen einen Inhibitor der Knochenresorption dar, was
auch die erhdhte Resorption in postmenopausalen Osteoporose-Patientinnen erklart.

Neben der zentralen und hormonellen Kontrolle des Knochenumbaus spielen lokale
Mechanismen eine wichtige Rolle. Beispiele hierfur sind das EphrinB2-EphB4, das
Osteoprotegerin (Opg)-Rankl System und das Wirken von Wachstumsfaktoren wie z.B. Tgf-
p/ Bone morphogenic proteins (Bmps) und Wnt-Glykoproteinen.  Zusétzlich spielen
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verschiedeneste Zytokine, wie z.B. IL-1, IL-18 und Chemokine, wie etwa Ccl2 und Cxcl12,
fur die Steuerung der Differenzierung bzw. der Aktivitat der Osteoblasten und Osteoklasten
eine entscheidende Rolle (Harada und Rodan, 2003, Deschaseaux et al, 2009, Takayanagi,
2007, Lorenzo et al., 2008). Hervorzuheben ist, dass sich die Gegenspieler Osteoblasten und
Osteoklasten wechselseitig beeinflussen. So sezernieren aktive Osteoklasten Faktoren wie
z.B. Tgf-p oder Sphingosin-1-Phosphat, welche die spétere Knochenneubildung durch
Osteoblasten stimulieren (Tang et al., 2009, Pederson et al, 2008). Dieses Phanomen wird
auch als funktionelle Kopplung der Knochenformation an die Knochenresorption (Englisch:
»coupling®) bezeichnet. Entsprechend werden durch den Osteoblasten auch proresorptive
Signale z.B. durch Sezernierung von Rankl und anti-resorptive Signale wie etwa durch Opg-

Serzernierung vermittelt.

1.1.3 Stérungen des Knochenumbaus

Fur die Funktion des Knochens ist es essenziell, dass Knochenformation und Knochenabbau
genau aufeinander abgestimmt sind, denn jede Verschiebung des Gleichgewichts dieser zwei
Vorgénge kann zu entscheidenden Verénderungen der Stabilitat des Knochens, aber auch zu
einer Storung der Mineralhomgostase flihren. Eine Erniedrigung der Knochenmasse um mehr
als 2,5 Standardabweichungen vom Mittelwert des entsprechenden Alters wird auch als
Osteoporose bezeichnet (Rosen, 2005). Dieser Zustand tritt ein, wenn die Resorption
gegeniiber der Formation erhoht ist. Eine Erhdhung der Knochenmasse tritt ein, wenn die
Formation gegenlber der Resorption erhoht ist, was als Osteosklerose bezeichnet wird.
Gegenlber einer Osteopetrose, bei der die Osteoklasten nicht mehr addquat Knochen
resorbieren konnen, ist die Osteosklerose der angestrebte Zustand, da der Knochen hier eine
erhohte biomechanische Belastbarkeit aufweist. So kommt es bei der Osteopetrose neben
schwerwiegenden Symptomen, wie z.B. einer Anamie, trotz der erhdhten Knochenmasse zu
einem erhohten Frakturrisiko. Neben diesen Veranderungen der Knochenmasse gibt es auch
Erkrankungen, bei denen die Mineralisation des Knochens betroffen ist, so spricht man bei
einer Anreicherung der nicht mineralisierten Matrix von einer Osteomalazie.

Einerseits kdnnen genetische Veranderungen Ursache dieser Erkrankungen sein. So tritt eine
Osteoporose bei Patienten mit Osteoporosis-Pseudoglioma-Syndrom aufgrund einer
inaktivierenden Mutation des LRP5-Gens auf. Patienten mit einer aktivierenden Mutation
(G171V) des LRP5-Gens zeigen klinisch eine Osteosklerose (Little et al., 2002). Die
entsprechenden Mausmodelle bestétigen dabei den beobachteten humanen Phanotyp (Kato et
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al., 2002). Inaktivierende Mutationen der Gene CLC7, das fur einen Chloridkanal kodiert und
TCIRG (kodiert fur die a3 Untereinheit der Protonenpumpe im Osteoklasten) sind im
Menschen die Ursache flr eine Osteopetrose. Die jeweiligen Mausmodelle weisen ebenfalls
eine Osteopetrose auf (Schinke et al., 2009). Von allen Erkrankungen des Skelettsystems hat
jedoch die Osteoporose die grofite Bedeutung.

Neben der genetischen Komponente gibt es zahlreiche Risikofaktoren fir die Ausbildung
einer Osteoporose. Hierzu zdhlen Fehl- und Mangelerndhrung (Rosen, 2005), eine
unzureichende Versorgung mit Vitamin D (Priemel et al.,, 2009), ein Abfallen des
Ostrogenspiegels in der Menopause, Glukocorticoideinnahme, Immobilisation und
Grunderkrankungen wie Tumorleiden z.B. das Multiple Myelom sowie inflammatorische
Erkrankungen wie z.B. die rheumatoide Arthritis. Ziel einer medikamentdsen Osteoporose-
Therapie ist es, durch gezielt in die Regulationsmechanismen des Knochenumbaus
einzugreifen und so den Knochenmasseverlust aufzuhalten, bzw. im ldealfall sogar neue
Knochenmasse aufzubauen. Dies sollte im besten Fall durch eine Steigerung der
Knochenformation geschehen, ohne dabei die Resorption zu senken, sodass es zu einer
Erhohung der Knochenmasse ohne Abnahme der Knochenqualitdt kommt.

Im Moment stehen neben der Supplementierung von Calcium und Vitamin D verschiedene
Therapien zur Verfugung. Eine wichtige Wirkstoffklasse sind die so genannten
Bisphosphonate, die sich an den Knochen anlagern und nach Resorption durch Osteoklasten
diese in die Apoptose treiben. Bei dieser Substanzklasse handelt es sich also um Inhibitoren
der Resorption. Aktuell ist ein neutralisierender Antikorper gegen humanes RANKL mit dem
Namen Denosumab als Therapie-Option hinzugekommen. Hierbei handelt es sich auch um
eine antiresorptive Therapie, welche u. a. bei der postmenopausalen Osteoporose eingesetzt
werden kann (Cummings et al., 2009). Der Grofiteil der heute verfligbaren Therapien ist
jedoch nur in der Lage, den fortschreitenden Knochenmasseverlust durch Hemmung der
Resorption bestenfalls aufzuhalten oder zu verlangsamen.

Zum Aufbau neuer Knochenmasse ist bis heute nur eine Therapieoption vorhanden. Hierbei
wird den Patienten intermittierend PTH verabreicht. Dies birgt aber auch potenzielle
Gefahren. So kann bis heute nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass eine PTH-
Therapie, wie im Tiermodell, das Risiko fur die Entwicklung von Osteosarkomen erhéht
(Tashjian und Goltzman, 2008), weshalb diese Therapie maximal zwei Jahre durchgefihrt
werden darf. Fihrt diese Therapie nicht zu dem gewinschten Erfolg, gibt es z.Z. keine
weitere Mdglichkeit, die Knochenmasse medikamentds zu steigern. Deshalb ist es essenziell,

weitere Ansatzpunkte fur eine osteoanabole Therapie zu identifizieren.
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1.2 Der Wnt-Signalweg

Die Beobachtung, dass aktivierende Mutationen des humanen Wnt-Korezeptors LRP5 in einer
Osteosklerose (Mutation G171V) resultieren, fuhrte zu der Hoffnung, dass der Wnt-
Signalweg als potentieller Ansatzpunkt einer osteoanabolen Therapie dienen konne (Krishnan
et al., 2006). Der Wnt-Signalweg wird in mindestens drei Signalwege unterteilt: Der
kanonische Wnt-Signalweg, der Wnt/Planar cell polarity (PCP)-Signalweg und der Wnt/Ca
(Calcium abhé&ngigen)-Signalweg (Mosimann et al., 2009). Von allen Wnt-Signalwegen ist
der kanonische Wnt-Signalweg der am besten verstandende. Die Bezeichnung ,\Wnt*“ stellt
ein Anagramm der Worter ,Wingless* und ,Int1* dar. 1982 wurde das Gen Intl als
bevorzugte Integrationsstelle des MMTV-Virus identifiziert (Nusse und Varmus, 1982). Das
Gen Wingless ist ein Segmentpolaritatsgen und stellt das Homolog zu Intl in der Fruchtfliege
dar (Nusslein-Volhard und Wieschaus, 1980). Komponenten des Wnt-Signalwegs treten das
erste Mal in der Art Trichoplax (Stamm: Placozoa) auf (Srivastava et al., 2008).

Der kanonische Whnt-Signalweg wird durch eine Vielzahl von Mechanismen reguliert
(Abb.1.2.1). In Abwesenheit eines aktivierenden Signals wird p-Catenin durch die Wirkung
des so genannten ,,destruction complex*, welcher sich aus Adenomatous polyposis coli (APC),
Axin, Glykogensynthase Kinase-3 (Gsk3) und Caseinkinase (CKI) zusammensetzt, gebunden
und durch GSK3 an spezifischen Serin- und Threonin-Resten phosphoryliert. Durch die E3-
Ubiquitin-Ligase p-Trcp wird p-Catenin ubiquitiniert und durch das 26S Proteasom abgebaut,
wodurch der Signalweg inaktiviert wird bzw. bleibt.

Eine Aktivierung dieses Signalweges geschieht, wenn ein Wnt-Protein an einen Serpentin-
Rezeptor der Frizzled-Familie und den Wnt-Korezeptor Lrp5/6 bindet, wodurch die
Degradation von B-Catenin verhindert wird. Das S&ugetiergenom kodiert fiir 19 Wnt-Proteine
und fir 10 Frizzled-Rezeptoren (MacDonald et al., 2009). Dies fuhrt zwangslaufig zu einer
gewissen Redundanz, und die Frage, ob ein gewisses Wnt-Protein kanonisch (d.h. tber die
Stabilisierung von p-Catenin) oder nicht- kanonisch (PCP-, Calcium-abhangige-Signalwege)
wirkt, kann nicht pauschal beantwortet werden, da dies immer auch rezeptor- bzw. zell-
kontextabhangig ist (Angers und Moon, 2009, Mikels und Nusse, 2006). Entscheidend fir die
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges ist die Herstellung rdaumlicher Nahe eines
Frizzled-Rezeptors und dem Korezeptor Lrp5/6 (Cong et al., 2004). Durch noch nicht genau
verstandene Abl&dufe kommt es dann zu einer Phosphorylierung von PPPSPxS-Motiven im C-
Terminus von Lrp6 durch GSK-3 und CKI (Davidson et al., 2005, Zeng et al., 2005). Durch
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Ausbildung von phosphorylierten Lrp6-Aggregaten (Bilic et al., 2007), an welche Axin
bindet, steht p-Catenin nun nicht mehr unter der Kontrolle des ,,destruction complex®,
weshalb es auch nicht mehr phosphoryliert und dem Proteasom zugefihrt wird (die
unphosphorylierte Form stellt das aktive -Catenin dar). Stattdessen transloziert es in den
Nucleus, wo es zusammen mit TCF-Transkriptionsfaktoren an Konsensussequenzen 5’-
AAGATCAAAGG-3’ bindet und die Genexpression von Wnt-Zielgenen wie Axin2 oder
Naked induziert (Mosimann et al., 2009).

Abbildung 1.2.1 Der kanonische Wnt-Signalweg, modifiziert nach MacDonald et al., 2009

Links: In Abwesenheit eines Whnt-Liganden bindet der p-Catenin-Zerstérungskomplex (Axin, APC:
Adenomatous polyposis coli, Gsk-3p: Glykogensynthase-Kinase-3-Beta, CKI: Casein-Kinase) -Catenin und
durch die Aktivitat von Gsk-3p wird p-Catenin an spezifischen Serin-und Threonin-Resten phosphoryliert. Diese
Phosphorylierung dient der E3-Ubiquitin-Ligase B-Trcp als Signal zur Ubiquitinierung von p-Catenin.
Ubiquitiniertes p-Catenin wird anschlieBend durch das 26S-Proteasom abgebaut. Rechts: Die Bindung eines
Whnt-Liganden an LRP5/6 und Frizzled fuhrt zu einer Phosphorylierung spezifischer Serin-Reste im C-Terminus
von Lrp6, wodurch Axin an die Membran gelagert wird. Dadurch wird die Bindung des Zerstdrungskomplexes
an f-Catenin unterbrochen und dieses transloziert in den Nukleus, wo es in Synergie mit Transkriptionsfaktoren

der TCF-Familie die Genexpression induziert.

Neben diesen zentralen Interaktionspartnern (dargestellt in Abb.1.2.1) gibt es eine Vielzahl
von Regulatoren dieses Signalweges. So binden die secreted frizzled-related proteins (SFRPS)

an Frizzled-Rezeptoren und Wnt-Proteine und blockieren so den Wnt/ -Catenin-Signalweg
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(Bovolenta et al., 2008). Ein weiteres Beispiel fur losliche Inhibitoren des Wnt/ -Catenin-
Signalwegs sind die Mitglieder der Wise/Sost-Familie und der Dickkopf-Familie (Dkk), hier
insbesondere Dkk1, 2 und 4 (Semenov et al, 2005, Niehrs, 2006). Dkk1, 2 und 4 sind
wiederum Liganden der Transmembran-Rezeptoren Kremenl (Krml) und Kremen2 (Krm2)
(Mao und Niehrs, 2003). Krm-Proteine sind je nach Anwesenheit von Dkk-Proteinen
Aktivatoren oder Inhibitoren des Wnt/ B-Catenin-Signalwegs (Hassler et al., 2007) und
inhibieren in Synergie mit Dkk1 die Lrp6-abhé&ngige Signaltransduktion durch Limitierung
des membranstédndigen Lrp6 (Mao et al., 2002). Diese Sichtweise wird aber durch neuere
Erkenntnisse in Frage gestellt, wonach Dkk1 auch ohne die Beteiligung der Kremen-Proteine
den Wnt/ 3-Catenin-Signalweg durch Inhibition der Interaktion von Wnt-Proteinen mit Lrp6

hemmt (Semenov et al., 2008).

1.2.1 Der Wnt-Signalweg und seine Bedeutung fir den Knochen

Der Wnt/ p-Catenin-Signalweg spielt bei Prozessen wie Zellproliferation, Zellpolaritat und
Zelldifferenzierung eine entscheidende Rolle (MacDonald et al., 2009). Auch fir die
Regulation des Knochenumbaus ist der Wnt/ $-Catenin-Signalweg von zentraler Bedeutung.
So regelt der Wnt/ p-Catenin-Signalweg die Differenzierung von Chondrozyten und
Osteoblasten (Day et al., 2005). Wird der Wnt-Signalweg im Stadium der Osteochondro-
Vorlauferzellen (gemeinsame Vorléuferzelle von Chondrozyt und Osteoblast) durch
konditionale Deletion von f-Catenin (Prx1-Cre und Dermo)-Cre gehemmt, entstehen
vermehrt Chondrozyten, da die terminale Differenzierung zu Osteoblasten blockiert ist (Day
et al., Hill et al., 2005, Hartmann, 2006). Der Wnt/g-Catenin-Signalweg reguliert aber nicht
nur die Linien-Entscheidung zwischen Knorpelzellen und Osteoblasten, sondern auch den
Knochenumbau durch seine Aktivitét in vollstandig ausgereiften Osteoblasten. Dies geschieht
aber nicht durch Steuerung der Knochenformation sondern durch eine nicht zell-autonome
Regulation der Knochenresorption. So konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat des Wnt/3-
Catenin-Signalwegs im reifen Osteoblasten die Opg-Expression steuert und so die
Knochenresorption durch den Osteoklasten reguliert (Glass et al, 2005).

Die Verdnderung p-Catenin-abhéngiger Signalwege ist auch Ursache zahlreicher
Erkrankungen, die den Knochen betreffen. Dies zeigt sich dadurch, dass inaktivierende
Mutationen des humanen LRP5-Gens Ursache des Osteoporosis Pseudoglioma Syndromes
sind, bei dem es zu der Ausbildung einer juvenilen Osteoporose und Blindheit kommt (Gong
et al., 2001). Inaktivierende Mutationen des SOST-Gens sind Ursache des van Buchem-
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Syndroms, bei dem es zu einer Osteosklerose (Uberschielender Aktivitat der Osteoblasten)
kommt (Balemans et al., 2001). Die Bedeutung des Wnt-Signalweges flr den Knochen zeigt
sich aber nicht nur durch vererbte genetische Veradnderungen. So hat Dkk1 als Antagonist des
Wnt/B-Catenin-Signalweg in verschiedenen pathologischen VVorgangen eine zentrale Funktion
(Pinzone et al., 2009).

Maligne Erkrankungen wie das Multiple Myelom, das Prostatakarzinom und das
Mammakarzinom betreffen bei vielen Patienten das Skelettsystem, da hier
Knochenmetastasen auftreten, bei denen es zu einer Verringerung der Knochendichte und zu
Osteolysen kommen kann. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass
osteolytische Tumorzellen vermehrt DKK1 sezernieren (Kaiser et al., 2008, Hall et al., 2005,
Forget et al., 2007). Da eine Blockade von Dkk1 im Tiermodell das AusmaR der Osteolysen
verringern, konnten DKK1-neutralisierende Antikorper ein gewisses Potential beziiglich der
Behandlung von Patienten mit Knochenmetastasen besitzen (Heath et al., 2009, Fulciniti et
al, 2009). Dkk1 spielt ebenso eine wichtige Rolle in der rheumatoiden Arthritis, bei der es zu
einer Gelenkzerstérung und Knochenabbau kommt, weshalb auch hier der Einsatz DKK1-
neutralisierender Antikorper diskutiert wird (Diarra et al., 2007).

1.3 Vorarbeiten zur potentiellen Bedeutung von Krm2 im Osteoblasten

In einer RT-PCR Expressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass Kremen2 (Krm2) im
Gegensatz zu seinem Familienmitglied Kremenl (Krm1) pradominant im Knochen exprimiert
wird (Abb.1.3.1 A). AulRerdem fiel auf, dass die Expression von Krm2 nur in der friihen
Phase der Differenzierung primarer Osteoblasten nachgewiesen werden konnte. Dies stellt
eine gegenléufige Regulation der Expression in Bezug zur Dkkl1l-Expression dar, welches
ausschlieBlich in terminal differenzierten Osteoblasten exprimiert wird. Mit Hilfe eines
Antikorpers gegen humanes KRM2 konnte dessen Expression in Osteoblasten an humanen
Knochenbiopsien nachgewiesen werden (Abb.1.3.1 B). In Transfektionsexperimenten mit der
Zelllinie MC3T3 zeigte sich, dass Krm2 in Abhangigkeit des jeweiligen Wnt-Liganden zu
einer Aktivierung bzw. zu einer Inaktivierung eines Wnt-abhangigen Luciferase-Reportergens
(Top-Flash) fihren kann (Abb.1.3.1 C). Da aufgrund dieser Ergebnisse keine eindeutige
Aussage zur Funktion von Krm2 im Knochenumbau gemacht werden konnte, wurde ein
Mausmodell (Collal-Krm2) generiert, bei dem Krm2 unter der Kontrolle des 2,3 kb Typ-I
Kollagen Promoter-Fragments in Osteoblasten uberexprimiert werden sollte, um die Funktion
bzw. Wirkungsweise von Krm2 hinsichtlich des Wnt-Signalwegs besser zu verstehen.
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Abbildung 1.3.1 Vorarbeiten zur Expression und Funktion von Kremen2: A. RT-PCR-Expressionsanalyse
primdrer Osteoblasten und verschiedener Gewebe , 1=0Osteoblasten,Tag 5 der Differenzierung, 2=0Osteoblasten,
Tag 25 der Differenzierung, 3=Gehirn, 4=Femur, 5=Schéadeldach, 6=Fett, 7=Herz, 8=Niere, 9=Leber, 10=Lunge,
11=Milz. B. Immunhistologie humaner Knochen. Die Kontrolle wurde nur mit dem Sekundérantikorper
durchgefiihrt, die Pfeile zeigen KRM2-positive Osteoblasten. C. Transfektionsexperimente mit der
osteoblastischen  Zelllinie MC3T3. MC3T3-Zellen wurden mit einem Wnt-responsiven Luziferase-
Reporterplasmid transformiert. Die unterschiedlichen Proben wurden durch Transfektion mit einem Plasmid,
welches flr -Galaktosidase kodiert, normiert. Es wurden verschiedene Ko-Transfektioenen durchgefiihrt, bei
denen der Einfluss von Dkkl und Krm2 auf die Luziferaseaktivitdt nach Transfektion mit unterschiedlichen
Whnt-Liganden untersucht wurde. Dargestellt sind die relativen Unterschiede der Reporteraktivitat (normiert auf
die p-Galaktosidase-Aktivitat) bezogen auf die Kontrolle. So wirkte Krm2 in Gegenwart von Wnt-2 als Agonist

und in Anwesenheit von Wnt-1 bzw. Wnt-3 als Antagonist der Wnt-abhéngigen Signaltransduktion.

11



Einleitung

1.4 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollte die Rolle des Wnt-Signalweges im Osteoblasten n&her untersucht
werden. Hierzu stand ein in unserer Arbeitsgruppe etabliertes Mausmodell, bei dem Krm?2
selektiv im Osteoblasten Uberexprimiert wurde zur Verfugung. Dieses Modell sollte auf
histologischer Ebene charakterisiert werden, um so den potenziellen Knochenphénotyp naher
zu beschreiben. Zusétzlich sollte versucht werden, den molekularen Mechanismus der
Wirkungsweise von Krm2 im Osteoblasten n&her zu untersuchen. Im Zuge der
Untersuchungen des oben beschriebenen Mausmodells, bei dem es zu einer verstarkten
Expression von IL-33 kam, stellte sich die Frage, ob IL-33 zu dem beobachteten Ph&notyp der
Collal-Krm2 transgenen Maduse beitrug. Durch Charakterisierung der Wirkungsweise dieses
Zytokins in vitro und eines Mausmodells ohne funktionellen 1L-33-Rezeptor sollten neue
Erkenntnisse zur Wirkung dieses Zytokins auf den Knochenumbau gewonnen werden.

Da die Inhibition des Wnt-Signalweges im Osteoblasten bei Tumorerkrankungen, welche
Osteolysen hervorrufen wie z.B. dem Prostata-Karzinom, dem Multiplem Myelom und dem
Mamma-Karzinom, eine entscheidende Rolle spielt, sollte unter anderem auch der Einfluss
der Prostata-Karzinom-Zelllinie PC-3, welche den Krm2-Interaktionspartner DKK1 in hohen

Mengen sezerniert, auf den Osteoblasten néher untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

ABI StepOnePlus

Analysenwaage BP 221S

Analysenwaage BL 600

Autotechnikon

Blotkammer Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Brutschrank BBD 6220

Brutschrank

Cabinet x-ray system
Chemilumineszenzauswertung, Chemi Doc XRS
Elektroporator Gene Pulser X cell

ELISA- Reader, Versayax tunable microplate reader

FACSCalibur Durchflusszytometer

Gelkammern, WIDE MINI-SUB CELL GT
Gelsystem, Mini Protean 3 System
Geldokumentation

Kamera, AxioCam

Kamera, EOS 10D

Magnetrihrer

Mikroskop Axiovert 25

Mikroskop Axioskop

Mikrotom

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000
PCR Cycler, Mastercycler ep

pH Meter MP 220

Photometer, Ultrospec 2100 pro

Applied Biosystems, Foster
City, USA

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Bavimed, Birkenau
BioRad, Miinchen
Heraeus, Hanau
Memmert, Schwabach
Faxitron, Kreizhof
BioRad, Minchen
BioRad, Minchen
MolecularDevices,
Sunnyvale, USA

BD Biosciences,
Heidelberg

BioRad, Minchen
BioRad, Miinchen
BioRad, Minchen
Zeiss, Gottingen
Canon, Krefeld
Heidolph, Kelheim
Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Enno Vieth, Hamburg
Peqglab, Erlangen
Eppendorf, Hamburg
Mettler Toledo, Giessen
GE Healthcare, Munchen
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Power-Supply, Power Pac 1000
UV Stratalinker 1800
Rontgenentwickler, OPTIMAX
Rihrmixer, Minishaker MS1
Schleifmaschine, Phoenix Alpha
Schittler Duomax 1030
Schttelinkubator, GFL 3031
Sterile Arbeitsbank, Hera Safe
Thermomixer comfort
UV-Tisch

Video Graphic Printer, UP-895 MD
Wasserbad, GFL 1086
Zentrifuge, Megafuge 1.0R
Zentrifuge, Biofuge pico
Zentrifuge, Centrifuge 5415 D

2.1.2 Glas- und Plastikwaren

Eppendorf ReaktionsgefaRe 1,5ml und 2,5ml
Falcon Reaktionsgefalie, 15ml und 50 ml

Filter, Bottle Top

Filter, 0,45um
Gewebekulturplatten
Gewebekulturschalen
Kaniilen, Gr20, 100 Sterican
Optische Folien, MicroAmp

Optische 96-Kammer-Platten mit Barcode, Micro Amp

Pipettenspitzen
Pipettenspitzen mit Filter
Serologische Pipetten
Spritzen, 1mi

Spritzen, 20ml

BioRad, Miinchen
Stratagene, La Jolla, USA
Protec, Oberstenfeld
IKA, Staufen
Buehler, Stuttgart
Heidolph, Kelheim
GFL, Burgwedel
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Bio Rad, Miinchen
Sony, Berlin

GFL, Burgwedel
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Greiner, Frickenhausen
Carl Roth, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Braun, Melsungen

Applied Biosystems, Foster
City, USA

Applied Biosystems, Foster
City, USA

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nirnbrecht

BD Falcon, Heidelberg
Braun, Melsungen

BD Falcon, Heidelberg
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Zellsieb, 100pm BD Falcon, Heidelberg

2.1.3 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, von den Firmen Fluka
(Neu Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Roche (Mannheim), Gibco (Karlsruhe) und
Sigma (Minchen) bezogen. Restriktionsendonukleasen, Tag- Polymerase sowie andere
Enzyme wurden von Fermentas (St. Leon-Roth), New England Biolabs (Frankfurt am Main)
und Roche (Mannheim) rekombinante Proteine von den Firmen PeproTech (Hamburg) und

R&D Systems (Minneapolis, USA) bezogen.

2.1.4 Puffer und Lésungen

Acrylamidldsung fir SDS-Gele:
* Rotiphorese Gel 30 (37,5:1, Roth, #3029.1)

Blockierungspuffer fiir WB:
* 1XTBS, 0,1% Tween-20, 5% Milchpulver (Blocking grade)

Bradford- Reagenz :
» BioRad, Miinchen, 500-0006, eingesetzt 20%

Cohn-11-Stammlésung:
e 10mg/ml in PBS

Coomassie-Férbeldsung:
» Farbeldsung: 50% MeOH, 0,1% Coomassie und 10% Essigsaure, Entfarben: 15%
MeOH, 10% Essigsaure

DEPC-H,0:
* 0,1% DEPC in Wasser gel6st, Inkubation G. N, autoklavieren

10x DNA-Gel-Ladepuffer:
* 50% Glyzerin, 0,1%Xylencyanol, 0,1% Bromphenolblau in TE

15
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ECL-Chemilumineszenzldsung:
e 20ml 0,1M Tris, pH 8,5, 6,12ul 30% H;0,, 100ul 500mM Luminol (Fluka, #09253) in
DMSO (88mg/ml), 100l 80mM p-Coumarsdure (Sigma, #C-9008) in DMSO
(13mg/ml)

20% EDTA (Entkalkung von Knochen):
» 200g Titriplex Il (Merck #108418) ad 1000ml H,O, mit konzentrierter NaOH l6sen
und auf pH 7,2 einstellen.

Eosin-Ldsung (HE-Farbung):
» 0,259 Eosin G, 250ml destilliertes H,O, 5 Tropfen Eisessig

FACS-Puffer:
* 3% FCS, 0,5% Natriumazid in PBS

Fludarabine-L0dsung:
* 8,6 mM Fludarabine (Sigma, #F2773) in H,O

Giel3losung (Acrylat-Histologie):
e 1000ml Methylmethacrylat (Merck #8.00590) entstabilisiert, 3,3 g Benzoylperoxid
(Merck # 801641) getrocknet, 100ml LPG (Nonyl-Phenol, Sigma Aldrich #74430),

Zugabe von N,N Dimethyl-p-Toluidin (Endkonzentration von 0,5%) vor dem Giel3en.

Van Gieson-Losung:
e 900ml gesattigte Pikrinsdure (Sigma, #80456), 100ml Glyzerin, 5ml konzentrierte
Salpetersaure, 2,5g Saurefuchsin (Merck, #105231)

Hybridisierungspuffer (Northern- und Southern-Blot):
« 330mM Natriumphosphat pH 7 (Titration mit Natriumdihydrogenphosphat und
Natriumhydrogenphosphat), 6,6% SDS, 100ug/ml Heringssperma-DNA (nur bei
Southern-Blot, Roche, #1467140)

Infiltrationslosung I (Acrylat-Histologie):
» 1000ml Methylmethacrylat entstabilisiert, 3,3g Benzoylperoxid, getrocknet
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Infiltrationslosung Il (Acrylat-Histologie):
e 1000ml Methylmethacrylat entstabilisiert, 3,3g Benzoylperoxid, getrocknet, 100ml
LPG

von Kossa-Ldsung:
» 3% Silbernitrat (Merck, #1.01512.0100) in H,O dest.

LB-Agar:
* Invitrogen (Karlsruhe, #22700-025), Ampicillin (100ug/ml), Kanamycin (100pg/ml)

LB-Medium:
* Invitrogen (Kalrsruhe), #12780-052, Ampicillin (100ug/ml), Kanamycin (100pg/ml)

Mausschwanz-Lysis-Puffer:
e 50mM Tris, pH 8,0, 100mM EDTA, pH 8,0, 100mM NaCl, 1% SDS

MOPS (10x):
* 0,4M MOPS, pH7, 0,5M NaAc, 10mM EDTA in DEPC- H,0O, (Nicht autoklavieren,
da MOPS beim Erhitzen zerféllt, die Losung wird bei Gelbfarbung verworfen)

Natriumthiosulfatlosung:
e 5% Natriumthiosulfat in H,O dest.

NET-Puffer zum Blockieren:
e 50mM Tris/HCI, pH 7,4, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 0,05% TRITON X-100, 0,25%

Gelatine (zum Ldsen 40°C), statt BSA kann auch 0,5% Ovalbumin verwendet werden

PD98059-L 6sung:
« PD98059 (Cell Signaling, #9900), 50mM in DMSO

Piceatannol-Losung:
» Piceatannol (Sigma,#P0453) 10mg/ml in DMSO

Proteinase K-Ldsung:
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e 10mg/ml in H,O dest., Lagerung bei -20°C

RIPA-Lysepuffer:
* 1% NP40, 1% Nadeoxycholat, 0,1% SDS, 150mM NaCl, 2mM EDTAm, 0,01M
NasPO4, Lagerung bei 4°C, Zugabe von Proteaseinhibitoren (Roche, #04693132001)
und Phosphataseinhibitoren (Roche, #04906837001) kurz vor Gebrauch des Puffers

Salzséure-Ethanol (HE-Farbung):
* 5ml 25% HCI, 95ml 96% EtOH

SDS-Ladepuffer (6x):
o 7ml 4x Tris*CI/SDS, pH 6.8, 3,0ml Glyzerin, 1g SDS, 0,93g DTT, 1,2mg
Bromphenol Blau, add H,O 10ml (falls nétig), Aliquots bei -80°C aufbewahren

SDS-Laufpuffer (5x):
o 15.19g Tris Base, 72.0g Glycin, 5.0g SDS, add H,O 1000ml

SDS-Sammelgelpuffer, pH 6,8 (4x):
* 6,059 Tris Base in 40mL H,0O lésen, pH6.8 mit 1M HCI einstellen, add H,O 100 ml,
die LOsung durch einen 0,45um Filter sterilfiltrieren und 0,4g SDS dazugeben,
Lagerung bei 4°C

SDS-Trenngelpuffer, pH 8,8 (4x):
* 919 Tris Base in 300ml H,O lésen, pH8.8 mit 1M HCI einstellen, add H,O 500ml, die
Losung durch einen 0,45um Filter sterilfiltrieren und 2g SDS dazugeben, Lagerung
bei 4°C

Soda-Formollésung:
» 12,5g Natriumcarbonat, 187ml H,0, 62,5ml 37% Formalinlésung

STE-Puffer:
e 10mM Tris, pH7,4, 10mM NaCl, 1ImM EDTA

Stripping-Puffer fir Westernblot:
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e  62,5mM TrisHCI, pH6,7, 2%SDS, 100mM beta-Mercaptoethanol

SSC-Puffer (20x):
* 3M NaCl, 0,3M Natriumcitrat, pH7 mit HCI

50x TAE-Puffer:
e 2M Tris-Azetat, 50mM EDTA, pH7,8 mit Essigséureeinstellen

TBS (10x):
» 24,29 Tris Base, 80g NaCl, mit HCI auf pH7,6 einstellen, add 1000m| H,O

Temed fir SDS-Gele:
» Sigma (#T-9281)

Toluidinldsung:
* 1% Toluidinblau O in H,O dest., pH4,5

Transferpuffer fir Nitrocellulose und PVDF Membranen (20x):
e 200mM Tris, 2M Glycin, pH nicht einstellen, Zum Gebrauch: 1:20 mit H,O und 10%

MeOH verdiinnen

TRAP-Puffer:
* 40mM Azetat, 10mM Natriumtartrat, pH5,0, bei 4°C aufbewahren

TRAP-Substratlésung:
* 5mg Naphtol ASMX Phosphat in 500ul N,N- Dimethylformamid I6sen und mit 50mi
TRAP-Puffer mischen, 30mg Fast Red Violet LB Salz darin 16sen und sofort fir die

Farbung verwenden

Trypsin-ETDA-L6sung:
» Cascade Biologics (Invitrogen, Karlsruhe, #R-001-100)

Van Gieson-Losung:
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o 2,5 g Sdurefuchsin (Merck, #105231), 900ml gesattige Pikrinsdure (Sigma, #80456),

100ml Glyzerin, 5ml konz. Salpeterséure

Waschpuffer fir Westernblot:
* 1x TBS, 0,1% Tween- 20

2.1.5 Bakterien

Zur Amplifikation von DNA in Bakterien wurden chemi- und elektrokompetente TOP10
Zellen der Firma Invitrogen (Karlsruhe) verwendet (#C404006, #C66455)

2.1.6 Sonstige Reagenzien

Amersham Cell Proliferation Elisa Biotrack System

Antarctic Phosphatase
BRFF-HPC1 Medium

Collagenase from Clostridium hystoliticum Type 1A
Chemilumineszenz Film, Amersham Hyperfilm ECL

Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dispase

DreamTaq DNA Polymerase
DNA-Gelextraktionskit, QIAEXII
DNA-Marker, 1kbPlus
DNA-Ladepuffer

Fotales Rinder Serum

Fotales Rinder Serum

Klenow Fragment

Minimum Essential Medium Eagle, Alpha mod.
Miniprep Kit, QIAprep Spin
Plasmid Maxi Kit, EndoFree

Primer

Quantikine Mouse Opg/Tnfrsf11b Immunoassay

GE Healthcare, Munchen
NEB, Bad Schwalbach
Biomol, Hamburg

Sigma, Miinchen

GE Healthcare, Munchen
Fermentas, St. Leon-Roth
Roche, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Roth
Qiagen, Hilden
Fermentas, St. Leon-Roth
Fermentas, St. Leon-Roth
HyClone, Waltham, USA
Bio Whittaker, Basel

Neb, Bad Schwalbach
Sigma, Miinchen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

MWG Biotech AG,
Ebersberg

R&D Systems,
Minneapolis, USA
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RNA-Ladepuffer (2x)

RNase-Free DNase Set

RNeasy Mini Kit

RNase Zap

Rontgenfilme, Kodak X-OMAT AR Film
RPMI 1640 Medium

SuperScript 1 First-Strand Synthesis System
TagMan assays

TagMan Gene Expression Mastermix

Trizol Reagenz

Quick Ligase Kit
X-Gal

2.1.7 Antikorper

B-Actin (#A5441)
[-Catenin (#9582)

CCR3/CD193 (#FAB729P)

CD11b (#RM28043)

CD23 (#553138)

CD206 (#123010)

Phospho-beta-Catenin (#9561)

Phospho-Erk (#9101)

Phospho-LRP6 (#2568)

Fermentas, St. Leon-Roth
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Ambion, Austin, USA
Kodak, Rochester, USA
Invitrogen,Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Applied Biosystems, Foster
City, USA

Applied Biosystems, Foster
City, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Neb, Bad Schwalbach

Fermentas, St. Leon Roth

Sigma, Karslruhe

Cell Signaling, Bad
Schwalbach
R&DSystems (Minneapolis,
USA)
CaltagLaboratories,
(Burlingame, USA)
BD Pharmingen,
Heidelberg
BioLegend, San Diego,
USA

Cell Signaling, Bad
Schwalbach

Cell Signaling, Bad
Schwalbach

Cell Signaling, Bad
Schwalbach
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Phospho-p65 (#3034)

Phospho-Statl (#9171)

Phospho-Stat3 (#9134)

Phospho-Stat3 (#9415)

Phospho-Stat5 (#9351)

Statl (#9172)

Stat3 (#9132)

Stat5 (#9363)

ST2 (#101001F)

Isotypkontrollen:

Rat 1gG2b PE

Rat 19G2a Fitc

Rat 1gG2b PerCP

Rat 1gG2a Alexa647

Ly-6G (#551461)

2.1.8 Primer

Cell Signaling, Bad
Schwalbach
Cell Signaling, Bad
Schwalbach
Cell Signaling, Bad
Schwalbach
Cell Signaling, Bad
Schwalbach
Cell Signaling, Bad
Schwalbach
Cell Signaling, Bad
Schwalbach
Cell Signaling, Bad
Schwalbach
Cell Signaling, Bad
Schwalbach

MD Biosciences, Egg b.

Zirich

BD Pharmingen,
Heidelberg
BD Pharmingen,
Heidelberg
BD Pharmingen,
Heidelberg
BD Pharmingen,
Heidelberg
BD Biosciences,
Heidelberg
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ArglRTfor: 5’-aaaggccgattcacctgagct-3° ArglRTrev: 5’-gttgagttccgaagcaagcca-3’
Beta2forl:  5’-tgctatccagaaaacccctcaa-3’ Beta2revl:  5’-tgcttaactctgcaggcgtatg-3’
BglapRTfor: 5’-tcatgtccaagcaggagggcaata-3’BglaRTrev: 5’-tgatagctcgtcacaagcagggtt-3’
CollalRTfor: 5’- ccggtgaacgtggtgctcce-3° CollalRTrev: 5’-caggaccaacagcgcecaggg-3’
Ccl24RTfor: 5’-cgagtggttagctaccagttgg-3” Ccl24RTrev: 5’-gcgtctctggacagcaaactt-3’
Chi3l4RTfor: 5’-agatctttgatgccacccagg-3’ Chi3l4RTrev: 5’-gccttgcaacttgcactgtgta-3’
Earl1RTfor: 5’-tccggccagtcattattcca-3”  Earl1RTrev: 5’-agaggactcggttcttcccaac-3’
Globin-Int:  5’-actacatcctggtcatcatcctge-3°

humGH, rev: 5’-ggacaaggctggtgggcac-3’

IbspRTfor:  5’-tctgaaacggtttccagtcca-3”  IbspRTrev:  5°-tctgcatctccagcecttettg-3’
I11rlI1RTfor: 5’-tgttatcagaagccccaacttg-3’ 111rl1RTrev: 5’-cttggctcttggagagcetttg-3°
Krm-2-6, rev: 5’-tgaatcctctggagatgctctge-3’

Nfatc1RTfor: 5’-tgcagctacacggttacttgga-3’ NfatclRTrev: 5’-cgatgatggctcgcatgtta-3’
OscarRTfor: 5’-gaactgctggtaacggatcagc-3’OscarRTrev: 5’-tgtgtgccgatcaaaaggaag-3’
ST2Genol: 5’-ttggcttcttttaataggccc-3°  ST2Geno2:  5’-ctatcaggacatagcgttggctacc-3’
ST2Geno3: 5’-tgttgaagccaagagcttacc-3’

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Restriktionsverdau von DNA

Die gewunschte DNA-Menge (2ng-10pg) wurde bei der vom Hersteller angegeben
Temperatur verdaut. Hierzu wurden jeweils 10U des entsprechenden Enzyms verwendet.
Ansdtze mit FastDigest Enzymen der Firma Fermentas mussten aufgrund des einheitlichen
Puffers bei Mehrfachverdaus nicht umgepuffert werden. Die Hitzeinaktivierung geschah bei
der vom Hersteller empfohlenen Temperatur. Der Verdau wurde anschliefend durch eine

gelelektrophoretische Auftrennung mit anschlieBender Gelextraktion aufgereinigt.

2.2.1.2 Modifikation von DNA-Enden

Nach der Hitzeinaktivierung des jeweiligen Enzyms, wurden DNA-Uberhange mit Hilfe des
Klenow-Fragmentes (grofle Untereinheit der Polymerase | aus E.coli) zu glatten Enden
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aufgefullt. Hierzu wurden der Reaktion 0,25 mM dNTPs und das entsprechende Volumen
Puffer 2 (Neb, Bad Schwalbach) sowie 5U Klenow hinzu gegeben und mit H,O aufgeflit.
Die Reaktion wurde auf Eis fir 20 Minuten inkubiert und anschliefend bei 85°C
hitzeinaktiviert. Zur Dephosphorylierung von DNA-Enden wurden pro Reaktion 5U Anarctic
Phosphatase von NEB verwendet. Hierzu wurde zum Restriktionsverdau nach
Hitzeinaktivierung das entsprechende Volumen Puffer hinzugegeben und mit Wasser
aufgefullt. Die Reaktion wurde bei 37°C 20 Minuten inkubiert und anschlieRend bei 65°C fur
5 Minuten hitzeinaktiviert. Die Reaktionen konnten dann Uber eine gelelektrophoretische
Auftrennung oder eine Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt werden.

2.2.1.3 Ligation von DNA-Enden

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten in pTOPO Il wurden DNA-Fragmente mit 3’- A-
Uberhangen (enstanden durch Amplifikation mit Tag-Polymerase bzw. einem 1:1 Gemisch
aus Tag-Polymerase und Pwo-DNA-Polymerase) in den Vektor pTOPO Il nach Angaben des
Herstellers ligiert.

Bei Ligationen von DNA-Fragmenten in Vektoren wurde das Quick Ligation Kit von Neb laut
Herstellerangaben verwendet. Hierzu wurde der durch gelelektrophoretische Auftrennung
aufgereinigte, dephosphorylierte Vektor mit dem Insert in einem molaren Vektor-Insert-
Verhdaltnis von 1:2-1:4 in einem Volumen von 20ul fir 5-30 Minuten inkubiert.

2.2.1.4 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsauren

Zur Auftrennung von DNA wurden die Proben mit Probenpuffer (6x konzentriert) versetzt
und in Abh&ngigkeit der aufzutrennenden DNA-Fragmente auf ein 0,8-2% Gel mit einer
Ethidiumbromidkonzentration von 0,05ug/ml aufgetragen. Die Auftrennung geschah in einem
submarinen System der Firma Bio-Rad bei 60-120V in TAE-Puffer. Als GroRenstandard
diente der DNA-Marker 1kb Plus der Firma Fermentas.

Die Auftrennung der RNA geschah unter denaturierenden Bedingungen um eine
groRenabhangige Auftrennung der RNA (ohne Ausbildung von Sekundérstrukturen) zu
garantieren. Hierzu wurden 1% Agarosegele mit DEPC behandeltem Wasser und 1x MOPS-
Anteil sowie einem Formaldehydgehalt von ca. 4,5% verwendet. Der RNA-Ladepuffer
wurde von der Firma Fermentas bezogen. Als Laufpuffer diente einfach konzentrieter MOPS-
Puffer. Die Auftrennung lief bei 60V ber 2 Stunden.
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2.2.1.5 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolation von DNA aus Agarosegelen wurde das Gelextraktionskit QIAEXII der Firma
Qiagen, nach Herstellerangaben verwendet. Hierbei wird die Agarose bei 50°C in einem
Puffer geschmolzen und die DNA an Silica-Partikel gebunden, wodurch eine anschlieRende
Aufreinigung durch mehrere alkoholische Waschschritte moglich wird. Nach dem Trocknen

der Silica-Partikel mit Hilfe einer Vakuumpumpe konnte die DNA eluiert werden.

2.2.1.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA wurden die wassrigen Losungen
photometrisch an einem NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 vermessen. Hier entspricht
1 OD bei einer Wellenldange von 260nm 50ug/ml ds DNA und 40ug/ml RNA. Der
Koeffizient aus den Wellenldngen 260nm/280nm sollte dabei flir DNA einen Wert von 1,8
und fur RNA einen Wert von 2,0-2,2 annehmen. Dieser Wert stellt einen guten Indikator fur
eine Kontamination mit Proteinen dar, welche durch ihre aromatischen Reste ihr

Absorptionsmaximum bei 280nm aufweisen.

2.2.1.7 Transformation von kompetenten Bakterien

Zum Einbringen von DNA in Bakterien wurde chemisch kompetente TOP10 Zellen der Firma
Invitrogen verwendet und nach der Hitzeschock- Methode behandelt. Dazu wurden die bei -
80°C gelagerten Zellen vorsichtig aufgetaut und ca. 50ng zirkuldre DNA (in einem Volumen
von nicht mehr als 1/25 des Gesamtvolumens) hinzugegeben. Gefolgt von einer 30 minitigen
Inkubation auf Eis wurde ein Hitzeschock bei 42°C fur 30 Sekunden durchgefiihrt. Nach einer
dreiminiitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen in SOC-Medium resuspendiert, bei
220rpm flr eine Stunde inkubiert und anschlielend auf Agarplatten mit dem jeweiligen
Antibiotikum (Ampicillin: 100ug/ml oder Kanamycin: 100ug/ml) ausplattiert. Wurde ein
Ligationsansatz mit dem Vektor pTOPOII transformiert, wurden die Platten kurz vor dem
Ausplattieren der Zellen mit 50ul X-Gal-Losung (40mg/ml in DMF) versetzt. Diese Blau-
Weiss-Selektion erlaubte die Identifizierung von Klonen, die das Insert aufwiesen.

Wurde eine hohere Transformationseffizienz gewinscht, wurden elektrokompetente TOP10
Zellen der Firma Invitrogen verwendet. Hier wurden die Zellen nach Herstellerangaben mit

einem Gene Pulser Xcell der Firma Bio-Rad elektroporiert.
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2.2.1.8 Préaparation von Plasmid-DNA aus Bakterien im Miniprep- und

Maxiprepformat

Fur die Préaparation von Plasmid-DNA im Miniprep Format wurde das Qiaprep Spin
Miniprep Kit der Firma Qiagen verwendet. Dazu wurde ein Bakterienklon mit einer
Pipettenspitze ,,gepickt” und in 4ml LB-Medium mit dem jeweiligen Antibiotikum gegeben.
Nach mindestens acht Stunden Inkubation wurden die Zellen bei 10000g zentrifugiert und
nach Herstellerangaben aufgearbeitet.

Fur eine DNA-Praparation im Maxiprepformat wurde das EndoFree Maxiprep Kit der Firma
Qiagen verwendet. Hierflr wurde eine VVorkultur angelegt, die zum Animpfen von 100ml LB-
Medium verwendet wurde. Nach 30 Minuten Zentrifugation bei 3000g und 4°C wurde das

resultierende Pellet nach Herstellerangaben aufgearbeitet.

2.2.1.9 Isolierung von genomischer DNA aus Mauseschwanzen

Bis zu 0,5 cm lange Schwanzstiicke wurden 4. N. in 700ul Lysepuffer supplementiert mit
0,7mg/ml Proteinase K (Stammlésung 10mg/ml) bei 55°C inkubiert. Anschlie3end folgte eine
Phenol-Chloroform Extraktion, bei der 750ul Rotiphenol (Roth, Karlsruhe) hinzugegeben
wurden. Der Ansatz wurde nach kraftigem Schitteln drei Minuten bei 10000g zentrifugiert
und 600ul der oberen Phase wurden in ein neues Eppendorfhitchen Gberflhrt. Nach erneutem
Ausschitteln mit 600ul Rotiphenol mit anschlieBender Zentrifugation (s.0) wurden 500ul der
wassrigen Phase in ein Eppendorfhitchen tberfuhrt und die DNA mit Isopropanol gefallt.
Hierzu wurden 0,7-0,8 Volumenanteil Isopropanol hinzugegeben und bei 10000g fiir 10
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend vorsichtig abgenommen und das
DNA-Pellet mit 70% EtOH gewaschen. Nach dem Entfernen des Uberstandes wurde das
getrocknete Pellet nun in 50ul H,O gelost.

2.2.1.10 RNA-Isolation aus Geweben und Zellen

Fur die Isolation von RNA aus Geweben, wurden diese frisch entnommen und entweder
sofort verarbeitet oder in flissigem N, schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Gewebe
wurden unter Zugabe von 2ml Trizol Reagenz (Invitrogen) in einem Ultra-Turaxx (IKA)
zerkleinert. Knochen (Schédeldach und Femur) wurden zuvor mit einem Mdrser in flussigem

N2 zerkleinert, bevor sie im Ultra-Turaxx mit Trizol aufgeschlossen wurden. Das weitere
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Vorgehen geschah nach Angaben des Herstellers. Hierzu wurden 200ul Chloroform/ml Trizol
hinzugegeben und geschuttelt. Nach Inkubation bei RT fur 3 Minuten wurden die Proben bei
100009 bei 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert. Die wéssrige Phase wurde ohne Stdrung der
Interphase abgenommen und in ein neues Eppendorf-GefaR Gberflhrt. Anschlieend wurden
0,7 Volumenanteil Isopropanol hinzugegeben, die Ansatze fir 5 Minuten inkubiert und
anschlielend bei 10000g bei 4°C 10 Minuten zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde
dann mit 70% EtOH (angesetzt mit DEPC-behandeltem H,0O) gewaschen und anschlieRend in
DEPC-behandeltem Wasser gelost. Falls eine weitere Aufreinigung der RNA notwendig war,
wurde diese mit dem RNeasy Kit der Firma Qiagen durchgefihrt. Optional wurde mit diesem
Kit auch ein DNase Verdau durchgefuhrt, um Rickstdnde genomischer DNA zu beseitigen.
Dies verhinderte mogliche Fehler bei der Quantifizierung der Genexpression bei Genen ohne
Introns bzw. bei Assays und Primern, welche nicht zwischen genomischer DNA und cDNA
differenzieren.

Zur Isolation von RNA aus Zellen wurde nur das RNeasy Kit der Firma Qiagen verwendet.
Dies geschah nach Angaben des Herstellers.

2.2.1.11 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode zur Amplifikation von DNA in vitro. Dabei wird eine Matrize
(DNA) durch eine thermostabile DNA-Polymerase (z.B. Tag-Polymerase) vervielféltigt. Dies
geschieht durch Anlagerung von sequenzspezifischen Oligonukleotiden (Primer) welche
durch ihr freies 3’-OH-Ende den Startpunkt fur die Synthese des komplementéren Stranges
liefern. Dabei besteht jeder Vervielféltigungsschritt (Zyklus) aus drei Phasen, der
Denaturierung bei 94°C (hier werden die DNA-Strdnge voneinander getrennt), der
Anlagerung der Primer (Annealing) bei einer spezifischen Temperatur (vorgegeben durch den
Twm der Primer) und der Strangverlangerung bei 72°C (Elongation). In der Regel wurden die
PCR-Reaktionen nach 35 Zyklen beendet. Fir Standard-Anwendungen wurde die DreamTag-
Polymerase von Fermentas verwendet. Zur Reduktion der Anzahl von falsch eingebauten
Basen wurde ein Gemisch aus gleichen Teilen Pwo-Polymerase (Roche) und Tag-Polymerase
benutzt. Die Reaktionen wurden dabei auf einem Mastercycler ep. (Firma: Eppendorf)
durchgefuhrt. Ein Standardansatz (20ul) setze sich wie folgt zusammen:
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« xul DNA

» 2ul Puffer (10x)

» 3ul Primer A (Stammltsung 2uM)
o 3ul Primer B (Stammlosung 2uM)
o 0,5ul dNTPs (10mM)

* 0,5ul Tag

» add 20ul H,O

Bei der Verwendung des Pwo/Tag-Gemisches wurde das Reaktion entsprechend auf 50ul
erhoht. Im Falle des Auftretens von unspezifischen Amplifikaten wurden dem
Reaktionsansatz 10% DMSO hizugefiigt, was die Ausbildung von unspezifischen Produkten
verringerte.
Das Standardprogramm lief wie folgt ab:

 Initiale Denaturierung bei 94°C fiir 2 Minuten

» 35 Zyklen: Denaturierung bei 94°C fir 30 Sekunden, Anlagerung bei 58°C fir 45

Sekunden, Elongation bei 72°C fir 1min/kb
» Endlos-Schleife bei 4°C zur Aufbewahrung

Dieses Programm wurde hinsichtlich der optimalen Anlagerungstemperatur, Dauer der

Elongation und Zyklenzahl variiert.

2.2.1.12 RT-PCR und gRT-PCR

Zur Quantifizierung der Genexpression wurde unter anderem semiquantitative RT-PCR (RT-
PCR) verwendet. Hierzu wurden 50ng-1pg RNA, welche aus Zellen oder Geweben isoliert
wurde, mit Hilfe des Superscript I11-Kits (Invitrogen) nach Herstellerangaben in cDNA
umgeschrieben. Fir RT-PCR Reaktionen wurden dann Standard-PCR-Ansdtze mit den
jeweiligen genspezifischen Primern zusammengestellt. Zusatzlich wurden als Kontrolle
Reaktionen mit Primern fir das Haushaltsgen p-2-Mikroglobulin bzw. Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase durchgefiihrt. Durch Variation der Zyklenzahl wurden die
Reaktionen in der logarithmischen Phase der Amplifikation beendet, was dann eine
Abschatzung der Expression des jeweiligen Gens in verschiedenen Proben maglich machte.

Zur Quantifizierung der Genexpression wurde zudem eine quantitative RT-PCR (QRT-PCR)
durchgefuhrt. Durch diese Methode wird im Gegensatz zur RT-PCR eine genaue
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Quantifizierung moglich, da hier die Reaktion (Amplifikation der jeweiligen Sequenz) in
Echtzeit anhand des Anstieges der Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zyklenzahl sichtbar
wird, weshalb diese Methode auch als Realtime-PCR bezeichnet wird. Hierzu wurde der ABI
StepOnePlus der Firma Appliedbiosystem verwendet. Zudem wurden voretablierte Assays
(Tagman-Assays) der Firma Applied-Biosystems verwendet. Bei diesen Assays wird von dem
Hersteller eine Uber 90% Effizienz der Reaktion garantiert, was entscheidend ist, um den
Fehler bei der relativen Quantifizierung, die eine Verdopplung des Produkts bei jedem
Zyklus in der logarithmischen Phase annimmt, zu minimieren.

Fur die Auswertung wurde die sogenannte AACy-Methode verwendet, welche eine relative
quantitative Aussage Uber den mRNA Gehalt in verschiedenen Proben beziglich des
Zielgens moglich macht. Hierbei werden die Differenzen der Cr-Werte des jeweiligen
Haushaltsgens verschiedener Proben mit den Differenzen der Cr-Werte des jeweiligen
Zielgens dieser Proben miteinander verrechnet. Dabei wird die Formel: 2"*°T=U verwendet.

Wobei U den relativen Unterschied der verglichenen Proben darstellt.

Die Reaktionsansétze setzen sich wie folgt zusammen:
» 2ul cDNA (1:10 Verdunnung)
» 1yl Tagman-Mix (20x konzentriert)
o 10ul TagMan Gene Expression Mastermix (2x konzentriert)
e 7ulHO

Aufgrund der voretablierten Assays war eine Variierung der Primer-Konzentrationen, der
Sonden-Konzentration, des Salzgehaltes und des Temperatur-Profils nicht notwendig. Die
Reaktionen liefen bei einem standartisierten Temperatur-Profil:
» Aktivierung der Hot-Start Polymerase, 95°C, 10 Minuten
* 40 Zyklen: Denaturierung bei 95°C fur 15 Sekunden und Anlagerung/Elongation bei
60°C fir 60 Sekunden

2.2.1.13 Northernblot- und Southernblot-Analyse

Die sogenannte Northern Blot Analyse dient der Quantifizierung der Genexpression. Hierzu
wurden 10ug RNA der jeweiligen Probe mit RNA-Probenpuffer (Fermentas) 10 Minuten bei
65°C erhitzt und anschlieBend auf ein denaturierendes Agarose-Gel aufgetragen (siehe
2.2.1.4). Alle Apparaturen wurden zuvor mit RNaseZap (Ambion) behandelt und mit DEPC-
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behandeltem H,O gespilt, um RNasen zu entfernen. Nach der Auftrennung der RNA und
dem Fotografieren des Gels, wurde dieses mehrere Stunden mit DEPC- H,O gewaschen um
das Formaldehyd herauszulosen, welches den Transfer der RNA auf die Membran (Hybond-
XL Membran, Amersham-Biosciences) verhindern wiirde. Das Gel wurde anschlielend in
10xSSC é&quilibriert. In ein Gefall mit 10xSSC wurde nun ein Geltréger gestellt. Auf diesen
wurde ein Streifen Whatman Papier gelegt, der in das SSC-Reservoir eintauchte. Darauf
wurden zwei mit 10xSSC getrankte Whatman-Papierlagen in GroRe des Agarosegeles gelegt.
Darauf wurde das Gel platziert, auf welches eine gleich groRe in 10xSSC daquilibriete
Membran aufgebracht wurde. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen
zwischen Gel und Membran befanden. Auf die Membran wurden nun mehrere Lagen
trockene Whatman-Papiere und Handtuch-Papiere aufgebracht. Durch den Kapillarsog wurde
die RNA so u. N. auf die Membran transferiert (Kapillarblot). Anschlielend wurde die RNA
durch Crosslinken in einem UV-Stratalinker (Stratagene) im Modus AutoCrosslink mit der
Membran kovalent verbunden. Die Membran konnte nun in 15ml Hybridisierungspuffer bei
60°C in einem Hybridisierungsofen inkubiert werden.
Zur Generierung der jeweiligen Sonde wurden Gen-spezifische Primer zur Amplifikation
benutzt und das jeweilige Amplikon in pTOPOII ligiert. Der Sequenzabschnitt wurde durch
Sequenzierung mit M13-Primern verifiziert und konnte anschliefend mit einem EcoRI
Verdau mit anschlielender Gelextraktion isoliert werden. Zur radioaktiven Markierung der
Sonde wurde das Random Primed DNA Labeling Kit (Roche, #1004760) verwendet. Ein
Ansatz setze sich wie folgt zusammen:

* 25-100ng DNA, Gesamtvolumen 9ul mit H,O wurden 5 Minuten bei 95°C erhitzt und

anschlieBend auf Eis gestellt.

o 2ul Random Primed Puffer (10x)

» 3ul ATG-Nukleotid-Mix

e«  5ul *P-a-dCTP (50Ci, 3000Ci/Mmol)

o 1lul Klenow
Dieser Ansatz wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Aufreinigung (Entfernung nicht
eingebauter dNTPs) wurden Quick Spin Columns Sephadex G50 (Roche, #3117928001)
verwendet. Diese wurden initial fiir zwei Minuten bei 3000g zentrifugiert und anschlieRend
mit 150ul STE-Puffer &quilibriert und erneut zentrifugiert (s.0.). Der Reaktionsansatz wurde
dann mit 80ul STE Puffer versetzt und auf die &quilibrierte S&ule gegeben und zwei Minuten
bei 3000g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde anschliefend 5 Minuten bei 95°C erhitzt und

auf Eis gestellt. Danach wurde dieser in den Hybridisierungspuffer gegeben. Die
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Hybridisierung geschah .N bei 60°C. Alle nachfolgenden Waschschritte liefen bei 60°C. Die
Membran wurde kurz mit 2x SSC, 0,1% SDS gewaschen, darauf folgten zwei Waschritte mit
0,5x SSC, 0,1%SDS bei 60°C. Anschliefend wurde die Membran mit einem Geigerzahler
vermessen (Dieser sollte nun nicht mehr als 100 lonisationen pro Sekunde (cps) anzeigen, da
sonst der Hintergrund zu groR werden wirde). Die Membran wurde dann zwischen zwei
Frischhaltefolien platziert und ein Rontgenfilm aufgelegt. Die Exposition geschah bei -80°C
flr 1-14 Tage.

Die sogenannte Southernblot-Analyse wurde zur Bestimmung des Genotyps fur Tiere der
Maus-Linie Collal-Krm2 verwendet (siehe Genotypisierung). Hierzu wurden bis zu 10ug
genomische DNA uber Nacht verdaut. Dem Restriktionsansatz wurde zusatzlich 1ul RNase
(10mg/ml) hinzugefiigt. Nach der Auftrennung uber mehrere Stunden bei 60V in einem 0,8%
Agarose-Gel wurde dieses fur 15 Minuten in 0,25M HCI inkubiert. Nach mehrfachem
Waschen mit Wasser wurde das Gel in 0,4M NaOH fiir weitere 15 Minuten &quilibriert. 0,4M
NaOH wurde auch fir den Transfer benutzt (Kapillarblot-Aufbau siehe oben). Nach dem
Transfer wurde die DNA mit der Membran durch UV-Behandlung kovalent verknupft (s.0.)
und anschlieBend mit 2x SSC aquilibriert. Zum weitern Ablauf s.o. (Hybridisierung geschah
in Hybridisierungspuffer bei 65°C mit Heringssperma (1x)). Alle Waschschritte geschahen
bei 65°C und der Waschpuffer bestand aus 0,2xSSC, 0,1% SDS (hthere Stringenz als bei
Northern-Blot).

2.2.1.14 Affymetrix-Genchip-Analyse

Fur die Affymetrix-Genchip-Analysen wurden alle Proben mit dem RNeasy Kit (Qiagen)
aufgereinigt. 5ug RNA wurden fir jede Analyse benutzt. Die Generierung der cRNA, sowie
die Hybridisierung und das Scannen der Genchips und die Auswertung wurden in der
Klinischen Chemie, von Dr. Thomas Streichert und Kristin Klatschke durchgefiihrt.

2.2.1.15 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Molekilen erfolgte nach der Kettenabbruchmethode nach
Sanger. Hierzu wurden 500ng Plasmid-DNA und eine Primerkonzentration von 10pM

eingesetzt. Das Standardprogramm lief wie folgt:
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35 Zyklen:
e 96°C 10 sek
« 50°C 5 sek
« 60°C 4min

Die Reaktion wurde anschliefend mit 2,5 Volumenanteile 100% EtOH gefallt und 30
Minuten bei 10000g zentrifugiert. Die Analyse fand in der Sequenzierservice-Abteilung des
UKE statt.

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Generierung primarer Osteoblasten

Fur die Generierung von primaren Osteoblasten wurden Schadeldécher neugeborener Mause
im Alter von 3-5 Tagen verwendet. Hierzu wurde das Schédeldach auf Hohe des
Hinterhauptloches seitlich mit einer Schere vom Rest des Korpers getrennt. Das
Chondrocranium und andere Bestandteile wurden mit Hilfe eines Skalpells abgetrennt bzw.
abgekratzt. Die Schédeldacher wurden bis zum Ende der Praparation in sterilem PBS bei RT
aufbewahrt. AnschlieBend wurden sie in vorgewédrmte Verdauldsung (Serum-freies a-MEM
mit 0,1% Collagenase und 0,2% Dispase, pro Schadeldach wurden 2ml Verdaulésung
eingesetzt) tberfihrt und 20 Minuten bei 220rpm bei 37°C geschittelt. Der Uberstand wurde
verworfen und die Schadeldacher weitere 30 Minuten mit frischer Verdauldsung inkubiert.
Dieser Uberstand wurde durch ein Zellsieb filtriert, bei 300g fir drei Minuten bei RT
zentrifugiert und das Pellet in serumhaltigen a-Mem aufgenommen. Die Zellen wurden dann
in einer Dichte von 25*10%/ml ausplattiert und in serumhaltigem (10% Serum hitzeinaktiviert,
Hyclone) a-Mem mit 1% Penicillin/Streptomycin bis zu 25 Tage bei 37°C und 5% CO;
kultiviert. Beim Erreichen der Konfluenz wurden dem Medium am Tag O der Differenzierung
200mM pB-Glycerophosphat und 8mM Ascorbat hinzugefugt, um die priméren Osteoblasten

zu differenzieren.

2.2.2.2 Generierung von Osteoklasten aus Knochenmarkzellen

Zur Generierung von Osteoklasten wurde das Knochenmark von mindestens 6 Wochen alten
Mausen aus dem Oberschenkelknochen verwendet. Hierzu wurde der freipraparierte
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Unterschenkelknochen kurz in 80% EtOH getaucht in sterilem PBS gewaschen und
anschlieBend wurden die beiden Enden mit einer Schere abgeschnitten. Dann wurde mit einer
Kanile der Grolke 20 das Knochenmark, durch Eindringen in den Markraum, durch ein
Zellsieb in ein 50ml Falcon gespult. Nach Zentrifugation bei 300g fur drei Minuten bei RT
wurden die Zellen in 10% serumhaltigem (nicht hitzeinaktiviert, BioWhittaker) o-Mem, pH
6,9 (mit 1% Penicillin/Streptomycin) in einer Dichte von 5*10%/ml ausplattiert. Zudem wurde
das Medium mit 10nM 1,25-Dihydroxy-VitD (Stammldsung 10uM, in EtOH, bei -20°C, in
Glas, lichtgeschitzt gelagert). Nach einem Tag in Kultur wurden die nicht-adhdrenten Zellen
abgesaugt und die adharenten Zellen als Osteoklasten-Vorlaufer benutzt. Am Tag 3 nach dem
Ausplattieren wurde das Medium mit 20ng/ml M-CSF und 40ng/ml RANKL supplimentiert.
Fur die Resorptions-Assays wurden 1mm dicke Elfenbeinplattchen 30 Minuten in 80% EtOH
gelegt und getrocknet. AnschlieRend wurden die Zellen auf diese ausplattiert. Die Kulturen
wurden dann bis Tag 10 und Tag 20 fortgefihrt. Die Zellen wurden mit Zellschabern und
Natriumhypochloridlésung entfernt und die Resorption auf den Plattchen mit Toluidinblau-
Farbung sichtbar gemacht (mehrfaches Tauchen der Plattchen in 0,2% Toluidinblau-Ldsung,
danach mehrfaches Waschen mit H,O). Die Plattchen wurden dann fotografiert und mit
ImageJ ausgewertet.

Zum Nachweis der TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase)-Aktivitat wurden die Kulturen
bis Tag 6 kultiviert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit kaltem MeOH fir 5
Minuten fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit destilliertem Wasser wurde TRAP-
Substratlésung auf die Zellen gegeben und 30 Minuten bei RT inkubiert. Die Kulturen
wurden dann wieder mit destilliertem Wasser gewaschen und im Kuhlschrank gelagert. Die
Auswertung geschah durch Auszéhlen der multinukledren TRAP-positiven Zellen.

2.2.2.3 Kultivierung von Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden unter Standard-Bedingungen (37°C, 5%CO,, 95% H,0
Sattigung) kultiviert.

MDA-PCa-2b und PC-3 Zellen wurden von der American Type Culture Collection bezogen
(ATCC). MDA-PCa-2b Zellen wurden in BRFF-HPC1 Medium mit 20% Serum und 1%
Penicillin/Streptomycin kultiviert. PC-3 Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit 10%
Serum und 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Zellen wurden alle 3-5 Tage im

Verhéltnis 1:2-1:5 passagiert.
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293 T Zellen wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Boris Fehse bezogen, sie wurden in
DMEM with glutamine and high glucose- Medium mit 10% Serum und 1%
Penicillin%Streptomycin kultiviert und alle 2-3 Tage im Verhaltnis 1:10 passagiert.

2.2.2.4 SDS-Gelelektrophorese und Westernblot

Nach der Stimulation wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und mit RIPA-Puffer
und einem Zellschaber abgekratzt. Nach einer Inkubation von 20 Minuten auf Eis wurden die
Proben 10 Minuten bei 10000g und 4°C zentrifugiert. Die Uberstande wurden in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration
wurde Bradford-Reagenz der Firma Biorad verwendet. Gleiche Mengen Protein wurden mit
SDS-Probenpuffer bei 99°C fir 10 Minuten erhitzt und nach kurzer Zentrifugation auf ein

denaturierendes SDS-Gel aufgetragen. Flr die Zusammensetzung der Gele siehe Tabelle:

75% | 10% 12,5% 15% 18% Sammelgel
Endvol 10ml | 10ml 10ml 10ml 10ml 5ml
MilliQ 5ml 4,1ml 3,3ml 2,5ml 1,2ml 3ml

Trenngelpuffer/ | 2,5ml | 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 1,25ml
Sammelgelpuffer

30%Acrylamid | 2,5ml | 34 4,2ml 5ml 6,3ml 0,75ml
TEMED 8ul 8ul 8ul 8ul 8ul 10ul
APS 50ul 50ul 50ul 40ul 30ul 50ul

Die Proben wurden in einem Mini Protean 3-System (BioRad) aufgetrennt. Als Marker diente
der Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas).

Durch sogenanntes Semi-Dry-Blotten wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran
(Amersham Hybond-LFP, GE Healthcare) ubertragen. Dafur wurde Whatman Papier in
Transferpuffer eingelegt (diente sowohl als Anoden- als auch Kathodenpuffer), Die PVDF-
Membran wurde vor dem Einlegen in Transferpuffer kurz mit MeOH benetzt. Bei einer
Spannung von 15V-25V lief der Blotvorgang eine Stunde. Danach wurde die Membran eine
Stunde blockiert, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran abzuséttigen. Der
Priméarantikorper wurde dann in der vom Hersteller angegebenen Konzentration (meistens
1:1000) in Blockierungspuffer auf die Membran gegeben. Die Inkubation erfolgte auf einem
Schittler bei 4°C 0.N.. Nach drei Waschvorgdngen von jeweils 5 Minuten wurde der
entsprechende HRP-konjugierte Sekundar-Antikdrper (Dako) in einer Verdunnung von
1:2000 in Blockierungspuffer auf die Membran gegeben. Die Inkubation lief bei RT auf
einem Schuttler fur eine Stunde. Nach drei Waschgadngen (s.0.) wurde ECL-
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Chemilumineszenzlésung auf den Blot gegeben und dieser zwischen zwei Frischehaltefolien
mit einem Rontgenfilm und/oder Chemilumineszenzauswertung Chemi Doc XRS (BioRad)
entwickelt. Sollten mehrere Antikorper nacheinander auf den Blot gegeben werden, konnte
dieser ,,gestrippt” werden. Dies geschah durch Inkubation in Stripping-Puffer bei 50°C fiir 30
Minuten. Der Blot wurde anschlieRend zweimal mit Waschpuffer je 20 Minuten gewaschen
und danach erneut blockiert.

2.2.2.5 Proliferationsassay mit BrdU

Zur Bestimmung der Proliferationsrate wurde das Amersham Cell Proliferation Elisa
Biotrack System der Firma GE Healthcare verwendet. Dazu wurden 2500 Zellen pro 96 Napf
ausplattiert, primére Osteoblasten wurden an Tag 2 der Differenzierung fur 8 Stunden ohne
Serum kultiviert, bevor serum-freies, konditioniertes Medium mit BrdU fur 12 Stunden auf
die Zellen gegeben wurde. Ansonsten wurden die Angaben des Herstellers befolgt. Die Werte
wurden zudem auf den Proteingehalt (bestimmt nach Bradford bei 595nm) bezogen.

2.2.2.6 Osteoprotegerin-ELISA

Um die Osteoprotegerin-Konzentration in Mediumdiberstdnden und im Serum zu bestimmen
wurde das Quantikine Mouse Opg Immunoassay Kit der Firma R&D Systems verwendet
(#MOPOQ0). Dabei wurde nach Herstellerempfehlungen verfahren (Medium wurde 1:20

verdiinnt).

2.2.2.7 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse von Zellen in Suspension auf Einzelzellebene.
Hierbei werden diese hintereinander durch eine Kapillare angesaugt und passieren dann den
Lichtstrahl eines Argon-lonen-Lasers. Die durch die Zellen hervorgerufene Lichtstreuung
kann durch Photomultiplikatoren detektiert werden. Das vorwaértsgestreute Licht (englisch:
Forward scatter) ist ein MaR fiur die ZellgroRe, das seitlich (im rechten Winkel) gestreute
Licht hingegen, ist ein Mal® fur die Zellgranularitat (englisch: Side scatter). Mit Hilfe
spezifischer Antikorper, welche mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt sind, kdnnen
Proteine auf der Zelloberflache und intrazellular nachgewiesen werden. Die Fluoreszenz ist

dabei direkt proportional zur Menge des vorhandenen Proteins.
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In dieser Arbeit wurden Knochenmarkskulturen, welche mit oder ohne IL-33 (Kontrolle:
PBS) fur sieben Tage kultiviert wurden, auf die Marker CCR3 (AK gekoppelt mit PE, 1:25
Verdlnnung), CD11b (AK gekoppelt mit PerCP, 1:1000 Verdinnung), CD23, (AK gekoppelt
mit FITC) CD206 (AK gekopppelt mit Alexa647, 1:100 Verdunnung), Ly6G (AK gekoppelt
mit PE, 1:100) und ST2 (AK gekoppelt mit FITC, 1:100 Verdiinnung) untersucht.

Die Kulturen wurden dazu trypsiniert und die Zellzahl bestimmt. Fir jeden Ansatz wurden
10° Zellen pro FACS-R&hrchen verwendet. 100pl Cohn-11-Stammlésung wurden verwendet,
um eine unspezifische Bindung der AntikOrper an Fc-Rezeptoren zu verhindern (Das
Blocken geschah in 100ul fur 20 Minuten bei 4°C). Die Waschschritte erfolgten in 4ml
FACS-Puffer gefolgt von einer Zentrifugation bei 300g, bei 4°C. Die Inkubationsschritte mit
den Antikorpern erfolgten lichtgeschiitzt fur 30 Minuten bei 4°C in FACS-Puffer. Generell

erfolgen die Farbungen nach folgendem Schema:

» Inkubation mit unkonjugiertem Antikorper

* Inkubation mit fluoreszenzmarkiertem Sekundarantikdrper, der den Isotyp des ersten
erkennt

» Blockade unspezifischer Bindungsstellen mit Hilfe von Serum aus demselben
Organismus, aus dem der unkonjugierte Primérantikorper stammt

» Inkubation mit biotinyliertem Antikorper

» Inkubation mit Streptavidin, welches mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist

* Inkubation mit direkt markierten Antikérpern

AnschlieRend wurden die Zellen in 200ul FACS-Puffer resuspendiert und an einem
FACSCalibur Flow Cytometer analysiert. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm
CellQuestPro. Zuséatzlich zu den Farbungen wurden Isotypkontrollen durchgefuhrt um
unspezifische Antikorperbindungen auszuschlieRen.

Die Arbeiten wurden in Kooperation mit der Klinischen Chemie, mit Dr. Andrea Horst und
Dr. Thomas Bickert durchgefhrt.

2.2.3 Histologie und Morphologie

2.2.3.1 Kontaktrontgen und nCT-Analyse
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Die fixierten Skelette (24 Stunden in 4% Formafix, 24 Stunden in 80% EtOH) der Mause
wurden bei 35 kV fir 2 Sekunden in einem Kontakt-Rontgengerat (Faxitron) unter
Verwendung von Mamoray HDR PQ-Filmen (Agfa, Mechelen, Belgien) gerdntgt.

Fur die dreidimensionale Darstellung wurden die Lendenwirbelkorper L5 und L6 sowie die
Tibia in einem puCT 40 (Scanco Medical, Basserdorf, Schweiz) gescannt. Die Aufldsung

betrug 12pum.

2.2.3.2 Acrylat- und Paraffin-Histologie

Um Veranderungen in der Knochenmasse zu untersuchen, wurden die rechte und linke Tibia
sowie die Lendenwirbelkorper L1-L4 histologisch analysiert. Dazu wurden die Mause getotet
und das Fell, sowie alle Weichteile im Thorax und Abdomen entfernt. Nach Fixierung in 4%
Formafix fir 24 Stunden wurden die Mduse in 80% EtOH aufbewahrt. Die Wirbelkorper und
Tibiae wurden anschliefend prapariert und in einem Autotechnikon entwéssert, (im Fall
unentkalkter Knochen fir die Acrylathistologie: 2x 60 Minuten 70% EtOH, 3x 60 Minuten
80% EtOH, 3x 60 Minuten 96% EtOH, 4x 60 Minuten EtOH absolut). Die Knochen wurden
anschlielend zur Entwésserung je 24 Stunden bei 4°C in den Infiltrationsldsungen-1 und —II
gelagert bevor sie in Gie3losung in Glasgefélen eingebettet wurden. Diese hérteten dann U.N.
bei 4°C aus. Die Plastikblocke wurden anschlielend aus den Glasbehaltern geschlagen und
angeschliffen. Fur die Analyse der Knochenformation durch Calcein-Markierung wurden
anschlieBend 12um dicke Schnitte hergestellt. Zur Analyse der Mineralisation und der
zelluldren Parameter wurden 4um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden auf gelantine-
beschichtete Objekttrédger aufgebracht und mithilfe von 80% Isopropanolldsung gestreckt.
Nach dem Trocknen 0.N. konnten die 12um Schnitte eingedeckt und die 4um Schnitte gefarbt
werden.

Knochen fur die Paraffineinbettung wurden nach der Fixierung (s.0.) 2-3 Tage in 20% EtOH
bei 37°C entkalkt. AnschlieBend folgte die Entwasserung in einem Autotechnikon (2x 60
Minuten 70% EtOH, 60 Minuten 80%, 2x 60 Minuten 96% EtOH, 2x 60 Minuten EtOH
absolut, 2x 60 Minuten Xylol, 3x 60 Minuten Paraffin 60°C). Anschlielend wurden die
Knochen in Paraffin eingebettet und bei 4°C gehértet.

2.2.3.3 von Kossa/van Gieson-Farbung
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Der Kunststoff wurde mit 2-(Methoxyethyl)-acetat (Merck, #806061) aus den Schnitten gelost
(3x 10 Minuten). Anschlielend wurden die Praparate in einer absteigenden EtOH-Reihe
bewassert. Die Féarbung setzte sich aus folgenden Schritten zusammen: 5 Minuten 3%
AgNO3, 10 Minuten ddH,O, 5 Minuten Sodaformollésung, 10 Minuten Spillen mit
flieBendem  Leitungswasser, 5 Minuten 5% Na;S;0s3-Losung, 10 Minuten Spillen mit
flieBendem Leitungswasser, 20 Minuten van Gieson-Ldsung. Danach wurden die Schnitte in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert. Nach 3 Inkubationen fur 5 Minuten in Xylol
wurden die Praparate mit DPX (Sigma, #44581) eingedeckt.

2.2.3.4 Toluidinblau-Farbung

Fur die Farbung wurden die Praparate 30 Minuten in 1% Toluidin-Blau.O Lésung pH 4,5
inkubiert (Fur die Vor- und Nachbehandlung der Praparate siehe 2.2.3.3.).

2.2.3.5 Calceinmarkierung

Bei Calcein handelt es sich um einen fluorochromen Farbstoff, welcher sich in die
mineralisierende Matrix einlagert. Um die Rate der Knochenneubildung analysieren zu
konnen, wurden die M&use in einem Abstand von 7 Tagen mit Calcein markiert. Dazu
wurden den Tieren jeweils 100ul Injektionslésung (0,15M NaCl, 2% NaHCOs3, 1% Calcein)
intraperitoneal gespritzt. An der Anzahl und den Abstdnden der Doppelmarkierungen konnte
die Knochenneubildung quantifiziert werden.

2.2.3.6 Analyse der Osteoklastenzahl durch TRAP-Farbung

TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase) ist ein spezifischer Marker fir aktive Osteoklasten.
Hierfur wurden Mause-Tibiae entkalkt siehe 2.2.3.2 und in Paraffin eingedeckt. Nach der
Entparaffinierung in Xylol folgte die Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe.
Daraufhin wurden die Praparate eine Stunde in TRAP-Puffer inkubiert und anschlieRend 30
Minuten in TRAP-Farbelosung geféarbt. Die Prdparate konnten dann mit destilliertem H,O
gespult und fur 10 bis 60 Sekunden mit Mayers Hamalaun gegengeféarbt werden. Es folgte
eine Bewdsserung mit flieRendem Wasser fir 10 Minuten. Die Schnitte wurden anschlieRend
mit wassrigem Eindeckmedium (DAKO, #S3025) eingedeckt.
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2.2.3.7 Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Paraffinschnitte wurden fiir 30 Minuten bei 60°C inkubiert und dann 2x 5 Minuten in Xylol
entparaffiniert. Danach wurden sie in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert.
AnschlieBend wurden sie 10 Minuten in Mayers Hamalaunlosung (Merck, #109249) gefarbt,
anschlieBend in Salzsdaure-Ethanol getaucht, mit Leitungswasser gespult und zum Blduen 10
Minuten in Leitungswasser inkubiert. Nun wurden die Schnitte fir 2 Minuten in Eosin-
Losung geféarbt. Dann folgte eine aufsteigende Alkoholreihe. Nach 3 Inkubationen in Xylol je
5 Minuten wurden die Préparate mit DPX (Sigma, #44581) eingedeckt.

2.2.3.8 Anti-p-STAT3- Immunhistologie

Die humanen Gewebeproben wurden entparaffiniert, rehydriert und mit ImM EDTA pH8,0
bei 90°C fur 15 Minuten vorbehandelt. Nach der Inkubation mit 3% H,O, fiir 15 Minuten um
endogene Peroxidase-Aktivitat zu blockieren, wurde 30 Minuten mit 2,5% BSA blockiert um
eine unspezifische Bindung des Antikorpers zu verhindern. Die Inkubation des
Primarantikorpers (Cell Signaling, #9415) geschah in einer Verdinnung von 1:100 Uber
Nacht bei 4°C. Der biotinylierte Sekundarantikorper (Dako), wurde in einer Verdinnung von
1:200 eingesetzt, Streptavidin/HRP (Dako) in einer Verdinnung von 1:200. Als chromogenes
Substrat diente DAB (Dako). Die Schnitte wurden dann mit Hamatoxylin gegengeférbt.

2.2.3.9 Histomorphometrie

Die Bestimmung der Knochenformationsrate (BFR, bone formation rate) geschah an
unentkalkten, 12um dicken, ungefarbten Acrylatschnitten Calcein-markierter Méause. Die
Bestimmung der Parameter des Knochenvolumens (BV/TV, bone volume per tissue volume),
der Trabekeldicke (TbTh, trabecular thickness), der Anzahl der Trabekel (TbN, trabecular
number) und der Abstand der Trabekel (TbSp, trabecular separation) wurden mit dem
Programm Bioquant an 4um Schnitten, die nach Kossa/van Gieson gefarbt waren. Die
zellularen Parameter wie Osteoblasten- und Osteoklastenanzahl (NOb bzw. NOc/BPm,
number of osteoblasts bzw. number of osteoclasts per bone parameter) wurden an 4um dicken
toluidinblau-geféarbten Schnitten nach einem standartisierten Protokoll mit dem OsteoMeasure

Histomorphometrie-System (Osteometrics Inc, Atlanta, USA) ermittelt.
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2.2.4 Statistik

Fir die statistische Auswertung wurde das Programm Excel der Firma Microsoft verwendet.
Angegeben sind Dberechnete arithmetische Mittelwerte mit  Standardabweichung.
Signifikanzen wurden mit Hilfe des zweiseitigen Student-T-Test berechnet. Die p-Werte
wurden wie folgt angegeben: P<0,05 entspricht =, p<0,005 entspricht =, p<0,0005 entspricht



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Genotypisierung der Collal-Krm2 Mause und Bestimmung der Krm2-

Uberexpression

In Vorarbeiten konnten in unserer Arbeitsgruppe zwei unabhé&ngige Founderlinien etabliert
werden, welche Krm2 unter der Kontrolle eines 2,3kb-Fragmentes des Typl-Kollagen-
Promoters selektiv in Osteoblasten Uberexprimieren sollten (Abb.3.1.1.A). Die
Genotypisierung wurde mit einem Globin-Intron-spezifischen Vorwaérts-Primer und einem
Krm2-spezifischen Rlckwaérts-Primer durchgefiihrt. Hier sollte nur in transgenen Tieren ein
Signal bei ca. 1100bp entstehen (Abb.3.1.1.B). In Southernblot-Analysen, welche zur
Bestédtigung der PCR genutzt wurden, diente das Fragment als Sonde, welches auch fir die
Kerninjektion verwendet wurde. Hierbei wurde die genomische DNA mit Kpnl verdaut.
Dabei sollten bei transgenen Tieren zwei Fragmente bei ca. 3500bp und 900bp detektiert
werden konnen (Abb.3.1.1.C).

A

C
Notl  col1a1l Krm2 Spel
promoter ; ORF WT TG

B-globin hGH- <

intron p(A) ~3500bp
<4 ~900bp

B
WT TG
< ~1100bp By

Abbildung 3.1.1 Genotypisierung Collal-Krm2 transgener Mause: A. Schema des Konstruktes zur
Uberexpression von Krm2 in Osteoblasten. B. PCR zur Genotypisierung Collal-Krm2-transgener Tiere. In
Anwesenheit des Transgens entsteht ein Produkt bei ca. 1100bp. C. Southern-Blot-Analyse von genomischer
DNA zur Detektion des eingebauten Transgens. Zwei Signale bei 3500bp und 900bp sind bei transgenen Tieren
detektierbar.
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Nach der Etablierung stabiler transgener Linien wurde die gewebe-spezifische
Uberexpression des Transgens bestimmt (Abb.3.1.2.A). Bei RT-PCR-Analysen konnte unter
Verwendung eines Krm2-spezifischen Vorwaérts-Primers und einem Ruckwaérts-Primer,
welcher sich spezifisch im Poly-A-Schwanz der Transgen-RNA anlagerte, gezeigt werden,
dass das Transgen nur im Knochen exprimiert wurde. Hierbei wurden sowohl Schédeldach
(gebildet durch desmale Ossifikation) und Femur (gebildet durch enchondrale Ossifikation)
untersucht. Ein wichtiger Befund war die Abwesenheit der Transgen-Expression in der Milz,
wodurch eine Expression des Transgens in Osteoklasten-Vorldufern ausgeschlossen werden
konnte. In nachfolgenden Analysen fiel auf, dass auch in der Haut, in welcher Typl-Kollagen
exprimiert wird, keine Uberexpression von Krm2 stattfand, lediglich im Auge konnte eine
schwache Transgenexpression festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Der nachste Schritt
war die Bestitigung der Uberexpression von Krm2 in transgenen Tieren (Abb. 3.1.2.B). In
Northernblot-Analysen, bei denen RNA aus Femur von Wildtyp und transgenen Ma&usen
verwendet wurde, fiel auf, dass es zu einer sehr starken Uberexpression von Krm2 in
Knochen von transgenen Tieren kam. Bei diesen Analysen wurde eine Sonde verwendet,

welche sowohl das Transgen als auch die endogene Expression detektierte.

A B
Femur
12 3 4 5 6 7 8 WT TG
Krm2 | e Krm2
B2m B2m

Abbildung 3.1.2 Bestimmung der gewebespezifischen Transgen-Uberexpression: A. Gewebespezifische
Expression des Transgens. RT-PCR Analyse von 1= Schadeldach, 2=Femur, 3=Gehirn, 4=Herz, 5=Niere,
6=Leber, 7= Fett und 8=Milz. Bei der PCR wurde nur das Transgen detektiert (Produkt bei ca. 1100bp). B.
Bestimmung der Expression von Krm2 durch Northernblot-Analysen in Femora von Wildtyp- und Collal-

Krm2- transgenen Méausen (n=3 gepoolt).

3.2 Analyse des Knochenphanotyps Collal-Krm2 transgener Mausen

Bei Vorarbeiten, in denen eine verstorbene Collal-Krm2 transgene Maus analysiert worden
war, fiel bereits auf, dass diese eine stark verringerte Knochenmasse aufwies. In der

vorliegenden Arbeit wurden zudem Tiere zweier unabhangiger transgener Linien untersucht,
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die einen vergleichbaren Phénotyp zeigten (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurden
die nachfolgenden Analysen mit einer transgenen Linie fortgefuhrt. Zur Untersuchung des
Knochenphénotyps dieser Mduse wurden die Wirbelkorper und die Unterschenkelknochen
durch unentkalkte Histologie aufgearbeitet (Abb.3.2.1 A). Es wurden jeweils 6 Collal-Krm?2
Mause in drei unterschiedlichen Altersstufen mit den entsprechenden Wildtypkontrollen
analysiert. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass transgene Tiere schon im Alter von zwei
Wochen eine signifikante Verringerung der Knochenmasse aufweisen. Auch im Alter von 6
und 24 Wochen zeigten die transgenen Tiere eine signifikante Reduktion der Knochemasse.
Alle analysierten Parameter wie das Knochenvolumen/Gewebevolumen (BV/TV), die
trabekulére Dicke (Tbh.Th) und die Anzahl der Trabekel (Th.N) waren im Alter von 24
Wochen signifikant herabgesetzt (Abb.3.2.1 B).

A WT Collal-Krm2 B BV/TV (%)
30

T4 g . 0°
2 Wochen i i 5

2 Wochen 6 Wochen 24 Wochen

o

Tb.N. (mm™)
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5

6 Wochen ﬂ * x ﬁ .
m | m &,
2 Wochen 6 Wochen 24 Wochen

Tb.Th. (um)

40

N

24 Wochen ﬂ i ﬂi ﬂi 0
0

2 Wochen 6 Wochen 24 Wochen

Abbildung 3.2.1 Unentkalkte Wirbelkdrper Histologie: A. Unentkalkte 4um dicke Histologieschnitte der
Wirbelkorper L3-4 (bei 2 Wochen) und L4 im Alter von 6 und 24 Wochen. Die Préparate wurden nach von
Kossa gefarbt und ausgewertet. Hierbei wird die mineralisierte Knochenmasse schwarz geférbt. B.
Histomorphometrische Auswertung der Knochenparameter. BV/TV (Knochenvolumen/Gewebevolumen), Th.N.
(Anzahl der Trabekel), Th.Th. (Dicke der Trabekel).
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Zur funktionellen Analyse wurden die Wirbelkdrper 24 Wochen alter Mé&use (L5 und L6) in
einem uCT gescannt und anschlieend durch Mikrokompressionstestung biomechanisch
analysiert (Abb.3.2.2 A). Hier zeigten die transgenen Wirbelkorper in den uCT-Aufnahmen
Erosionen in der Kortikalis. Bei den biomechanischen Belastungstests wiesen die transgenen
Wirbelkorper eine geringere biomechanische Belastbarkeit auf. Diese war charakterisiert
durch eine signifikant herabgesetzte Kraft, die bis zum Versagen aufgewendet werden musste
(Fmax), und eine signifikant reduzierte Steifigkeit (N/mm) (Abb.3.2.2 B).

A
WT Collal-Krm2
B
Fmax (N) Steifigkeit (N/mm)
100 200
50 * 100
: |
[ 1 i 0 0
WT TG WT TG

Abbildung 3.2.2 Biomechanische Wirbelkdrpertestung: A. pCT-Aufnahmen eines Wildtyp (WT) und
transgenen (TG) Wirbelkdrpers (L5). B. Dargestellt sind die Auswertungen der biomechanischen Testung durch
Mikrokompressionstestung.

Zusétzlich wurde kortikaler Knochen, in diesem Fall der Femur, von 24 Wochen alten
Mausen hinsichtlich seiner biomechanischen Belastbarkeit getestet. Auch hier wiesen
Collal-Krm2 Mause eine erniedrigte  biomechanische  Belastbarkeit in  der
Dreipunktbiegetestung auf (Abb.3.2.3 B). Diese verringerte Belastbarkeit wurde durch eine
geringere kortikale Dicke (C. Th) und eine herabgesetzte Mineraldichte (vBMD) der
transgenen Knochen hervorgerufen (Abb.3.2.3 A und B).
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Abbildung 3.2.3 Biomechanische Testung kortikaler Knochen: A. Unentkalkte von Kossa-gefarbte Schnitte
von Unterschenkelknochen (Tibia). pCT-Aufnahmen, welche den Querschnitt von Oberschenkelknochen zeigen.
B. Aufgeflhrt sind die Ergebnisse der nCT-Analyse und der biomechanischen Testung, C.Th. (Kortikale Dicke),
vBMD (Mineraldichte), aufgewendete Kraft (Fmax) und die Steifigkeit.

Um die zelluldre Ursache dieses Phénotyps aufzuklaren wurden toluidinblau-gefarbte
Acrylatschnitte von 6 und 24 Wochen alten Mausen histomorphometrisch ausgewertet. Hier
fiel auf, dass die extrazellulare Matrix in transgenen Wirbelkdrpern eine andere Struktur als
bei den Wildtyptieren aufwies. Zudem erschien die Morphologie der transgenen Osteoblasten
atypisch (Abb. 3.2.4 A). Bei der Quantifizierung der Osteoblasten-Anzahl gab es jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und transgenen Tieren (Abb. 3.2.4 B).

WT Collal-Krm2 ObN/BPm
(mm™)
30

N (al

WT TG WT TG

6 Wochen 24 Wochen

Abbildung 3.2.4 Histomorphometrische Auswertung an toluidinblau-gefarbten Schnitten: A. Gezeigt sind
exemplarisch Wirbelkdrperschnitte 6 Wochen alter M&use nach Toluidinblau-Farbung. B. Es konnte keine

signifikante Abnahme der Osteoblastenzahl (ObN/BPm) in transgenen Tieren festgestellt werden.
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Um die Knochenbildung zu quantifizieren, wurde eine dynamische histomorphometrische
Analyse durchgefihrt. Hierzu wurde Mé&usen in einem definierten Zeitintervall der Farbstoff
Calcein intraperitoneal gespritzt (Abb.3.2.5 A). Durch Quantifizierung der Anzahl der
Doppelbanden und deren Abstand konnte eine signifikante Reduktion der
Knochenbildungsrate (bone formation rate, BFR) im Alter von 6 und 24 Wochen alten
Collal-Krm2 Méausen festgestellt werden (Abb.3.2.5 B).

A B
WT Collal-Krm2
BFR/BS

(um*um?ly)
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70

* *
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WT TG WT TG
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Abbildung 3.2.5 Dynamische Histomorphometrie an Calcein-markierten Schnitten: A. Dargestellt sind
12um dicke Schnitte von Wirbelkdrpern mit Calcein-Markierung. Auffallig ist die geringere Anzahl der
Doppelbanden in den Wirbelkdrpern transgener Tiere und eine deutliche Abnahme des Abstandes zwischen den
Doppelbanden. B. Die Auswertung ergab eine signifikante Abnahme der Knochenbildungsrate (BFR/BS).

Nachdem die Hemmung der Knochenformation durch Krm2 eindeutig festgestellt werden
konnte, wurde als nachstes die Knochenresorption analysiert. Hierzu wurde an nicht
entkalkten Schnitten mit Hilfe einer TRAP-Farbung die Anzahl der Osteoklasten untersucht.
Hier fiel auf, dass in Tibia-Préparaten transgener Tiere eine hohere Anzahl TRAP-positiver
Zellen nachweisbar war (Abb.3.2.6 A). Dieses Ergebnis wurde durch die Auswertung
histomorphometrischer Untersuchungen bestétigt, bei denen eine signifikante Zunahme der
Osteoklastenzahl in den transgenen Tieren festgestellt wurde (Abb. 3.2.6 B).
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Abbildung 3.2.6 Analyse der Osteoklastenzahl durch TRAP-Farbung und histomorphometrische
Auswertung: A. Abgebildet sind entkalkte Tibiaschnitte 6 Wochen alter Méuse. Zu sehen ist die hthere Anzahl
TRAP-positiver Zellen (rote Farbung) in dem transgenen Préparat. B. Dargestellt ist das Ergebnis der
histomorphometrischen Untersuchung von Wirbelkérpern 6 und 24 Wochen alter Tiere. Hier kam es zu einer
signifikanten Zunahme der Osteoklastenzahl (OcN/BPm) in Collal-Krm2 transgenen Tieren im Alter von 6 und
24 Wochen.

Neben der erniedrigten Knochenformation und der erhohten Knochenresorption, welche zu
einer stark erniedrigten Knochenmasse fiihrten, kam es bei ca. 50% der transgenen Tiere im
Alter von einem Jahr zur Entwicklung osteolytischer Lé&sionen (Abb.3.2.7 A, B).
Histologische Analysen konnten zeigen, dass dies aufgrund einer erhdhten Resorption in der
Kortikalis des betroffenen Knochens geschah (Abb.3.2.7 C). Dieses histologische Bild
erinnerte an osteolytische L&sionen, die im Laufe von Knochenmetastasen z.B. beim humanen

Prostatakarzinom im Knochen auftreten kénnen (Abb.3.2.7 D).
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Abbildung 3.2.7 Darstellung der osteolytischen L&sionen bei Collal-Krm2 Méusen: A und B. Gezeigt sind
uCT-Aufnahmen und Réntgenbilder osteolytischer L&sionen, die sich in transgenen Tieren im Alter von einem
Jahr entwickelten. C. Die histologische Auswertung zeigte eine erhdhte Anzahl an Osteoklasten (Pfeilkdpfe) und
eine abnormale de novo-Knochenbildung, welche durch Pfeile gekennzeichnet ist. Diese betraf nicht nur die
Kortikalis sondern auch den trabekuldren Knochen. D. Exemplarisch ist auBerdem die Histologie einer
osteoblastischen und einer osteolytischen Knochenmetastase des humanen Prostatakarzinoms abgebildet. Auch

hier zeigte sich eine abnormale Knochenformation, welche durch Pfeile gekennzeichnet ist.
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3.3 Analyse der zellularen und molekularen Ursachen des Phéanotyps

Collal-Krm2 transgener Mause

Um die zelluldren Ursachen des Phénotyps von Collal-Krm2-Mé&usen zu untersuchen,
wurden Osteoblasten-Vorlauferzellen aus Schadeldéchern neugeborener Méuse isoliert und ex
vivo zu Osteoblasten differenziert. Zunéchst wurde die Proliferationsrate von Wildtyp- und
transgenen Osteoblasten am dritten Tag in Kultur untersucht. Hier fiel auf, dass transgene
Osteoblasten im Vergleich zu der Wildtyp-Kontrolle eine signifikant erhohte
Proliferationsrate aufwiesen (Abb.3.3.1.A). Zudem wurden die Kulturen bis zum zehnten Tag
nach der Differenzierung kultiviert und eine von Kossa-Farbung durchgefiihrt (Abb.3.3.1.B).
Hierbei konnte eine geringere Bildung von mineralisierten Arealen in den transgenen

Kulturen nachgewiesen werden, obwohl der Proteingehalt in diesen Kulturen erhoht war.
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(ODyso/pg Protein)
* 0.2
0.1
205+438 428+78%*
0
WT TG Protein Gehalt (ng)

Abbildung 3.3.1 Proliferationsrate und Mineralisation von Osteoblasten ex vivo: A. Proliferationsassay,
angegeben ist der Einbau von BrdU bezogen auf den Proteingehalt in den Kulturen. B. Von Kossa-Farbung von
Osteoblastenkulturen. Abgebildet sind représentative von Kossa-Féarbungen von Kulturen primérer Osteoblasten
an Tag 10 der Differenzierung.

Da es sich bei Krm2 um einen Inhibitor des Wnt/pB-Catenin-Signalweges handelt, lag es nahe,
dass Krm2 auch im Osteoblasten den kanonischen Wnt-Signalweg antagonisierte. Um dies zu
uberprifen, wurden Wildtyp- und transgene Osteoblasten mit Wnt3a stimuliert, als Kontrolle
dienten Wildtyp-Osteoblasten. Als Indikator der Aktivierung des kanonischen Wnt-
Signalweges wurde die Phosphorylierung des Wnt-Ko-Rezeptors Lrp6 (als einer der ersten
Schritte bei einer Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges wird Lrp6 im C-Terminus
phosphoryliert) und die Phosphorylierung von p-Catenin untersucht. Phosphoryliertes (-
Catenin wird auch als inaktives -Catenin bezeichnet, welches durch Ubiquitinierung dem

Proteasom zugefuhrt wird. Aktives $-Catenin hingegen ist unphosphoryliert und kerngéangig.
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Im Kern aktiviert es in Verbindung mit TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren die Genexpression.
In Westernblot-Analysen konnte nach Stimulation mit Wnt3a in Wildtyp-Osteoblasten im
Vergleich zu Krm2-transgenen Osteoblasten hohere Mengen an phosphoryliertem Lrp6 und
niedrigere Mengen an phosphoryliertem $-Catenin detektiert werden (Abb.3.3.2). Hierdurch
konnte bestéatigt werden, dass Krm2 in Osteoblasten den kanonischen Wnt-Signalweg
inhibiert.

- Wnt3a
WT TG WT TG
p-Lrp6
p-p-Catenin
[-Catenin
B-Aktin

Abbildung 3.3.2 Westernblot-Analyse von Wildtyp und Collal-Krm2-transgenen Osteoblasten nach
Stimulation mit Wnt3a: Osteoblasten wurden an Tag 10 der Differenzierung mit 100ng/ml Wnt3a in
serumfreien Medium flir 30 Minuten stimuliert. Deutlich zu sehen sind die gréBeren Mengen an
phosphoryliertem Lrp6 in den Wildtypkulturen nach Wnt3a-Stimulation. Die transgenen Kulturen weisen

hingegen eine hoheren Gehalt an phosphoryliertem p-Catenin auf. Als Ladekontrolle diente g-Aktin.

Nach Bestdtigung des erwarteten zellautonomen Defektes der Collal-Krm2-transgenen
Osteoblasten sollten Zielgene von Krm2 identifiziert werden, das sind Gene, deren
Expression durch Uberexpression von Krm2 verandert wurde. Hierzu wurden drei
unabhéngige Affymetrix-Genchip-Analysen durchgefihrt, bei denen das Expressionsmuster
von Wildtyp- und transgenen Osteoblasten an Tag 10 der Differenzierung miteinander
verglichen wurde. Es gab ca. 70 Gene, die durch Uberexpression von Krm2 in allen drei
Analysen eine mean SLR (signal log ratio) von -1 aufwiesen, das hei3t im Mittel zweifach
verringert exprimiert wurden. Darunter waren zahlreiche Gene, deren verminderte Expression
potenziell den beobachteten Phanotyp erklaren konnte (Abb.3.3.3). So waren die terminalen
Osteoblastenmarker Dmpl und Phex verringert exprimiert, was fur eine Storung der
Differenzierung in Collal-Krm2-transgenen Osteoblasten sprach. Zudem war die Expression
aller Gene der TyplX-Kollagen-Familie (Col9al-a3) und der Gene Smpd3 sowie Pcolce2 in
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den transgenen Osteoblasten vermindert. Interessanterweise war jedoch die Expression friiher
Osteoblastenmarker wie z.B. die der Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osterix (Sp7) nicht
verandert. Auch die Expression der Gene Collal und Ibsp war nicht durch die
Uberexpression von Krm2 betroffen. Der wichtigste Befund war die in den transgenen
Osteoblasten signifikant herabgesetzte Expression von Tnfrsf11b. Dieses Gen kodiert flr das
Protein Osteoprotegerin, welches ein Antagonist des Proteins Rankl ist. Das Verhéltnis von
Opg und Rankl ist essenziell fir die Regulation der Osteoklastogenese, da Rankl den
Schlisselfaktor fur die Formation und Differenzierung von Osteoklasten darstellt.

Relative

Expression
—2,0

Runx2 Sp7 Alpl  Collal Bglap Ibsp Dmpl Phex Col9al 9a2 9a3 Smpd3 Pcolce2 Tnfrsfllb

Abbildung 3.3.3 Darstellung der Affymetrix-Genchip-Analyse: Exemplarisch dargestellt ist der relative
Unterschied der Expression ausgewdhlter Gene von Collal-Krm2-transgenen Osteoblasten im Vergleich zu
Wildtyp-Osteoblasten (Die Expression in Wildtyp-Osteoblasten wird durch die rote Linie dargestellt). Die
Expression zahlreicher Osteoblasten-Markergene in transgenen Osteoblasten war im Vergleich zu Wildtyp-
Osteoblasten nicht veréndert. Aufgefiihrt ist zudem der relative Unterschied der Expression von ausgewdahlten

Genen mit einer SLR =-1.

Um die Relevanz dieser Ergebnisse zu tberpriifen, wurde die Opg-Konzentration im Serum
von Wildtyp- und transgenen Madusen mittels ELISA bestimmt (Abb.3.3.4 A). Hier zeigte
sich, dass die Opg-Konzentration in 6 Wochen alten Collal-Krm2 Mé&usen im Vergleich zu
den Wildtyp-Kontrolltieren signifikant reduziert war. Zudem wurde die Expression von
Tnfrsf11b im Femur 6 Wochen alter Mause durch qRT-PCR quantifiziert (Abb.3.3.4 B). Auch
hier zeigte sich eine signifikante Reduktion der Tnfrsf11b-Expression in transgenen Tieren.
Als Kontrolle wurde zudem die Expression der Gene Collal (kodiert fur Typl-Kollagen),
Bglap (kodiert fur Osteocalcin) und Ibsp (kodiert fiir Bone sialoprotein) durch Northernblot-
Analyse quantifiziert (Abb3.3.4 C). Hier wurde kein nennenswerter Unterschied in der
Expression gefunden, was die Ergebnisse der Genchip-Analysen bestatigte.
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Abbildung 3.3.4 Quantifizierung von Opg im Serum und RNA-Expressionsanalysen im Femur: A. Die
Opg-Konzentration im Serum 6 Wochen alter Méuse (n=4) wurde durch ELISA quantifiziert. B. Durch gRT-
PCR wurde die Tnfrsfllb Expression im Femur von 6 Wochen alten Mdusen (n=3) quantifiziert. C. Als
Kontrolle wurden Northern Blot-Analysen zur Quantifizierung der Expression von Collal, Bglap und Ibsp im
Femur 6 Wochen alter Mause (n=3, gepoolt) durchgefiihrt (3.3.4 C).

In den drei Genchip-Analysen wurden auch 34 Gene mit einer mittleren SLR von =1 in Krm2
transgenen Osteoblasten verstarkt exprimiert. Hier fiel auf, dass sich unter diesen Genen IL-
33, welches der Interleukin-1 Familie angehort, befand (Abb.3.3.5 A). Dieser in vitro Befund
konnte durch immunhistologische Untersuchungen in vivo bestatigt werden (Abb.3.3.5 B).
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Abbildung 3.3.5 Verstarkte Expression von IL-33 in vitro und in vivo: A. In den drei unabh&ngigen Genchip-
Analysen war 1L-33 von 34 Genen mit einer mittleren SLR von =1 auf Platz 3 der in Collal-Krm2-transgenen
Osteoblasten gegeniiber Wildtyp-Osteoblasten verstarkt exprimierten Gene. B. In immunhistologischen

Untersuchungen konnte die verstarkte Bildung von IL-33 in Collal-Krm2 transgenen Mausen detektiert werden.
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Die IL-1 Familie besteht neben IL-33 aus den Zytokinen IL-1a, IL-1b und IL-18. Abgesehen
von IL-33 war schon ein direkter Einfluss von IL-1 und IL-18 auf Osteoblasten und
Osteoklasten beschrieben (Lorenzo et al., 2008). Dies war der Grund, in den folgenden
Analysen den Einfluss von IL-33 auf Osteoblasten und Osteoklasten zu untersuchen und so
eventuell einen besseren Erklarungsansatz fiir den schwerwiegenden Phanotyp der Collal-

Krm2 Mause liefern zu kdnnen.

3.4 Der Einfluss von 1L-33 auf den Knochenumbau

Zunéchst wurde durch RT-PCR uberprift, in welchen Geweben IL-33 und sein Rezeptor
1rl1 (wird auch h&ufig als ST2 bezeichnet) exprimiert wurden. Hier fiel die starke
Expression von 11rl1 im Wirbelkorper, Femur und Schadeldach auf (Abb.3.4.1), wéhrend IL-

33 ubiquitér exprimiert wurde.

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16

IL-33
11rl1

Gapdh

Abbildung 3.4.1 RT-Expressionsanalyse von IL-33 und I11rl1 in verschiedenen Geweben: Die Expression
von IL-33 und H1rl1 wurde in 1=Muskel, 2=Magen, 3=Hypothalamus, 4=Osophagus, 5=Fett, 6=Zunge,
7=Lunge, 8=Niere, 9=Herz, 10=Auge, 11=Schilddrise, 12=Milz, 13=Leber, 14= Wirbelkérper, 15=Femur, 16=
Schédeldach Uberprift.

Durch gqRT-PCR wurde anschlieBend die Regulation der Expression dieser beiden Gene in
der Differenzierung von Osteoblasten untersucht (Abb.3.4.2). Hier zeigte sich, dass die
Expression von IL-33 im Laufe der Differenzierung anstieg, wahrend die Expression seines

Rezeptors herunterreguliert wurde.
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Abbildung 3.4.2 qRT-PCR Analyse der relativen Expression von IL-33 und Il1rll1 wahrend der
Differenzierung priméarer Osteoblasten: Primére Osteoblasten wurden bis zu dem angegebenen Zeitpunkt
kultiviert und die Expression von IL-33 und 1l1rl1 analysiert. Angegeben ist der relative Unterschied der

Expression im Vergleich zum Tag 0 der Differenzierung.

Um zu dberprifen, ob primare Osteoblasten einen funktionellen Rezeptor fir I1L-33
aufweisen, wurden sie an Tag 10 der Differenzierung mit rekombinantem IL-33 behandelt,
und anschlielend wurde in Westernblot-Analysen Uberpruft, ob IL-33 p42/44 und Stat-
Signalwege aktivierte, was schon fiur andere Zelltypen beschrieben war (Pecaric-Petkovic et
al., 2009). Primdre Osteoblasten reagierten dabei dosis-abhangig mit einer Aktivierung des
p42/44-Signalweges. Es konnte zudem auch eine Aktivierung des Stat3-Signalweges

nachgewiesen werden (Abb.3.4.3).

- 100 50 25 5 IL-33ng/ml

p-p42/44

p-Stat3
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Abbildung 3.4.3 Westernblot-Analyse primérer Osteoblasten nach Stimulierung mit rekombinantem IL-
33: Primére Osteoblasten wurden in serum-freien Medium 30 Minuten mit verschiedenen Konzentrationen IL-
33 behandelt. AnschlieBend wurde die Phosphorylierung von p42/44 und Stat3 analysiert. Als Ladekontrolle
diente p-Actin.
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Um erste Anhaltspunkte fur die Wirkung von IL-33 auf Osteoblasten zu erhalten, wurden
diese mit rekombinantem IL-33 kultiviert. An Tag 10 der Differenzierung wurde eine von
Kossa Farbung durchgefihrt (Abb.3.4.4 A). Hier zeigte sich, dass die Zahl der mineralisierten
»,Nodules* abnahm, aber die flachige Mineralisation zunahm. Um genauere Aussagen Uber
den Einfluss von IL-33 auf Osteoblasten treffen zu konnen, wurde deshalb eine Genchip-
Analyse  durchgefihrt (Abb.3.44 B und C). Die Expression wichtiger
Osteoblastenmarkergene wie z.B. Runx2 oder Bglap war jedoch nicht deutlich verandert
(Abb.3.4.4 B). Es fiel aber auf, dass die Expression zahlreicher Zytokine wie z.B. Il1a, I11b
und 116 induziert wurde (Abb.3.4.4 C). Der wichtigste Befund war jedoch, dass die
Expression von Tnfsf1l, welches fur Rankl kodiert, induziert und die Expression von
Tnfrsfl1lb, welches fir Opg kodiert, reprimiert wurde (Abb.3.4.4). Diese Expressionsanalyse
wurde durch qRT-PCR exemplarisch fur die Gene Tnfsfll, Tnfrsfllb und Csf2 bestatigt
(Abb.3.4.5).

A IL-33 (ng/ml)
- 5 25 100
B 1L-33 C
Gene - + SLR EIS -2.|5 (f +2.|5 +? SLR
Runx2 1253 800 -0.3 1113ra2
Sp7 138 132 +0.1 I Lcn2
Atf4 1530 1506 0 Csf2
Collal 5556 6139 +0.1 116
Alpl 298 417 +0.4 I11b
Bglap 3427 4132  +0.7 Il1a
Ibsp 4987 7868 +0.6 Csf3
Dmp1l 697 476 -0.2 Tnfsfll
Phex 160 149 +0.1 Tnfrsfllb

Abbildung 3.4.4 Einfluss von IL-33 auf primare Osteoblasten: A. Primére Osteoblasten wurden in
Anwesenheit verschiedener 1L-33 Konzentrationen (5-100ng/ml) kultiviert. Nach 10 Tagen wurde die
mineralisierte Matrix durch von Kossa-Féarbung visualisiert. B. Osteoblasten wurden in serumfreien Medium 6
Stunden mit 100ng/ml 1L-33 behandelt bevor eine Affymetrix-Genchip-Analyse durchgefiihrt wurde. Angegeben
sind die Expressionsunterschiede wichtiger Osteoblastenmarkergene. C. Aufgefihrt sind auferdem Gene,

welche durch 1L-33 in ihrer Expression erhdht waren.
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Abbildung 3.4.5 gqRT-PCR Analyse der relativen Expression von Csf2, Tnfsf11 und Tnfrsf11lb in primaren
Osteoblasten nach IL-33 Stimulation: Abgebildet sind die relativen Unterschiede der Genexpression nach

Stimulation mit 1L-33 bezogen auf die Kontrolle.

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass IL-33 Uber den Osteoblasten die Bildung von
Osteoklasten verstarken konnte, da die Expression von Tnfsfll nach IL-33-Behandlung
induziert und die Tnfrsfl1b-Expression verringert wurde. Um diese Hypothese zu tberprifen,
wurden Osteoklastenvorlauferzellen aus dem Knochenmark von Mausen isoliert und in
Gegenwart von Rankl und M-Csf zu Osteoklasten differenziert. Die Kulturen wurden
zusétzlich mit unterschiedlichen Konzentrationen 1L-33 behandelt und nach 7 Tagen wurde
die Anzahl der TRAP-positiven multinukledren Zellen bestimmt. Bei der Kontrolle (ohne IL-
33) war die Bildung von Osteoklasten zu beobachteten. Dagegen kam es bei den IL-33
behandelten Kulturen zu einer kompletten Inhibition der Osteoklastenformation (Abb.3.4.6
A). Zudem war auch die Resorptionsleistung der Osteoklasten in den Kulturen durch IL-33
signifikant herabgesetzt (Abb.3.4.6 B).
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A
- 5 25 100 IL-33
(ng/ml)
TRAP
B Tag 10 Tag 20
- 100 - 100 IL-33
(ng/ml)
Dentin
144 +1.09 0.07 +0.12 19.04 +9.57 0.42 +0..36 **
Resorbierte Flache (%) Resorbierte Flache (%)

Abbildung 3.4.6 Hemmung der Osteoklastenformation und Resorption durch IL-33 in vitro: A.
Osteoklasten wurden aus Knochenmark generiert und unterschiedlichen Konzentrationen von IL-33 von Tag 0
der Differenzierung ausgesetzt. An Tag 7 der Differenzierung waren in der Kontrolle multinukledre, TRAP-
positive Zellen sichtbar, wéhrend in Gegenwart von mindestens 5ng/ml IL-33 keine TRAP-positiven Zellen zu
beobachten waren. B. Zusétzlich wurden Zellen auf Elfenbeinplattchen (Dentin) ausplattiert und fur die
angegebene Zeitdauer in Anwesenheit von 100ng/ml 1L-33 kultiviert. AnschlieBend wurde die Resorption auf

Dentinchips in % nach Toluidinblau-Farbung analysiert.

Dieses unerwartete Ergebnis wurde nun weiter Gberprift. Hierzu wurde der Effekt von IL-33
auf die Osteoklastogenese in unterschiedlichen Phasen der Differenzierung in vitro untersucht
(Abb.3.4.7). So hatte nur die Zugabe von IL-33 an einem frihen Zeitpunkt (Tag O bis Tag 3)
eine inhibitorische Wirkung auf die Osteoklastogenese. Wurde 1L-33 erst am dritten Tag nach
dem Ausplattieren mit M-Csf und Rankl in die Kultur gegeben, hatte dies keine
Auswirkungen auf die Osteoklastogenese, d.h. hier bildeten sich multinukledre, TRAP-
positive Zellen.
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Abbildung 3.4.7 Einfluss von IL-33 auf die Osteoklastogenese zu verschiedenen Zeitpunkten der
Differenzierung in vitro: Knochenmarkkulturen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Differenzierung
mit 50ng/ml 1L-33 stimuliert und an Tag 6 der Differenzierung wurde die Anzahl der multinukle&ren, TRAP-

positiven Zellen bestimmt.

Um die Wirkung von IL-33 auf Osteoklasten-Vorléuferzellen naher zu charakterisieren,
wurden Knochenmarkzellen in Gegenwart von IL-33 ausplattiert und 6 Tage Kultiviert.
AnschlieRend wurde eine Affymetrix-Genchip-Analyse durchgefiihrt (Abb.3.4.8 A). Hier fiel
auf, dass Gene wie Csf2, IL-6, IL-1a und IL-1b durch IL-33 verstarkt exprimiert wurden. Dies
war eine Ubereinstimmung zu den bereits an Osteoblasten durchgefiihrten Analysen, jedoch
wurde Tnfsf1l in den Knochenmarkkulturen durch IL-33 in seiner Expression verringert.
Zudem fiel auf, dass zahlreiche Gene, welche als Markergene fur Osteoklasten gelten, wie
z.B. Oscar, Nfatcl und Calcr massiv verringert exprimiert wurden (Negishi-Koga und
Takayanagi, 2009). Dieser Befund bestdtigte die Ergebnisse der Quantifizierung der
multinukledren TRAP-positiven Zellen nach IL-33 Stimulation. Die Verringerung der
Expression von Genen, welche mit der Osteoklastogenese assoziiert werden, war begleitet
von einer gesteigerten Expression von Genen, deren Expression mit eosinophilen
Granulozyten (Earll, Ccl24) und alternativ aktivierten Makrophagen (Argl, Chi3l4) in
Verbindung gebracht wird (Cormier et al., 2002, Martinez et al., 2009 ). Diese Ergebnisse
wurden durch RT-PCR verifiziert (Abb.3.4.8 B).
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A B
SLR SLR IL-33
- —+
10 5 0 +5 +10 75 0 +75  +15
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- Lcn2 1133 = Argl
Csf2 Ccl24 .
116 Argl B i
111b Chi3l4 Oscar
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Abbildung 3.4.8 Affymetrix-Genchip- und RT-PCR-Analyse von Knochenmarkkulturen nach
Kultivierung mit IL-33: A. Knochenmarkkulturen wurden 6 Tage kultiviert. IL-33 (100ng/ml) wurde ab dem
Tag des Ausplattierens zu den Kulturen gegeben. Die Zugabe M-Csf und Rankl erfolgte 3 Tage nach dem
Ausplattieren. Links sind Gene aufgefiihrt, welche auch im Osteoblasten durch IL-33 in ihrer Expression
verdndert wurden. B. Die bei der Genchip-Analyse beobachteten Regulationen wurden durch RT-PCR in
unabhéngigen Kulturen bestatigt.

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass IL-33 die Generierung eosinophiler Granulozyten
und alternativ aktivierter Makrophagen auf Kosten der Formation von Osteoklasten
propagierte. Um diese These zu bestatigen, wurden FACS-Analysen durchgefihrt
(Abb.3.4.9). Hierbei diente CCR3 als Marker fir eosinophile Granulozyten, Ly-6G als
Marker fur neutrophile Granulozyten, CD23 als Marker fur eosinophile und basophile
Granulozyten und CD206 als Marker fur alternativ aktivierte Makrophagen (Voehringer et
al., 2007, Abbitt et al., 2009). Die Analysen zeigten, dass die Zugabe von IL-33 in der Tat
die Bildung eosinophiler Granulozyten und basophiler Granulozyten zur Folge hatte, die Zahl
der neutrophilen Granuolzyten wurde dagegen durch IL-33 Zugabe nicht signifikant
verandert. Die Zahl der CD206-positiven Zellen war in den mit 1L-33 behandelten Kulturen
signifikant erhoht, dies bestétigte die Generierung alternativ aktivierter Makrophagen. Zudem
kam es in den mit 1L-33 behandelten Kulturen bedingt durch ein hohere Proliferation im
Vergleich zur Kontrolle zu einer signifikanten Erhéhung der Zellzahl, dabei stieg die Zahl der
I11r11 (ST2)- positiven Zellen ebenfalls signifikant an (Abb.3.4.9 D).
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Abbildung 3.4.9 FACS-Analyse von Knochenmarkzellen nach Kultivierung mit 1L-33: A. Die
Knochenmarkkulturen wurden in Anwesenheit von 50ng/ml IL-33 6 Tage kultiviert (M-Csf und Rankl Zugabe
erfolgte nach drei Tagen). Anhand der angegebenen Marker wurden die einzelnen Zellpopulationen identifiziert.
Abgebildet sind reprasentative Rohdaten. B. Die Auswertung wurde anschlieBend als prozentualer Anteil der
Gesamtzellzahl angegeben. C und D. Zudem wurden die Zellzahlen vor den FACS-Analysen und der Anteil

ST2- positiver Zellen in den Kulturen bestimmt.

So konnte die Wirkung von IL-33 auf Knochenmarkzellen in vitro né&her charakterisiert
werden. Es stellte sich aber nun die Frage, ob diese Wirkung von IL-33 auch in vivo eine
Rolle spielte. Hierzu wurden Il1rl1-defiziente Mé&use auf eine mdgliche Veranderung der
Knochenmasse untersucht. Die ersten untersuchten Tiere stammten aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Georg Schett, aber im Laufe des Projektes wurde eine eigene Mauslinie aufgebaut, mit
der die Versuche fortgesetzt wurden. Im Alter von 6 Wochen zeigten die analysierten I11rl1-
defizienten Tiere sowohl im Wirbelkorper (Abb.3.4.10 A) als auch in Rohrenknochen

(Abb.3.4.10 B) eine signifikante Erniedrigung der Knochenmasse.
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Abbildung 3.4.10 Unentkalkte Wirbelkdrper- und Tibia-Histologie von Wildtyp- und Il1rl1-defizienten
Mausen: A. Im Alter von 6 Wochen wurden 1l1rl1-defiziente Méduse und die adéquaten Kontrollen (n=4)
unentkalkt histologisch aufgearbeitet (4um dicke Schnitte der Wirbelkorper L1-L4) und nach von Kossa gefarbt.
Aufgefihrt ist die Quantifizierung des Knochenvolumens (BV) bezogen auf das Gewebevolumen (TV). B.

Zudem wurden Réhrenknochen dieser Tiere (Tibia) hinsichtlich ihrer Knochenmasse analysiert.

Nun war die Frage, ob der beobachtete Phénotyp der Il1rl1-defizienten Tiere durch eine
verénderte Knochenformation und/oder durch eine verénderte Knochenresorption bedingt
war. Hierfir wurde eine dynamische histomorphometrische Analyse durchgefihrt
(Abb.3.4.11 A), welche aber keine signifikanten Unterschiede in der Knochenformation bei
den untersuchten Tieren zeigte (Abb. 3.4.11 B). Auch die Zahl der Osteoblasten war nicht
signifikant verandert (Abb.3.4.11 B).

A B
H1rlz*™ el ObN/BPm BFR/BS
(mm?) (um® jum?ly)
— 30 — 150
L 20 — 100
L 10 — 50
0 — 0
+H+ -/ +H+ /-

Abbildung 3.4.11 Quantifizierung der Knochenformation in Wildtyp- und Il1rl1-defizienten M&usen: A.
Die Méuse (n=4) wurden in einem Abstand von sieben Tagen mit Calcein markiert und anschlieRend wurde die
Knochenbildung durch dynamische Histomorphometrie quantifiziert. B. Die Quantifizierung der
Osteoblastenzahl (ObN/BPm) durch histomorphometrische Analyse von Wirbelkérperschnitten sowie die

Knochenbildungsrate (BFR) sind hier aufgefihrt.
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Da diese Analyse keine signifikanten Unterschiede zeigte, wurden nun die Parameter der
Knochenresorption quantifiziert. Hier konnte nicht nur eine signifikant hohere
Osteoklastenzahl, sondern auch eine signifikante Erhohung der Osteoklastenoberflache
gefunden werden (Abb. 3.4.12).

OcN/BPm 0cS/BS
(mm™) (%)
— 9 * — 15
*

L6 — 10
L3 — 5
L0 L 0

WT /- WT /-

Abbildung 3.4.12 Quantifizierung der Osteoklastenanzahl und der Osteoklastenoberflache von Wildtyp-
und 1l1rl1-defizienten Mausen: Dargestellt ist die Auswertung der histomorphometrischen Analyse von
Wirbelkdrperschnitten (n=4), Quantifiziert wurden die Anzahl der Osteoklasten (OcN/BPm) und die
Osteoklasten-Oberflache (OcS/BS).

Diese Ergebnisse zeigten, dass IL-33 eine physiologische Rolle bei der Regulation des
Knochenumbaus besitzt. So konnten die Zellkultur-Ergebnisse, bei denen IL-33 eine
inhibitorische Wirkung auf die Osteoklastogenese vermittelte, bestatigt werden. Zur Kontrolle
wurden nun Knochenmarkszellen aus I11rl1-defizienten M&usen (Abb.3.4.13 A) isoliert und
in Anwesenheit von IL-33, M-Csf und Rankl ex vivo zu Osteoklasten differenziert. In 111rl1-
defizienten Kulturen wurden die Osteoklastenmarker wie z.B. Nfatcl oder Oscar durch IL-33
nicht in ihrer Expression inhibiert (Abb.3.4.13 B). Ein Anstieg der Expression von Markern
wie Argl, welche fur die Anwesenheit von alternativ aktivierten Makrophagen spricht, konnte
ebenfalls nicht mehr nachgewiesen werden. Zudem kam es im Gegensatz zu Wildtyp-
Kulturen nach Zugabe von IL-33 in Il1rl1-defizienten Kulturen zu keiner Inhibition der
Osteoklastogenese (Abb.3.4.13 C).
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Abbildung 3.4.13 Stimulierung von WT- und lllrll-defizienten Knochenmarkzellen mit IL-33: A.
Genotypisierung der 111rl1-/- Mause. B. WT- und Il11rl1-defiziente Knochenmarkzellen wurden in Anwesenheit
von 50ng/ml IL-33 6 Tage in Anwesenheit von M-Csf und Rankl kultiviert. Die Abwesenheit des funktionellen
111rl1 Allels wurde durch RT-PCR bestatigt. Als Marker der alternativen Makrophagen Aktivierung wurde die
Expression von Argl verwendet. Nfatcl und Oscar dienten als Osteoklastenmarker. C. Die Kulturen wurden auf
die Bildung von multinukledren, TRAP-positiven Zellen untersucht. Angegeben ist auflerdem die

Quantifizierung (n=3 Versuche).

Diese Ergebnisse zeigten, dass die erhohte Expression von 11-33 in den Collal-Krm2-
transgenen Osteoblasten keinen Erkl&rungsansatz fir die in diesen Tieren beobachtete erhohte
Knochen-Resorption liefern konnte. Vielmehr handelte es sich bei IL-33 um einen
hochpotenten Inhibitor der Osteoklasten-Formation, wodurch es méglich sein konnte, dass die
Uberproduktion von 1L-33 den Knochen-Resorptions-Phanotyp der Collal-Krm2 Mause
sogar abschwacht.
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3.5 Die Rolle des Wnt-Signalweges bei der Pathogenese des humanen

Prostata-Karzinoms

Der Krm2-Ligand DKK1 tragt in Tumorerkrankungen wie dem Prostatakarziniom, dem
Mammakarzinom oder dem multiplem Myelom entscheidend zur Ausbildung osteolytischer
Lasionen bei (Fulciniti et al., 2009, Heath et al., 2009). Im Falle des Prostatakarzinoms sind
zahlreiche Zelllinien erhaltlich, die im Tiermodell osteoblastische Knochenmetastasen
auslosen. Ein Beispiel hierfir ist die Prostatakarzinom-Zelllinie MDA-Pca-2b (MDA), die
osteoblastische Metastasen unter anderem durch die Aktivierung des kanonischen Wnt-
Signalweges im Osteoblasten bewirkt (Li et al., 2008). Eine Prostatakarzinom-Zelllinie,
welche osteolytische Metastasen im Tiermodell verursacht, ist die Zelllinie PC-3. Die
Ausbildung von Osteolysen durch die PC-3-Zellllinie konnte u.a. auf eine erhohte
Sezernierung von DKK1 zuriickgefthrt werden (Hall et al., 2005).

Diese beiden Zelllinien sollten nun als Modellsystem fur die Aktivierung und die Inhibition
des kanonischen Wnt-Signalweges im Osteoblasten genutzt werden, um so eventuelle
Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede hinsichtlich der Wirkung von Krm2 auf die
Genexpression im Osteoblasten zu finden. Hierzu wurden konditionierte Medien beider
Zelllinien benutzt, welche auf primére Osteoblasten gegeben wurden. Zuerst wurde die
Anwesenheit von DKK1 im konditionierten Medium der osteolytischen Zelllinie PC-3 und
die Abwesenheit in dem der osteoblastischen Zelllinie MDA bestétigt (Abb. 3.5.1).

PC-3 MDA PC-3 MDA
Kontrolle  Kontrolle kond. kond.

DKK1

Abbildung 3.5.1 Nachweis von DKK1 in konditioniertem Medium der PC-3 Zelllinie: In einer Westernblot-
Analyse wurde PC-3 (PC-3 kond.)- und MDA (MDA kond.)-konditioniertes Medium auf den Gehalt an DKK1
untersucht. Als Kontrolle dienten die normalen Wachstumsmedien. Bei den konditionierten Medien handelte es
sich um serum-freies alpha-MEM, was 3 Tage auf den Zelllinien verblieb, bevor es fir die Stimulation primarer

Osteoblasten verwendet wurde.

Zunéchst wurde Uberprift, ob PC-3 konditioniertes Medium einen inhibitorischen Einfluss

auf Lrp6- und p-Catenin-abhangige Signalwege hatte, wie es auch schon bei der Krm2
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Uberexpression in priméren Osteoblasten beobachtet worden war. Es zeigte sich, dass PC-3-
konditioniertes Medium die Wnt3a-vermittelte Lrp6- und p-Catenin-Aktivierung inhibieren
konnte (Abb.3.5.2). Dies &ulerte sich in einer verringerten Lrp6-Phosphorylierung und
hoheren Mengen an phosphoryliertem $-Catenin in Osteoblasten nach Wnt3a Exposition. Im
Vergleich hierzu trat bei MDA-konditioniertem Medium keine Inhibition dieses Signalweges
auf. Es konnte jedoch bei diesen Versuchen auch keine eindeutige Aktivierung des
kanonischen Wnt-Signalweges im Osteoblasten durch MDA- konditioniertes Medium

gefunden werden.

- Whnt3a

- PC-3 MDA PC-3MDA -

B-catenin

phospho-
R-catenin

phospho-
Lrp6

B-Aktin

Abbildung 3.5.2 Westernblot-Analyse primérer Osteoblasten nach Inkubation mit PC-3 und MDA-
konditionierten Medien: Primére Osteoblasten wurden 10 Tage nach der Differenzierung mit dem jeweiligen
konditionierten Medium inkubiert und zusétzlich fir 30 Minuten mit 100ng/ml Wnt3a stimuliert. Anschlie3end
wurden die Mengen an inaktivem, phosphoryliertem p-Catenin und aktiviertem, phosphoryliertem Lrp6

bestimmt.

Nun stellte sich die Frage, ob die konditionierten Medien dieser Zelllinien auch den
entsprechenden Einfluss auf die Genexpression in Osteoblasten haben wiirden. So wurde die
Expression von Axin2 und Apcddl, welche prominente Wnt-Zielgene darstellen, durch qRT-
PCR quantifiziert (Abb.3.5.3). PC-3-konditioniertes Medium flhrte zu einer Erniedrigung der
Axin2 und Apcddl Expression, wahrend MDA-konditioniertes Medien in der Lage war, die
Expression dieser Gene zu erhdhen, was fur eine Aktivierung des kanonischen Wnt-
Signalweges durch MDA-Zellen sprach. Als Kontrolle wurde der Effekt von Dkk1, Wnt3a
und Wnt5a (einem nicht kanonischen Wnt-Liganden, durch welchen es nicht zu einer
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges kommen sollte) auf die Expression von Axin2

und Apcddl untersucht. Hier wurde auch eine erniedrigte Expression dieser Gene durch
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Dkk1-Einwirkung gefunden, wahrend Wnt3a die Expression von Axin2 und Apcddl

induzierte. Wnt5a hatte hingegen keinen Effekt auf die Expression dieser Wnt-Zielgene.

Axin2
(Relative Expression)

Wnt3a Wnts5a Dkkl MDA PC-3

Apcddl
(Relative Expression)

F 6
— 4
*
— 2
............. P ——
s m |

Wnt3a Wnts5a Dkkl MDA PC-3

Abbildung 3.5.3 Einfluss von PC-3- und MDA-konditioniertem Medium auf die Expression der Wnt-
Zielgene Axin2 und Apcddl: 10 Tage nach Differenzierung wurden primére Osteoblasten 6 Stunden mit
konditionierten Medien der Zelllinien PC-3 und MDA stimuliert. Als Kontrolle dienten 100ng/ml Wnt3a,
250ng/ml Wnt5a und 250ng/ml DKk1. Die Expression der Gene wurde mit gRT-PCR bestimmt, angegeben sind

die relativen Unterschiede der Expression zur Kontrolle (Medium mit PBS) (n=3 unabhéngige Kulturen).

Die Analysen bestétigten, dass die konditionierten Medien dieser Zelllinien als Modellsystem
fur die Aktivierung und Inhibition des kanonischen Wnt-Signalweges im Osteoblasten
verwendet werden konnten. Das System konnte also nun genutzt werden, um die
Mechanismen zu verstehen, die in Collal-Krm2 transgenen Mausen zur Ausbildung von
Osteolysen flhrten. Hierzu wurde eine Affymetrix-Genchip-Analyse durchgefihrt, bei der die
Genexpression primérer Osteoblasten, welche mit MDA-konditioniertem Medium stimuliert
wurden, mit der Genexpression von Osteoblasten, welche mit PC-3-konditioniertem Medium
stimuliert wurden, verglichen wurde (Abb.3.5.4). Hier fiel auf, dass unter den durch PC-3-
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Medien reprimierten Genen viele waren, welche auch in Osteoblasten Collal-Krm2-
transgener Mause verringert exprimiert wurden. Dazu gehdrten unter anderem Smpd3 und
Dmpl. Aufféallig war zudem, dass bekannte Wnt-Zielgene wie Dkk1 und Apcddl in den mit
PC-3 Medien behandelten Proben eine schwdachere Expression aufwiesen, was die
vorangegangenen Analysen bestétigte. Der deutlichste Unterschied hinsichtlich der Wirkung
der konditionierten Medien auf die Genexpression in priméren Osteoblasten war jedoch vollig
unerwartet. In den mit PC-3-konditioniertem Medium stimulierten Osteoblasten wurden
zahlreiche Gene stérker als in mit MDA-konditioniertem Medium stimulierten Osteoblasten
exprimiert. Darunter waren vor allem Chemokine der Ccl-und Cxcl-Familie, wie z.B. Ccl2
oder Cxcl1, aber auch das Gen Tnfsf11, das fur das Zytokin Rankl kodiert (Abb.3.5.4).

SLR (PC3/MDA)

-7.5 -5 -25 0 +2.5 +5 +7.5
| | | | | | |

Smpd3
Dkk1
Car3
Sultlal
Ptprj
Phosphol
Dmpl
Ptprzl
Apcddl
Sath?2

Serpina3n
Prg4

Saal
Cxcll
Cxcl5

Ccl2

Ccl7

Cxcl9
Ccl19
Cxcl19
Cxcl3
Ccl11

Tnfsfll

Abbildung 3.5.4 Analyse der differentiellen Genexpression in priméren Osteoblasten nach Stimulation mit
PC-3- und MDA-konditioniertem Medium: 10 Tage nach Differenzierung wurden primére Osteoblasten fur 6
Stunden mit konditionierten Medien der PC-3- und MDA-Zelllinien behandelt. Aufgefiihrt sind die
logarithmischen Signalverhaltnisse (SLR) der Gene, welche durch PC-3-Medien im Vergleich zu MDA-Medien

maximal reguliert wurden.
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gqRT-PCR Analysen, die der Validierung der Affymetrix-Genchip-Analyse dienten, zeigten,
dass PC-3 konditioniertes Medium die Expression von Dmpl, Dkkl und Smpd3 im
Osteoblasten signifikant inhibierte (Abb.3.5.5). Ein zweites Ergebnis fiel aber unerwartet
deutlich aus: PC-3-konditioniertes Medium loste eine erhOhte Expression zahlreicher
Chemokine wie etwa Cxcll, Cxcl5 und Cxcl12, in Osteoblasten ausloste. Auch der
Schlisselfaktor der Osteoklastogenese Tnfsf1l, wurde in seiner Expression durch PC-3-
konditioniertes Medium verstarkt. MDA-konditioniertes Medium hatte dagegen keinen
Einfluss auf die Expression der Chemokine (Abb.3.5.5), fuhrte aber auch zu einer gesteigerten
Tnfsf11-Expression in den Osteoblasten. Die Tnfrsfl1b-Expression wurde durch keine der
Zelllinien signifikant verandert. Dies waren wichtige Befunde, da schon bekannt war, dass
PC-3-Zellen durch Sezernierung von Chemokinen wie Ccl2 in der Lage sind, Osteoklasten zu
aktivieren, was zur Ausbildung von Osteolysen flhrt (Li et al., 2009).

68



Ergebnisse

Smpd3 (rel. expr.)

DKk1 (rel. expr.)

Dmpl (rel. expr.)

F 3 F 3 F 3

— 2 — 2 — 2

..................................... =1 T FET e | R e =l |
* * *

—_ 0 — 0 m 0

MDA  PC-3 MDA  PC-3 MDA  PpC-3
Cxcll (rel. Expr.) Cxcl5 (rel. Expr.) Cxcl12 (rel. Expr.)

- 20 ~ 60 — 4

— 10 — 30 — 2

___________ i R = =
MDA PC-3 MDA PC-3 MDA PC-3

Ccl2 (rel. Expr.) Tnfsfl1 (rel. Expr.) Tnfrsfllb (rel. Expr.)

* B 15 . B 45 B 3

— 10 ~ 30 — 2

5 * = 15 e ii ........ -1

____________ 1 all 0
MDA PC-3 MDA PC-3 MDA  PC-3

Abbildung 3.5.5 gRT-PCR Analyse der Genexpression primérer Osteoblasten nach Inkubation mit
konditionierten Medien von MDA- und PC-3-Zellen: Primdre Osteoblasten wurden 10 Tage nach
Differenzierung fur 6 Stunden mit konditionierten Medien inkubiert. Dargestellt sind die relativen Unterschiede

in der Genexpression bezogen auf die Kontrolle (n=3).

Im Folgenden wurde untersucht, wie dieser starke Anstieg der Chemokin-Expression in den
Osteoblasten erklart werden konnte, da diese nicht durch kanonische Wnt-Signaltransduktion
beeinflusst wird, was durch eigene Stimulations-Experimente mit Dkk1 und Wnt3a bestétigt

werden konnte (Daten nicht gezeigt). Da schon bekannt war, dass die Ccl2-Expression im
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Osteoblasten durch Stat- und p42/44 (Erk)-abhéngige-Signalwege reguliert wird, wurde
uberprift, ob PC-3 Zellen Stat-Signalwege im Osteoblasten aktivieren konnten (Lin et al.,
2004). Dies war in der Tat der Fall, denn es kam durch PC-3-konditioniertes Medium zu einer
Aktivierung von Statl-, Stat3-, Stat5- und p42/44-Signalwegen, was sich in einer verstarkten
Phosphorylierung dieser Proteine zeigte (Abb.3.5.6).

- PC-3 MDA - PC-3 MDA
phospho-
Erk Stat-1
phospho-
Stat-1 Stat-3
phospho-
Stat-3 Stat-5
phospho-
Stat-5 B-Aktin

Abbildung 3.5.6 Westernblot-Analyse primérer Osteoblasten nach Stimulation mit PC-3 und MDA
konditionierten Medien: Zehn Tage nach der Differenzierung wurden primdre Osteoblasten 30 Minuten mit
konditionierten Medien der beiden Zelllinien stimuliert und die Phosphorylierung von Statl, Stat3 und Stat5
bzw. Erk Uberprift.

Daher stellte sich die Frage, wie sich eine Inhibition von Stat- und p42/44-Signalwegen auf
die Expression der Chemokine und Tnfsfl1 auswirken wirde. Hierzu wurden spezifische
Inhibitoren fur Statl- (Fludarabine), Stat3/5- (Piceatannol) und p42/44- (PD98059)
Signalwege verwendet, um ihre Aktivierung durch PC-3-konditioniertes Medium zu
verhindern. Als Kontrolle wurde die Effektivitdt der Inhibition in Westernblot-Analysen
uberprift (Abb.3.5.7 A). Durch PD98059 wurde selektiv die Phosphorylierung von p42/44
verringert und durch Piceatannol die Phosphorylierung von Stat3 und Stat5. Fludarabine
zeigte sich nicht als effektiver Inhibitor des Statl-Signalweges (Daten nicht gezeigt). Nun
wurde die Expression ausgewdéhlter Chemokine und Tnfsfll nach Exposition mit PC-3-
konditioniertem Medium mit oder ohne den jeweiligen Inhibitor durch gRT-PCR quantifiziert
(Abb.3.5.7 B). Es zeigte sich, dass die Inhibition von Stat3/5 durch Piceatannol ausreichte,
um den Anstieg der Expression von Cxcl5, Cxcl12 und Tnfsf11 durch PC-3-konditioniertes
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Medium zu verhindern. Die Inhibition von Stat3/5 hatte jedoch keinen Einfluss auf die Cxcl1
Expression. Dies war der Beweis, dass die PC-3 Zelllinie in vitro nicht durch Inhibition Lrp6-
abhéngiger Signalwege die Expression von Tnfsf11 im Osteoblasten induzierte, sondern durch
eine Aktivierung Stat3/5-abhangiger Signalwege.

A B Relative expression

R - + - - PD98059 Kontrolle

- - - + - Piceatannol PD98059

Fludarabine Cxcll

- + o+ + o+ PC-3 kond. Piceatannol

Kontrolle

p-paz/44 PD98059

Fludarabine Cxcl5

Piceatannol
p-Stat5
Kontrolle

PD98059

p-Stat3 Fludarabine Cxcl12

Piceatannol
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B-Aktin PD98059

Tnfsfll
Fludarabine

Piceatannol

Abbildung 3.5.7 Analyse der selektiven Inhibition von Stat- und p42/44-Signalwegen in Osteoblasten: A.
Primére Osteoblasten wurden mit den jeweiligen Inhibitoren behandelt und mit PC-3-konditioniertem Medium
stimuliert. AnschlieBend wurde die Phosphorylierung von p42/44 und Stat3/5 in Westernblot-Analysen
Uberpruft. Als Ladekontrolle diente p-Aktin. B. Die Expression der Chemokine Cxcl1, Cxcl5 und Cxcl12 sowie
die des Zytokins Tnfsf11 wurde durch qRT-PCR quantifiziert. Dargestellt sind die relativen Unterschiede der

Expression bezogen auf die mit PC-3-konditionierten Medien stimulierten Proben. (n=3) (3.5.7 B)

Bis zu diesem Punkt wurden alle Versuche mit priméren Osteoblasten durchgefiihrt, welche
aus Schédeldachern neugeborener Mause isoliert wurden. Um zu Uberprifen, ob dieser

Mechanismus auch in primaren humanen Osteoblasten eine Rolle spielen kdnnte, wurden
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diese Versuche nun auch mit primaren humanen Osteoblasten durchgefiihrt (Abb.3.5.8). Hier
zeigte sich, dass PC-3-konditioniertes, aber nicht MDA-konditioniertes Medium eine
gesteigerte Expression der CXCL1, CXCL5 und TNFSF11 ausloste (Abb.3.5.8 A). Die
Behandlung der humanen Osteoblasten hatte zudem auch eine STAT3- und STATS-
Phosphorylierung zur Folge (Abb.3.5.8 B). Die Inhibition mit Piceatannol verhinderte einen
Anstieg der CXCL5 und TNFSF11 Expression (Abb.3.5.8 B), hatte aber keinen Einfluss auf
die CXCL1 Expression (Daten nicht gezeigt). Diese Versuche bestatigten zum grofiten Teil
die Ergebnisse mit den murinen Osteoblasten.
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Abbildung 3.5.8 Einfluss von PC-3- und MDA-konditioniertem Medium auf primére humane
Osteoblasten: Durch gRT-PCR wurde die Expression von CXCL1, CXCL5 und TNFSF11 in humanen priméren
Osteoblasten nach 6-stindiger Inkubation mit dem jeweiligen konditionierten Medium quantifiziert (3.5.8 A).
Zudem wurde der Anteil von phosphoryliertem STAT3 und STATS5 nach 30-minutiger Inkubation durch
Westernblot bestimmt (3.5.8 B) Durch gRT-PCR wurde die Wirkung des STAT3/5-Inhibitors Piceatannol auf
die Expression von CXCL5 und TNFSF11 durch gRT-PCR quantifiziert, dabei ist der relative Unterschied der
Expression in Bezug auf die PC-3 stimulierten Proben dargestellt (n=3) (3.5.8 C).

Um erste Anhaltspunkte fir die Ablaufe im wirklichen Krankheitsgeschehen zu erhalten,

wurden nun humane Tumorbiopsien auf eine osteoblasten-spezifische Aktivierung von
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STAT3 und STATS in osteoblastischen und osteolytischen Metastasen des humanen Prostata-
Karzinoms untersucht (Abb.3.5.9). Hier war neben einer erhéhten Anzahl TRAP-positiver
Zellen eine erhohte Phosphorylierung von STAT3 in osteolytischen, nicht aber in
osteoblastischen Metastasen von Prostata-Karzinom-Biopsien nachweisbar. Als Kontrolle
dienten Biopsien des Mamma-Karzinoms, bei denen es immer zu einer Ausbildung von
Osteolysen kommt. Hier war auch phosphoryliertes STAT3 nachweisbar. Phosphoryliertes
STATS konnte in keiner der Biopsien in Osteoblasten nachgewiesen werden.

Prostata Prostata Brust
Osteoblastisch Osteolytisch Osteolytisch

TRAP

phospho

STAT-3

Abbildung 3.5.9 Immunhistochemische Analyse entkalkter, humaner Biopsien von Knochenmetastasen:
Knochenmetastasen von Prostata-Karzinomen wurden anhand ihrer Morphologie und dem Auftreten TRAP-
positiver Zellen in osteoblastische- und osteolytische Metastasen eingeteilt. Als Kontrolle dienten osteolytische
Metastasen des Mamma-Karzinoms. Die Aktivierung von STAT3 in Osteoblasten wurde mit einem phospho-
STAT3-spezifischen Antikorper detektiert.
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4. Diskussion

4.1 Die Rolle von Krm2 fur die Regulation des Wnt/g-Catenin-Signalwegs

in Osteoblasten

Der Wnt/B-Catenin-Signalweg spielt fur die Regulation des Knochenumbaus eine
entscheidende Rolle. So steuert er nicht nur die Linienentscheidung zwischen Chondrozyten
(Knorpelzellen) und Osteoblasten, sondern reguliert in differenzierten Osteoblasten die
Expression von Tnfrsfllb, wodurch es zu einer nicht-zellautonomen Steuerung der
Knochenresorption kommt (Day et al., 2005, Glass et al., 2005). Bei Krm2 handelt es sich um
ein  Transmembranprotein, das in Synergie mit Proteinen der Dickkopf-Familie den
kanonischen Wnt-Signalweg inhibieren kann (Mao et al., 2002, Mao und Niehrs, 2003). In
der vorliegenden Arbeit konnten zwei Mauslinien, bei denen Krm2 selektiv im Osteoblasten
unter der Kontrolle eines 2,3kb-Fragmentes des Typ I-Kollagen-Promoters tberexprimiert
wurde, verwendet werden, um die Rolle des kanonischen Wnt-Signalwegs im Osteoblasten
naher zu untersuchen. In Northernblot-Analysen konnte eine starke Uberexpression von Krm2
im Knochen transgener Mé&use festgestellt werden. Eine Expression des Transgens in anderen
Geweben konnte nur im Auge detektiert werden. Dies entsprach auch den Erwartungen, da
das verwendete 2,3kb.-Fragment des Typ I-Kollagen-Promoters im Gegensatz zu einem
3,6kb-Fragment eine selektive Uberexpression im Osteoblasten ermdglicht (Dacquin et al.,
2002, Boban et al., 2006).

Bei der Analyse der Collal-Krm2 Maduse durch unentkalkte Histologie zeigte sich eine
signifikante Reduktion der Knochenmasse (BV/TV) in allen analysierten Alterstufen (2, 6
und 24 Wochen), wobei es in den transgenen Tieren in hoheren Altersstufen fast zu einem
totalen Verlust des trabekuldren Knochens kam. Dieser Phanotyp ging mit einer erniedrigten
biomechanischen Belastbarkeit einher und wurde durch eine signifikante Verringerung der
Knochenformation sowie durch eine signifikante Erhdhung der Knochenresorption ausgelost.
Dies war ein sehr interessanter Befund, da es sich bei Krm2 um einen bekannten Inhibitor von
Lrp6- und p-Catenin-abhdngigen Signalwegen handelt (Mao et al., 2002). Dabei verursacht
aber eine hypomorphe Mutation des Lrp6-Gens in der so genannten Ringelschwanz-Maus
eine Verringerung der Knochenmasse, welche alleine auf einer erhéhten Knochenresorption
beruht (Kubota et al., 2008). Im Einklang damit steht der Phénotyp von Mausen mit einer
osteoblasten-spezifischen Inaktivierung von p-Catenin, welche ebenfalls in einer

Verringerung der Knochenmasse, bedingt durch eine erhohte Knochenresorption, resultiert
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(Glass et al., 2005). Collal-Krm2 transgene Mause zeigten aber nicht nur eine erhohte
Knochenresorption sondern auch eine erniedrigte Knochenformation.

Dieser Befund wurde anfangs mit einer Inhibition des Wnt-Ko-Rezeptors Lrp5 durch Krm2
erklart werden. So weisen Lrp5-defiziente Maduse eine verringerte Knochenmasse auf,
hervorgerufen durch eine erniedrigte Knochenformation (Kato et al., 2002). Dies wird aber
durch neuere Studien in Frage gestellt, da eine Osteoblasten-spezifische Deletion des Lrp5-
Gens zu keiner signifikanten Verringerung der Knochenmasse flhrt, was fur einen nicht-
zellautonomen Defekt spricht. In der Tat steuert Lrp5 die Knochenformation uber die
Regulation der Serotonin-Synthese im Duodenum, und Serotonin beeinflusst dann durch
Bindung an Htrlb und Regulation von CREB die Proliferation von Osteoblasten (Yadav et
al., 2008, Yadav et al., 2010). Diese neuen Ergebnisse lieRen eine Erklarung der verringerten
Knochenformation der Collal-Krm2 transgenen Mé&use Uber eine Inhibition von Lrp5 durch
Krm2 im Osteoblasten nicht zu. Um potenzielle Ansatzpunkte fir eine Erklarung des
Phénotyps der Collal-Krm2 transgenen Mé&use zu finden, wurden nach der histologischen
Charakterisierung des Mausmodells zelluldre und molekulare Analysen durchgefiihrt. Diese
ergaben eine erhohte Proliferation der transgenen Osteoblasten, welche einherging mit einer
verringerten Mineralisation der extrazellularen Matrix. In Westernblot-Analysen konnte
gezeigt werden, dass Krm2 die Aktivierung von Lrp6 und p-Catenin durch Wnt3a inhibierte.
In Genchip-Analysen fiel auf, dass zahlreiche Gene wie etwa Dmpl, Phex, Smpd3 und
Tnfrsfllb in transgenen Osteoblasten verringert exprimiert wurden, wéhrend wichtige
Osteoblastenmarker wie Collal, Bglap und Ibsp nicht in ihrer Expression veréndert waren.
Diese Ergebnisse bestatigten die vermutete Inhibition Lrp6- und f-Catenin-abhangiger
Signalwege durch Krm2, wodurch die erhdhte Resorption erklart werden konnte, da auch in
vivo eine verringerte Tnfrsfl1b-Expression und Opg-Produktion in Collal-Krm2 Mausen
gefunden wurde, was dem Phanotyp von M&usen mit einer osteoblasten-spezifischen Deletion
von (-Catenin entspricht, welche aufgrund einer geringeren Opg-Produktion im Osteoblasten
eine erhdhte Knochenresorption aufweisen (Glass et al., 2005). Die verringerte Expression
der Gene Dmpl und Phex, welche terminale Osteoblastenmarker darstellen, sprach hingegen
fur eine verringerte Differenzierung der Osteoblasten. Durch andere konnte gezeigt werden,
dass Wntll (ber gesteigerte Expression von R-Spondin2, welches einen Krm-
Interaktionspartner und Wnt-Agonisten darstellt, die Expression von Dmpl und Phex in
MC3T3 Zellen erhoht (Friedmann et al., 2009). Da dies eine gegenldufige Regulation

darstellt, wurde dieser Befund durchaus Sinn ergeben.
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Die Inhibition von Smpd3, welches fir eine Sphingomyelin-Phosphodiesterase kodiert,
konnte ebenfalls zu der Schwere des Phénotyps beitragen, da eine Deletion dieses Gens in den
so genannten fro/fro M&usen zu einem Osteogenesis imperfecta dhnlichem Phanotyp fihrt
(Aubin et al., 2005). Normalerweise beruht dieses Krankheitshild auf einem Kollagendefekt,
was bei der fro/fro Maus aber nicht der Fall ist. Dies stellt eine Ubereinstimmung zu den
Collal-Krm2 Mausen dar.

Dass die Uberexpression von Krm2 im Osteoblasten zu einer Reduktion der
Knochenformation fuhrte, war nicht selbstverstandlich und lie3 sich durch diese Ergebnisse
auch nicht vollstandig erklaren. Es stellte sich z.B. die Frage, wie der schwerwiegende
Phénotyp der Collal-Krm2 transgenen Mause erklart werden konnte, schlielflich zeigten
diese Tiere einen schwereren Phanotyp als Collal-Dkkl transgene Mé&use (Li et al., 2006).
Die unphysiologische Starke der Uberexpression gepaart mit einer unterschiedlichen Anzahl
der inserierten Transgene von Krm2 kdnnte zu dem Schweregrad des Phénotyps der Collal-
Krm2 Mause beitragen. So konnte die Krm2-Expression in Vorarbeiten nur in einem kurzen
Abschnitt der Differenzierung primarer Osteoblasten detektiert werden. In spateren Stadien
war ein Nachweis dagegen nicht mehr moglich. Durch die Expression des Transgens wurde
das Abschalten der Krm2 Expression nun aber verhindert, was zu einer untypischen Aktivitat
der Osteoblasten filhren kénnte. Da diese unphysiologische Uberexpression des Transgens
sich wahrscheinlich im Vergleich zur Dkk1-Uberexpression nur in einer stirkeren Inhibition
der Knochenformation bemerkbar machen wurde, kdnnten weitere Mechanismen eine Rolle
spielen.

Nicht vergessen werden darf in diesem Zusammenhang, dass die Funktion von Dkk2 von der
Anwesenheit von Krm2 abhéngig ist (Mao und Niehrs, 2003). Dkk2-defiziente Mduse weisen
interessanterweise keine erhdhte Knochenmasse, sondern eine erniedrigte Knochenmasse auf,
wobei Dkk2 die terminale Differenzierung von Osteoblasten propagiert (Li et al., 2005). Die
Anwesenheit des Krm2-Transgens in spaten Stadien der Osteoblastendifferenzierung kdnnte
durchaus zu einer verénderten Wirkungsweise von Dkk2 flhren. Interessant wére zu
untersuchen, ob Dkk2-defiziente Collal-Krm2 Mause eine erhohte Knochenmasse
gegeniiber Collal-Krm2 Mdusen aufweisen wirden.

Die physiologische Relevanz von Krm2 bleibt zudem noch abschlielend zu klaren, da
gefunden wurde, dass nur Mause, in denen beide Krm-Gene deletiert sind eine erhohte
Knochenmasse aufgrund einer erhohten Knochenformation aufweisen (Ellwanger et al.,
2008). Da eine Krm2-Uberexpression in unserem Modell eine signifikante Verringerung der
Knochenmasse zur Folge hat, bleibt diese beschriebene Redundanz anzuzweifeln. Fraglich ist
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zudem auch die unbeeinflusste Resorption in den Krml-/-Krm2-/- Mé&usen, da die
Uberexpression von Krm2 eine erhdhte Resorption zur Folge hatte. Neuere Ergebnisse
unserer Arbeitsgruppe in Kollaboration mit Dr. Roland Baron zeigten, dass auch Krm1-/-
Mdause und Krm2-/- Mause in hoheren Alterstufen aufgrund einer gesteigerten
Knochenbildungsrate eine signifikante Erhohung der Knochenmasse aufweisen, was die
Vermutung zuldsst, dass Krm2 eine physiologische Funktion im Osteoblasten einnimmt.
Daher erscheint es sinnvoll, die Rolle von Krm-Proteinen z.B. in humanen Osteoblasten naher
zu untersuchen, da diese Transmembran-Proteine ein potentielles Ziel fir eine osteoanabole

Therapie darstellen kdnnten.

4.2 Die Rolle von IL-33 im Knochenumbau

In Genchip-Analysen bei denen Wildtyp- mit Collal-Krm2-transgenen Osteoblasten
verglichen wurden, zeigte sich eine verstdrkte Expression von IL-33 in den transgenen
Osteoblasten. Dieses Ergebnis konnte in immunhistologischen Analysen bestétigt werden. Da
eine erhohte 1L-33 Produktion mit rheumatoider Arhtritis in Verbindung gebracht wird (Xu et
al., 2008, Palmer et al., 2009), bei der es zu einer Knochenzerstérung und einer systemischen
Verringerung der Knochenmasse kommen kann, lag die Vermutung nahe, dass die IL-33-
Uberexpression in Collal-Krm2 Mausen zu deren Phéanotyp eine erhéhte Knochenresorption
und osteolytische Lasionen gehoren, beitrug. Aus diesem Grund sollte zunéchst der Einfluss
von IL-33 auf Knochenzellen untersucht werden.

Bei 1L-33 handelt es sich um ein Mitglied der IL-1 Familie, die aus IL-1a, IL-1b, IL-18 und
IL-33 besteht (Liew et al., 2010, Gabay und Mclnnes, 2009). Bis auf 1L-33 ist der Einfluss
aller Mitglieder dieser Familie auf den Knochenumbau schon langer bekannt (Lorenzo et al.,
2008). IL-1 ist ein potenter Stimulator der Knochenresorption (Zwerina et al., 2007, Polzer et
al., 2010), IL-18, welches von Osteoblasten sezerniert wird, wirkt dagegen mitogen auf
Osteoblasten (Cornish et al., 2003) und inhibiert die Osteoklastogenese tiber Stimulation der
GM-CSF Expression durch T-Zellen (Udagawa et al., 1997, Horwood et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der IL-33 Rezeptor 1l1rl1 (ST2)
pradominant im Knochen exprimiert wurde und dass rekombinantes IL-33 einen direkten
Einfluss auf p42/44- und Stat-abhangige Signalwege im Osteoblasten vermittelt, was bereits
fr basophile und eosinophile Granulozyten gefunden wurde (Pecaric-Petkovic et al., 2009).
Der Einfluss von IL-33 auf die Mineralisation primérer Osteoblasten konnte jedoch nicht
quantifiziert werden, da die Anzahl der mineralisierten Nodule abnahm, die flachige
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Mineralisation durch 1L-33 jedoch zunahm. In einer Genchip-Analyse mit nachfolgender
Bestdtigung durch gqRT-PCR konnte eine erhohte Tnfsfll- und erniedrigte Tnfrsfllb-
Expression im Osteoblasten durch IL-33 festgestellt werden, was durchaus zu den
Ergebnissen anderer passte. So war in einem Maus-Arthritis-Modell die Tnfsf11-Expression
in Gelenken nach Behandlung mit einem ST2- blockierenden Antikorper herabgesetzt
(Palmer et al., 2009) und die IL-33-vermittelte Induktion der GM-Csf-Expression stellte eine
Gemeinsamkeit zu dem Wirkmechanismus von IL-18 dar (Udagawa et al., 1997, Horwood et
al., 1998). Nun stellte sich die Frage, ob IL-33 durch die Induktion der GM-Csf- und Tnfsf11-
Expression im Osteoblasten die Bildung von Osteoklasten oder deren Aktivitat verstarken
kann, da es sich bei Rankl um den Schllsselfaktor der Osteoklastogenese handelt und auch
GM-Csf eine stimulatorische Wirkung auf Osteoklasten haben kann (Park et al., 2007)

Die nachfolgenden Analysen zeigten jedoch, dass 1L-33 die Bildung und Resorptionsfahigkeit
von Osteoklasten in Knochenmarkskulturen selbst in Anwesenheit von rekombinantem Rankl
potent inhibierte, wodurch eine verstarkte Resorption durch indirekte Wirkung Uber den
Osteoblasten (erhohte Tnfsfll- und GM-Csf-Expression) ausgeschlossen werden konnte.
Durch Genchip- und RT-PCR-Analysen konnte gezeigt werden, dass es trotz dieses
unerwarteten Befundes Ubereinstimmungen zwischen Osteoblasten- und
Osteoklastenkulturen in der Genexpression nach 1L-33 Stimulation gab. Durch IL-33-Zugabe
stiegen in beiden Kulturen z.B. die GM-Csf, IL-1a, IL-1b und IL-6 Expression an, was die
Ergebnisse anderer bestétigte (Mayuzumi et al., 2009). Es zeigte sich zudem, dass IL-33 die
Expression von Genen wie z.B. Earll, Argl und Chi3l4 induzierte, die mit eosinophilen
Granulozyten und alternativ aktivierten Makrophagen in Verbindung gebracht werden
(Cormier et al., 2002, Martinez et al., 2009). Neuere Studien konnten dies ebenfalls zeigen,
hier konnte IL-33 die alternative Makrophagenaktivierung durch IL-13 verstérken, was sich in
einer erhohten Expression von Argl und Ccl24 zeigte (Kurowska-Stolarska et al., 2009.
Durch FACS-Analysen konnte dieses Erbgebnis auf zellularer Ebene bestétigt werden. Dies
lie} darauf schlieRen, dass IL-33 ein TH2-Milieu propagiert, das die Entstehung alternativ
aktivierter Makrophagen erklaren konnte. So war auch in der Genchip-Analyse die
Expression des TH2-Zytokins IL-4 mit einer SLR von 3,2 nach IL-33 Stimulation stark
erhoht (Daten nicht gezeigt). IL-4 ist neben IL-13 ein potenter Initiator der alternativen
Makrophagenaktivierung (Gordon, 2003).

IL-33 inhibierte zudem die Expression der Osteoklastenmarker Nfatcl und Oscar. Nfatcl
kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, ohne dessen Wirkung es zu keiner Bildung

differenzierter Osteoklasten kommen kann (Takayanagi et al., 2002). IL-33 inhibierte
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demnach die Expression von zwei Schlisselfaktoren der Osteoklastogenese, da neben der
Aktivierung durch Rankl eine Ko-Stimulation durch Molekule wie Oscar, die mit ITAM
(intracellular tyrosine activation motif)-Motifen enthaltenen Molekdilen wie FcRy und DAP12
interagieren, fur die Differenzierung von Osteoklasten absolut notwendig ist (Koga et al.,
2004). Durch die 1L-33-vermittelte Inhibition der Expression dieser Molekdile konnte es also
nicht zu einer Entstehung von Osteoklasten kommen.

Die Frage, durch welche Zellen die Inhibition der Osteoklastogenese vermittelt wurde und ob
IL-4 oder GM-Csf dabei eine Rolle spielten, konnte in dieser Arbeit nicht beantwortet
werden. Interessant wére, diese Versuche in T-Zell (CD4+, CD8+)-depletierten Kulturen
durchzufuhren, um so einen T-Zell-vermittelten Mechanismus (in Anlehnung an die
Wirkungsweise von 1L-18) zu uberpriufen. Denkbar wére auch, die Versuche in Stat6
defizienten Kulturen durchzufihren, da IL-4 und IL-13 Uber Stat6-vermittelte Signalwege die
Osteoklastogenese inhibiert (Moreno et al., 2003). Zudem waére es notwendig, die Versuche
mit aufgereinigten Makrophagen zu wiederholen, da diese direkte Osteoklasten-
Vorlauferzellen darstellen. Dies konnte die Frage beantworten, ob IL-33 eine direkte Wirkung
auf die osteoklastare Differenzierung hat. Unabhéngig von diesen noch offenen Fragen war es
wichtig zu demonstrieren, dass die antiosteoklastogene Wirkung von IL-33 auch in vivo
relevant sein konnte.

Durch Analyse des Knochenphénotyps Il1rl1-defizienter Mduse konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass diese Mé&use im Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine signifikant erhohte
Osteoklasten-Anzahl aufwiesen, wahrend die Anzahl der Osteoblasten und die
Knochenformation nicht signifikant veréndert waren. Dies stellte den Beweis dar, dass 11rl1-
bzw. IL-33-abhéngige Signalwege eine physiologische Rolle bei der Regulation des
Knochenumbaus spielen. Abzuwarten bleibt, ob 11-33 defiziente Mduse, die bis heute noch
nicht beschrieben wurden, einen &hnlichen Phanotyp aufweisen. Auch die Analyse von
I11rap-defizienten Mdausen hinsichtlich ihres Knochenphénotyps konnte zu einem besseren
Verstandnis der Wirkungsweise von IL-33 beitragen, da Il1rap als essentieller Ko-Rezeptor
von IL-33 fungiert (Ali et al., 2007).

Offen blieb auch die Frage, wie es in den Collal-Krm2 Mausen zu einer erh6hten Expression
von 11-33 kam und es trotz der inhibitorischen Wirkung von IL-33 auf die Osteoklastogenese
in diesen Mdusen zu der erhohten Knochenresorption kommen konnte. Da der Einfluss von
IL-33 in dieser Arbeit nur in vitro charakterisiert wurde, blieb deshalb offen, ob die erhdhte
IL-33-Expression zu dem Phénotyp der Collal-Krm2 beitrdgt. Um diese Frage abschlieRend
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zu klé&ren, erscheint es daher sinnvoll I11rl1-defizienter-Collal-Krm2 M&use zu generieren

und deren Knochenphénotyp zu analysieren.

4.3 Die Rolle des Wnt-Signalwegs bei der Pathogenese des

Prostatakarzinoms

Prostatakarzinomzellen metastasieren bevorzugt in den Knochen, was sich hauptséchlich in
der Ausbildung osteoblastischer Metastasen &uflert. Dabei kommt es zu einer
Knochenneubildung mit biomechanisch weniger belastbarem ,,verwobenen (englisch:
woven)“ Knochen. Prostatakrebszellen regen durch Wachstumsfaktoren, wie z.B, IGF und
Endothelin die Knochenformation an (Mundy, 2002). Durch Prostatakrebszellen sezernierte
Whnt-Glykoproteine sind ebenfalls in der Lage die Knochenformation anzuregen (Hall et al.,
2005, Hall und Keller, 2006, Dai et al., 2008). Die Prostatakrebszelllinie MDA-PCa-2b
(MDA) kann z.B. durch die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs die
Knochenbildung verstarken (Li et al., 2008). Knochenmetastasen des Prostatakarzinoms
konnen aber auch Osteolysen zur Folge haben. Die Prostatakrebszelllinie PC-3 verursacht
z.B. im Tiermodell Osteolysen, wobei gezeigt werden konnte, dass diese osteolytische
Aktivitdt auf erhohter Sezernierung von DKK1 beruht, welches einen Inhibitor des
kanonischen Wnt-Signalwegs darstellt (Hall et al., 2005, Li et al., 2008). In der vorliegenden
Arbeit wurden nun die Zelllinien MDA und PC-3 als Modellsysteme fir die Aktivierung und
Inhibition des kanonischen Wnt-Signalwegs verwendet und ihr Einfluss auf priméare
Osteoblasten charakterisiert. Dies sollte eventuelle Gemeinsamkeiten zwischen der Wirkung
der Zelllinie PC-3 und der Krm2-Uberexpression in Collal-Krm2 transgenen Mausen, bei
denen es zur Entstehung osteolytischer Lasionen kam, aufzeigen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PC-3-konditioniertes Medium im Gegensatz zu
MDA-konditioniertem Medium Lrp-6 und -Catenin abhé&ngige Signalwege inhibierte. Dies
ging einher mit der Inhibition der Expression von Wnt-Zielgenen wie Axin2. Genchip-und
gqRT-PCR-Analysen bestatigten die Inhibition des kanonischen Wnt-Signalweges durch PC-3
konditioniertes Medium und dessen Induktion durch MDA-konditioniertes Medium.
Wichtiger noch war, dass Gene wie Dmpl und Smpd3, die auch schon durch Krm2-
Uberexpression im Osteoblasten in ihrer Expression inhibiert wurden, durch die osteolytische
Zelllinie PC-3 ebenfalls reprimiert wurden. Dieser Mechanismus konnte potenziell zu den
Defekten der de novo-Knochenformation, die man sowohl in den Collal-Krm2 Madusen als
auch in den osteolytischen Metastasen beobachten konnte (Abb.3.2.7 C und D) beitragen.
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Viel deutlicher als die Inhibition des Wnt-Signalwegs durch PC-3, war die erhéhte Expression
von Chemokinen der Ccl- und Cxcl-Familie in Osteoblasten durch PC-3-konditioniertes
Medium, was bei MDA-konditioniertem Medium nicht beobachtet wurde. Dies war ein
wichtiger Befund, da es sich bei Chemokinen um Molekile handelt, die die Proliferation,
Migration und Aktivitdt von Osteoklasten fordern konnen (Lorenzo et al., 2008). So wurde
schon durch viele Arbeiten ein direkter Zusammenhang zwischen erhohter
Chemokinexpression durch Osteoblasten und erhdhter Knochenresorption in Tiermodellen
des Prostatakarzinoms hergestellt. Insbesondere das Chemokin Ccl2, das ebenfalls durch PC-
3 konditioniertes Medium in priméren Osteoblasten induziert wurde, spielt bei der
Stimulation der Resorption in Tiermodellen des Prostatakarzinoms eine entscheidende Rolle
(Mizutani et al., 2009, Li et al., 2009, Loberg et al., 2007, Lu et al., 2009).
Westernblot-Analysen zeigten, dass PC-3-konditioniertes Medium p42/44- und Stat-
Signalwege aktivierte. Die Inhibition von Stat3/5-Signalwegen durch den Inhibitor
Piceatannol, welcher einen selektiven Inhibitor dieser Signalwege darstellt (Su und David,
2000), verhinderte dabei nicht nur den Anstieg der Chemokin-Expression, was am Beispiel
von Cxcl5 und Cxcl12 gezeigt werden konnte, sondern auch die gesteigerte Tnfsfll-
Expression. Dies stand auch im Einklang mit den Ergebnissen anderer, die zeigen konnten,
dass die Ccl2-Expression nach Oncostatin-M-Einwirkung, durch Inhibition von Stat3
verhindert werden kann (Lin et al., 2004, Kok et al., 2009). Anders als in diesen Studien
verhinderten die Inhibitoren PD98059 (inhibiert p42/44-Signalwege) und Fludarabine
(inhibiert Statl-abhéngige Signalwege) nicht den Anstieg der Expression von Cxcl1, Cxcl5,
Cxcl12 und Tnfsf11.

Wichtig war auch der Befund, dass es nach der Inhibition von Stat3/5 nicht mehr zu einer
erhohten Tnfsf11-Expression durch PC-3 konditioniertes Medium kam. Tnfsfl1 kodiert flr
das Protein Rankl, welches von Osteoblasten und aktivierten T-Zellen produziert wird und
essenziell fir die Osteoklastogenese ist. Dabei kann die Tnfsf11-bzw. Tnfrsf11b-Expression
im Osteoblasten durch verschiedenste Signalwege reguliert werden, z.B. kann eine Inhibition
Whnt3a-abhangiger Signalwege in mesenchymalen Vorlduferzellen und Osteoblasten durch
Dkk1 zu einer erhohten Tnfsfl1l-und erniedrigten Tnfrsfl1b-Expression fihren (Fujita und
Janz, 2007, Bu et al., 2008). Neben der Regulation der Tnfsf11-Expression durch den
kanonischen Wnt-Signalweg wurde auch bereits durch andere beschrieben, dass die Tnfsf11-
Expression durch Stat-abhangige Signalwege im Osteoblasten gesteuert wird (O Brien et al.,
1999). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die durch PC-3-konditioniertes Medium

81



Diskussion

induzierte Tnfsfl1-Expression in der Tat auf der Aktivierung Stat-abhangiger Signalwege
beruht.

Diese oben beschriebenen Ergebnisse wurden mit primdren Osteoblasten erzielt, die aus den
Schédeldachern neugeborener M&use generiert wurden. Es stellte sich daher nun die Frage, ob
humane Osteoblasten ebenfalls auf PC-3-konditioniertes Medium mit einer Aktivierung von
STAT-Signalwegen und erhohter Expression von Chemokinen reagieren wirden. Tatséchlich
hatte PC-3-konditioniertes Medium &hnliche Einflusse auf humane Osteoblasten, obwohl es
auch Unterschiede zu den Ergebnissen bei priméren Mé&use-Osteoblasten gab. Es kam zwar zu
einem Anstieg der CXCL1-, CXCL5- und TNFSF11-Expression durch PC-3-konditioniertes
Medium, aber die CXCL12-Expression blieb unverdndert. Es kam auch hier zu einer
Aktivierung von STAT3/5 durch PC-3-konditioniertes Medium, was sich in einer erhohten
Phosphorylierung von STAT3 und STATS5 zeigte. Eine Inhibition dieser Signalwege
verhinderte den Anstieg der CXCL5- und TNFSF11-Expression, nicht aber den der CXCL1-
Expression. Diese Unterschiede sind wahrscheinlich in der Herkunft der Zellen begrindet,
aber die Versuche zeigten doch deutlich, dass dieser Mechanismus auch in humanen Zellen
von Bedeutung ist. Da in primdaren humanen Osteoblasten die Aktivierung STAT3/5-
abhangiger Signalwege durch PC-3-konditioniertes Medium gezeigt werden konnte, wurden
Knochenbiopsien humaner Prostatakrebsmetastasen hinsichtlich einer Aktivierung dieser
Signalwege untersucht. Hier zeigte sich eine Aktivierung STAT3-abhéngiger Signalwege in
osteolytischen Prostatakrebsmetastasen und zwar nicht nur in den Tumorzellen, sondern auch
in den angrenzenden Osteoblasten.

Dieses Ergebnis besitzt durchaus klinische Relevanz, da dominant aktive STAT-Signalwege
fur viele Tumore charakteristisch sind (Buettner et al., 2002). So &ndert konstitutiv aktives
STAT3 den Phanotyp benigner Prostataepithelzellen zu einem Phanotyp, der malignen Zellen
ahnelt (Huang et al., 2005) und erhoht nicht nur die Motilitdt von Prostataepithelzellen,
sondern induziert auch die Tumorigenese, d.h. die Fahigkeit Tumoren auszubilden (Azare et
al., 2007). Aktives STAT3 war zudem in 77% aller Lymphknotenmetastasen und 67% aller
Knochenmetastasen eines untersuchten Kollektivs nachweisbar und steht so in einem engen
Zusammenhang mit dem metastatischen Geschehen dieser Krebsart (Abdulghani et al., 2008).
Mit einer Inhibition von STATS3, die schon lange als potentielle Krebstherapie diskutiert wird
(Yue und Turkson, 2009), kdnnten nicht nur die Tumorzellen ein direktes Ziel dieser Therapie
sein, z.B. durch Einleitung der Apoptose (Barton et al., 2004), sondern es konnte auf3erdem
zu einer Unterbrechung des ,, Teufelskreises (englisch: vicious cycle)* kommen, der zwischen
Tumorzellen und Zellen des Knochens wie etwa den Osteoblasten besteht, (Chirgwin und
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Guise, 2007, Casimiro et al., 2009) kommen. So regen Tumorzellen durch Molekiile, wie
Pthrp, Osteoblasten dazu an, fiir sie nutzliche Stoffe zu sezernieren, wie etwa Ccl2, welches
direkt die Proliferation der Prostatakrebszellen erhdhen kann. Chemokine wie Ccl2 steigern
dabei auch die  Knochenresorption durch Osteoklasten, die durch ihre Aktivitét
Wachstumsfaktoren, wie Tgf-B, aus der Matrix freisetzen, die wiederum positiv auf das
Uberleben der Krebszellen wirken, wodurch Knochen ein regelrechte Nische fiir das
Uberleben der Krebszellen darstellt (Mundy, 2002). Durch eine Inhibition von STAT3 nicht
nur in Tumorzellen, sondern auch in Osteoblasten kdnnte diese fir die Tumorzellen positive

Kommunikation vermindert, oder sogar verhindert werden.

4.4 Ausblick

In dieser Arbeit konnten mehrere wichtige Beobachtungen gemacht werden. Zundchst konnte
gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Krm2 im Osteoblasten einen osteoporotischen
Phanotyp zur Folge hatte, der auf einer verringerten Knochenformation und einer gesteigerten
Knochenresorption beruht. Auflerdem wurde gefunden, dass IL-33 in differenzierten
Osteoblasten exprimiert wird und einen potenten Inhibitor der Osteoklastogenese darstellt, der
eine physiologische Rolle bei der Regulation des Knochenumbaus spielt. AbschlieRend
zeigte sich, dass osteolytische Prostatakrebszellen in primédren Osteoblasten nicht nur den
kanonischen Whnt-Signalweg hemmen, sondern auch Uber eine Aktivierung Stat3/5-
abhangiger Signalwege die Expression verschiedener Chemokine und Zytokine induzieren.
Durch diese Ergebnisse wurden aber auch verschiedene Fragen aufgeworfen, die in
zukunftigen Arbeiten beantwortet werden miissen.

So lieferte die vorliegende Arbeit zwar erste Hinweise auf eine mogliche Relevanz von Krm2
hinsichtlich des Knochenumbaus, es wurde aber nicht ndher geklart, ob der Phanotyp der
Collal-Krm2 Maduse auf einer verstarkten Wirkung von Dkk1 und/oder Dkk2 beruht, oder ob
Krm-Proteine eine von Dkk-Proteinen-unabhangige Funktion besitzen. Um diese Fragen zu
kléren, sollten Collal-Krm2 Mé&use mit Dkk2-/- Mdusen verpaart werden. Denkbar ware auch
eine Verpaarung mit einem Osteoblasten-spezifischen Dkk1-Mausdefizienzmodell. Durch
Analyse der Knochenphanotypen konnten wichtige Ergebnisse zur Wirkungsweise dieser
Inhibitoren gewonnen werden, was entscheidend fur eine pharmakologische Beeinflussung zu
Gunsten der Knochenformation sein kdnnte, schliel3lich konnte jedes dieser Molekdle einen
moglichen Ansatzpunkt einer osteoanabolen Therapie darstellen. Interessant wére auch zu
uberprufen, ob Krml-/- Mé&use und Krm2-/- Mé&use in einem Tumormodell (Multiples
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Myelom und Prostatakarzinom) vor der Ausbildung von osteolytischen L&sionen geschitzt
sind. Ware dies der Fall, konnten neutralisierende Antikérper gegen Krm-Proteine als eine
mogliche Therapieoption zur Verhinderung dieser schwerwiegenden Begleiterscheinung
solcher Tumorerkrankungen in Betracht gezogen werden.

Um eine mogliche Beteiligung von IL-33 hinsichtlich des Phénotyps Collal-Krm2 transgener
M@use zu untersuchen, sollte eine Verpaarung von I11rl1-/- M&usen mit Collal-Krm2 Mause
in Betracht gezogen werden. Neben der Analyse des eventuellen Knochenphanotyps von IL-
33-/- Mdusen waére auch die Generierung eines transgenen Mausmodells denkbar. So kdnnten
durch die Uberexpression von 1L-33 unter der Kontrolle des ApoE-Promoters (ApoE-1L33)
systemisch erhohte 1L-33-Spiegel erreicht werden. Solch ein Mausmodell konnte helfen, die
Relevanz von IL-33 hinsichtlich des Knochenumbaus besser zu verstehen. Zu beantworten
bleiben auch die Fragen, durch welche Zelltypen der inhibitorische Effekt von 1L-33 auf die
Osteoklastogenese vermittelt wird, oder ob es sich sogar um einen direkten Einfluss auf
Osteoklasten-Vorlauferzellen handelt. Zudem sollte die Auswirkung von IL-33 auf humane
Osteoblasten bzw. Osteoklasten charakterisiert werden.

Né&her betrachtet werden sollte auch der Befund, dass die osteolytische
Prostatakarzinomzelllinie PC-3 eine inflammatorische Reaktion in Osteoblasten auslost.
Denkbar wére eine pharmakologische Inhibition Stat3/5-abhéngiger Signalwege in einem
Tiermodell des Prostatakarzinoms, bei dem das Ausmal} der Osteolysen charakterisiert
werden konnte. Ziel muss es auBerdem sein, die Faktoren zu identifizieren, welche diese
Entziindungsreaktion in Osteoblasten ausldsen. Erste Vorarbeiten lassen die Vermutung zu,
dass konstitutiv aktive p65-abhéngige Signalwege fir diese Eigenschaft der PC-3-Zelllinie
verantwortlich sind. Hier kénnten durch die Generierung einer stabilen p65 Knockdown- und
einer stabilen p65-uberexprimierenden Zelllinie neue Erkenntnisse gewonnen werden. Nach
der Charakterisierung dieser Zelllinien in vitro konnte tberprift werden, ob diese Zelllinien
eine veranderte Neigung zur Ausbildung von Osteolysen oder eine verénderte Aggressivitat
hinsichtlich der Metastasierung in den Knochen aufweisen. Dies kdnnte neue Ergebnisse
hinsichtlich einer therapeutischen Intervention liefern, durch die der Teufelskreis zwischen

Tumorzelle und Osteoblast unterbunden werden konnte.
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5. Zusammenfassung

Der kanonische Wnt-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle fiir die Regulation des
Knochenumbaus, was sich nicht nur in Erkrankungen, wie z.B. dem Osteoporose-
Pseudoglioma Syndroms (ausgel6st durch inaktivierende Mutationen des Wnt-Ko-Rezeptors
LRP5), sondern auch in Tumorerkrankungen wie dem multiplen Myelom und dem
Prostatakarzinom zeigt, bei denen es durch eine Inhibition des kanonischen Wnt-Signalwegs
in Osteoblasten durch Dickkopf-1 (DKK1) zur Ausbildung von Osteolysen kommt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine selektive Uberexpression des Dkk1-
Rezeptors Kremen-2 (Krm2) unter der Kontrolle des 2,3kb-Fragments des Collal-Promoters
im Osteoblasten zur Ausbildung einer Osteoporose in Verbindung mit osteolytischen
Lasionen fuhrt. Der Phanotyp Collal-Krm2 transgener Mé&use beruhte dabei nicht nur auf
einer verringerten Knochenformation, sondern auch auf einer gesteigerten Knochenresorption.
Krm2 inhibierte den kanonischen Wnt-Signalweg im Osteoblasten, und Genchip-Analysen
machten es moglich, zahlreiche Zielgene von Krm2 im Osteoblasten zu identifizieren. Hier
konnte gezeigt werden, dass transgene Osteoblasten eine signifikant verringerte Expression
des Wnt-Zielgens Tnfrsfllb aufweisen, welches fir Osteoprotegerin kodiert und einen
entscheidenden Regulator der Osteoklastenfunktion darstellt.

Zudem kam es in Collal-Krm2 transgenen Ma&usen zu einer erh6hten Expression von
Interleukin-33 (IL-33). Die Charakterisierung der Wirkung von IL-33 in vitro in
Osteoblasten- und Osteoklastenkulturen zeigte, dass 1L-33 einen potenten Inhibitor der
Osteoklastogenese darstellt. So wird 1L-33 in differenzierten Osteoblasten exprimiert und
inhibiert nicht nur die Osteoklastenformation, sondern auch die Resorption in vitro. Ferner
konnte gezeigt werden, dass IL-33 die Generierung basophiler und eosinophiler Granulozyten
sowie alternativ aktivierter Makrophagen propagierte. Die Analyse eines IL-33-Rezeptor-
defizienten Mausmodells (ST2 oder 1l1rl1) zeigte, dass IL-33-abhé&ngige Signalwege eine
physiologische Relevanz in Bezug auf den Knochenumbau besitzen. So zeigten ST2-
defiziente Mause eine signifikant herabgesetzte Knochenmasse, bedingt durch eine
gesteigerte Knochenresorption.

AbschlieRend wurde in dieser Arbeit der Einfluss von Prostatakarzinomzelllinien auf
Osteoblasten charakterisiert. Hier konnte gezeigt werden, dass die osteolytische Zelllinie PC-
3, welche den Krm2-Liganden DKK1 uberexprimiert, den kanonischen Wnt-Signalweg im
Osteoblasten inhibierte. Daneben gelang es aullerdem zu zeigen, dass diese Zellllinie eine
inflammatorische Reaktion in Osteoblasten auslost, welche charakterisiert war durch eine

85



Zusammenfassung

erhohte Expression verschiedener Zytokine und Chemokine. Diese Reaktion wurde durch
eine Aktivierung Stat3/5-abhéngiger Signalwege hervorgerufen, da eine selektive Inhibition
dieser Signalwege in der Lage war, die erhdhte Zytokin- bzw. Chemokin-Expression zu
verhindern. Die Analyse humaner Biopsien von Prostatakarzinom-Knochenmetastasen lief3
zudem darauf schlieBen, dass neben der Inhibition des kanonischen Wnt-Signalwegs im
Osteoblasten auch eine Aktivierung STAT3/5-abhangiger Signalwege in diesen Zellen eine
Rolle spielen konnte.
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