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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Lipoproteinstoffwechsel

1.1.1. Definition und Funktion
Lipide gehoren zu den hydrophoben Bestandteilen des Blutplasmas. Daher werden Lipide
ebenso wie die fettloslichen Vitamine A, D, E und K zur Vermittlung der Wasserloslichkeit
mit amphiphilen Proteinen, sogenannten Apolipoproteinen, assoziiert und in Form von
Lipoproteinen (LP) transportiert. Das allen Lipoproteinen gemeinsame Strukturmodell
beschreibt einen sphérischen Lipidkern, auf dessen Oberfliche die fiir jedes LP
charakteristischen Apolipoproteine eingelagert sind. Die Apolipoproteine dienen nicht nur
dem Transport der Lipide, sondern fungieren auch als Kofaktoren bestimmter Enzyme des
Lipidstoffwechsels oder als Liganden fiir Zelloberflichenrezeptoren. Sie sind demnach
entscheidend an der Aufnahme und dem Stoffwechsel der LP beteiligt. Basierend auf ihren
physikochemischen Eigenschaften und ihrer Funktion lassen sich verschiedene LP-Klassen

unterscheiden.

1.1.2. Einteilung der Lipoproteine
Die Einteilung der Lipoproteine erfolgt nach unterschiedlichen Trennverfahren, fiir welche
die Grofe, Apolipoprotein- und Lipidzusammensetzung der Partikel die Grundlage bilden.
Sie konnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte durch préparative Ultrazentrifugation in
sechs Gruppen eingeteilt werden, deren Bezeichnung urspriinglich in englischer Sprache
geprigt wurde (Alaupovic 1972, Patsch 1974, Kostner 1976). Im deutschen Sprachraum ist es
iiblich, diese englische Bezeichnung einschlieBlich der jeweiligen Abkiirzungen zu
verwenden:
- “Chylomicrons” (CM)
- “Very low density lipoproteins” (VLDL)
- “Intermediate density lipoproteins” (IDL)
- “Low density lipoproteins” (LDL)
- “High density lipoproteins“ (HDL)
Eine weitere Moglichkeit der Trennung stellt die Elektrophorese dar. Nach Auftrennung
bilden sich im Wesentlichen drei Fraktionen, welche gleichzeitig die Grundlage fiir die
Nomenklatur der zugehorigen Apolipoproteine bilden (Neubeck 1977, Winkler 1995). Die

erste Fraktion entspricht der a-Fraktion. In ihr sind vornehmlich HDL-Partikel vertreten, die
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folglich als a-Lipoproteine bezeichnet werden und die zugehorigen Strukturapolipoproteine
als ApoA. In der B-Globulinfraktion wandern die LDL-Partikel als B-Lipoproteine mit. Thr
Hauptlipoprotein ist das ApoB 100. In der pri-pf-Fraktion, welche der B-Fraktion
vorgeschaltet ist, wandern die VLDL-Partikel mit. Thre Apolipoproteine, das ApoC, und die
im Anschluss entdeckten Apolipoproteine wurden dem Alphabet nach benannt. CM enthalten
vornehmlich das ApoB 48. Sie wandern im elektrophoretischen Feld kaum und verharren an
ihrer Auftragungsstelle. (Handbuch der Stoffwechselstorungen, Schwandt und Parhofer
Schattauer Verl., 3. Auflage, 2007; Georg Loffler 2007)

1.1.3. Apolipoproteine
Definitionsgeméll sind Apolipoproteine (Apo) Proteine, welche den Ort ihrer Synthese an
Lipide gebunden verlassen. Ihre Hauptaufgabe besteht in der Stabilisierung von
Lipidemulsionen und dem Transport von Lipiden im wéssrigen Milieu. Strukturell lassen sie
sich in zwei Gruppen einteilen:
I. Die Apolipoproteine der Gruppe A, E und C
Sie sind zum Teil wasserloslich und kénnen zwischen den LP-Partikeln ausgetauscht werden.
Kennzeichnend fiir diese kleineren Molekiile sind amphiphile o—Helix Strukturen (Segrest
1992). Die hydrophoben Anteile ragen hierbei in den Lipidkern, wohingegen die hydrophilen
Anteile die Loslichkeit des Partikels im umgebenden Blut vermitteln (Brasseur 1991). Die
einzelnen LP sind in einem LP-Partikel in mehreren Kopien enthalten.
II. ApoB 100 und ApoB 48
ApoB bildet die zweite Gruppe und ist in freier Form praktisch wasserunloslich. Strukturell
weist ApoB breitflichige amphiphile B-Faltblattstrukturen auf, welche zu einer relativ festen
Assoziation mit den LP-Partikeln fiihren, so dass das ApoB nicht zwischen LP-Partikeln
ausgetauscht werden kann (Osterman 1984, Meredith 1988). Das ApoB 48 wird nur im
Intestinum synthetisiert und entsteht nach Editierung der mRNA des ApoB 100 Gens durch
eine Cytosindesaminase, dem ApoB editing complex-1 (apobec-1) (Scott 1989, Scott 1995).
Ein Uberblick iiber die Funktionen einiger Apolipoproteine und der zugehorigen LP ist in

Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1. Ubersicht der wichtigsten Apolipoproteine und ihre Funktion im

Lipoproteinstoffwechsel (Handbuch der Stoffwechselstorungen, Schwandt und Parhofer

Schattauer Verl., 3. Auflage, 2007)

Apolipo- Dichte- | Masse Konzentration | Funktion
proteine Klasse (kDa) [mg/l]
ApoA ] HDL 28,5 1200 - 1400 Strukturprotein des HDL; Aktivierung der
Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase
(LCAT); Bindung an HDL-Rezeptoren
ApoA Il HDL 17 350 - 500 Man geht davon aus, dass ApoA II die
hepatische Lipase aktiviert.
ApoA IV M 46 <50 Aktivierung der LCAT
ApoA V CM, 39 0,1-0,2 Bindung an LPL und damit Senkung der
VLDL, Plasmatriglycerid-Konzentration
HDL
ApoB 100 | VLDL, 550 700 - 900 Strukturprotein von LDL und VLDL;
LDL Beteiligung an der Cholesterin- und
Triacylglyceridsekretion aus Leber und
Darm; Bindung an LDL-Rezeptor;
Aktivierung der Lysolecithin-Acyltrans-
ferase
ApoB 48 CM 265 <50 Transport von Lipiden und lipidloslichen
Vitaminen aus dem Darm
ApoC I CM, 6,5 50 - 80 Aktivierung der LCAT
VLDL
ApoC II CM, 8.8 30-70 Aktiviert die Lipoproteinlipase
VLDL
ApoC III CM, 11 1-20 Inhibierung der Lipoproteinlipase
VLDL
ApoD HDL3 29 80 —100 Aktivierung und Stabilisierung der LCAT
ApoE CM, 34 30-50 Vermittelt die Bindung der LP an
VLDL, Rezeptoren der LDL-R Genfamilie
HDL
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1.1.4. Lipoprotein-Rezeptoren
Lipoproteinrezeptoren sind Transmembranrezeptoren. Sie vermitteln die Rezeptorvermittelte
Endozytose von LP aus dem Blut durch Zellen, welche die Bestandteile der LP zur
Aufrechterhaltung ihrer Funktion benotigen. Bereits in den 70er Jahren beschrieben, ist der
low density lipoprotein receptor (LDL-R) am Besten charakterisiert (Brown und Goldstein
1979) und spielt eine wichtige Rolle in der Cholesterinhomdostase der Zelle. LDL-R wird in
unterschiedlicher Dichte von allen Zellen des Korpers exprimiert. Zu den Liganden gehoren
ApoB 100 und ApoE. Diese binden mit unterschiedlicher Affinitdt an das aminoterminale
Ende des Rezeptors, bestehend aus sieben homologen, cysteinreichen Segmenten (Innerarity
und Mahley 1978). Die Apolipoproteine vermitteln auf diese Weise die Aufnahme von LDL-
Partikeln und Chylomikronen-Remnants (CR) durch die Zelle (Stefansson 1995, Herz 1995).
Die Expression und Translokation des Rezeptors wird im wesendlichen iiber die in der Zelle
enthaltene Menge an freiem Cholesterin reguliert (Brown 1986, Cuthbert 1989).
LDL-R stellt den Prototyp fiir eine Gruppe von LP-Rezeptoren dar, welche untereinander eine
Strukturhomologie aufweisen und unter dem Namen der LDL-R Genfamilie
zusammengefasst werden. Zu ihnen gehoren unter anderem der VLDL-Rezeptor (Takahashi
1992), das low density lipoprotein receptor related protein 1 (LRP1) (Herz 1988), das
Megalin/ LRP2 (Saito 1994) sowie der ApoE Rezeptor2 (apoER2) (Kim 1996). Im Gegensatz
zum LDL-R werden die anderen Mitglieder der Genfamilie nicht ubiquitidr exprimiert und
weisen neben ihrer Rolle im Lipoproteinstoffwechsel noch weitere Funktionen auf.
Der VLDL-R kommt vornehmlich an der luminalen Zellmembran von Endothelien des
Muskel- und Fettgewebes und im ZNS vor. Da dieser Rezeptor in der Leber nur in geringem
Umfang exprimiert wird, ist er vor allem an der extrahepatischen Aufnahme von
triglyceridreichen LP beteiligt (Wyne 1996). Im ZNS steht dem VLDL-R ebenso wie dem
apoER 2 eine wichtige Funktion als Rezeptor fiir Liganden, wie dem Reelin, zu, welche an
der Migration und Differenzierung von Neuronen beteiligt sind (DArcangelo 1999, Howell
2000). Mausmodelle fiir VLDL und apoER?2 Defizienz weisen eine Unterentwicklung des
ZNS und daraus resultierende neurologische Defizite auf (Trommsdorf 1999).
LRPI ist mit einem Molekulargewicht von 600 kDa um ein Vielfaches grofer als der LDL-R.
Es wird als Einzelstrang synthetisiert und im Golgi-Apparat durch eine Protease, dem Furin,
in eine grofe (515kD) und eine kleine (85kD) Untereinheit gespalten, welche nicht kovalent
miteinander verbunden in die Zellmembran transloziert werden (Herz 1990). LRP1 kommt im
Gegensatz zum LDL-R zwar nicht ubiquitdr vor, wird aber in vielen unterschiedlichen

Geweben und Organen exprimiert. Im Rahmen des Lipoproteinstoffwechsels spielt LRP1 eine
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wichtige Rolle in der ApoE vermittelten Aufnahme von CR und anderer ApoE haltiger
Partikel. Daher exprimiert vor allem die Leber LRP1 in groen Mengen (Beisiegel 1989,
1991). Niemeier et al haben 2005 zudem eine vermehrte Expression von LRP1 und die
dariiber vermittelte Aufnahme von CR in Osteoblasten beschrieben. Neben der Versorgung
mit Lipiden wird hierdurch auch die Versorgung der Osteoblasten mit Vitamin K
gewihrleistet. Vitamin K wird im Knochen zur y-Carboxylierung bestimmter Proteine des
Knochenstoffwechsels benétigt (Hauschka 1975, Price 1976).

Die LRP1 Expression in der Peripherie ist allerdings auch unabhéngig von der Aufnahme der
LP-Partikel von Bedeutung (Herz 2001). Verdeutlicht wird dies durch die Generierung LRP1
defizienter Miduse, welche bereits an der Implantation der Embryonen scheitert (Herz 1992).
Es sind mittlerweile in verschiedenen Organsystemen Einflisse von LRP1 durch
Interaktionen mit bestimmten Signaltransduktionswegen beschrieben worden. In glatten
Muskelzellen der GefidBle exprimiert, ist LRP1 an der Bildung und Instandhaltung der
GefidBBwand beteiligt und scheint damit protektiv gegen die Entstehung der Arteriosklerose zu
wirken (Boucher 2003). Hierbei sind unter anderem Interaktionen mit Wachstumsfaktoren,
wie dem transforming growth factor f (TGFp), und dem tissue plasminogen activator (tPA)
beschrieben worden (Huang 2003; Yepes 2003; Nassar 2004).

Megalin wurde 1982 als Heymann's Nephritis Antigen, das hauptverantwortliche Antigen bei
der Entstehung der idiopathischen membrandsen Glomerulonephritis beim Menschen
beschrieben (Kerjascki und Farquar 1982). Es ist mit 600 kDa der groBte Vertreter der LDL-R
Genfamilie, zu der Megalin Aufgrund seiner Strukturhomologie zum LRP gezéhlt wird. Trotz
des weitgehend iiberlappenden Ligandenspektrums zum LRP besteht ein deutlicher
Unterschied in der Gewebeverteilung beider Rezeptoren. Megalin wird vor allem von
resorbtiven Epithelien exprimiert, so zum Beispiel im proximalen Tubulus der Niere. Hier
dient es der Resorption kleinmolekularer Proteine, wie dem Vitamin D bindenden Protein
(DBP). Eine Defizienz bei Miusen resultiert u.a. in einem Vitamin D Mangel (Nykjaer 1999).
Zudem ist bei diesen Miusen eine Unterentwicklung des Frontalhirngewebes beschrieben
worden (Willnow 1996). Megalin ist demnach wie das LRP nicht ausschlieBlich an der LP-

Aufnahme, sondern auch an spezifischen Organfunktionen beteiligt.

1.1.5. Lipoproteinstoffwechsel
Im Lipoproteinstoffwechsel werden ein exogenes-, ein endogenes Transportsystem und der

,Reverse Cholesterintransport* (RCT) unterschieden.
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Der exogene Lipoproteinstoffwechsel beschreibt den Weg der Nahrungslipide. Sie bestehen
vornehmlich aus Triacylglyceriden, Cholesterin und Phospholipiden. Der relative Anteil der
Lipidklassen hidngt von der Nahrungszusammensetzung ab. Zur Verdauung der einzelnen
Lipide werden verschiedene Enzyme in den Gastrointestinaltrakt sezerniert. Triacylglyceride
werden durch die Lipasen des Magens und des Pankreas zu Mono- bzw. Diacylglyceriden und
freien Fettsduren hydrolysiert. Zur Spaltung der Cholesterinester dient die pankreatische
Cholesterinesterase.

In Verbindung mit Gallensduren lagern sich die hydrophoben Lipide im Darmlumen zu
Mizellen zusammen und konnen in dieser Form von den Mukosazellen des Diinndarms
aufgenommen werden. In den Diinndarmzellen findet eine Reveresterung des Cholesterins
durch die Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase (ACAT) und die Resynthese der
Triacylglyceride statt.

Zum weiteren Transport werden die aufgenommenen Lipide in den Mukosazellen mit
Lipoproteinen zu Chylomikronen assoziiert. Das Lipoproteinmuster besteht bei neu
synthetisierten Chylomikronen vor allem aus ApoB 48, ApoA I und ApoA IV. Die gebildeten
Chylomikronen werden im Anschluss in die Lymphbahn geschleust und gelangen iiber den
Ductus Thoracicus, also ohne die Leber zu passieren, in den Blutkreislauf. Im Kreislauf
nehmen die Chylomikronen ApoC von den HDL Partikeln auf. Das ApoC vermittelt die
Interaktion mit der endothelstindigen Lipoproteinlipase (LPL), durch welche der
Fettsaurekern hydrolysiert wird und die freien Fettsduren von peripheren Geweben, z.B. Fett-
und Muskelgewebe, aufgenommen werden konnen. Im weiteren Verlauf der Lipolyse findet
ein weiterer Apolipoproteintransfer statt. Die CM nehmen mit wachsendem Cholesterinanteil
im Kern vermehrt ApoE von den HDL auf und geben im Gegenzug ApoA I und ApoC wieder
ab (Shimano 1994). Die hierbei entstehenden CM-Remnants (CR) werden dann ApoE
vermittelt durch LRP1 und dem LDL-R in die Leber aufgenommen.

Im Hungerzustand werden die peripheren Gewebe von der Leber iiber den endogenen
Lipoproteinstoffwechsel mit Triacylglyceriden, Cholesterin und Phospholipiden versorgt.

Die in der Leber neu synthetisierten oder bereits gespeicherten Lipide werden im
Endoplasmatischen Reticulum mit ApoB 100 assoziiert und iiber sekretorische Vesikel in
Form von VLDL in die Zirkulation iiberfiihrt. In der Peripherie werden ApoE und ApoC auf
die VLDL {ibertragen, von welchen letzteres fiir die Interaktion mit der LPL und damit der
Hydrolyse des Triacylglyceridkerns verantwortlich ist. Nach abgeschlossener Hydrolyse

entstethen VLDL-Remnants. Diese werden zu einem variablen Anteil erneut von der Leber
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aufgenommen oder nach weiterer Hydrolyse iiber eine Intermedidrstufe, den IDL, in
cholesterinreiche LDL-Partikel tiberfiihrt. Wihrend dieser Umformung werden Apoproteine
abgegeben, so dass die LDL nur noch ApoB 100 aufweisen. Im peripheren Gewebe wird mit
der LDL-Aufnahme der Bedarf an Cholesterin, als Bestandteil von Zellmembranen und
Ausgangsstoff verschiedener Hormone, gedeckt. Eine verstirkte Aufnahme weisen hier vor
allem die Nebennierenrinde und die Leber auf.

Uber den ,,Reversen Cholesterintransport* wird im Gegenzug iiberschiissiges extrahepatisches
Cholesterin zuriick zur Leber transportiert, welches als einziges Organ Cholesterin durch die
Bildung von Gallensduren aus dem Korper eliminieren kann. Hierzu werden vom intestinalen
Gewebe und der Leber lipidarme HDL-Vorlauferpartikel mit dem ApoA 1 als
Strukturapolipoprotein und zusétzlich dem ApoA II (Leber) bzw. ApoA IV (Intestinum)
beladen und in die Blutzirkulation geschwemmt. HDL-Partikel sind in der Lage freies
Cholesterin von peripheren Zellen aufzunehmen, welche Cholesterin mittels bestimmter
Zellmembranrezeptoren, wie dem ATP binding cassette transporter Al (ABCAl)
ausschleusen. In den Partikeln wird das freie Cholesterin anschlieBend durch die LCAT nach
Aktivierung durch ApoA I bzw. ApoA IV verestert. Die zirkulierenden HDL-Partikel geben
die Cholesterinester sowohl iiber das Cholesterinester Transferprotein (CEPT) an VLDL und
LDL-Partikel zur peripheren Versorgung als auch iiber den savenger-receptor BI (SR-BI) an
die Leber zum Abbau oder zur Speicherung weiter (Handbuch der Stoffwechselstorungen,

Schwandt und Parhofer Schattauer Verl., 3. Auflage, 2007).

1.2. Apolipoprotein E

ApoE ist ein integrales Strukturprotein verschiedener Lipoproteinklassen. Es spielt als
Bestandteil der triglyceridreichen Lipoproteine (TRL), CM und VLDL, im postprandialen
Lipidstoffwechsel eine zentrale Rolle. In seiner Funktion als Bindungspartner vermittelt
ApoE die Aufnahme der Lipidpartikel durch Mitglieder der LDL-Rezeptor Genfamilie
(Mahley 1988). Die Endozytose der ApoE assoziierten Partikel erfolgt vor allem durch die
Leber, konnen aber auch von anderen Geweben mit entsprechender Rezeptorexpression
aufgenommen und metabolisiert werden.

Das humane ApoE Gen ist auf Chromosom 19q13.2 lokalisiert und durch einen
Polymorphismus gekennzeichnet, welcher auf drei Allelen (€2, €3, €4) beruht (Zannis 1981).
Die drei Hauptisoformen ApoE 2, ApoE 3 und ApoE 4 unterscheiden sich durch einen
Aminosdurenaustausch an Position 112 und 158 ihrer Aminosdurekette (Weisgraber 1981)

und konsekutiv in ihrer Bindungsaffinitit zu Lipoproteinrezeptoren. ApoE 4 weist hierbei die
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stiarkste und ApoE 2 die schwichste Affinitit zur LDL-R Gen-Familie auf (Rall 1982). In der
Gesamtbevolkerung ist ApoE 3 mit 77-78 % am héufigsten vertreten, gefolgt vom ApoE 4
mit 14-15% und ApoE 2 mit 7-8% (Cedazo-Minguez 2001). Die ApoE 3 Isoform entspricht
damit zumindest von seiner Frequenz her dem Wildtyp.

Die ApoE Isoformen werden Aufgrund ihrer Rolle im Stoffwechsel mit der Pathogenese
verschiedener Erkrankungen in Zusammenhang gebracht.

Bei homozygoten Trigern des ApoE 2 Gens ist das gehdufte Auftreten einer Typ III
Hyperlipoproteinimie (HLP Typ III) beschrieben worden (Breslow 1982). HLP Typ III ist
eine genetische Erkrankung des Lipidstoffwechsels, welche mit erhohten Plasma Cholesterin
und Triglyceridwerten einhergeht und damit vor allem zur Entstehung einer Atheriosklerose
und einer gestorten Glucosetoleranz fithrt (Morganroth 1975, Mahley 1995). Der Grund fiir
die Anreicherung der Fette im Plasma liegt in einer Verminderung der ApoE abhingigen
Aufnahme von CR und VLDL durch periphere Zellen- diese akkumulieren im Blut. Der
Verminderten Aufnahme kann ein gestortes Bindungsverhalten des ApoE 2 zum LDL-R oder
eine ApoE Defizienz zu Grunde liegen (Schneider 1981, Ghiselli 1981). Obwohl der ApoE
2/2 Phénotyp pathognomonisch fiir die Entstehung zu sein scheint, erkranken lediglich ca. 4%
der Gentriger an HLP Typ III (Breslow 1982, Rall 1982). Demnach sind noch andere
Einflussfaktoren an der Pathogenese beteiligt.

Dem ApoE 4 wird ebenso eine Rolle in der Entstehung der Alzheimer Erkrankung
zugesprochen (Saunders 1993). Im Rahmen der Pathogenese ist hier unter anderem die
Modulation eines Signaltransduktionweges, des Wingless-Int pathways (Wnt), beschrieben
worden (De Ferrari et al 2007).

Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass ApoE neben seiner Funktion im
Lipidstoffwechsel auch in andere Bereiche der Zellphysiologie Einfluss nehmen kann. So sind
zum Beispiel, im Sinne einer Arteriosklerose praventiven Funktion, eine Modulation der
inflammatorischen Reaktion durch Unterdriickung der Lymphozyten Aktivierung im
GefiBBendothel (Hui 1980, Pepe 1986) oder ein antiproliferativer Effekt auf glatte
Muskelzellen beschrieben worden (Ishigami 1998).

1.3. Metabolismus fettloslicher Vitamine

1.3.1. Allgemeines
Vitamine sind essentielle Nahrungsbestandteile mit katalytischen bzw. regulatorischen

Funktionen. Sie lassen sich in wasserlosliche und lipidldsliche Vitamine unterteilen.
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Die Aufnahme der lipidloslichen Vitamine A, D, E und K ist eng mit der Aufnahme von
Lipiden aus dem Darmlumen verbunden, da sie mit diesen in den gebildeten Mizellen durch
die Enterozyten aufgenommen werden.

Fiir die Vitamine A, D und E existieren Transportproteine wie das Retinol-Bindungsprotein
(RBP), das Vitamin D-Bindungsprotein (DBP) und Afamin, welche den Transport der
Vitamine im Blut vermitteln. Im Gegensatz dazu wird das Vitamin K vor allem an CM oder
CR gekoppelt zu seinem Funktionsort beférdert (Ichihashi 1992, Shearer 1974). Dem Vitamin
D und Vitamin K konnen neben diversen anderen Aufgaben auch Funktionen im Rahmen des

Knochenstoffwechsels zugeordnet werden.

1.3.2. Vitamin D

Das Vitamin D (Calziferol) gehort zur Gruppe der Steroide. Ergosterol (Vitamin D2) und
Cholecalziferol (Vitamin D3) sind die wichtigsten Formen des Vitamin D. Die Leber ist in
der Lage ein Provitamin D3 (7-Dehydrocholesterin) aus Cholesterin zu synthetisieren, womit
das Vitamin D3 nicht im eigentlichen Sinne essentiell ist. Zur Bildung der aktiven Form wird
das Provitamin zundchst in der Haut eingelagert und durch UV-Bestrahlung in
Cholecalciferol umgewandelt. Dieses wird in der Leber zu 25-Hydroxycholecalciferol und in
der Niere durch ein mitochondriales Enzym, der 1-a-Hydroxylase, an der ersten Position zu 1,
25-Dihydroxycholecalciferol (Calcitriol), dem Vitamin D3, hydroxyliert.

Vitamin D3 ist wesentlich an der Kalzium und Phosphat Homdoostase beteiligt. Als
Gegenspieler des von der Nebenschilddriise sezernierten Parathormons (PTH) ist es fiir die
Integritdt des Skelettsystems essentiell. Die Synthese und Freisetzung des Vitamin D3 in der
Niere wird iiber PTH reguliert. Der aktive Metabolit des Vitamin D sorgt auf
unterschiedlichen Ebenen fiir eine konstante Konzentration von Kalzium und Phosphat im
Blut. Es steigert zum einen die intestinale Resorption und hemmt die renale Ausscheidung,
zum anderen erhoht es durch Steigerung der Osteoblasten Aktivitdt die Einlagerung von
Kalzium und Phosphat in den Knochen (Kraichely 1998).

Seinen Einfluss auf die Osteoblasten Aktivitdt und Differenzierung iibt das Vitamin D3 iiber
den Vitamin-D3-Rezeptor (VDR) aus. VDR ist ein 48 kD groBler, Liganden aktivierter
Transkriptionsfaktor mit Zinkfingerdoméne, welcher hochselektiv Vitamin D3 bindet. Nach
Aktivierung des VDR bildet sich ein heterodimerer Komplex mit dem retinoid acid receptor
(RXR). Erst diese Komplexbildung macht es dem VDR moglich die so genannten vitamin-D-
responsive elements (VDRE) in den Promotorregionen der entsprechenden Zielgene zu

binden und damit ihre Transkription zu stimulieren (Kraichely 1998). Zu den Vitamin D
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abhingigen Genen gehoren unter anderem die einiger Matrixproteine, wie Osteocalcin,
Osteopontin und Alkalische Phosphatase, aber auch Wachstums- bzw. Transkriptionsfaktoren
wie TGFp, insulin like growth factor-1 (IGF-1) und core binding factor 1 (Cbfal) (Gurlek
2002, Drissi 2002). Fir Cbfal konnte bei der Osteocalcin Genexpression eine direkte
Interaktion mit dem VDR-Rezeptorkomplex nachgewiesen werden, welche zur Rekrutierung
transkriptioneller Koaktivatoren, wie p300, und Stabilisierung der VDR-VDRE Bindung fiihrt
(Paredes 2004).

Obwohl Vitamin D in den einzelnen Differenzierungsstadien die Osteoblasten Funktion auf
unterschiedliche Weise beeinflusst, hat es in der Gesamtheit einen antiproliferativen und
differenzierungsfordernden Effekt auf Osteoblasten (Gurlek 2001).

Der wichtige Einfluss des Vitamin D3 auf den Knochenstoffwechsel wird bei einer Vitamin D
Mangelerndhrung oder ungeniigender Sonnenexposition deutlich. Diese fiihrt zu
Krankheitsbildern, welche mit einer erheblichen Abnahme der Knochenfestigkeit und einer
erhohten Frakturrate einhergehen: der Rachitis bei Kindern und Osteomalazie bei

Erwachsenen.

1.3.3. Vitamin K

Die Grundstruktur aller K-Vitamine bildet das Menadion (2-Methyl-1,4-Naphtochinon).
Obwohl eine Vielzahl von Verbindungen mit Vitamin-K Wirksamkeit bekannt sind, sind fiir
den menschlichen Stoffwechsel lediglich das Vitamin K1 und das Vitamin K2 von
Bedeutung. Vitamin K1 (Phyllochinon) ist als Bestandteil des Photosyntheseapparates in
Griinpflanzen enthalten und wird als solches hauptsidchlich mit der Nahrung aufgenommen.
Die von der Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung empfohlene Tagesdosis Vitamin K betréigt
fiir Erwachsene ca. 60-80ug/Tag.

Zur Versorgung mit Vitamin K2 (Menachinon) tragen neben der Aufnahme {iiber die
Nahrung, enthalten in Sojabohnen, auch Bakterien des menschlichen Darmtraktes bei, welche
eine geringe Menge produzieren und im Intestinum freisetzen (Conly und Stein 1992).

Die K-Vitamine haben eine wichtige Funktion als Kofaktoren der y-Glutamylcarboxylase.
Diese ist fiir die posttranslationale Carboxylierung von Glutamylresten spezifischer Proteine,
sogenannter y-carboxylglutamic acid-containing proteins (glu-Proteine), zustindig. Die glu-
Proteine werden durch die Carboxylierung in ihren aktivierten Zustand iiberfiihrt und in dieser
Form als gla-Proteine bezeichnet.

Zur Gruppe der gla-Proteine zidhlen die Gerinnungsfaktoren II, VII, IX, X, die

Gerinnungshemmer, Protein C und Protein S, sowie einige wichtige Proteine des
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Knochenstoffwechsels, welche ebenfalls Vitamin K abhingig carboxyliert werden (Soute
1992, Bandyopadhyay 2008). Unter diesen sind vor allem das Osteocalcin und das Matrix
Gla-Protein zu nennen. Das Osteocalcin ist ein osteoblastenspezifisches (Hauschka 1975,
Price 1988), Kalzium bindendes Protein. Es weist in seiner carboxylierten Form eine erhohte
Affinitdt zum Hydroxylapatit auf und spielt vermutlich eine wichtige Rolle im Rahmen der
Knochenmineralisierung (Hauschka 1982). Es besteht eine enge Korrelation zwischen der
Vitamin K Serumkonzentration und dem Anteil an carboxyliertem Osteocalcin im Serum, so
dass der Anteil des carboxylierten Osteocalcins auch den Vitamin K Gehalt des Knochens
widerspiegelt (Saupe 1993, Vermeer 1995).

Das Vitamin K hat iiber diesen Mechanismus und einer inhibitorischen Wirkung auf die
Osteoclasten Aktivitdt (Hara 1993, Koshihara 2003) in der Therapie der postmenopausalen
Osteoporose an Bedeutung gewonnen. In hohen Dosen verabreicht (ca. 45mg/Tag) konnte in
Studien neben einer Erhohung der carboxylierten Osteocalcin Menge auch eine Senkung der
Frakturrate nachgewiesen werden. Die Untersuchung in Bezug auf eine mogliche Steigerung
der Knochendichte (bone mineral density, BMD) bei den behandelten Probanden ergab in den

einzelnen Studien allerdings kein eindeutiges Ergebnis (Plaza 2005, Kishimoto 2004).

1.4. Der Knochen
1.4.1. Funktion des Knochens

Knochen erfiillt im Organismus Aufgrund seiner Beschaffenheit und seiner metabolischen
Aktivitdt unterschiedliche Funktionen. Neben einer stabilisierenden und protektiven Funktion
weist der Knochen eine hohe metabolische Aktivitit auf und ist mageblich an der Regulation
des Mineralhaushaltes beteiligt.

Als Stiitzgewebe erhilt er nicht nur die Form des menschlichen Korpers, sondern unterstiitzt
als Ansatzpunkt fiir die Muskulatur auch die Bewegung. Die protektive Funktion erfiillt das
Skelett in Bezug auf verschiede Weichteilgewebe und Organe, wie z.B. Herz, Lunge und
Gehirn.

Teile des Skelettsystems bieten dariiber hinaus Raum fiir das Knochenmark. Das
Knochenmark ist das wichtigste blutbildende Organ des Menschen. Neben dem Knochen sind
zu einem sehr geringen Anteil nur die Leber und die Nieren zur Blutbildung befihigt. Beim
Neugeborenen fiillt das Knochenmark die Markhohlen beinahe aller Knochen aus, wéhrend
beim Erwachsenen das blutbildende Organ sich auf wenige platte Knochen, Wirbelkorper,

den Beckenknochen und die distalen Anteile der langen Rohrenknochen der Extremitédten
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beschridnkt, in denen Zellen der erythrozytiren, leukozytdren und thrombozytidren Zelllinie
heranreifen.

Der iibrige intraossire Raum, welcher nicht durch blutbildendes Knochenmark ausgefiillt
wird, enthdlt im Stroma im wesentlichen Adypocyten und wird daher als Fettmark bezeichnet.
Uber spezifische Funktionen des Fettmarks ist noch relativ wenig bekannt.

Im Rahmen seiner Aufgabe als Kalzium- und Phosphatdepot trigt der Knochen entscheidend
zur Kalziumhomoostase bei. 99% des Kalziums und 80% des Phospats im Organismus sind
im Knochen gespeichert. Weiterhin enthilt der Knochen essentielle Ionen wie Magnesium,
Kalium und Carbonat.

Bei der Regulation der Serumkonzentration der einzelnen Mineralien werden insbesondere
die Freisetzung von Kalzium und Phosphat aus dem Knochen und die Elimination durch die
Niere genau reguliert. Zur Vermittlung zwischen den beteiligten Organen tragen verschiedene
Hormone wie zum Beispiel das PTH, Calcitonin und Vitamin D3 bei.

PTH wird von Zellen der Nebenschilddriise synthetisiert und bewirkt eine Steigerung der
Kalziumkonzentration im Serum. Hierzu stimuliert es im Knochen den Abbau der
extrazelluliren Matrix durch Osteoclasten (Ma 2001), wobei Kalzium und Phosphat
freigesetzt werden. In der Niere werden die Riickresorption von Kalzium und die Elimination
von Phosphat gesteigert. Im Gegensatz dazu bewirken das Calcitonin aus den C-Zellen der
Schilddriise und das Vitamin D3 aus der Niere iiber eine Stimulation der Osteoblasten einen
gesteigerten Einbau von Kalzium und Phosphat in den Knochen und besonders das Vitamin

D3 eine vermehrte Kalzium- und Phosphatresorption im Intestinum (Loffler, G 2001).

1.4.2. Knochenstoffwechsel

Knochen setzt sich aus der extrazelluliren Knochengrundsubstanz und den zelluldren
Bestandteilen zusammen. Die Grundsubstanz, auch als Matrix bezeichnet, enthilt einen
organischen (22%), einen anorganischen Anteil (70%) und Wasser (8%) (Augat 20006).
Knochen ist ein metabolisch sehr dynamisches Gewebe, welches sich durch die
Wechselwirkung mit dem systemischen Metabolismus in einem stindigen Umbauprozess
befindet (Burr 2002, Ehrlich 2002). Diese Dynamik wird durch Knochen bildende Zellen, den
Osteoblasten, und durch Knochen abbauende Zellen, den Osteoclasten, aufrechterhalten.

Knochen bildende Zellen gehen aus mesenchymalen Stammzellen (MSC) des Knochenmarks
unter dem Einfluss spezifischer Differenzierungsstimuli hervor und entwickeln sich hierbei
tiber Vorlauferstadien zu reifen Osteoblasten (Aubin 1998, Pittenger 1999). Sie befinden sich

zunidchst an den Oberflichen der Knochengrundsubstanz. Im Laufe der kontinuierlichen
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Neubildung von Knochensubstanz werden die Osteoblasten in die Matrix eingebettet und
dndern unter diesem Prozess ihre Funktion. Bereits in Knochensubstanz eingebettete
ehemalige Osteoblasten werden als Osteozyten bezeichnet.

Osteozyten liegen innerhalb des Knochens in so genannten Knochenzellhohlen (lacuna ossea)
und stehen iiber feine Fortsdtze miteinander in Verbindung. Sie haben im Vergleich zu
Osteoblasten eine geringere metabolische Aktivitit. Thnen wird vor allem eine Funktion als
mechanischer Sensor zugesprochen. In den Knochen eingebettet reagieren sie sehr sensitiv
auf mechanische Belastung und geben zelluldre Signale an die metabolisch aktiven Zellen an
der Knochenoberfliche und im Knochenmark weiter (Lanyon 1993, Aarden 1994). Es konnte
fiir Osteozyten jedoch auch eine Beteiligung am Phosphatstoffwechsel nachgewiesen werden
(Bonewald 2007).

Die Knochenbildung selbst beginnt mit der Produktion und Sekretion des organischen Anteils
durch stimulierte Osteoblasten. Diese primér nicht mineralisierte extrazelluldre Matrix, auch
als Osteoid bezeichnet, wird sekunddr mineralisiert. Hierzu sekretieren die Osteoblasten
Matrixvesikel mit den anorganischen Bestandteilen in den Extrazellulirraum (Anderson
2003).

Der organische Anteil der Knochensubstanz besteht zu 95% aus Kollagen und zu 5% aus
nichtkollagenen Proteinen. Wie in Abbildung 1 dargestellt exprimieren und sezernieren
Osteoblasten Kollagen bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt ihrer Differenzierung.
Knochenkollagen besteht vorwiegend aus Kollagen Typ I, ein Fibrillen formendes Kollagen
der Klasse I. Es bildet eine heterotrimere Struktur, die Tripel-Helix, aus zwei pro-ol(I)- und
einer pro-a2(I)-Polypeptidkette. Diese Tripel-Helix wird im Verlauf der Synthese durch den
Golgi-Apparat geschleust und nach weiterer Aufbereitung als Prokollagen durch Pinozytose
in den Extrazellulirraum sezerniert. Prokollagenpeptidasen-C und -N spalten hier die
terminalen Propeptide ab, worauthin die Kollagenmolekiile spontan zu Fibrillen aggregieren.
Kollagen wird entlang biomechanischer Kraftlinien angelagert und unterstiitzt auf diese
Weise die spezifischen Funktionen jedes einzelnen Knochens.

Nach der Organisation der Kollagenmolekiile beginnt die Mineralisation des Knochens. Von
Bedeutung fiir die Mineralisierung sind die nichtkollagenen Proteine wie Osteocalcin,
Alkalische Phosphatase, Osteonectin, Knochenproteoglykan, und das bone sialoprotein
(BSP), welche in unterschiedlicher Weise die Mineralisierung des Knochens initiieren und
kontrollieren.

Die Mineralisierung des Osteoids geschieht durch Einlagerung der anorganischen Substanz

aus den Matrixvesikeln, diese enthilt zu 95% Hydroxylapatit (CalO[PO4]6[OH]2) und zu 5%
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Magnesium- (Mg), Natrium- (Na), Kalium- (K), Fluor- (F) und Chlor- (CL) Salze. Hierbei
wird das Kollagenfasernetz durch Einlagerung von Hydroxylapatitkristallen zu einem
widerstandsfihigen Kristallfilz vernetzt.

Die Aktivitdt der Osteoblasten ist eng mit der Aktivitit knochenabbauender Osteoclasten
verbunden. Diese auch als coupling bezeichnete Verkniipfung bedingt einen ausgewogenen
Umbau von Knochensubstanz. Im Laufe des Lebens werden so bei einem gesunden
Erwachsenen jahrlich ungefihr 10% der Knochenmasse ersetzt.

Ursachen fiir eine Steigerung des Knochenumbaus umfassen Knochenfrakturen,
Knochenerkrankungen mit erhohtem Knochenumsatz, mechanische Belastung und
metabolische Veridnderungen, welche vor allem den Ca-Soffwechsel betreffen.

Die katabolen Knochenzellen, Osteoclasten, entstammen der Monozyten-Makrophagen-
Zelllinie und sind fiir die Knochenresorption verantwortlich. Sie befinden sich auf der
Knochenoberfliche ebenso wie in sogenannten Howship’schen Resorptionslakunen. Die
groBte Anzahl von Osteoblasten befindet sich in Gebieten starker Knochenresorption, so z.B.
in den Metaphysen der wachsenden Knochen und an Orten, an denen Reparaturvorgéinge
stattfinden. Osteoclasten sind mit 30 bis 100 um Durchmesser verhéltnismiBig grof3e,
mehrkernige Zellen, die bei gesunden Individuen iiblicherweise bis zu 10 Kerne aufweisen.
Bei pathologischen Verdnderungen der Osteoclastenfunktion, wie z.B. beim M. Paget,
konnten allerdings auch Zellen mit bis zu 100 Kernen entstehen.

Der genaue Mechanismus der Osteoclasten Aktivierung und Knochenresorption ist noch
unklar. Bekannt ist jedoch, dass die erste Phase der Resorption durch Interleukin 1 initiiert
wird (Boyce 1989). Weitere Osteoclasten stimulierende Stoffe sind Interleukin 6 (IL-6),
Tumornekrosefaktor a (TNFa), Parathormon (PTH), transforming growth factor o (TGFa)
und Vitamin D3. Als Inhibitoren der Osteoclasten Aktivitéit fungieren Calcitonin, y-Interferon
und TGFB. Zur Resorption des Knochens bilden aktivierte Osteoclasten proteolytische
Enzyme und Wasserstoffionen, welche in einen abgeschlossenen Raum zwischen
Knochenoberfliche und dem Biirstensaum der Osteoclasten freigesetzt werden und eine
Losung der Knochensubstanz bewirken.

Der Resorption von Knochensubstanz durch die Osteoclasten folgt die Phase der Reparatur, in
der Osteoblastenvorlduferzellen rekrutiert werden und den Defekt durch Bildung von
Knochensubstanz wieder ausfiillen. Die Phase der Defektfiillung dauert ungefihr 3 Monate.

(Schiebler, T 2002).
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Abbildung 1. Stadien der Osteogenen Differenzierung mit Darstellung der

Einflussfaktoren und Expression osteoblastirer Markerproteine
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1.4.3. Differenzierung von Osteoblasten
Die Differenzierung von Osteoblasten aus mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks
unterliegt einem komplexen Zusammenspiel systemischer und lokaler Einflussfaktoren,
welche iiber die Regulation verschiedener Mastergene und Signaltransduktionswege wirken
(Aubin 1998; Pittenger 1999).
Zu den wichtigsten bekannten Mastergenen der osteoblastdren Differenzierung gehoren Cbfal

(Ducy 1997, Komori 1997) und Osterix (Osx) (Nakashima 2002).

1.4.3.1. Cbfal
Cbfal oder runt related transcription factor 2 (Runx2), fiir welches noch weitere Synonyme
existieren, ist das humane Homolog zur Runt-Proteinfamilie der Drosophila (Ogawa 1993,
Levanon 1994). Die Runt-Proteine zeichnen sich durch eine 128-Aminosduren lange DNA-
Bindungsstelle, der sogenannten Runt-Doméne, aus, welche im Laufe der Evolution bis zum

Menschen konserviert wurde. Die Expression erfolgt bereits in einem sehr frithen Stadium der
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Differenzierung und vermittelt die Bildung von osteochondrogenen Vorlduferzellen im
Mesenchym (Ducy 1997, Fang und Hall 1997). Im weiteren Verlauf der Differenzierung
nimmt die Expression von Cbfal in Osteoblasten kontinuierlich zu, wohingegen die
hypertrophen Chondroblasten kaum noch Cbfal bilden. Die Expression von Cbfal bewirkt in
den osteochondrogenen Vorliduferzellen demnach eine Weiterentwicklung in Richtung der
osteoblastédren Zelllinie.

In Osteoblasten stimuliert Cbfal neben der Differenzierung auch die Bildung der
Matrixproteine Osteocalcin, Bone Sialoprotein, Kollagen 1 und Alkalische Phosphatase
(Geoffroy 1995, Banerjee 1996, Harada 1999, Ducy 2000).

Cbfal selbst wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren und Signaltransduktionswege
reguliert.

Das bone morphogenic protein-2 (BMP2), ein Mitglied der TGFB-Familie, erhoht die Cbfal
Aktivitat durch Bindung des BMP-Rezeptors 1A/1B. Infolge dieser Rezeptoraktivierung
werden sogenannte SMADs phosphoryliert. SMAD 1, SMAD 5 und SMAD 8 werden nach
Komplexbildung mit SMAD 4 in den nucleus transloziert und initiieren durch Bindung an die
Promotorregion des Cbfal Gens seine Expression (Yamamoto 1997). Uber denselben
Signaltransduktionsweg wirkt auch TGF-B selbst. BMP2 und TGF-f wirken durch die
erhohte Expression von Cbfal vor allem in der Frithphase der Knochenbildung.

Im Gegensatz hierzu konnen das Parathormon (PTH) und der fibroblast-growth-factor-2
(FGF2), zwei weitere wichtige Regulatoren des Knochenstoffwechsels, Cbfal auch direkt
durch Phosphorylierung aktivieren (Xiao 2002, Krishnan 2003).

Einen inhibitorischen Einfluss auf die Expression hat im Gegenzug dazu der tumor necrosis
factor (TNF), welcher die Ubiquitinierung iiber die Ligasen SMURF-1 und SMURF-2
vermittelt und damit den Abbau des Cbfal einleitet (Kaneki 2006).

Die ernorme Bedeutung des Cbfal fiir die osteogene Differenzierung wurde vor allem durch
die Generierung Cbfal defizienter Mause verdeutlicht. Homozygote Cbfal defiziente Méuse
entwickeln ein knorpeliges Skelett ohne den Nachweis einer Verknocherung. Sowohl die
enchondrale als auch die desmale Ossifikation bleibt aus. In der von Cbfal defizienten Tieren
gebildeten Knorpelmatrix ist zudem die Vaskularisation und die Einwanderung von MSC
gestort. Die Tiere sterben postnatal an einer Ateminsuffizienz, da bedingt durch die fehlende
Verknocherung der Rippen die Atemmechanik beeintrachtigt ist.

Bei der Untersuchung des Skeletts konnten lediglich unreife Osteoblasten nachgewiesen
werden, welche die frithen osteoblastiren Markerproteine Alkalische Phosphatase und

Osteonectin nur in sehr geringen Mengen bilden und spite Markerproteine wie Osteopontin
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und Osteocalcin gar nicht exprimieren. Eine Cbfal Defizienz ldsst demnach die osteogene
Differenzierung der MSC in einem sehr frithen Stadium arretieren (Komori 1997).

Bei heterozygoten Tieren kommt es dhnlich wie bei der Cleidocranialen Dysplasie des
Menschen zu einer unvollstindigen Verknocherung des Schidelknochens und des
Schliisselbeins (Komori 1997, Otto 1997, Lou 2009).

Die Cleidocraniale Dysplasie beim Menschen beruht auf einer heterozygoten Mutation des
Cbfal Gens auf Chromosom 6p21lund folgt einem autosomal dominantem Erbgang (Levanon
1994, Mundlos 1995). Sie zeichnet sich durch hypoplastische Claviculae, offene Fontanellen,
Zahnfehlbildungen und Kleinwuchs aus (Jarvis und Keats 1974).

Eine Uberexpression des Cbfal in Miusen fiihrt zu einer erhohten Anzahl unvollstindig
ausgereifter Osteoblasten, welche verstirkt extrazellulire Knochenmatrix produzieren. Der
Mangel an ausgereiften Osteoblasten und Osteozyten fiihrt allerdings zu einer verminderten
Organisation des gebildeten Knochens und zusammen mit einer gesteigerten Osteoclasten
Aktivitdt in der Gesamtheit zur Osteopenie und verstdrkten Briichigkeit des Knochens (Liu
2001, Geoffroy 2002). Eine gesteigerte Expression von Cbfal beeintrichtigt somit die finale

Differenzierung der Osteoblasten.

1.43.2.  Osterix

Osterix (Osx) ist neben Cbfal ein weiterer wesentlicher Transkriptionsfaktor fiir die
Steuerung osteoblastédrer Differenzierung. Nakashima et al. beschrieb 2002 erstmalig dieses
DNA bindende Protein mit C-terminalen Zink Finger Dominen. Osx wurde unabhédngig von
der Ossifikationsform in allen Knochen bildenden Zellen nachgewiesen. Obwohl bisher noch
keine direkte Interaktion zwischen Osx und Cbfal nachgewiesen werden konnte, scheint Osx
in der Differenzierungskaskade nachgeschaltet zu sein und in Form eines finalen
Differenzierungsstimulus zu wirken (Baek 2008). In Cbfal defizienten Méusen konnte keine
Expression von Osterix nachgewiesen werden, wohingegen in Osx defizienten Méiusen
sowohl die Cbfal Expression als auch die Vaskularisation und MSC Einwanderung
stattfindet, allerdings die Verknocherung der Knorpelmatrix und die Expression spiter
osteoblastdrer Markerproteine ausbleibt (Nakashima 2002).

Uber die exakten Wirkungsmechanismen und Interaktionspartner von Osx ist bisher wenig
bekannt. Osx aktivierende Eigenschaften wurden fiir den nuclear factor for activated T cells 2
(NFAT?2) beschrieben, welcher dephosphoryliert durch Calcineurin mit Osterix den Kollagen
1 Promotor aktiviert (Koga 2005). Weitere positive Regulatoren der Osx Aktivitdt sind
BMP2, der IGF-1 (Nakashima 2002, Yagi 2003, Celil 2005) und Cbfal (Nishio 2006).
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Eine Uberexpression von Osx in murinen Knochenmarksstammzellen bewirkt eine vermehrte
Expression osteoblastirer Markerproteine wie Alkalische Phosphatase, Osteopontin,

Osteocalcin und bone sialoprotein ohne die Cbfal Expression zu steigern (Tu 2006).

1.5. Signaltransduktion und LRP

Neben den oben beschriebenen Transkriptionsfaktoren existieren eine Reihe von
Signaltransduktionswegen, welche in unterschiedlicher Form die Differenzierung und
Aktivitdt der Osteoblasten beeinflussen. Unter diesen hat besonders der wingless (Wnt)/p-
Catenin Signaltransduktionsweg einen entscheidenden Einfluss auf die osteogene
Differenzierung (Westendorf 2004, Rawadi 2003, 2005).

Im Zentrum dieses Signaltransduktionsweges steht das Protein B-Catenin. Es ist im nicht
aktivierten Zustand im Zytosol an einen Abbaukomplex bestehend aus adenomatous poliposis
coli (APC), Axin und der Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3) gebunden (Kishida 1998, Hart
1998). Die Aktivierung des Signaltransduktionsweges fiihrt zur Inhibition der GSK3 und zur
Stabilisierung und Akkumulation von B-Catenin im Zytosol (Cardigan 1997, Huelsken 2002).
Nach Translokation in den Nucleus bildet B-Catenin als Kofaktor einen Komplex mit den
Transkriptionsfaktoren T cell factor und lymphoid enhancer binding factor (TCF/LEF) und
stimuliert die Expression osteoblastidrer Proteine wie z.B. Alkalische Phosphatase (Molenaar
1996, Behrens 1996, Rawadi 2003). Diese Signalkaskade wird durch Bindung von Proteinen
der Wnt-Familie an Zelloberflichenrezeptoren aktiviert. Zu den Oberflichenrezeptoren
gehoren Frizzeld (Fz) und einige Lipoproteinrezeptoren. Fz bindet Wnt-Proteine direkt, wobei
LRP 5/6 als Kofaktoren fungieren konnen (He 2004, Moon 2005, Hay 2005). Eine negative
Regulation des Signaltransduktionsweges erfolgt iiber die Familie der Frizzeld-related
proteins (SFRP) und Wnt inhibitory factorl (WIF-1) iiber eine Interaktion mit Fz, sowie durch
Bindung von Dickkopf (Dkk-1,-2,-4) an die LRP- Rezeptoren (Mao 2001, Mao 2002).

Gong et al beschrieb 2002, dass ,loss of function Mutationen des LRP5 Gens zum
osteoporosis pseodoglioma Syndrom fiihren, welche mit einer erhohten Frakturrate und einer
erniedrigten Knochendichte einhergeht. Eine Aktivititssteigerung durch “gain of function”
Mutationen resultieren in einer nachweisbaren Erhohung der Knochendichte (Boyden et al
2002, Little et al 2002). Ebenso bewirkt die Reduktion negativer Regulationsmechanismen
zum Beispiel durch LRP5/6 Mutationen, welche die Bindungsaffinitit des Rezeptors zu Dkk-
1 erniedrigt, eine Erhohung der Knochenformationsrate (Boyden et al 2002, Van Wesenbeeck

2003, Ai 2005). Bei Méusen mit erzeugter sFRP Defizienz konnte neben einer reduzierten
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Apoptoserate der Osteoblasten ebenfalls eine erhohte Knochenformationsrate nachgewiesen

werden (Bodine 2004).

1.6. ApoE und Knochen

Der Knochen ist neben der Leber maligeblich an der postprandialen Lipoproteinaufnahme
beteiligt. Obwohl diese Fiahigkeit in der Literatur hdufig nur dem Knochenmark zugesprochen
wird, wurde kiirzlich anhand von Mausmodellen gezeigt, dass neben dem Knochenmark auch
der Knochen in vivo eine erhebliche CR Aufnahmekapazitit besitzt (Niemeier 2008). Die
Aufnahme der CR in Osteoblasten erfolgt ApoE vermittelt (Lamon-Fava 1998).

Ein Grund fiir den hohen Bedarf der Osteoblasten an CR konnte neben der Versorgung mit
Lipiden in gewissem Male auch der Bedarf an Vitamin K sein. Vitamin K ist als Kofaktor an
der Carboxylierung osteoblastirer Proteine beteiligt. Newman et al hat 2002 gezeigt, dass
Vitamin K1 angereicherte CR in vitro von Osteoblasten aufgenommen werden und dadurch
eine vermehrte Carboxylierung des exprimierten Osteocalcins erreicht wird. In vitro reichert
sich Osteocalcin in den Mineralisierungszonen des Osteoids an und zeigt in seiner
carboxylierten Form eine erhohte Affinitdt zum Hydroxylapatit (Hauschka 1982, Gerstenfeld
1987). Zudem korreliert bei Frauen eine gesteigerte Serumkonzentration des
untercarboxylierten Osteocalcins im positiven Sinne mit einer erhohten Frakturrate (Szulc
1993). Die ApoE vermittelte Vitamin K Aufnahme ist demnach fiir die Knochengesundheit
von besonderer Bedeutung.

Abgesehen von dieser ,,nutritiven* Funktion scheint das ApoE allerdings auch selbst Effekte
aqauf den Knochenstoffwechsel zu haben. Eine in der Literatur recht kontrovers diskutierte
Annahme ist die Assoziation eines ApoE Genotyps, als priadisponierender Faktor, mit der
Entstehung der Osteoporose und der damit verbundenen Erhohung der Frakturrate unter
gesteigertem Substanzverlust.

Es wurde hierzu unter anderem eine klinische Studie mit 284 postmenopausalen Japanerinnen
durchgefiihrt. Die Gruppeneinteilung erfolgte geméll der Phinotypisierung nach
homozygotem oder heterozygotem ApoE 4 Genotyp und einer damit vergleichbaren Gruppe
ohne Apo €4 Allel. Die Studie ergab eine verminderte Knochendichte der lumbalen
Wirbelkorper in der Apo €4 Allel tragenden Gruppen und eine erhohte Osteocalcin
Serumkonzentration in der selbigen (Shikari 1997). Zu einem &dhnlichen Ergebnis gelangten
Kohlmeier et al bereits 1998. Hier ergab die Untersuchung von 219 Hidmodialyse Patienten
ein gehduftes Auftreten von Frakturen bei Probanten, bei welchen das Apo €4 Allel

nachgewiesen werden konnte. Schoofs et al (2004) und Zajckova et al. (2003) hingegen
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konnten in entsprechenden Studien keine eindeutige Korrelation zwischen erhdhter
Frakturrate beziehungsweise verminderter Knochendichte und dem ApoE 4 Genotyp
feststellen. Obwohl sich eine Vielzahl von Studien mit dieser Fragestellung beschiftigt haben,
sind in der Gesamtheit keine einheitlichen Ergebnisse zustande gekommen. Eine mogliche
Erkldarung wire wohlmdoglich, dass in der Vielzahl der Einflussfaktoren des Knochen sich in
vivo nur schwer einzelne Effekte untersuchen lassen.

Dass es dennoch einen ApoE abhingigen Effekt auf den Knochenstoffwechsel geben konnte
machen die Beobachtungen der Gruppe um Schilling et al. deutlich. Sie konnten nachweisen,
dass zum einen ApoE von Osteoblasten in hohem Malle exprimiert wird und zum anderen
ApoE defiziente Miuse eine erhohte Knochenformationsrate aufweisen (Schilling 2005).
Diese Beobachtung scheint im Gegensatz zur eingangs dargestellten Funktion des ApoE, als
Transportprotein von Vitamin K beladenen CR, zu stehen und macht deutlich, dass das ApoE
selbst einen negativen Effekt auf die Osteoblastenfunktion ausiibt. Ahnliche Effekte des ApoE
wurden bereits im Zusammenhang mit anderen Zellsystemen beschrieben. So hat Caruso et al.
2006 einen Isoformspezifischen inhibitorischen Effekt des ApoE auf ein Neuronenzellsystem
beschrieben, welcher iiber den Wnt/B-Catenin Signaltransduktionsweg vermittelt wird.
Ebenso wurde bereits von einem antiproliferativen Effekt durch Modulation des MAPKinase

Signaltransduktionsweges in verschiedenen Zellsystemen berichtet (Ho 2001).

24



Ziel der Arbeit

2. Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war, mit molekularbiologischen, biochemischen und zellbiologischen
Ansidtzen zu zeigen, ob ApoE im humanen und im murinen System einen moglichen
inhibitorischen Effekt auf die Differenzierung und Aktivitdat von Osteoblasten besitzt. Zudem

sollen isoformspezifische Unterschiede der einzelnen ApoE Isoformen untersucht werden.

25



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1.Material
3.1.1. Gerite

CO2-Brutschrank APT Line CB der Firma Binder GmbH
Digitalkamera IXUS 65 der Firma Canon
ELISA-Reader MRX Microplate reader der Firma Dynatech Laboratories
Elektrophoresekammer Wide Mini-Sub Cell GT der Firma BioRad
Feinwaage BP 410S der Firma Sartorius
v-Counter automatic gamma counter LKB-Wallac CliniGamma 1272 (Wallac, PerkinElmer,
USA)
Mikroskope - Lichtmikroskop CKX31 der Firma Olympus
Photometer BioPhotometer der Firma Eppendorf
Pipettierhilfe Accujet der Firma Brand
Power Supply Power PAC 200 der Firma BioRad
Schiittler Unitron der Firma Infors HAT
Sicherheitswerkbank Klasse 2 Hera Safe der Firma Heraeus
Thermocycler TS der Firma Biometra
Thermomixer compact der Firma Eppendorf
UV-Detektor mit Digitalkamera Bachhofer Laboratoriumsgerite BDA Digital Biometra
Vortexer REAX 2000 der Firma Heidolph
Wirmebad der Firma GFL
Wirmekasten der Firma Heraeus
Zihlkammer von Neubauer
Zentrifugen - Tischzentrifuge Typ 1-15 K der Firma Sigma
Laborzentrifuge Rotana TRC der Firma Hettich

3.1.2. Chemikalien
Soweit nicht anders angegeben alle Chemikalien in analytischer Reinheit Invitrogen, Merck,
Serva, Sigma
1a, 25 Dihydroxycholecalciferol der Firma Sigma
2- Mercaptophenol der Firma Serva

Albumin bovine Fraction der Firma Serva
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Alkaline Buffer Solution 1,5M der Firma Sigma-Aldrich
AntifectN liquid der Firma Schiilke Mayr

Aqua ad iniiectabilie der Firma Braun

Ascorbinsdure der Firma Merck

Collagenase Typ 1A from Clostridium histolyticum der Firma Sigma
Diethylether der Firma Roth

Dispase from Bacillus Polymyxa der Firma Invitrogen
DPBS der Firma Gibco (Invitrogen)

Ethidiumbromid der Firma Sigma

Fetal Bovine Serum Hyclone der Firma Perbio
Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz der Firma Merck
Gla-type osetocalcin EIA Kit der Firma TaKaRa
Glycerol-2-phosphate der Firma Sigma

LE Agarose der Firma SaeKem

Marker 100 bp der Firma Invitrogen

Minimum essential medium alpha-Modifizierung der Firma Sigma
Mouse Osteocalcin IRMA Kit der Firma Immutopics
NucleoSpin RNA II der Firma Machrey-Nagel
Penicillin/Streptomycin der Firma Invitrogen

Phosphatase Substrate der Firma Sigma-Aldrich
P-Nitrophenol Standard Solution der Firma Sigma-Aldrich
p-Phenylendiamin (PPD) der Firma Merck
Undercaboxylated Osteocalcin EIA Kit der Firma TaKaRa

PCR-Reagenzien:

PCR-Primer der Firma MWG-Biotech AG

GAPDH: 452 bp

for 5°-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3%; rev 5°-TTC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3°
Collagen Typel: 599 bp

for 5°-TGA CGA GAC CAA GAA CTG-37; rev 5°-CCA TCC AAA CCA CTG AAA CC-3°
Osteocalcin: 310 bp

for 5°-CAT GAG AGC CCT CAC-3%; rev 5°-AGA GCG ACA CCC TAG AC-3°

Alkalische Phophatase: 475 bp

for 5°-ACG TGG CTA AGA ATG TCA TC-3"; rev 5°-CTG GTA GGC GAT GTC CTT A-3°
10x PCR Buffer der Firma Invitrogen
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MgCl, 50mM der Firma Invitrogen
dNTP's der Firma Invitrogen

Taq Polymerase der Firma Invitrogen

3.1.3. Zelllinie
Tert 20 (MK Justensen 2002 nature biotech)
PriméreOB aus ApoE ko Mauslinie

3.1.4. Mauslinie
ApoE defiziente Miuse und Wildtypméause der Linie C57bl6 (Jackson)

3.2.Methoden

3.2.1. Serumanalysen ApoE defizienter Miuse

3.2.1.1.  Blutentnahme und Serumgewinnung

Die Blutentnahmen erfolgten aufgrund der zirkadianen Rhythmik des Osteocalcins zu
denselben Tageszeiten.

Die Miuse wurden mit einer intraperitonealen Injektion von 150 bis 200ul Narkoselosung
bestehend aus Ketanest und Rompun schlafen gelegt. Die Losung wurde aus Iml Rompun
[2%], 2,3ml Ketanest [100mg/ml] und 10ml NaCL-Losung hergestellt. Das Blut wurde nach
Eroffnung des Thorax mit Hilfe einer Spritze aus dem linken Herzventrikel entnommen. Nach
einer Gerinnungszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Blutproben bei 10.000
RPM in der Zentrifuge fiir 10 Minuten abgesert. Das erhaltene Serum wurde dann bis zur

Weiterverarbeitung bei —80°C gelagert.

3.2.1.2.  Bestimmung der Osteocalcin Serumkonzentration

Die Osteocalcin Messung erfolgte mit Hilfe des Mouse Osteocalcin IRMA-Kits der Firma
Immutopics.

Den Herstellerangaben entsprechend wurden die Serumproben in einem Verhiltnis von 1:11
mit der enthaltenen sample diluent- Losung verdiinnt. 25ul dieser Probenlosung wurden
anschlieBend mit 200ul der Jod-125 markierten ZweitantikOrperlosung in einem
Gammacounterrohrchen vermischt. Nach Zugabe der Antikdrper beschichteten Beats folgte
eine Inkubationszeit von 18-21h bei Raumtemperatur auf einem Schiittler bei leichter

Rotation.
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden alle Proben jeweils drei Mal mit je 2ml
Waschlosung gewaschen. Die Messung der Radioaktivitit erfolgte im Gammacounter mit
einer Messzeit von 1 min/Probe. Die endgiiltigen Probenkonzentrationen konnten

anschlieBfend anhand der im Kit enthaltenen Osteocalcin Standardreihe ermittelt werden.

3.2.1.3.  Bestimmung der Alkalischen Phosphatase Aktivitit im Serum

Die Alkalische Phosphatase Aktivitit im Serum wurde anhand des Umsatzes von para-
nitrophenol- phosphat (Sigma) als Substrat zu para-nitrophenol bestimmt.

Hierzu wurden anlehnend an die Herstellerangaben zunichst 40mg paranitrophenolphosphat
(Sigma) in 10 ml destilliertem Wasser gelost und anschlieBend mit der Alkaline Buffer
Solution (Sigma;2-Amino-2mathyl-1propanol,1,5mol/l,ph10,3) in einem Verhéltnis von 1:2
vermischt. Die Substratlosung wurde im Wasserbad auf 37°C erwirmt. Sul Serum wurden mit
50ul der vorbereiteten Substratlosung fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von
0,5ml 0,05M NaOH wurden 250 ul in eine Mikrotiterplatte tiberfiihrt und im Photometer bei
405nm gemessen. Die entsprechende Standardreihe wurde mit p-nitrophenol (Sigma) erstellt.
Die Aktivitit wurde nach den Angaben des Herstellers in Sigma Units /ml angegeben, wobei

1 Sigma Unit einem Umsatz von 1uMol p-nitrophenol /h entspricht.

3.2.1.4.  Gesamtcholesterin Bestimmung im Serum
Zur Bestimmung der Gesamtcholesterin Konzentration im Serum wurden die Serumproben
zunédchst mit PBS in einem Verhiltnis von 1:50 verdiinnt. 100 pl dieser Probenldsung wurden
anschlieBend in eine 96 Well Platte iiberfiihrt und mit 200ul Cholesterin Reagenz
(Cholesterin CHOD-PAP) der Firma Roche versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 15 min.
bei 37°C wurden die Extinktionen im Photometer bei einer Wellenlinge von 540 nm
bestimmt. Die endgiiltigen Konzentrationen wurden anhand der mitgefiihrten Standardreihe

aus Precipath L der Firma Roche ermittelt.

3.2.2. Untersuchung primérer Osteoblasten aus ApoE defizienten Miusen

3.2.2.1.  Isolierung primirer Osteoblasten und Kultivierung
Zur Isolierung von primédren Osteoblasten wurden drei bis vier Tage Alte Neugeborene aus
der ApoE defizienten Mauslinie verwendet.
Die Jungtiere wurden zunidchst in einem Becherglas mit verdampfendem Diethyldthter

schlafen gelegt und anschlieBend in einem Bad aus Antifect-Losung desinfiziert.
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Die Osteoblasten wurden aus den Calvarien gewonnen, wobei lediglich die beiden an der
Lingsnaht liegenden parietalen Kalottenanteile verwendet wurden. Die Priparation der
Schidelplatten erfolgte unter der sterilen Werkbank. Nachdem Blut und Geweberiickstidnde
vorsichtig entfernt wurden, wurden die Calvarien bis zum darauf folgenden Verdau in einem
Falcon mit 50ml PBS auf Eis gelagert. Fiir den Verdau wurde eine Digestionslosung aus 50ml
o-MEM Medium mit 50mg Kollagenase Typ 1A (Sigma) und 100mg Dispase 2 (Roche)
hergestellt. Nach der sterilen Filtration mit Spritzenaufsatzfiltern (Porengrofe von 0,2um)
wurde das Digestionsmedium im Wasserbad auf 37°C erwéarmt.

Zu Beginn der Digestionsschritte wurde zunédchst das PBS abgesaugt und die Calvarien mit
10ml des erwédrmten Digestionsmediums iibergossen. Das Falcon wurde anschliefend im
Orbitalshaker bei 37°C und 180 RPM fiir 10 Minuten geschiittelt. Der Uberstand wurde bei
den ersten zwei Durchliufen verworfen, so dass nur in den letzten drei die Uberstinde
gesammelt wurden. Nach insgesamt fiinf Durchlaufen von je zehn Minuten wurde die
gesammelte Zellsuspension iiber einen Cellstrainer (0,45um) gefiltert und bei 1300RPM
(Rotanta) fiir 5 Minuten abzentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde je nach erwarteter
Zellzahl in einem oder zwei ml Zellkulturmedium (o-MEM mit 10% FBS und 1% PS)
resuspendiert und anschlieBend die Zellzahl in einer Neubauerzihlkammer bestimmt.

Je nach Experiment wurden die Zellen Wahlweise auf 6-well oder 12-well Zellkulturplatten
mit einer Zelldichte von 7500 Zellen/ cm? aus gesetzt, wobei das Medium erst nach 24h und
im weiteren alle drei Tage erneuert wurde. Die Zellen wurden in 1ml Medium auf 12-well
Platten und in 2ml Medium auf 6-well Platten im Zellinkubator bei 37°C und 5% CO2
kultiviert. Sobald die kultivierten Zellen eine Konfluenz von circa 80% erreicht hatten (nach
etwa drei bis vier Tage), wurde die Mineralisierung durch Anreicherung des Mediums mit
10mM B-Glycerophosphat (Sigma) und 0,01mg/ml Ascorbat (Merck) eingeleitet. Die
Mineralisierung erstreckte sich iiber einen Zeitraum von 30 Tage, wobei im Abstand von drei
Tagen das Induktionsmedium erneuert wurde. Das Ernten der Zellen und die Sammlung der
Zellkulturiiberstande erfolgte im Abstand von sechs Tagen (d0, d6, d12, d18, d24, d30). Die
Probe an d0 wurde in Medium ohne Mineralisierungszusitze kultiviert und bereits nach drei

Tagen geerntet. Die Lagerung der Proben erfolgte bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C.
3.2.2.2.  Osteocalcin Konzentration im Zellkulturiiberstand

Zur Bestimmung der Osteocalcin Konzentration wurde ebenfalls der Mouse Osteocalcin

IRMA-Kit der Firma Immutopics verwendet.
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Um zu gewihrleisten, dass die Proben im messbaren Bereich bleiben, wurden die Proben an
dO und d6 unverdiinnt, an d12 Probe 1:2 und die Proben an d18 bis d30 in einem Verhéltnis
von 1:4 mit der im Kit enthaltenen Verdiinnungslésung vermischt und der Herstelleranleitung
folgend gemessen.

Die endgiiltige Osteocalcin Konzentration wurde anhand der mitgefithrten Osteocalcin
Standardreihe rechnerisch ermittelt.

Die Bestimmung des Anteils an untercarboxyliertem und carboxyliertem Osteocalcin von der
Gesamtmenge erfolgte Mittels Hydroxyapatit Waschung. Bei dieser Methode wird die
erhohte Bindungsaffinitiit des carboxylierten Osteocalcins zum Hydroxyapatit ausgenutzt, so
dass wihrend einer Inkubation mit Hydroxylapatit Kristallen das carboxylierte Osteocalcin
aus dem Medium gebunden wird und im Uberstand das untercarboxylierte Osteocalcin
bestimmt werden kann. Hierzu wurden 100u des zu messenden Zellkulturiiberstandes im
Verhiltnis von 1:2 mit einer Hydroxylapatit Losung der Firma Sigma in einer Konzentration
von Sug/ul vermischt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Suspension fiir 60 Minuten
bei 4°C auf einem end over end rotator bei gleichmifBiger Rotation. Nach der Inkubation
wurde der Hydroxyapatit Anteil der Suspension in einer Tischzentrifuge fiir 2 Minuten bei
10.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand, welcher nach der Inkubation mit dem
Hydroxyapatit das untercarboxylierte Osteocalcin enthilt, wurde vorsichtig abgenommen und
wie Eingangs beschrieben in dem Osteocalcin IRMA-Kit vermessen. Der Anteil an
carboxyliertem Osteocalcin wurde rechnerisch als Differenz des untercarboxylierten zum

Gesamtosteocalcin bestimmt.

3.2.2.3.  Alkalische Phosphatase Aktivitit im Zellkulturiiberstand

Zur Messung der Alkalischen Phosphatase Aktivitit im Zellkulturiiberstand wurde die
Herstelleranleitung in leicht abgewandelter Form angewendet.

10ul des Zellkulturiiberstandes wurden mit 50ul Substratlosung, bestehend aus para-
nitrophenolphosphat und Alkaline Buffer Solution im Verhiltnis 1:2, fiir 30 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 0,5ml 0,05N NaOH Losung gestoppt. 250ul der
Messlosung wurden anschlieBend in einer Mikrotiterplatte im Photometer bei einer
Wellenldnge von 405nm gemessen. Die Aktivitdtsbestimmung erfolgte anhand des von dem
Hersteller angegebenen Standardverdiinnungsschemas von para-nitrophenol (Sigma). Die
Aktivitat wurde anlehnend an die Herstellerangaben in Sigma Units /ml angegeben, wobei 1

Sigma Unit einem Umsatz von 1uMol p-nitrophenol /h entspricht.
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3.2.3. In vitro Experimente mit humanen Mesenchymalen Stammzellen

3.2.3.1.  hMSC Tert20 Differenzierung und ApoE Induktion

Fiir die im Folgenden beschriebenen in vitro Experimente wurden humane Mesenchymale
Stammzellen (hMSC) verwendet, welche durch retrovirale Transfektion der katalytischen
Untereinheit von Telomerase immortalisiert wurden (hMSC-Tert). Die Zellen zeichnen sich
durch eine weitgehend einheitliche Morphologie und einem normalen Karyotyp aus, welcher
in Kultur keine Malignititszeichen aufweist (Simonsen 2002). Die Zellen wurden in DMEM
mit 10% FCS (GIBCO) und 1% Streptomycin/ Penicillin bei 37°C und 5% CO2 kultiviert.
Die Experimente fiir die Supplementierung mit den rekombinanten ApoE Isoformen wurden
nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Es wurden fiir jeden Datenpunkt jeweils drei Wells einer 6-well Zellkulturplatte mit einer
Zelldichte von 2000 Zellen/cm? angesetzt.

Nach 24h wurden die Zellen mit PBS gewaschen und die osteoblastédre Differenzierung durch
Zugabe von 10 nM 1,25-Dihydroxycholecalciferol in 2ml DMEM Medium eingeleitet. Die
Differenzierung erfolgte insgesamt iiber einen Zeitraum von 6 Tagen. Die Datenpunkte
umfassten d0, welcher als Basalwert ohne Vitamin D3 kultiviert wurde, d6 mit der
endgiiltigen Differenzierung unter Vitamin D3 fiir 6 Tage und einen Datenpunkt an d6 fiir die
jede der drei ApoE Isoformen. Die Zugabe der rekombinanten ApoE Isoformen, ApoE 2, E 3,
E 4) erfolgte fiir die letzten 48h der Differenzierung (ab d4) in einer Konzentration von [10
pg/ml] pro Isoform in 1ml Medium.

An Tag 6 wurden die Uberstinde gesammelt, die Zellen geerntet und in der Kiihlzentrifuge
bei 2500 RPM und 4°C sedimentiert. Jeweils drei Proben der Zellkulturiiberstinde und der

Zellpellets wurden fiir jeden Datenpunkt vereinigt und anschlieBend bei —20°C gelagert.

3.2.3.2. mRNA Isolation und cDNA Synthese

Die mRNA wurde aus einem Well einer 6-Wellplatte fiir jeden Datenpunkt mit dem
NucleoSpin RNA II-Kit der Firma Machery-Nagel isoliert.

Zur c-DNA Synthese wurde 1ul der erhaltenen mRNA Losung mit 1ul oligo dT, 1ul RNAse
Inhibitor und 2ul sterilem Wasser in einem Thermoblock fiir 10 Minuten bei 70°C erhitzt und
anschlieBend auf Eis gelegt. Die Proben wurden nach Abkiihlung kurz anzentrifugiert.

Indem darauf folgenden Schritt wurden der Losung 4ul [5x] first strand buffer (Invitrogen),
2ul 0,1M DTT, 1ul dNTP-Mix mit einer Konzentration von [10mM/dNTP], 7ul steriles
Wasser und 1yl MMLV zugegeben. Die Erhaltene Losung wurde kurz durchmischt und
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anschliefend im Heizblock fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Zur Messung der cDNA
Konzentration wurden 2ul der cDNA Losung mit sterilem Wasser in einem Verhiltnis von
1:100 verdiinnt und in dem Tischphotometer vermessen. Alle Proben wurden im Anschluss
mit Wasser im entsprechenden Verhiltnis auf eine Konzentration von lug/ul c-DNA

verdiinnt um in die PCR einzugehen.

3.2.3.3.  RT-PCR und Agarosegelelektrophorese

Die RT-PCR wurde mit spezifischen Primern fiir Osteocalcin (OCN), Alkalische Phosphatase
(ALP), Kollagenl (Coll) als Differenzierungsmarker und GAPDH als Ladekontrolle
durchgefiihrt. Folgendes Pipettierschema wurde hierfiir angewendet:

Iug Template [1pg/ul]
+ 2,5ul 10x PCR-Puffer (Invitrogen)
+ 1ul MgC12 [SOmM]
+ 1ul ANTP's [10mM] (Invitrogen)
+ 17ul steriles Wasser
+ 1ul Primer for [20pmol]
+ 1 pl Primer rev [20pmol]
+ 0,5ul Tag-Polymerase (Invitrogen)
Fiir giinstige Reaktionsbedingungen sorgte anschlieBend der Thermocycler mit folgenden
Programmen fiir die einzelnen Primer:
GAPDH /OCN:
Smin 95°C
30 sec. 95°C mit 40 Zyklen
30 sec. 65°C
30 sec. 72°C
7min 72°C
ALP/ COLI1:
Smin 95°C
30 sec. 95°C mit 40 Zyklen
30 sec. 60°C
60 sec. 72°C
7min 72°C
Von den PCR Produkten wurden unterschiedliche Mengen (GAPDH 6ul, ALP 15ul, OCN

10ul und Coll 10ul) mit 6x Loading Dye (Fermentas) versetzt und auf ein 1,5%iges Agarose
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Gel aufgetragen. Als Groflenmarker wurde der DNA Ladder-Mix der Firma Fermentas
verwendet. Die Auftrennung erfolgte in TBE Puffer mittels Elektrophoresekammer bei
120mA fiir circa 1h. Nachfolgend wurden die Produkte durch eine Ethidiumbromid-Farbung
[0,3%0] dargestellt und auf einem UV-Tisch mit Digitalkamera dokumentiert.

3.2.3.4.  Gesamtzellprotein Isolation und Protein Bestimmung
Fiir die Gesamtzellprotein Isolation wurden die Zellpellets in 50nM Tris, ph8.0, 2mM CaCl
und 1% TritonX100 lysiert und in einer Eppendorf Tischzentrifuge 5 Minuten bei 4000 RPM
sedimentiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde nachfolgend bei —20°C aufbewahrt.
Die Bestimmung des Gesamtzellproteins und des Proteingehaltes im Zellkulturiiberstand
erfolgte nach der Methode von Lowry (Lowry 1951).
Eingesetzt wurden hierbei jeweils 2ul der Zellprotein Losung und Sul des Kulturiiberstandes.
Die Proben wurden mit 0,IN NaOH Losung auf 100ul aufgefiillt, mit 1ml Lowry-Losung
vermischt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 100ul 1:2
mit Bidest verdiinntes Folinreagenz hinzugefiigt und der Ansatz fiir 30 Minuten Dunkel
gestellt. Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte in einem Volumen von 300ul Probe
in einer 96-well Platte im Photometer bei einer Wellenldnge von 760nm. Zur Erstellung einer
Standardkurve wurde eine Verdiinnungsreihe aus Bovine Albumin (Perbio) mitgefiihrt. Diese
ermoglichte im Anschluss die Kalkulation der Proteinkonzentration Anhand der bekannten

Albumin Konzentration.

3.2.3.5.  Gla-/ Glu-Osteocalcin Bestimmung
Die OCN Konzentration wurde durch getrennte Messung des untercarboxylierten und
carboxylierten Osteocalcins mit einem jeweils spezifischen Elisa-Kit der Firma TaKaRa
bestimmt. Fiir die Messung sind 100ul Gesamtzellprotein [0,5mg/ml] und selbiges Volumen
an Zellkulturiiberstand mit einer Vorverdiinnung von 1:10 eingesetzt worden. Die
photometrische Messung erfolgte bei 450nm. Aus den erhaltenen Werten wurde nachtréglich

die Gesamt OCN Menge errechnet.
3.2.3.6.  Bestimmung der Alkalischen Phosphatase Aktivitét

Die Bestimmung der Alkalischen Phosphatase Aktivitiat wurde analog zu den Messungen aus

dem Experiment mit den priméren Osteoblasten durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1.Effekt der Isoformen ApoE 2, ApoE 3 und ApoE 4 auf die osteogene

Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen

Einige klinische Studien zeigen, dass der ApoE 4 Genotyp mit einer erhohten Frakturrate und
vor allem einer Abnahme der Knochendichte einhergeht (Shiraki 1997, Sanada 1998,
Kohlmeier 1999, Cauley 1999, Johnston 1999, Salomone 2000, Plujim 2002, Dieck 2002).

Eine Abnahme der Knochendichte kann unterschiedliche Ursachen haben. Sie kann z.B. aus
einer erniedrigten Osteoblastenaktivitidt resultieren. Um zu untersuchen, ob das ApoE einen
negativen Effekt auf die Differenzierung und Aktivitidt von Osteoblasten ausiibt und ob dieser
potentielle Effekt Isoform abhéngig ist, wurden die nachfolgenden Experimente durchgefiihrt.
Die immortalisierte humane mesenchymale Knochenmarksstammzelllinie hMSC-Tert20
wurde durch Zugabe von 1la-,25-Dihydroxycholecalciferol (Vitamin D3) fiir sechs Tage
osteogen differenziert (Simonsen 2002). Ab dem vierten Tag der Differenzierung (d4) wurden
dem Medium fiir die letzten 48 Stunden rekombinante ApoE Isoformen E 2, E 3 oder E 4 in
einer Konzentration von 10 pg/ml zugesetzt. Als Kontrolle wurden Zellen unter identischen

Bedingungen, aber ohne ApoE Zugabe kultiviert.

4.1.1. Effekt von ApoE Isoformen auf mRNA Expression osteogener
Differenzierungsmarker

Die osteogene Differenzierung wurde mittels RT-PCR durch die gesteigerte Expression
osteogener Marker wie Coll, Alkalischer Phosphatase und Osteocalcin von Tag 0 (dO) bis
Tag 6 (d6) der Differenzierung nachgewiesen (Owen 1990). Als Ladekontrolle auf den
Agarosegelen der PCR-Produkte wurde GAPDH verwendet. Die Experimente wurden drei
Mal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.
In Abbildung 2 ist fiir jedes untersuchte Gen exemplarisch jeweils ein Gel abgebildet. Coll
wird als frither osteogener Marker bereits an dO der Differenzierung im Vergleich zu d6 in
relativ hohem MaBe exprimiert. Hier ist keine eindeutige Verminderung durch ApoE zu
erkennen.
Die mRNA Expression der spiteren osteogenen Differenzierungsmarker wie Osteocalcin und
Alkalische Phosphatase werden im Verlauf der sechs Tage deutlich gesteigert. Sie werden
durch die Zugabe der rekombinanten ApoE Isoformen unterschiedlich stark inhibiert. Die

Osteocalcin Expression steigt von d0 (ganz links) nach d6 (ganz rechts) deutlich an.
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Rekombinantes ApoE 2 und E 3 bewirken an d6 eine leichte Inhibition. Bei ApoE 4 ist der
inhibitorische Effekt eindeutig am stirksten ausgepragt.

In dhnlicher Weise wird die Alkalische Phosphatase Expression beeinflusst. Im Gegensatz zu
den differenzierten Kontrollzellen an d6, ist bei den mit ApoE 4 inkubierten Zellen kein

Signal und bei ApoE 2 und E 3 Inkubation an d6 lediglich ein schwaches Signal zu erkennen.

GAPDH
COL1
OCN
ALP
Vit. D3 - + + + +
ApoE - E2 E3 E4 -
Abbildung 2

RT-PCR der osteogenen Differenzierungsmarker: Coll, Osteocalcin und Alkalische Phosphatase
hMSC-Tert20 Zellen vor (ohne Vit. D3= d0) und nach osteogener Differenzierung mit Vitamin D3 fiir 6 Tage
(d6). Inkubation mit der ApoE 2, E 3 oder E 4 jeweils [10pg/ml] fiir die letzten 48 h der Differenzierung. Die

Abbildung zeigt jeweils ein exemplarisches Gel von insgesamt 3 Wiederholungen.

4.1.2. ApoE Effekt auf die Proteinexpression osteogener Differenzierungsmarker
Nachfolgend wurde untersucht inwiefern sich der auf mRNA Ebene beobachtete Effekt der
ApoE Isoformen in der Proteinexpression widerspiegelt. Dazu wurden im gleichen
experimentellen Ansatz die Alkalische Phosphatase Aktivitidt und die Konzentrationen von
untercarboxyliertem bzw. carboxyliertem Osteocalcin bestimmt. Die Abbildungen 2 bis 6
zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen aus jeweils acht unabhidngigen Experimenten,
wobei jeder einzelne Datenpunkt pro Experiment in Doppelwerten gemessen wurde. Die
Konzentrationen von untercarboxyliertem (glu-OCN) und carboxyliertem (gla-OCN)
Osteocalcin wurden aus Gesamtzellprotein und im Medium gemessen. Die Gesamtosteocalcin
Konzentration wurde nachtridglich rechnerisch bestimmt.

Abbildung 3 zeigt die intrazellulire Osteocalcin Konzentration nach osteogener
Differenzierung (d6) und im Vergleich dazu die Kulturen, welche im Verlauf der
Differenzierung fiir die letzten 48 h mit rekombinantem ApoE 2, E 3, oder E 4 in einer
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Konzentration von 10ug/ml inkubiert wurden. Die intrazelluldr gemessene Osteocalcin
Konzentration wurde auf das entsprechende Gesamtzellprotein (GZP) normiert und ist in ng
Osteocalcin pro mg GZP dargestellt.

Es zeigt sich intrazelluldr eine unterschiedlich starke Inhibition der Proteinexpression durch
die ApoE Isoformen. Nach der Differenzierung erfolgte eine signifikante Steigerung der
Osteocalcin Konzentration von 14,2 (+/- 5,4) ng/mg GZP an dO (weiler Balken) auf 25,3 (+/-
5,7) ng/mg GZP an d6 (grauer Balken). Eine signifikante Reduktion bewirkte die Zugabe von
ApoE 4 (blauer Balken) auf Werte um 17,0 (+/- 5,3) ng/mg GZP (p= 0,01). Die Werte fiir
ApoE 2 (roter Balken) und E 3 (griiner Balken) liegen im Mittel etwa in der gleichen
GroBenordnung, fiir ApoE 2 bei 18,5 (+/- 5,5) ng/mg GZP (p=0,04) und fiir E 3 bei 18,2 (+/-
5,6) ng/mg GZP (p= 0,03).
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Abbildung 3

Intrazelluléire Osteocalcin Konzentration nach osteogener Differenzierung und unter Einfluss der
Isoformen ApoE 2, E3und E 4

Inkubation von hMSC-Tert20 Zellen fiir 48 h mit jeweils 10 ug/ml ApoE 2, E 3 und E 4 nach osteogener
Differenzierung mit Vitamin D3 fiir 6 Tage. Osteocalcin Konzentrationen sind jeweils auf das Gesamtzellprotein
normiert und in ng Osteocalcin pro mg GZP dargestellt. Mittelwerte mit Standardabweichung aus acht
unabhiingigen Experimenten mit je einem Pool aus 3 Wells in Doppelwerten gemessen. Das Signifikanzniveau

wurde mittels Student’s T-test bestimmt: * p< 0,05, ** p < 0,01, *** p< 0,005

Im selben experimentellen Ansatz wurde zudem der Carboxylierungsgrad des Osteocalcins
bestimmt. Der Carboxylierungsgrad spielt eine Rolle in der Regulation der

Knochenmineralisierung. Diese Messung dient der Verifizierung eines transkriptionell
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inhibitorischen Effektes durch das ApoE. Da eine Inhibition der Osteocalcin Expression mit
erniedrigten  intrazelluldren Konzentrationen von untercarboxyliertem Osteocalcin
einhergehen wiirde.

In Abbildung 4 sind die intrazelluldr gemessenen Konzentrationen von untercarboxyliertem
(schraffierte Balken) und carboxyliertem Osteocalcin (gefiillte Balken) nebeneinander
aufgetragen. Fiir das untercarboxylierte Osteocalcin ist von dO (weille Balken) nach d6 eine
Steigerung von 6,6 (+/- 4,6) ng/mg GZP auf 15,9 (+/- 5,6) ng/mg GZP an d6 zu erkennen. Die
Konzentrationen des carboxylierten Osteocalcins an diesen Differenzierungszeitpunkten
zeigen keinen signifikanten Unterschied. Ebenso ist an d6 (graue Balken) die Konzentration
von untercarboxyliertem Osteocalcin mit 15,9 (+/- 5,6) ng/mg GZP (schraffiert) deutlich
hoher als die des carboxylierten Osteocalcins mit 9,4 (+/- 3,0) ng/mg GZP (gefiillt). Im
Vergleich dazu sind bei den ApoE induzierten Zellen die Verhiltnisse umgekehrt. Die
Konzentrationen des carboxylierten Osteocalcins sind fiir die drei Isoformen (gefiillte Balken)
ApoE 2 (rot), E 3 (griin) und E 4 (blau) im Mittel nur geringgradig hoher als die der
Kontrollgruppe ohne ApoE (d6= grauer Balken). Trotzt der relativ groflen
Standardabweichung ldsst sich im Gegensatz dazu eine deutliche Reduktion der
Konzentration von untercarboxyliertem Osteocalcin feststellen. Die Kontrollgruppe ohne
ApoE weist hier nach 6 Tagen der Differenzierung im Mittel eine Konzentration um 15,9 (+/-
5,6) ng/mg GZP auf (grau-schraffiert). Durch Zugabe von ApoE 4 (blau-schraffiert) wird die
Konzentration des untercarboxylierten Osteocalcins unter sonst identischen Bedingungen auf
7,1 (+/- 5,2) ng/mg GZP reduziert. ApoE 2 mit 8,4 (+/- 4,6) ng/mg GZP (rot-schraffiert) und
ApoE 3 mit 8,0 (+/- 5,2) ng/mg GZP (griin-schraffiert) weisen etwas hohere Konzentrationen

auf, sind aber im Vergleich zur Kontrollgruppe an d6 deutlich erniedrigt.
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Abbildung 4

Intrazellulire Konzentration von untercarboxyliertem (glu-OCN) und carboxyliertem (gla-OCN)
Osteocalcin nach osteogener Differenzierung und unter Einfluss der Isoformen ApoE 2,E 3 und E 4
Inkubation von hMSC-Tert20 Zellen fiir 48 h mit jeweils 10 pg/ml ApoE 2,E 3 und E 4 nach osteogener
Differenzierung mit Vitamin D3 fiir insgesamt 6 Tage. Die Konzentrationen des gla-OCN (gefiillte Balken) und
glu-OCN (schraffierte Balken) sind jeweils auf das Gesamtzellprotein normiert und in ng Osteocalcin pro mg
GZP dargestellt. Mittelwerte mit Standardabweichung aus acht unabhéngigen Experimenten mit je einem Pool
aus 3 Wells in Doppelwerten gemessen. Das Signifikanzniveau wurde mittels Student’s T-test bestimmt: n.s.=

nicht signifikant, * p< 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005

Im nichsten Schritt wurde die extrazellulire Osteocalcin Konzentration im
Zellkulturiiberstand bestimmt. Diese gibt einen Hinweis darauf wie viel des exprimierten
Osteocalcins  letztendlich in  den  Extrazellulirraum  gelangt und dort zur
Knochenmineralisierung beitragen konnte.

Abbildung 5 zeigt nach einer Differenzierung von sechs Tagen mit Vitamin D3 die
Gesamtosteocalcin Konzentration. Sie betrdgt im Mittel an dO 34,1 (+/- 4,5) ng/ml Medium
(weiBBer Balken) und 47,6 (+/- 9,9) ng/ml Medium (grauer Balken). Durch die Inkubation mit
ApoE 4 (blauer Balken) sinkt die Osteocalcin Konzentration nach der Differenzierung auf
34,7 (+/- 3,9) ng/ml Medium (p= 0,01). Die mit ApoE 2 inkubierten Kulturen bildeten im
Mittel 35,9 (+/- 6,9) ng OCN/ml Medium (roter Balken) (p= 0,023) und mit ApoE 3 40,2 (+/-
6,3) ng OCN/ml Medium (griiner Balken) (p=0,12).
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Abbildung 5

Extrazellulidre Osteocalcin Konzentration nach osteogener Differenzierung und unter Einfluss der
Isoformen ApoE 2, E3 und E 4

Inkubation von hMSC-Tert20 Zellen fiir 48 h mit jeweils 10 ug/ml ApoE 2, E 3 und E 4 nach osteogener
Differenzierung mit Vitamin D3 fiir 6 Tage. Mittelwerte mit Standardabweichung aus acht unabhingigen
Experimenten mit je einem Pool aus 3 Wells in Doppelwerten gemessen. Das Signifikanzniveau wurde mittels

Student’s T-test bestimmt: n.s.= nicht signifikant, * p< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005

Auch im Medium wurde das Carboxylierungsverhiltnis bestimmt. Abbildung 6 zeigt die
Konzentrationen des untercarboxylierten Osteocalcins (schraffierte Balken) und
carboxylierten Osteocalcins (gefiillte Balken). Im Medium steigt die Konzentration des
untercarboxylierten Osteocalcins nach 6 Tagen Differenzierung von 10,3 (+/- 3,3) ng/ml
Medium an dO (weiB3) auf 19,0 (+/- 6,3) ng/ml Medium an d6 (grau) (p=0,006). Im Gegensatz
hierzu weist das carboxylierte Osteocalcin, wie bereits intrazelluldr beobachtet, keine
signifikanten Unterschiede zwischen diesen beiden Differenzierungszeitpunkten auf. Jedoch
ist im Extrazelluldrraum die Konzentration des carboxylierten Osteocalcins mit 28,6 (+/- 7,1)
ng/ml Medium deutlich hoher als die des untercarboxylierten Osteocalcins. Eine signifikante
Reduktion des carboxylierten Osteocalcins auf 22,6 (+/- 2,2) ng/ml Medium wird lediglich
durch das ApoE 4 erreicht (p=0,05). Sowohl ApoE 2 als auch ApoE 3 zeigen keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zum Tag 6 der Differenzierung ohne ApoE.

Die Konzentration des untercarboxylierten Osteocalcins sinkt durch die ApoE 4 (blau-
schraffiert) Inkubation signifikant auf 12,1 (+/- 3,6) ng/ml Medium (p=0,02). Die beiden
Isoformen ApoE 2 (rot-schraffiert) und ApoE 3 (griin-schraffiert) fithren zu keiner
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signifikanten Reduktion der Konzentration des untercarboxylierten Osteocalcins im

Extrazellularraum.

*

n.s. |

35, - N ,L n.s.

30. 1 . n.s. |
5. | 1 | % Jf

4

(@)

o)

&

(@)]

2 s |
=)

4

(@)

Q¢

=23 )

08 |

S s 20.

c E

_52 15, 1

Ik} 1

£3 10.

N2 5 -

(@]

X

[)) 0 ) ] L L 1 T T T

S d0 d6 d6 d6 d6 d0 d6 de6 d6 d6
% +E2 +E3 +E4 +E2 +E3 +E4
o

n glu-OCN gla-OCN

Abbildung 6

Extrazellulire Konzentration von untercarboxyliertem (glu-OCN) und carboxyliertem Osteocalcin (gla-
OCN) nach osteogener Differenzierung und unter Einfluss der ApoE Isoformen ApoE 2, E 3und E 4
Inkubation von hMSC-Tert20 Zellen fiir 48 h mit jeweils 10 ug/ml ApoE 2, E 3 und E 4 nach osteogener
Differenzierung mit Vitamin D3 fiir 6 Tage. Dargestellt sind die Konzentrationen von glu-OCN (schraffierte
Balken) und gla-OCN (gefiillte Balken) in ng Osteocalcin pro ml Medium. Mittelwerte mit Standardabweichung
ergeben sich aus acht unabhidngigen Experimenten, wobei jede probe aus einem Pool von 3 Wells besteht und in
Doppelwerten gemessen wurde. Das Signifikanzniveau wurde mittels Student’s T-test bestimmt: n.s. = nicht

signifikant, * p< 0,05, ** p < 0,01

Als weiterer Marker osteogener Differenzierung wurde in denselben Experimenten die
Alkalische Phosphatase Aktivitit im Zellkulturiiberstand bestimmt. In Abbildung 7 ist die
extrazelluldre Alkalische Phosphatase Aktivitdt nach einer Differenzierung von 6 Tagen
(grauer Balken= d6) und im Vergleich hierzu die Kulturen, welche fiir den Zeitraum der
letzen 48 h mit den ApoE Isoformen ApoE 2 (rot), E 3 (griin) und E 4 (blau) inkubiert
wurden, dargestellt.
Die Kontrollzellen ohne ApoE Zusatz weisen im Mittel eine Alkalische Phosphatase Aktivitét
von 2,1 (+/- 0,6) Sigma Units/ml Medium auf. Bei den mit ApoE inkubierten Kulturen ist die
Aktivitdt bei allen drei Isoformen im Gegensatz zur Kontrolle an d6 in unterschiedlichem
Umfang reduziert. Dabei ist der stirkste inhibitorische Effekt mit einem Abfall der Aktivitit
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an d6 auf 1,2 (+/- 0,5) Sigma Units/ ml Medium fiir das ApoE 4 (blauer Balken) zu
verzeichnen (p= 0,01). Die Zugabe von ApoE 2 (roter Balken) und ApoE 3 (griiner Balken)
bewirken fiir die vorgegebene Konzentration und Dauer keine statistisch signifikante
Reduktion der Alkalische Phosphatase Aktivitit. Die Werte liegen fiir ApoE 2 bei 1,8 (+/-
0,4) Sigma Units/ ml Medium und fiir ApoE 3 bei 1,9 (+/- 0,5) Sigma Units/ ml Medium.
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Abbildung 7

Alkalische Phosphatase Aktivitit im Extrazellulirraum nach osteogener Differenzierung und unter
Einfluss der Isoformen ApoE 2, E 3 und E 4

Inkubation von hMSC-Tert20 Zellen fiir 48 h mit jeweils 10 ug/ml ApoE 2, E 3 und E 4 nach osteogener
Differenzierung mit Vitamin D3 fiir 6 Tage. Mittelwerte mit Standardabweichung aus acht unabhingigen
Experimenten mit je einem Pool aus 3 Wells in Doppelwerten gemessen. Die Aktivitit ist gemaf der Angabe des
Produktherstellers in Sigma Units/ml angegeben. Das Signifikanzniveau wurde mittels Student’s T-test

bestimmt: n.s. = nicht signifikant, * p<0,05; ** p < 0,01

4.2. Gesamtcholesterin und Osteoblastenaktivitit in ApoE defizienten

Maiusen

Entsprechend der Grundhypothese dieser Arbeit, dass ApoE die Osteoblastendifferenzierung
und -aktivitdt inhibiert, konnte der Phidnotyp ApoE defizienter Méiuse mit erhohter
Knochenformationsrate auf einer fehlenden Inhibition durch ApoE beruhen. Dies wiirde
bedeuten, dass bei diesen Tieren die Osteoblastenaktivitit im Vergleich zu Wildtyp Tieren
gesteigert ist.

ApoE spielt eine zentrale Rolle im Lipidstoffwechsel. Eine Defizienz geht unter anderem mit
einer Erhohung der Gesamtcholesterinwerte im Plasma einher. Die Werte sind bei den ApoE

defizienten Tieren in etwa um das fiinf fache hoher als bei Wildtyp Tieren (Piedrahita J.A.
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1992). Normale Gesamtcholesterinwerte fiir Méduse liegen bei normaler bis fettarmer
Fiitterung bei 60 mg/dl bei ApoE defizienten Tieren iiber 400 mg/dl (Plump 1992).

Zur Charakterisierung der ApoE defizienten Miuse wurden im ersten experimentellen Ansatz
in vergleichbaren Serumproben von Wildtyp und ApoE defizienten Maiusen die
Gesamtcholesterinwerte und nachfolgend die Osteoblastenaktivitdtsmarker, Osteocalcin und
Alkalische Phosphatase, bestimmt. Im zweiten Ansatz wurde die Osteoblastenaktivitit direkt
anhand von primidren Calvaria-Osteoblasten, isoliert aus ApoE defizienten und Wildtyp

Maiusen, untersucht.

4.2.1. Gesamtcholesterin Konzentration im Serum von Wildtyp und ApoE
defizienten Miusen

In Abbildung 8 sind die Mittelwerte mit Standardabweichung fiir die Gesamtcholesterin
Konzentrationen in Serumproben ApoE defizienter Miuse im Vergleich zu Wildtyp Méausen
dargestellt. Es sind weibliche und minnliche Tiergruppen jeweils im Alter von 15 und 30
Wochen untersucht worden.
ApoE defiziente Miuse weisen unabhingig von Alter und Geschlecht ein deutlich hoheres
Gesamtcholesterin auf als die vergleichbaren Wildtyp Miuse. Die miénnlichen ApoE
defizienten Tiere weisen mit 15 Wochen Werte um 4223 (+/- 64,1) mg/dl und mit 30
Wochen um 445,1 (+/- 63,8) mg/ml auf. Die vergleichbaren Wildtyp Tiere haben mit 15
Wochen Serumkonzentrationen um 82,5 (+/- 11,4) mg/dl und mit 30 Wochen um 70,3 (+/-
17,7) mg/dl. Auch bei den weiblichen Tieren ist zwischen den Genotypen ein deutlicher
Unterschied zu erkennen. Bei den 15 Wochen alten Weibchen liegen die
Serumkonzentrationen bei den ApoE defizienten Tieren bei 323,4 (+/- 36,0) mg/dl und bei
den gleichaltrigen Wildtyptieren bei 70,9 (+/- 11,4) mg/dl. Gleiches gilt fiir die 30 Wochen
alten Weibchen bei denen die ApoE defizienten Miuse Werte um 327,7 (+/- 47,0) mg/dl und
die Wildtyp Méuse 61,1 (+/- 13,4) mg/dl aufweisen.
Es werden in der Gruppe der ApoE defizienten Méuse, jedoch auch geschlechtsspezifische
Unterschiede deutlich. So weisen die ménnlichen Tiere in beiden Altersgruppen im Mittel
hohere Cholesterinwerte auf als die vergleichbaren Weibchen. Ein signifikanter Unterschied

mit p= 0,01 ist allerdings lediglich bei der 30 Wochen alten Tiergruppe zu messen.
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Abbildung 8

Serum Cholesterin Konzentration von ApoE defizienten (KO) und Wildtyp Miusen (WT)

Vergleich von Weibchen und Minnchen im Alter von 15 und 30 Wochen. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen in mg Cholesterin pro dl Serum von fiinf bis sieben Tieren pro Gruppe. Die
Blutentnahme erfolgte bei nicht gefasteten Tieren zur gleichen Tageszeit. Das Signifikanzniveau wurde mittels

Student’s T-test bestimmt: * p< 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,005

4.2.2. Osteoblastenaktivititsmarker im Serum ApoE defizienter Miuse

In Abbildung 9 ist die Osteocalcin Konzentration im Serum ApoE defizienter Méduse im
Vergleich zu Wildtyp Miusen jeweils im Alter von 15 und 30 Wochen fiir weibliche und
minnliche Tiergruppen dargestellt. Gezeigt werden Mittelwerte mit Standardabweichungen
aus den einzelnen Tiergruppen, wobei jeder Datenpunkt in Doppelwerten bestimmt wurde. In
den einzelnen Gruppen sind im Mittel fiinf bis sieben Tiere enthalten.

Im Mittel ist in ApoE defizienten Méusen (gefiillte Balken) die Osteocalcin Konzentration
hoher als in den jeweiligen Wildtyp Kontrollgruppen (schraffierte Balken). Der grofte
Unterschied ist bei den 30 Wochen alten Weibchen zu sehen, bei welchen die ApoE
defizienten Mause Werte um 147 (+/- 21,7) ng/ ml und die Wildtyp Tiere um 95,1 (+/- 8,9)
ng/ ml (p <0,005) aufweisen. Der Unterschied bei 15 Wochen alten Weibchen erreicht mit p=
0,38 keine statistische Signifikanz. In den minnlichen Tiergruppen weisen die 15 Wochen
alten Miuse mit Werten um 111,2 (+/- 17,8) ng/ ml fiir Wildtyp Tiere und 147,6 (+/- 25,0) ng/

ml fiir ApoE defiziente Tiere einen signifikanten Unterschied auf (p= 0,03). Hier ist bei den
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30 Wochen alten, ménnlichen Tieren der Unterschied zwischen den Genotypen geringer und
mit p= 0,1 nicht signifikant.

Mit zunehmendem Alter sinken die Osteocalcin Konzentrationen bei den Wildtyp Weibchen
von 140,6 ng/ml mit 15 Wochen auf 95,1 ng/ml mit 30 Wochen. Bei den ApoE defizienten
Weibchen ist die Abnahme geringer, ndmlich von 154,4 (+/- 16,5) ng/ml mit 15 Wochen auf
147 (+/- 21,7) ng/ml mit 30 Wochen. In der ménnlichen Tiergruppe ist der Unterschied
zwischen den 15 und 30 Wochen Alten Tieren in der ApoE defizienten Gruppe groB3er als in
der Wildtyp Gruppe. Insgesamt haben die ménnlichen Tiere beider Altersgruppen niedrigere

Osteocalcin Serumkonzentrationen als die vergleichbaren Weibchen.
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Abbildung 9

Osteocalcin (OCN) Konzentration im Serum ApoE defizienter Miuse (ApoE KO) und den
entsprechenden Wildtyp (WT) Vergleichsgruppen

Vergleich von Weibchen und Minnchen im Alter von 15 und 30 Wochen. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen in ng Osteocalcin pro ml Serum von fiinf bis sieben Tieren pro Gruppe. Die
Blutentnahme erfolgte bei nicht gefasteten Tieren zu den gleichen Tageszeiten. Das Signifikanzniveau wurde

mittels Student’s T-test bestimmt: n.s.= nicht signifikant, * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,005

Abbildung 10 zeigt die Alkalische Phosphatase Aktivitdt im Serum von Wildtyp (schraffierte
Balken) und ApoE defizienten (gefiillte Balken) Mé&usen. Der deutlichste Unterschied mit
einer Signifikanz von p= 0,001 zeigt sich bei den 30 Wochen alten Weibchen, bei welcher die

Alkalische Phosphatase in den Wildtyp Méusen eine Aktivitidt von 2,5 (+/- 0,1) Sigma Units/
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ml und in den entsprechenden ApoE defizienten Tieren von 3,2 (+/- 0,2) Sigma Units/ ml
aufweist. Die 15 Wochen alten Wildtyp Weibchen weisen hingegen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Genotypen auf.

Bei den minnlichen Tieren haben die Differenzen in beiden Altersgruppen in etwa die gleiche
GroBenordnung. Die 15 Wochen alten Wildtyp Ménnchen weisen Werte um 2,2 (+/- 0,2)
Sigma Units/ ml auf. Die gleichaltrigen ApoE defizienten Méuse liegen im Mittel mit 2,6 (+/-
0,2) Sigma Units/ ml etwas hoher (p= 0,007). Die Differenz zwischen den méinnlichen
Wildtyp und ApoE defizienten Mausen im Alter von 30 Wochen ist mit p= 0,009 ebenfalls
statistisch signifikant.

Des Weiteren zeigt sich, dass sowohl die ApoE defizienten als auch die Wildtyp Ménnchen in
beiden Altersgruppen eine deutlich niedrigere Alkalische Phosphatase Aktivitit als die
vergleichbaren Weibchen aufweisen.

Mit zunehmendem Alter sinkt zudem bei beiden Genotypen die Alkalische Phosphatase
Aktivitdt. Der Abfall ist bei den 15 Wochen alten Wildtyp Weibchen (p= 0,00024) stirker
ausgepragt als bei ApoE defizienten Weibchen. Bei den Minnchen zeigt sich im Gegensatz
hierzu bei den ApoE defizienten Tieren eine deutliche Abnahme mit p= 0,02. Der Unterschied

bei den Wildtyp Minnchen ist nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 10
Alkalische Phosphatase (ALP) Aktivitit im Serum ApoE defizienter Miuse und den entsprechenden
Wildtyp Vergleichsgruppen
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Vergleich von Weibchen und Ménnchen im Alter von 15 und 30 Wochen. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen in Sigma Units pro ml Serum von fiinf bis sieben Tieren pro Gruppe. Die Blutentnahme
erfolgte bei nicht gefasteten Tieren zur gleichen Tageszeit. Das Signifikanzniveau wurde mittels Student’s T-test

bestimmt: n.s.= nicht signifikant, * p< 0,05, ** p < 0,01, ***=p < 0,005

4.2.3. Untersuchung primirer Calvaria-Osteoblasten ApoE defizienter Méuse
Sowohl die vorangehenden in vitro Untersuchungen an humanen Zellen unter Einfluss von
exogenem ApoE, als auch die in vivo Untersuchungen an ApoE defizienten Miusen geben
bereits einen Hinweis darauf, dass ApoE inhibitorisch auf die Osteoblastenaktivitdt wirkt.
Allerdings nehmen in vivo viele unterschiedliche Faktoren Einfluss auf die
Osteoblastenfunktion, so dass aus den bisherigen Experimenten mit ApoE defizienten Tieren
noch keine definitiven Riickschliisse auf einen direkten Effekt von ApoE auf Osteoblasten
gezogen werden konnen. Um einen moglichen Effekt des ApoE unabhingig von anderen
physiologischen Einfliissen zu untersuchen, wurden primire Osteoblastenkulturen aus ApoE
defizienten und Wildtyp Miusen angelegt. Die Isolierung der priméren Osteoblasten erfolgte
aus den Calvarien drei bis vier Tage alter Jungtiere. Die Zellen wurden in
Mineralisierungsmedium, welches Ascorbat und - Glycerophosphat enthilt, fiir insgesamt 30

Tage in Kultur gehalten. Die Probenentnahme erfolgte jeweils im Abstand von sechs Tagen.

4.2.3.1.  Expression osteoblastérer Markerproteine in priméren
Osteoblastenkulturen ApoE defizienter Méuse

In Analogie zu den Experimenten mit humanen mesenchymalen Stammzellen wurden auch in
diesem Ansatz die Alkalische Phosphatase Aktivitidt und Osteocalcin Konzentration in den
Zellkulturiiberstinden gemessen. Die Alkalische Phosphatase Aktivitét ist in Abbildung 11
dargestellt. Hier sind Mittelwerte mit Standardabweichung von vier unabhingigen
Experimenten dargestellt, wobei jeder Datenpunkt pro Experiment in Doppelwerten bestimmt
wurde.
In den kultivierten Wildtyp Osteoblasten nimmt die Alkalische Phosphatase Aktivitit von Tag
0 der Differenzierung bis Tag 30 nur langsam zu (schraffierte Balken). Sie pendelt von Tag
null bis Tag 24 zwischen 1,8 (+/- 0,3) und 4,7 (+/- 3,3) Sigma Units/ml und steigt an Tag 30
der Differenzierung mit 6,3 (+/- 5,8) Sigma Units/ml auf das dreifache des Ausgangswertes.
In den vergleichbaren ApoE defizienten Osteoblasten steigt die Alkalische Phosphatase
Aktivitdt bereits zu fritheren Differenzierungszeitpunkten stark an (gefiillte Balken). Die
Differenzen zwischen beiden Genotypen sind im Zeitraum von Tag 12 bis Tag 24 statistisch

signifikant. An Tag 12 der Differenzierung weisen ApoE defiziente Zellen bereits Werte um
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14,4 (+/- 2,1) Sigma Units/ml Medium auf (p= 0,02). Die Werte steigen im Verlauf weiter
von 13,5 (+/- 4,8) Sigma Units/ml Medium an Tag 18 auf 20,9 (+/- 8,9) Sigma Units/ml
Medium an Tag 24 (p=0,002) stetig an und werden an Tag 30 erneut geringer.
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Abbildung 11

Alkalische Phosphatase (ALP) Aktivitat im Zellkulturiiberstand primirer Osteoblastenkulturen aus
ApoE defizienten und Wildtyp Méusen

Bestimmung der Alkalischen Phosphatase Aktivitdit im Medium primirer Osteoblastenkulturen aus ApoE
defizienten Maéusen und vergleichbaren Wildtyp (WT) Tieren. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen gemdfl der Hersteller Angaben in Sigma Units pro ml Medium aus vier unabhéngigen
Experimenten. Es sind in jedem Experiment jeweils 2 Wells pro Datenpunkt in Doppelwerten gemessen worden.
Die Isolierung der primédren Calvaria-Osteoblasten erfolgte aus drei bis vier Tage alten Jungtieren mit
identischem genetischen Hintergrund (C57bl6). Das Signifikanzniveau wurde mittels Student’s T-test bestimmt:

*=p<0,05, #*=p <0,01, ***=p < 0,005

Die Messung der Osteocalcin Konzentration in denselben Proben, aus denen die in Abbildung
11 dargestellte Alkalische Phosphatase Aktivitit bestimmt wurde, ergibt ein dhnliches Bild.
Wie in Abbildung 12 dargestellt zeichnet sich in beiden Genotypen {iiber den
Differenzierungszeitraum von 30 Tagen eine stetige Zunahme der Osteocalcin Konzentration
ab. Trotz der teilweise hohen Standardabweichungen resultiert auch hier ein signifikanter
Unterschied zwischen den Genotypen zu den Zeitpunkten 12, 18, 24 und 30. Die Osteocalcin
Konzentration steigt in den ApoE defizienten Kulturen von 21,2 (+/- 23,9) ng/ml Medium an
Tag 6 auf 556,3 (+/- 156,5) ng/ml Medium an Tag 30 stetig an, wobei die vergleichbaren
Wildtyp Osteoblasten lediglich einen Anstieg von 4,0 (+/- 2,5) ng/ml an Tag 6 auf 245,1 (+/-
72,1) ng/ml Medium an Tag 30 aufweisen.
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Abbildung 12

Osteocalcin (OCN) Konzentration im Zellkulturiiberstand priméirer Osteoblastenkulturen aus ApoE

defizienten und Wildtyp Miusen

Osteocalcin Konzentration im Medium primédrer Osteoblastenkulturen aus ApoE defizienten Méiusen und
vergleichbaren WT Tieren. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen in ng Osteocalcin pro ml
Medium aus vier unabhingigen Experimenten. Es sind in jedem Experiment jeweils 2 Wells pro Datenpunkt in
Doppelwerten gemessen worden. Die Isolierung der primédren Calvaria Osteoblasten erfolgte aus drei bis vier
Tage alten Jungtieren mit identischem genetischen Hintergrund (C57bl6). Das Signifikanzniveau wurde mittels

Student’s T-test bestimmt: * = p < 0,05, **=p < 0,01, ***= p < 0,005

Im Serum weisen ApoE defiziente Méause einen geringeren Carboxylierungsgrad des
Osteocalcins auf als Wildtyp Tiere, d.h. der relative Anteil an untercarboxyliertem
Osteocalcin im Verhéltnis zum carboxylierten Osteocalcin ist in ApoE defizienten Méusen
hoher. Die Ursache dafiir ist bisher unbekannt. Um zu untersuchen, ob es sich dabei um einen
zellautonomen Effekt handelt, also ApoE defiziente Zellen primidr weniger Osteocalcin
carboxylieren, oder ob es sich um einen sekundir, systemischen Effekt handelt, durch den
z.B. das carboxylierte Osteocalcin in ApoE defizienten Méausen schneller wieder aus der
Zirkulation  verschwindet, habe ich den  Carboxylierungsgrad in  priméren
Osteoblastenkulturen aus ApoE defizienten Méusen bestimmt und diesen mit Wildtyp
Kulturen verglichen. Im Falle eines zellautonomen Effektes sollte in vitro das Verhéltnis von
untercarboxyliertem Osteocalcin zum carboxylierten zwischen den beiden Genotypen

unterschiedlich sein.
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Im Gegensatz zum humanen System existieren fiir die Maus bislang keine kommerziell
erwerblichen immunologischen Tests, mit deren Hilfe zwischen untercarboxyliertem und
carboxyliertem Osteocalcin differenziert werden kann. Daher habe ich mir zur Bestimmung
des carboxylierten Osteocalcin Anteils die Eigenschaft zu nutze gemacht, dass
untercarboxyliertes Osteocalcin Hydroxylapatit mit einer geringeren Affinitidt bindet. In den
Zellkulturiiberstinden wurde das carboxylierte Osteocalcin Mittels einer Hydroxyapatit-
Losung herausgewaschen und das untercarboxylierte Osteocalcin im Uberstand gemessen.
Die Menge an carboxyliertem Osteocalcin konnte anschlieBend rechnerisch als Differenz zur
Gesamtosteocalcin Menge bestimmt werden. Die Methode der Hydroxyapatit-Waschung
wurde bereits unter anderem an humanen Seren angewendet (Merle et Delmas 1990, Price et
al 1981). Fiir murine Proben gibt es bislang noch keine Methode zur Bestimmung des
Carboxylierungsgrades. Um dennoch die Methode auf unsere murinen Proben iibertragen zu
konnen, wurden in Vorbereitung zu diesem Experiment mehrere Waschungen durchgefiihrt,
um die sensitivste Hydroxylapatit Konzentration und weitere Rahmenbedingungen
herauszuarbeiten, bei  welcher eine relativ genaue Trennung der beiden
Carboxylierungsformen des Osteocalcins zustande kommt (Daten nicht aufgefiihrt).
Abbildung 13 zeigt den Carboxylierungsgrad als Verhiltnis von untercarboxyliertem zu
carboxyliertem Osteocalcin. Dargestellt sind Mittelwerte aus jeweils zwei Datenpunkten fiir
ApoE defiziente (gefiillte Balken) und Wildtyp (schraffierte Balken) Zellen an den
Zeitpunkten, an denen der relative Unterschied fiir die Gesamtosteocalcin Konzentration
zwischen den Genotypen am deutlichsten war, ndmlich zwischen Tag 18 und Tag 30.

Das Verhiltnis liegt bei den ApoE defizienten Zellen zu allen drei Zeitpunkten hoher als bei
den vergleichbaren Wildtyp Zellen. Es liegt bei den Wildtyp Zellen an Tag 18 bei 0,4 und an
Tag 30 bei 0,7, wohingegen die ApoE defizienten Kulturen beinahe doppelt so viel
untercarboxyliertes wie carboxyliertes Osteocalcin aufweisen. Daraus ergibt sich, dass die
ApoE defizienten Osteoblasten im Vergleich zu den Wildtyp Zellen viel mehr

untercarboxyliertes Osteocalcin haben.
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Abbildung 13

Verhiiltnis von untercarboxyliertem (glu-OCN) zu carboxyliertem (gla-OCN) Osteocalcin im
Zellkulturiiberstand primérer Osteoblastenkulturen aus ApoE defizienten und Wildtyp Méusen
Dargestellt ist das Verhiltnis von untercarboxyliertem zu carboxyliertem Osteocalcin im Medium primérer
Osteoblastenkulturen aus ApoE defizienten Méusen und vergleichbaren Wildtyp Tieren. In die Mittelwerte sind
jeweils zwei Wells aus einem Experiment eingegangen, daher enthilt die Abbildung keine Standardabweichung.
Die Isolierung der primédren Calvaria Osteoblasten erfolgte aus drei bis vier Tage alten Jungtieren mit

identischem genetischen Hintergrund (C57bl6).

4.2.3.2.  Osteocalcin Konzentration primérer Osteoblastenkulturen aus ApoE
defizienten Miusen unter dem Einfluss von exogenem ApoE

Wie in den vorangegangenen Experimenten gezeigt, bewirkt die ApoE Defizienz eine
Steigerung der Osteoblastenaktivitit. Diese driickt sich unter anderem in einer gesteigerten
Expression des Osteocalcins in ApoE defizienten Zellen im Vergleich zu den Wildtyp Zellen
aus. Ist dieser Effekt selektiv auf ein Fehlen des ApoE als negativer Regulator der
Osteoblastenaktivitit zuriickzufiihren, so sollte eine Reduktion der gesteigerten Aktivitit
ApoE defizienter Osteoblasten durch Rekonstitution von ApoE erzeugt werden konnen.
Hierzu wurden Osteoblastenkulturen aus ApoE defizienten und Wildtyp Miusen angelegt und
in Mineralisierungsmedium unter Zugabe von Ascorbat und B-Glycerophosphat fiir 18 Tage
kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde ab dem vierten Tag kumulativ mit rekombinantem ApoE
3 in einer Konzentration von 10 pg/ml inkubiert.
Abbildung 14 zeigt die Osteocalcin Konzentration im Zellkulturiiberstand ApoE defizienter

Osteoblasten und vergleichbaren Wildtyp Zellen unter dem Einfluss von rekombinantem
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ApoE 3 an Tag 6, Tag 12 und Tag 18 der Inkubation. Zur besseren Darstellung wurde eine
logarythmische Skalierung gewihlt.

Wie bereits im vorherigen Experiment gezeigt, weisen die ApoE defizienten Osteoblasten
eine deutlich hohere Gesamtosteocalcin Konzentration auf als die Wildtyp Osteoblasten. Fiir
die ApoE defizienten Zellen liegen die Werte an Tag 6 bei 27,5 (+/- 0,07) ng/ml Medium, an
Tag 12 bei 202,2 (+/- 11,2) ng/ml Medium und an Tag 18 bereits bei 818,6 (+/- 0,56) ng/ml
Medium. Im Vergleich hierzu wurde bei den Wildtyp Zellen die Osteocalcin Konzentration
an Tag 6 mit 16,6 (+/- 0,88) ng/ml Medium, an Tag 12 mit 10,3 (+/- 6,77) ng/ml Medium und
an Tag 18 mit 128,9 (+/- 15,91) ng/ml Medium bestimmt.

Durch Zugabe von rekombinantem ApoE 3 lassen sich bei beiden Genotypen die
Gesamtosteocalcin Konzentrationen deutlich reduzieren. Die ApoE defizienten Zellen weisen
nach ApoE 3 Inkubation Osteocalcin Konzentrationen von 2,3 (+/- 0,06) ng/ml Medium an
Tag 6, von 1,7 (+/- 0,15) ng/ml Medium an Tag 12 und von 1,5 (+/- 0,73) ng/ml Medium an
Tag 18 auf. Auch bei den Wildtyp Zellen ist unter der eingesetzten ApoE 3 Menge eine
Reduktion der Osteocalcin Konzentration zu messen. Die Osteocalcin Konzentration liegt hier
an Tag 6 bei 9,7 (+/- 0,69) ng/ml Medium, an Tag 12 bei 2,6 (+/- 0,2) ng/ml Medium und an
Tag 18 bei 1,1 (+/- 0,00) ng/ml Medium. Es zeigt sich demnach durch die ApoE Inkubation
eine deutliche Reduktion der Osteocalcin Konzentration in beiden Genotypen, wobei mit

zunehmender Dauer der ApoE Inkubation der inhibitorische Effekt zunimmt.
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Abbildung 14

Osteocalcin Konzentration im Zellkulturiiberstand von ApoE defizienten (KO) und Wildtyp (WT) Zellen
unter dem Einfluss von rekombinantem ApoE 3

Dargestellt sind Osteocalcin Konzentrationen im Medium primirer Osteoblastenkulturen aus ApoE defizienten
Maiusen und vergleichbaren Wildtyp Tieren vom 6. bis 18. Tag der Differenzierung. Die Auswertung erfolgte
zur besseren Darstellung auf einer logarithmischen Skala. Die Kulturen wurden ab Tag vier der Differenzierung
mit rekombinantem ApoE 3 in einer Konzentration von 10 ug/ml inkubiert. In die Mittelwerte sind jeweils zwei
Wells aus einem Experiment eingegangen, welche jeweils in Doppelwerten bestimmt wurden. Die Isolierung der
primdren Calvaria-Osteoblasten erfolgte aus drei bis vier Tage alten Jungtieren mit identischem genetischen
Hintergrund (C57b16). Das Signifikanzniveau wurde mittels Student’s T-test bestimmt: * = p < 0,05, **=p <
0,01, ***=p < 0,005

4.3.In vitro Mineralisierung ApoE defizienter primirer Osteoblasten

Zur Klarung der Frage, ob die gesteigerte Osteoblastenaktivitiat durch die ApoE Defizienz
auch zu einer vermehrten Knochenmineralisierung fiihrt, wurde in einem weiteren
Experiment das Mineralisierungsverhalten von ApoE defizienten Osteoblasten untersucht.
Hierzu wurden die primédren Calvaria-Osteoblasten in 12-Well Zellkulturplatten mit -
Glycerophosphat und Ascorbat fiir 30 Tage in Kultur gehalten. Mit Beginn der
makroskopisch sichtbaren Bildung von extrazellularen Mineraldepots, zwischen Tag 12 und
Tag 15, wurden die Osteoblasten der jeweiligen Genotypen zu den einzelnen
Differenzierungszeitpunkten mit von Kossa-Losung gefirbt. Bei dieser Farbung wird das im
Kalziumphosphat enthaltene Kalzium durch Silbernitratlosung angefirbt. Fiir jeden Zeitpunkt
wurden mindestens vier unabhidngige Experimente mit jeweils zwei Wells pro Datenpunkt
angesetzt.
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Abbildung 15 zeigt jeweils zwei reprédsentative Wells zu den einzelnen
Differenzierungszeitpunkten an Tag 15, 18, 21, 24 und 30 nach Beginn der Inkubation mit
Ascorbat und B-Glycerophosphat. Es ist deutlich zu erkennen, dass die ApoE defizienten
Osteoblasten im Gegensatz zu den vergleichbaren Wildtyp Zellen frither und stirker
mineralisieren. Bereits an Tag 15 ist bei den ApoE defizienten Zellen eine deutliche
Mineralisierung zu erkennen, welche im Verlauf der weiteren Differenzierungszeitpunkte
stetig zunimmt. Die Wildtyp Osteoblasten beginnen in etwa ab Tag 18 mit einer sichtbaren
Mineralisierung, diese erreicht allerdings auch an den fortlaufenden Zeitpunkten nicht das

Ausmal der ApoE defizienten Osteoblasten.

dl15

d18

d21

d24

d30

Abbildung 15

In vitro Mineralisierung primirer Calvaria-Osteoblasten aus ApoE defizienten Méusen und im Vergleich
aus Wildtyp Méusen

Abgebildet sind in vitro mineralisierte primidre Calvaria Osteoblasten aus ApoE defizienten und im Vergleich
aus Wildtyp Miusen. Die Bilder sind exemplarisch aus mindestens vier unabhingigen Experimenten
zusammengestellt. Die Mineralisierung erfolgte durch Zugabe von Ascorbat und B-Glycerophosphat fiir einen

Zeitraum von 30 Tagen. Die Zellen wurden ab d15 im Abstand von drei Tagen mit von Kossa-Losung gefirbt.
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Die Isolierung der primidren Calvaria Osteoblasten erfolgte aus drei bis vier Tage alten Jungtieren mit

identischem genetischen Hintergrund (C57bl6)
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5. Diskussion

5.1.Effekt der ApoE Isoformen auf die Aktivitit humaner Osteoblasten

Im ersten experimentellen Ansatz konnte gezeigt werden, dass ApoE einen
isoformspezifischen, inhibitorischen Effekt auf die Differenzierung und Aktivitit humaner
Osteoblasten ausiibt.

Humane mesenchymale Stammzellen wurden durch Vitamin D3 Zugabe osteogen
differenziert und fiir 48 Stunden mit den rekombinanten ApoE Isoformen ApoE 2, E 3 und E
4 inkubiert. Durch Bestimmung der mRNA und Protein Expression einzelner osteoblastirer
Proteine sollte in diesem experimentellen Ansatz die Aktivitidt der Osteoblasten unter dem
Einfluss der ApoE Isoformen untersucht werden.

Initial ist die mRNA Expression verschiedener Differenzierungsmarker, wie Coll,
Osteocalcin und Alkalische Phosphatase, untersucht worden. In dem gewdhlten Zeitfenster
von sechs Tagen ist eine Steigerung der Expression des Osteocalcins und der Alkalischen
Phosphatase zu erkennen, welche als eindeutiger Nachweis osteogener Differenzierung der
mesenchymalen Stammzellen zu werten ist (Owen 1990). Durch die Inkubation mit den
rekombinanten ApoE Isoformen bleibt die Coll mRNA Expression unbeeinflusst,
wohingegen die Osteocalcin mRNA Expression insbesondere durch ApoE 4 Inkubation
reduziert wird und die mRNA der Alkalischen Phosphatase bei keiner der drei ApoE
Inkubationen mehr nachzuweisen ist (Abb.2).

Auf Proteinebene zeigt die intrazelluldre Gesamtosteocalcin Konzentration im Verlauf der
Differenzierung ebenfalls einen deutlichen Anstieg und wird durch alle ApoE Isoformen
signifikant reduziert, ApoE 4 hat auch hier den stirksten inhibitorischen Effekt (Abb.3). Die
einzelnen ApoE Isoformen inhibieren die Osteoblastenaktivitit demnach unterschiedlich
stark.

Ein Teil des Osteocalcins wird nach seiner Expression intrazelluldr carboxyliert und aus der
Zelle transportiert, ein weiterer Teil gelangt nicht oder nur teilweise carboxyliert in den
Extrazellularraum. Von welchen Faktoren dieser Prozess abhingt und welche Funktion das
untercarboxylierte Osteocalcin im Extrazelluldrraum erfiillt, ist bisher nicht vollstindig
bekannt. Das carboxylierte Osteocalcin weist im Extrazelluldrraum eine erhohte Affinitit zum
Hydroxyapatit auf, so dass eine regulatorische Funktion in Bezug auf die Mineralisierung der
extrazelluldren Matrix vermutet wird (Desbois und Karsenty 1995).

Zusammen mit der Bestimmung des untercarboxylierten und carboxylierten Osteocalcins im

Intrazelluldrraum weisen die Ergebnisse deutlich darauf hin, dass dem inhibitorischen Effekt
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des ApoE auf die Osteoblastenaktivitit eine Regulation auf transkriptioneller Ebene zu
Grunde liegt. Ebenso lisst sich ein Einfluss auf die Carboxylierung des Osteocalcins und die
Sekretion in den Extrazelluldrraum ausschlieBen. Denn die ApoE Inkubation bewirkt sowohl
eine Reduktion der mRNA Synthese, als auch der intrazelluldiren Konzentration des
untercarboxylierten Osteocalcins, ohne dabei die intrazellulire Menge des carboxylierten
Osteocalcins zu beeinflussen (Abb.4). Im Medium wird die Gesamtosteocalcin Konzentration
durch ApoE 4 Inkubation am stirksten reduziert. ApoE 2 senkt die Konzentration ebenfalls
signifikant, wohingegen ApoE 3 keinen Effekt aufweist (Abb.5). Die Reduktion der
Osteocalcin Genexpression durch das ApoE 4 ist demnach so stark, dass bedingt durch die
intrazelluldr stark verminderte Gesamtosteocalcin Konzentration auch die extrazellulédre
Konzentrationen des untercarboxylierten und carboxylierten Osteocalcins beeinflusst werden
(Abb.6). ApoE 2 und E 3 senken zwar die intrazelluldire Konzentration des
untercarboxylierten Osteocalcins, dennoch ist die Menge ausreichend, um die extrazellulédre
Konzentration des carboxylierten Osteocalcins im Vergleich zur Kontrolle normal zu halten.
Bei den mit ApoE 2 inkubierten Zellen findet der Ausgleich durch eine verminderte Sekretion
an untercarboxyliertem Osteocalcin statt. Dies macht einen Einfluss des ApoE auf die
Sekretion des Osteocalcins in den Extrazelluldrraum unwahrscheinlich.

In Bezug auf die Alkalische Phosphatase Aktivitit im Medium konnte im Gegensatz zur
mRNA Expression lediglich fiir das ApoE 4 eine signifikante Reduktion gemessen werden
(Abb.7).

Im Gegensatz zu in vivo Untersuchungen, bietet der in vitro Ansatz zur Analyse eines
moglichen ApoE Effektes auf die Osteoblastendifferenzierung und -aktivitéit den Vorteil, dass
zum einen unter standardisierten Bedingungen gearbeitet werden kann und zum anderen
komplexe Wechselwirkungen mit anderen physiologischen Effektoren ausgeschlossen sind.
Die verwendeten hMSC-Tert20 Zellen sind durch Uberexpression von Telomerase
immortalisiert (Simonsen 2002). Sie haben im Gegensatz zu anderen gebriduchlichen
humanen osteogenen Zellen, welche in der Regel Tumorzellen sind, einen normalen Karyotyp
und weisen somit physiologischere Merkmale auf.

Zur Einleitung der osteogenen Differenzierung ist eine Vitamin D3 Inkubation fiir 48 h
ausreichend (Simonsen 2002). Das gewdhlte Zeitfester von sechs Tagen entspricht einem
spiten Zeitpunkt der Differenzierung. Nachgewiesen wurde somit in diesem experimentellen
Ansatz eher eine Inhibition der Osteoblastenaktivitit als der eigentlichen osteogenen

Differenzierung, da die Zellen zum Zeitpunkt der ApoE Inkubation bereits differenziert sind.
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Die eingesetzte ApoE Konzentration von 10 pg/ml orientiert sich an der physiologischen
Konzentration in humanem Serum von 30-50 pg/ml (Bohnet 1996). Folglich sind in vitro
bereits deutliche Effekte mit einem Drittel der physiologischen ApoE Konzentration nach
zuweisen.

Eine potentielle Bedeutung des ApoE Genotyps fiir den Knochenstoffwechsel wird in der
Literatur kontrovers diskutiert.

Es existieren klinische Studien, welche sich mit der Frage beschéiftigen, ob ein bestimmter
ApoE Genotyp fiir die Entstehung der postmenopausalen Osteoporose oder generell fiir eine
Verminderung der Knochendichte mit erhohter Frakturneigung préadisponierend ist.

Shiraki et al. hat 1997 in einer Studie mit 284 postmenopausalen Japanerinnen im Alter von
47 bis 82 Jahren gezeigt, dass die Knochendichte der Lendenwirbelkorper bei homozygoten
ApoE €4 (n=6) Allelen im Gegensatz zu heterozygoten (n=61) und nicht ApoE &4
Alleltragerinnen (n=217) signifikant erniedrigt ist.

Ebenso zeigten sich hier und in einer anderen Studie, in welcher ebenfalls eine verminderte
Knochendichte fiir ApoE €4 Alleltriger nachgewiesen wurde, keine Unterschiede in der
Knochenresorption der homozygoten ApoE €4 Alleltrager im Vergleich zu den anderen
Gruppen. Die Knochenresorption wurde anhand von Knochenabbauprodukten im Serum und
Urin bestimmt (Dick 2002). Dies bedeutet, dass sich der ApoE Effekt auf eine Reduktion der
Osteoblastenaktivitidt beschriankt und keine Steigerung der Knochenresorption mit erhohter
Osteoclastenaktivitit bedingt.

Ein idhnliches Ergebnis beschrieb Sanada et al 1998 in einer Gruppe von 320
postmenopausalen Japanerinnen. Die Einteilung der Gruppen erfolgte hier nach homozygoten
bzw. heterozygoten ApoE €2 Alleltragern (8,4%), nach homozygoten ApoE €3 Alleltrigern
(70,3%) und nach heterozygoten bzw. homozygoten ApoE €4 Alleltrigern (20,7%). Die
Untersuchung ergab ebenfalls eine erniedrigte Knochendichte in der Gruppe mit dem ApoE
€4 Allel, obwohl auch heterozygote ApoE €4 Alleltriager enthalten waren.

Der ApoE 4 Effekt scheint bei Frauen besonders nach der Menopause und dem damit
verbundenen Ostrogenabfall eine Rolle zu spielen. Bei primenopausalen Frauen konnten
keine  signifikanten  Unterschiede der Knochendichte von  Hiiftknochen und
Lumbalwirbelkorpern zwischen den ApoE Isoformen gefunden werden. Bei peri- bzw.
postmenopausalen Frauen aus demselben Kollektiv waren die Knochendichtewerte bei ApoE
€4 Alleltrdgern erniedrigt. Zudem wurde dieser Effekt bei einer frithzeitig begonnenen
Hormonersatztherapie unter anderem mit Ostrogenpriparaten wieder aufgehoben (Salamone

2000).
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Bei Miénnern ist ebenfalls eine Korrelation von ApoE 4 und reduzierter Knochendichte in
einer Altersgruppe von 65 bis 69 Jahren beschrieben worden (Pluijm 2002).

Die Manifestation des Knochendichteverlustes beschrinkt sich ebenso wenig auf bestimmte
Anteile des Skelettsystems. Es sind in den einzelnen Studien unterschiedliche Regionen des
Skelettsystems untersucht worden. So fand Zajickowa et al. 2003 bei ApoE €4
Alleltrigerinnen eine verminderte Knochendichte der lumbalen Wirbelkorper, jedoch konnte
fiir die Hiifte keine Korrelation von erniedrigter Knochendichte und ApoE 4 nachgewiesen
werden. Villarreal konnte hingegen in einer Studie in Wirbelkorpern keinen signifikanten
Knochendichteverlust in Abhédngigkeit vom ApoE Genotyp feststellen (Villarreal 2004).

Der ApoE 4 Genotyp geht weiterhin in einigen Fillen mit einer erhohten Frakturrate einher
(Johnston 1999, Dick 2002). Diese kann auch unabhidngig von einer messbaren
Knochendichteminderung auftreten, so dass es eine Préddisposition fiir Frakturen durch das
ApoE €4 Allel zu geben scheint. Bei weiblichen Probanden mit einer bereits bestehenden
Osteoporose wurde eine Korrelation zwischen Frakturrate und dem ApoE €4 Allel
nachgewiesen. Diese Gruppe der €4 Alleltrigerinnen zeigte im Vergleich zu den anderen
ApoE Isoformen jedoch keine signifikante Minderung der Knochendichte der Hiiftknochen
und des Calcaneus. Eine erhohte Sturzneigung war ebenfalls nicht nachweisbar (Cauley
1999).

Dass ApoE 2, welches nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit im Gegensatz zu ApoE
3 in vitro ebenfalls inhibitorisch auf die Aktivitit humaner Osteoblasten wirkt,
pradisponierend fiir Osteoporose sein konnte, zeigt die Studie von Kohlmeier et al 1999. Im
Verlauf der Studie iiber vier Jahre konnte keine Korrelation zwischen einzelnen ApoE
Isoformen und einer erhohten Frakturrate nachgewiesen werden, obwohl eine Tendenz zum
ApoE 4 hin gegeben war. Zu Beginn der Studie hatten jedoch eine signifikante Menge an

Probanden mit ApoE €2 und E €4 Allel in der Vergangenheit bereits Frakturen erlitten.

Im Gegensatz zu diesen Studien existieren jedoch ebenfalls Studien, welche keine Korrelation
zwischen dem ApoE Genotyp und einer erniedrigten Knochendichte oder erhohten
Frakturrate beschreiben.

Heikkinen et al 2000 hat in einer Gruppe von 464 caucasischen, postmenopausalen Frauen,
von welchen ein Teil im Verlauf der Studie eine Hormonsubstitutionstherapie erhielt, nach
fiinf Jahren eine hohere Knochendichte bei Frauen mit einer Hormonsubstitutionstherapie
messen konnen. Weder zu beginn noch im Verlauf der Studie konnte jedoch eine Korrelation

zwischen erniedrigter Knochendichte und einem der ApoE Genotypen nachgewiesen werden.
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Zudem waren keine Unterschiede in der Serumkonzentration von Knochenformationsmarkern
(OCN, bsALP, Coll) in Abhéngigkeit vom ApoE Genotyp zu erkennen.

Die grofite bisher durchgefiihrte Studie zu dieser Fragestellung wurde 2004 von Schoofs et al
verOffentlicht und stammt aus der Rotterdam Studie. An dieser Studie nahmen 3297 Frauen
und 2560 Minner im Alter von iiber 55 Jahren teil, welche iiber sieben Jahre beobachtet
wurden. Bei iiber 800 Frakturen, welche im Verlauf in der gesamten Gruppe aufgetreten
waren, konnte kein gehduftes Auftreten von  Frakturen und  gesteigerter
Knochendichteminderung bei ApoE €4 Allel Trigern festgestellt werden.

In dieser Form sind weitere Studien verdffentlicht worden, in welchen unter Beriicksichtigung
verschiedener Bedingungen in Abhingigkeit vom ApoE Genotyp keine erhohte Frakturrate
und kein gesteigerter Knochendichteverlust nachgewiesen werden konnte (Efstathiadou 2004;
von Miihlen 2001, Gerdes 2001, Beaven 2005, Sennels 2003, Zajikova 2003, Stulc 2000,
Booth 2000, Heikkine 2000).

Aus den klinisch epidemiologischen Studien resultiert zusammenfassend kein eindeutiges
Bild, so dass sich die Frage stellt, ob ein inhibitorischer Effekt des ApoE auf die
Differenzierung und Aktivitdt von Osteoblasten existiert und von welchen weiteren Faktoren
dieser Abhéngig sein konnte.

In der Ubersicht der durchgefiihrten Studien fillt auf, dass vor allem Alter und Geschlecht der
Probanden eine Rolle spielen. So werden ApoE spezifische Effekte vor allem bei
postmenopausalen Frauen in hoherem Alter beobachtet. Weiterhin sind ethnische
Unterschiede von Bedeutung, welche unter anderem Differenzen in der ApoE Allelfrequenz,
der Osteocalcin und der Vitamin K Serumkonzentrationen mit sich bringen (Beavan 2005).
Eben diese Vielfalt der moglichen Wechselwirkungen erschweren den klinischen Nachweis
eines selektiven Effektes der ApoE Genotypen auf den Knochenstoffwechsel.

Die Ergebnisse der in vitro Experimente dieser Doktorarbeit mit humanen Osteoblasten
zeigen jedoch deutlich, dass ApoE einen zellautonomen, inhibitorischen Effekt auf die
Osteoblastenaktivitidt ausiibt. Dieser Effekt ist bei den einzelnen ApoE Isoformen
unterschiedlich stark ausgeprégt, wobei ApoE 4 die stérkste inhibitorische Potenz aufweist.
Die Tatsache, dass dieser Effekt in vivo nicht immer nachweisbar ist, liegt wahrscheinlich an
der Komplexitit der Situation in vivo, in der neben den oben beschriebenen Einflussfaktoren
auch noch unbekannte Faktoren auf den Knochenstoffwechsel wirken, welche nicht in allen

Studien gleichermafen beriicksichtigt wurden.
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5.2.Untersuchung der Osteoblastenaktivitit in ApoE defizienten Miusen
Die Ergebnisse dieses experimentellen Abschnittes zeigen, dass eine ApoE Defizienz sowohl
in vivo als auch in vitro zu einer Steigerung der Osteoblastenaktivitdt und folglich zu einer
vermehrten Knochenmineralisierung fiihrt. Zudem ist dieser Effekt in vitro durch
Rekonstitution von ApoE 3 reversibel.
Anhand von ApoE defizienten Midusen wurde untersucht, wie sich ein Fehlen des ApoE auf
die Aktivitit der Osteoblasten auswirkt.
In den initial durchgefiihrten Serumuntersuchungen ApoE defizienter Miuse im Vergleich zu
den Wildtypen wurden im Sinne einer Phédnotypisierung die Serumcholesterinwerte bestimmt.
Die gemessenen Konzentrationen waren in allen ApoE defizienten Tiergruppen im Vergleich
zu den Wildtypen im Mittel um den Faktor fiinf erhoht (Abb.8). Die gemessenen
Konzentrationen sind mit den in der Literatur beschriebenen Werten vergleichbar, welche fiir
Wildtypméuse mit ca. 60 mg/dl und fiir ApoE defiziente Tiere mit iiber 400 mg/dl angegeben
werden (Plump 1992).
In Bezug auf die Osteoblastenaktivitit in ApoE defizienten Méusen waren sowohl die
Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase als auch die Osteocalcinkonzentration im Serum
erhoht.
Der Vergleich der 15 Wochen alten Tiere mit den 30 Wochen alten zeigt eine Abnahme der
Alkalischen Phosphatase Aktivitdit und Osteocalcin Konzentration in den weiblichen
Wildtypen mit zunehmendem Alter, wohingegen in den weiblichen ApoE defizienten Tieren
eine altersbedingte Abnahme der Aktivitdtsmarker nicht zu erkennen ist. Bei den ménnlichen
Tieren weisen die 30 Wochen alten Miuse beider Genotypen eine niedrigere Osteocalcin
Konzentration als die vergleichbare, junge Tiergruppe auf. Fiir die Alkalische Phosphatase
Aktivitdt ist hier nur bei den ApoE defizienten Tieren eine signifikante Abnahme zu
erkennen.
Im Geschlechtervergleich weisen die mannlichen Wildtyptiere dariiber hinaus mit 15 Wochen
eine deutlich niedrigere Osteocalcin Konzentration und Alkalische Phosphatase Aktivitit auf
als die Weibchen. Bei den gleichaltrigen ApoE defizienten Tieren ist dieser Unterschied
lediglich fiir die Alkalische Phosphatase Aktivitit signifikant. In der 30 Wochen alten
Tiergruppe sind die Konzentrationen beider Aktivititsmarker bei den Minnchen beider
Genotypen niedriger als bei den Weibchen (Abb.9, 10).
Neben einer altersbedingten Aktivititsabnahme sind demnach auch geschlechtliche

Unterschiede von Bedeutung. Dieser Unterschied macht deutlich, dass der inhibitorische
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Effekt des ApoE auf die Osteoblastenaktivitit auch in Maiusen wahrscheinlich im
Zusammenhang mit dem Einfluss von Geschlechts- und Wachstumshormonen steht.

Fiir die Serumanalyse wurden das Osteocalcin betreffend unterschiedliche Faktoren
beriicksichtigt. Die Osteocalcin Konzentration im Serum unterliegt, sowohl beim Menschen
als auch bei Mdusen, einer tageszeitlichen Schwankung mit einem Abfall in den frithen
Morgenstunden und einer erneuten Zunahme um die Mittagszeit bis in den frithen Abend, um
in der Nacht erneut ein Maximum zu erreichen (Gundberg 1985). Die Serumgewinnung
erfolgte daher fiir alle Tiere gegen 13.00 Uhr. Trotz dieser Tageszeitlichen Schwankung stellt
die Osteocalcin Serumkonzentration einen sehr sensitiven Parameter der Osteoblastenaktivitit
dar (Eastell 1988).

Die Untersuchung unterschiedlicher Altersgruppen erfolgte, da der Knochenphédnotyp ApoE
defizienter Miuse im Alter von 8 Monaten stirker ausgepragt ist als im Alter von 3 Monaten
(Schilling 2005).

Die Alkalische Phosphatase ist neben Osteocalcin einer der am héufigsten verwendeten
Parameter zur Bestimmung der Osteoblastenaktivitdat (Risteli 1993; Garnero und Delmas
1996). Es konnten bisher vier Gene fiir die Alkalische Phosphatase identifiziert werden (Kam
1985; Millan 1986; Henthorn 1987; Millan und Manes 1988). Sie codieren fiir verschiedene
Isoenzyme, welche gemdll dem Ort ihrer Synthese in intestinale ALP, Plazenta ALP,
Keimzellen ALP und in die tissue non specific ALP (TNAP) unterteilt werden (Seargeant
1979, Moss 1982). Alle Isoenzyme sind Homodimere, welche durch die Hydrolyse von
Phosphomonoestern die Freisetzung von Phosphationen bewirken (Fernley 1971).

Die TNAP wird im Knochen, in der Leber und in der Niere exprimiert (Weiss 1986) und
macht beim Menschen etwa 95% der ALP Gesamtserumaktivitit aus (Calvo 1996). Die
TNAP ldsst sich allerdings anhand bestimmter Kohlenwasserstoff Seitenketten in eine
knochenspezifische ALP und in eine leberspezifische ALP unterscheiden, diese stellen
demnach Isoformen des TNAP Isoenzymes dar (Miura 1994). Fiir das humane System ist es
moglich mit den entsprechenden Antikorpern (AK) im Serum gezielt die knochenspezifische
ALP Aktivitit zu bestimmen. Im murinen System existieren bislang keine AK fiir die
knochenspezifische ALP, so dass in diesem Experiment die Gesamtserumaktivitit der ALP
bestimmt wurde.

Um weiter zu untersuchen, ob die bei Miusen in vivo beobachteten Effekte zellautonom
bedingt sind oder in wesentlichem Ausmal} systemischen Einfliissen unterliegen, wurden im
zweiten Teil dieses experimentellen Ansatzes in vitro Untersuchungen an primiren

Osteoblastenkulturen durchgefiihrt, welche einen deutlichen Vorteil bieten. Es kann zum
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einen gezielt die knochenspezifische ALP gemessen und zum anderen unabhéngig von
hormonellen und altersbedingten Einflussfaktoren die Osteoblastenaktivitit der ApoE
defizienten Maiuse und der Wildtyptiere bestimmt werden. Die gewonnenen Clavaria
Osteoblasten wurden hierzu fiir einen Differenzierungszeitraum von 30 Tagen unter Zugabe
von Ascorbat und [-Glycerophosphat in Kultur gehalten. Die Bestimmung der
Aktivitdtsmarker auf mRNA und Proteinebene erfolgte im Abstand von sechs Tagen. Die
Ergebnisse dieser in vitro Experimente sind eindeutig. Die ApoE defizienten Zellen weisen
im Vergleich zu Wildtypzellen auf mRNA Ebene mehr als zehn Mal so hohe Werte fiir
Alkalische Phosphatase, Osteocalcin und Coll auf (Bestimmung durch eine quantitative RT-
PCR, Daten nicht gezeigt). Auf Proteinebene wurde die Aktivitdt der Alkalischen
Phosphatase und die Osteocalcin Konzentration im Medium bestimmt. Auch hier wurden bei
den ApoE defizienten Tieren stark erhohte Werte fiir beide Aktivititsmarker gemessen
(Abb.11, 12). In Analogie zum humanen Zellsystem wurde in diesen Proben ebenfalls der
Carboxylierungsgrad des Osteocalcins bestimmt. ApoE defiziente Zellen weisen zum einen
im Vergleich zu den Wildtypzellen anteilig an der Gesamtosteocalcin Konzentration mehr
untercarboxyliertes Osteocalcins auf, bilden aber aufgrund der weitaus hoheren
Gesamtosteocalcin Menge auch deutlich mehr carboxyliertes Osteocalcin (Abb.12).

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass eine ApoE Defizienz gemessen an der Expression
osteoblastdarer Markerproteine mit einer gesteigerten Aktivitit einhergeht. Es entféllt demnach
mit der ApoE Defizienz ein negativer Regulator der Osteoblastenaktivitit.

Unterstiitzt wird dies durch die Tatsache, dass die Zugabe von humanem ApoE 3 zu der ApoE
defizienten Zellkultur eine Suppression der Alkalischen Phosphatase Aktivitit und
Osteocalcin Konzentration im Medium auf Wildtyp Niveaus bewirkt hat (Abb.14).

Das murine ApoE weist im Gegensatz zum Menschen keine Isoformen auf, jedoch ist es
strukturell dem humanen ApoE 3 sehr dhnlich. Da das humane ApoE 3 zudem in der Lage ist
im Vergleich zu den anderen Isoformen ApoE 2 und E 4 auch im murinen System die
Aufnahme von LP Partikeln zu vermitteln, wurde in diesem Experiment ApoE 3 verwendet
(Innerarity 1986).

Dass ApoE Defizienz auch zu einer vermehrten Mineralisierung des Extrazelluldrraums fiihrt,
konnte in einem weiteren Experiment gezeigt werden. Durch von Kossa Losung féarbt sich das
im Hydroxylapatit enthaltene Kalzium an. In dem dargestellten Zeitraum von Tag 12 bis Tag
30 der Mineralisierung ist deutlich zu erkennen, dass die ApoE defizienten Zellen in vitro
frither und stirker mineralisieren als vergleichbare Wildtypzellen (Abb.15).

Diese Ergebnisse konnen den Knochenphinotyp der ApoE defizienten Méause erkliren.
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ApoE defiziente Miause zeichnen sich durch eine erhohte Knochenformationsrate aus, welche
sich bei normaler Osteoblastenzellzahl und normaler Knochenresorptionsrate bildet, d.h.
durch eine gesteigerte Osteoblastenaktivitit (Schilling 2005).

Die Expression von ApoE wird im Verlauf der osteoblastiren Differenzierung stark hoch
reguliert. Ein Grund fiir die hohe ApoE Expression wihrend der osteogenen Differenzierung
konnte die notwendige Versorgung von Osteoblasten mit Vitamin K reichen CR sein, da
ApoE die Aufnahme von Vitamin K beladenen CR durch Osteoblasten vermittelt (Newman
2002, Niemeier 2005).

In Osteoblasten fungiert Vitamin K als Kofaktor fiir die Carboxylierung von Osteocalcin.
Osteocalcin weist in seiner carboxylierten Form eine erhohte Affinitdt zum Hydroxylapatit
auf, so dass dem carboxylierten Osteocalcin ein positiver Effekt auf die
Knochenmineralisierung zugesprochen wird (Hauschka 1982).

Ein verminderter Carboxylierungsgrad von Osteocalcin durch eine orale Antikoagulation mit
Vitamin K Antagonisten fiihrt zu einer erhohten Frakturrate der proximalen
Oberschenkelknochen (Vermeer 1991). Zudem ist eine {iiberdurchschnittlich erhohte
Konzentration von untercarboxyliertem Osteocalcin bei postmenopausalen im Vergleich zu
pramenopausalen Frauen préddisponierend fiir eine gesteigerte Knochenfrakturrate (Szulc
1993, Both 2003). Folglich scheint das carboxylierte Osteocalcin die Knochenmineralisierung
zu fordern. Eine ApoE Defizienz, welche eine verminderte Vitamin K Zufuhr bedingen
konnte, sollte demnach eigentlich {iber einen verminderten Carboxylierungsgrad des
Osteocalcins eine niedrigere Knochenformationsrate aufweisen.

Im Gegensatz hierzu belegen Untersuchungen an Osteocalcin defizienten Méusen, welche
dhnlich wie ApoE defiziente Miuse eine erhohte Knochenformationsrate aufweisen, dass
Osteocalcin ebenso einen inhibitorischen Effekt auf die Knochenformation haben konnte
(Desbois 1995, Ducy 1996). Dass die unterschiedlichen Effekte des untercarboxylierten und
carboxylierten Osteocalcins auf die Knochenmineralisierung fiir den inhibitorischen Effekt
des ApoE auf die Aktivitdt der Osteoblasten eine bedeutende Rolle spielen ist meiner
Einschidtzung nach eher unwahrscheinlich, da die Osteoblasten bei gesteigerter Osteocalcin
Konzentration auch eine vermehrte Mineralisierung zeigen. Der Knochenphinotyp ApoE
defizienter Maéuse ldsst sich demnach nicht vollstindig iiber seine Funktion als
Transportprotein fiir Vitamin K beladene Lipoproteine und der damit verbundenen

Osteocalcin Carboxylierung erkldren.
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Vielmehr deuten meine Ergebnisse in Verbindung mit der Literatur darauf hin, dass ApoE
unabhéngig von seiner Funktion im Lipidstoffwechsel, auf zelluldrer Ebene einen deutlichen,
inhibitorischen Einfluss auf die Osteoblastenaktivitit hat.

Der letztendliche Mechanismus der Inhibition bleibt bisher offen, ich vermute aber einen
Effekt von ApoE auf eine Signaltransduktionskaskade, welche fiir die osteogene
Differenzierung erforderlich ist.

Erste vorldufige Daten deuten auf eine ApoE vermittelte Inhibition der durch Wnt3a
stimulierten Transkription LEF/TCF abhingiger Gene hin, d.h. eine Inhibition des Wnt/B-
Catenin Signaltransduktionsweges. Der Wnt/B-Catenin Signaltransduktionsweg spielt
wihrend der osteoblastidren Differenzierung eine bedeutende Rolle (Westendorf 2004, Raeadi
2005).

Die Moglichkeit, dass ApoE derartige regulatorische Mechanismen moduliert, wird durch die
unterschiedlichen Funktionen seiner moglichen Interaktionspartner unterstiitzt. Hier ist vor
allem die Gruppe der LRP Rezeptoren aus der LDL-Rezeptor Genfamilie von besonderer
Bedeutung. LRPI, LRP5 und LRP6 binden ApoE und sind in verschiedene
Signaltransduktionswege involviert. LRP5 und LRP6 fungieren unter anderem als
Korezeptoren des Wnt/B-Catenin Signaltransduktionsweges (Tamai 2000, Dale 1998).

Eine ApoE vermittelte Inhibition des canonical wnt signaling beschrieb Caruso et al. 2006 in
einem Zellmodell humaner Neuronen. Untersucht wurde hier der inhibitorische Effekt von
endogen exprimierten und exogen zugefiihrten ApoE Isoformen auf die Differenzierung von
neuronalen Zellen iiber eine Inhibition des Wnt/B-Catenin Signaltransduktionsweges. Auch in
dieser Arbeit wurde der stirkste Effekt fiir das ApoE 4 nachgewiesen. ApoE2 und E3
schienen exogen nur einen relativ begrenzten Einfluss zu haben. Durch Generierung von
LRPS iiberexprimierenden Zellen, in welchen der inhibitorische Effekt von exogen
zugefiihrtem ApoE 2 und E 3 gesteigert werden konnte, wurde eine Interaktion von ApoE mit
dem LRPS5 Rezeptor vermutet.

Demnach ist es gut vorstellbar, dass der in dieser Arbeit gezeigte inhibitorische Effekt des
ApoE auf die Osteoblastenaktivitit durch eine Interaktionen mit LRP-Rezeptoren iiber den
Wnt/B-Catenin Signaltransduktionsweg vermittelt wird. Die Aufkldrung der molekularen

Wirkungsmechanismen wird Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Arbeitshypothese, dass ApoE einen inhibitorischen Effekt auf
die Osteoblastenaktivitit hat, experimentell zu belegen.

Zu diesem Zweck wurde unter standardisierten Bedingungen die Aktivitdit humaner
mesenchymaler Stammzellen unter dem Einfluss der ApoE Isoformen E 2, E 3 und E 4
untersucht.

Im humanen Zellsystem kann durch exogene ApoE Inkubation eine Verminderung der
Osteoblastenaktivitidt erreicht werden, wobei deutliche Unterschiede in der inhibitorischen
Potenz der einzelnen Isoformen vorhanden sind. Den stidrksten Effekt weist das ApoE 4 auf.
Serumanalysen von Wildtyp und ApoE defizienten Médusen sowie standardisierte in vitro
Experimente mit primédren Osteoblasten ApoE defizienter Méuse ergeben klare Hinweise auf
eine deutlich erhohte Osteoblastenaktivitdt sowohl in vivo als auch in vitro. Zudem zeigte sich
auch in vitro eine gesteigerte Mineralisierung der extrazelluldren Matrix. Diese gesteigerte

Aktivitdt kann durch Rekonstitution von ApoE in Osteoblastenkulturen aufgehoben werden.

Die hier gewonnen Ergebnisse zeigen deutlich, dass ApoE einen inhibitorischen Effekt auf
die Osteoblastenaktivitét ausiibt und auf zelluldrer Ebene ein isoformspezifischer Unterschied
mit maximalem Effekt des ApoE 4 vorhanden ist.

Diese Ergebnisse helfen zum einen den Knochenphinotyp ApoE defizienter Méuse besser zu
verstehen und zum anderen zeigen sie, dass einzelne ApoE Isoformen im humanen System,
bedingt durch eine Minderung der Osteoblastenaktivitiat, durchaus zur Abnahme der

Knochendichte und zur Osteoporoseentstehung beitragen konnen.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

o-MEM
ABCAL1
ACAT
ALP
APC
Apo
apoER2
BMD
BMP2
BSP
Cbfal
CEPT
CM
Coll
CR
DBP
Dkk-1
DMEM
dNTP
DTT
FBS

Fz
gla-OCN
glu-OCN
GSK3
GzZp
HDL
HLP
IDL
IGF-1
IL-6

KO

alpha-minimum essential medium
ATP binding cassette transporter Al
Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase
Alkalische Phosphatase
adenomatous poliposis coli
Apolipoprotein

ApoE Rezeptor2

bone mineral density

bone morphogenic protein-2
bone sialoprotein

core binding factor 1
Cholesterinester Transferprotein
Chylomicron

Kollagen1

chylomicron remnant

Vitamin D bindenden Protein
Dickkopf

Dulbecco’s modified eagle medium
deoxynucleotide triphosphate
Dithiothreitol

fetal bovine serum

Frizzeld

carboxyliertes Osteocalcin
untercarboxyliertes Osteocalcin
Glykogen Synthase Kinase 3
Gesamtzellprotein

high density lipoprotein
Hyperlipoproteindmie
intermediate density lipoproteins
insulin like growth factor-1
Interleukin 6

Kilodalton

knock out
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LCAT
LDL
LDL-R
LEF
LP
LPL
LRPI
MMLV
MSC
NFAT2
OCN
Osx
PBS
PS
PTH
RCT
RPM
RXR
sFRP
SR-BI
TCF
TGFoa
TGFp
TNFa
tPA
TRL
VDR
VDRE
VLDL
WIF-1
Wnt
WT

Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase
low density lipoprotein

very low density lipoprotein receptor
lymphoid enhancer binding factor
Lipoprotein

Lipoproteinlipase

low density lipoprotein receptor related protein 1
moloney murine leukemia virus
mesenchymalen Stammzellen
nuclear factor for activated T cells 2
Osteocalcin

Osterix

phosphate buffered saline
Penicillin/Spreptomycin
Parathormons

Reverse Cholesterintransport
rounds per minute

retinoid acid receptor
Frizzeld-related proteins
savenger-receptor Bl

T cell factor

transforming growth factor o.
transforming growth factor f
Tumornekrosefaktor o

tissue plasminogen activator
triglyceridreichen Lipoproteine
Vitamin-D3-Rezeptor

vitamin-D- responsive elements
very low density lipoprotein

Whnt inhibitory factorl

Wingless-Int pathways

Wildtyp
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