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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Knochenaufbau und Signalwege in der Mechanotransduktion

1.1.1 Mikrostruktur des Knochens

Als Bestandteil des korperlichen Stiutzapparates kommt dem Knochengewebe eine
sehr wichtige Bedeutung zu. Es ist charakteristischerweise hart und druckfest und
weist trotzdem eine gewisse Elastizitat auf. Daher dient es einerseits als schitzende
Wandstruktur far Gehirn, Brusteingeweide und Beckenorgane und fungiert anderer-
seits zusammen mit Bandern und Gelenken als Teil des passiven Bewegungsappara-
tes (Benninghoff & Drenckhahn, 2008). Knochengewebe existiert in zwei verschiede-
nen Ausfuhrungen, dem Lamellenknochen und dem Geflechtknochen. Geflechtkno-
chen besteht aus einem Flechtwerk an Kollagenfibrillen, das keinem speziellen Orga-
nisationsmuster folgt und auch als Faserknochen bezeichnet wird. Wahrend Geflecht-
knochen vor allem eine gro3e Rolle fur die primare Knochenneubildung bei der Kno-
chenentwicklung und Knochenbruchheilung spielt und im erwachsenen Kérper nur
noch im Bereich der Schéadelsuturen, im knéchernen Labyrinth und im Kallusgewebe
vorkommt, ist der Lamellenknochen beim adulten Menschen der dominierende Anteil
des Knochens. Er entsteht durch sperrholzartige Schichtung verkalkter Knochenmatrix
(extrazellularer Matrix) und ist einer lamellaren Ordnung unterworfen (Benninghoff &
Drenckhahn, 2008; Migliaccio et al., 2000). Der Lamellenknochen lasst sich in zwei
unterschiedliche Organisationsformen unterteilen, den kompakten Knochen und den
spongiosen Knochen, wobei dem kompakten Knochen 80% des Knochengewebes des
Korpers zugeschrieben werden und dem spongitésen Knochen lediglich 20%. Der kom-
pakte Knochen befindet sich in der Auf3enschicht des Knochens, der Substantia corti-
calis und Substantia compacta, und ist ein solider Zellverband ohne Zwischenrdume.
Die Substantia compacta ist Hauptbestandteil der Diaphysen der langen Réhrenkno-
chen. Der spongiése Knochen besteht aus einem schwammartigen Gertst dinner,
balkenformiger Strukturen und befindet sich im Inneren des Knochens. Die Spon-
giosatrabekel sind platten- bis sdulenférmige, verzweigte Strukturen. Aus den Trab-
ekeln entsteht ein gitterformiges Gerist, wobei die Trabekel in Richtung der im Kno-
chen herrschenden Zug- und Druckspannungen verlaufen. In den Zwischenrdumen
der Spongiosa befindet sich das blutbildende Knochenmark (Benninghoff &
Drenckhahn, 2008).
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1.1.2 Spezifische Zellen des Knochens und ihre Sighalwege

Zellen, die spezifisch im Knochen vorkommen und fur die Steuerung der Knochenfor-
mation und des Knochenumbaus mitverantwortlich sind, sind Osteoblast, Osteozyt und
Osteoklast. Hierbei ist der Osteoklast flr die Demineralisierung und den Abbau der
Knochenmatrix, der Osteoblast und der Osteozyt fur die Knochenbildung verantwort-
lich (Jakob, Benisch, & Ebert, 2010). Die unterschiedlichen Zellen beeinflussen sich
jedoch untereinander und sind teilweise auch aufeinander angewiesen. Durch ihre In-
teraktion gelingt unter anderem ein kontinuierlicher Knochenumbau, bei dem Knochen-
auf- und Knochenabbau sich die Waage halten und daftir sorgen, dass der Knochen
stabil und gesund bleibt (Benninghoff & Drenckhahn, 2008). Hierbei kommt es je nach
Zug zu einer unterschiedlichen Reaktion des Knochens. Bei insuffizienter Einwirkung
mechanischer Krafte kommt es zur Knochenresorption, bei physiologischen mechani-
schen Stimuli zur Aufrechterhaltung der Knochenmasse, bei tbermaldiger Einwirkung
entweder zum Versagen oder zum verstarkenden Aufbau (Martin, 2000). Hierbei be-
stimmt die im Gewebe angeborene molekulare Zusammensetzung der Knochenzellen
die adaptierte Antwort des Knochens auf mechanische Krafte. Systemisch wird dieses
Wechselspiel liber Hormone wie zum Beispiel Ostrogene reguliert, lokal iibernehmen
Zytokine und Wachstumsfaktoren die Rolle der Signaliibermittlung. Die einzelnen Kno-
chenzellen weisen zudem Interfaces auf, welche eine lebhafte Interaktion mit anderen
Geweben wie dem Immunsystem oder dem Stoffwechsel erlauben (Jakob et al., 2010).
Auf diesem Weg findet beispielsweise auch die Beeinflussung des Knochenstoffwech-
sels durch Bewegung statt, fir dessen Homdostase mechanische Stimuli essentiell
sind. Eine gute Kenntnis dieser Interfaces erlaubt daher auch gro3eres Verstandnis
der Vorgange im Knochenstoffwechsel, und folglich eréffnen sich dadurch mehr An-
griffspunkte und Maoglichkeiten, therapeutisch bei der Osteoporose einzugreifen
(Jakob et al., 2010).

1.1.2.1 Osteoblast

Osteoblast und Osteozyt entwickeln sich aus mesenchymalen Vorlauferzellen, auch
mesenchymale Stammzellen genannt. Osteoblasten sind im Wesentlichen fur die Bil-
dung organischer Matrixkomponenten des Knochens, dem sogenannten Osteoid, ver-

antwortlich und adaptieren die Anatomie des Knochens an die Bedirfnisse des Orga-



Einleitung

nismus (Benninghoff & Drenckhahn, 2008). Sie sind untereinander Gber unterschiedli-
che Zellkontakte miteinander verbunden. Hierzu gehdren Adharenskontakte (Cadherin
11 und N- Cadherin), Nexus (Connexin 43) und fleckférmige Occludenskontakte (Ma-
culae occludentes). Eine weitere Funktion der Osteoblasten ist die Bildung verschie-
dener Zytokine, die auf molekularer Ebene eine wichtige Rolle in der intra- und inter-
zellularen Kommunikation spielen. Hierzu zahlt die Bildung von TGF-B, PDGF und
IGF-1 u. 2, fur welche Osteoblasten Rezeptoren besitzen. Die Sekretion erfolgt auto-
krin und parakrin. Diese Zytokine stimulieren sowohl die Proliferation von Osteoblasten
(Préosteoblasten) als auch die Osteoidbildung (Benninghoff & Drenckhahn, 2008).
Des Weiteren werden Interleukine und TNF-a gebildet, welche Osteoklasten aktivie-
ren, und zudem CSF-1 und RANKL (Receptor Activator of NFkB Ligand). Letztere sind
essentielle Differenzierungsfaktoren fiir die Osteoklasten. Osteoblasten besitzen zu-
dem Rezeptoren fur Parathormon, Calcitriol und Retinsédure. Parathormon kann hierbei
bei chronisch erhéhtem Spiegel, wie beispielsweise beim Hyperparathyreoidismus, die
Osteoidsynthese, Proliferation und Differenzierung der Osteoblasten inhibieren, wirkt
bei medikamentdser kurzfristiger intermittierender Applikation jedoch osteoanabol
(Shinoda et al., 2010). Bei kontinuierlicher intensiver Einwirkung induziert es osteo-
blastare Mediatoren der Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung und hat somit
eine katabole Wirkung auf den Knochen. Im Gegensatz dazu sorgt Calcitriol fir eine
partielle Stimulation der Osteoblastenaktivitat und wirkt auf den Knochen somit struk-
turaufbauend und strukturerhaltend. Osteoblasten werden sowohl direkt Uber Belas-
tung aktiviert, was zu einer verstarkten Proliferation und Matrixsynthese fihrt, als auch
indirekt Gber Wachstumsfaktoren und tber das Freisetzen von Prostaglandinen und
NO durch Osteozyten, siehe hierzu auch 1.1.3 (Benninghoff & Drenckhahn, 2008).

1.1.2.2 Osteozyt

Bei Osteozyten handelt es sich um terminal differenzierte Osteoblasten, die sich selbst
in verkalkte Knochenmatrix einmauern (Jakob et al., 2010). Sie sind in Lakunen ein-
gebettet, welche sich der Form der Osteozyten ideal anpassen und innerhalb welcher
sie von Flussigkeit umgeben sind. Sie stehen Uber Nexus und Connexin 43 miteinan-
der in Verbindung und bilden somit ein komplexes Netzwerk aus Zell-Zell-Interaktionen
(Jakob et al., 2010). Uber diese Kontakte kénnen Stoffwechselaktivitat und die Fortlei-
tung von Signalen zwischen den einzelnen Osteozyten koordiniert werden (Feng,
Szabo, Dziak, & Opas, 2010; Potier, Noailly, & Ito, 2010). Osteozyten machen den

3
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dominierenden Anteil an Zellen im Knochengewebe aus und sind im Bereich des ge-
samten Knochengewebes préasent (Aguirre et al., 2007). Dies steht im Gegensatz zu
Osteoblasten und Osteoklasten, die als Exekutive fir Knochenformation und Knochen-
resorption in kleinen Mengen auf einem begrenzten Anteil (ca. 10%) der Knochenober-
flache an Orten vorhanden sind, die das Remodelling umgehen (Aguirre et al., 2007).
Die Ausdehnung des Osteozytennetzwerkes findet tiber mineralisierte Knochenmatrix,
Knochenoberflache und Knochenmark bis zu den Blutgefal3en statt (Aarden, Nijweide,
& Burger, 1994; Aguirre et al., 2007). lhre strategische Lokalisation erlaubt ihnen das
Wahrnehmen (Sensing) von Veranderungen der Einwirkung mechanischer Krafte
durch Dehnung und Flussigkeits-Scherstress. Durch ihre Fahigkeit, empfangene Sig-
nale weiterzuleiten werden die Bewegungen des Knochengewebes in Signale umge-
setzt. Durch die Erschitterung auf dem Boden eines mechanischen Reizes kommt es
in den Lakunen zu einer Flussigkeitsstromung, welche von den Osteozyten wahrge-
nommen wird. Diese sind dann wiederum in der Lage, diese Flussigkeitsstrémungen
in zellbiologische Signale umzusetzen und den Knochen auf diesem Weg an die ver-
anderte Umwelt zu adaptieren (Aarden et al., 1994; Weinstein, Jilka, Parfitt, &
Manolagas, 1998). Diese osteogenen Signalkaskaden sind dabei miteinander ver-
schaltet und mehrfach abgesichert und reagieren neben den mechanischen Einwir-
kungen auch auf biochemische Verdnderungen (Jakob et al., 2010). Die Osteozyten
sind hierbei das Herz eines funktionierenden Netzwerks (Aarden et al., 1994; Aguirre
et al., 2007). Dieser Anpassungsmechanismus ist unter anderem davon abhangig,
dass die Knochenzellen tber eine Sensibilitat verfiigen, die es ihnen erlaubt, diese
Signale zu erkennen. Diese Féahigkeit wird unter dem Begriff Mechanosensitivitét ver-
standen und fuhrt dazu, dass der Knochen Uber ein breites Spektrum an unterschied-
lichem Knochengewebe verfiigt, welches je nach Bedarf an die Anforderungen der
Umwelt angepasst werden kann. Durch ihr weites Netzwerk sind Osteozyten in der
Lage, kontinuierlich die normalen Levels der Dehnung mit der aktuellen mechanischen
Dehnung zu vergleichen und daraufhin Signale an Osteoklasten und Osteoblasten zu
senden, die dann entsprechend fur einen Knochenaufbau oder den Knochenabbau
sorgen (Kousteni et al., 2001). Bei diesem komplexen Prozess fungieren die Osteozy-
ten als Mechanosensoren. lhre Lebensspanne wird stark von mechanischen Kraften
beeinflusst. So erhoht das Fehlen mechanischer Stimuli die Pravalenz einer Osteozy-
ten-Apoptose mit den Folgen Verlust von Knochenmasse und Knochenstéarke
(Kousteni et al., 2001; Tomkinson, Reeve, Shaw, & Noble, 1997; Weinstein et al.,

4
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1998). Der bezogen auf Osteozyten antiapoptotische Effekt der mechanischen Stimu-
lation wird neben dem Integrin-Signalweg auch tber intakte Caveloae, die Kinaseakti-
vitat der Src und der Adhéasionskinase, nachgeschaltete Phosphorylierung und eine
nukleare Translokation der ERKs vermittelt (Hamdy, 2009). Er findet Gber nicht-geno-

mische Aktivitat der Ostrogenrezeptoren statt (siehe hierzu auch 1.2.3.2).

1.1.2.3 Osteoklast

Zu den Funktionen der Osteoklasten gehtren die Demineralisierung des Knochens
und der Abbau von untauglichem Gewebe. Daher kommt diesen Knochenzellen eine
Schlusselfunktion im Bereich der Kalziumfreisetzung und der Umbauvorgange im Kno-
chen zu (Benninghoff & Drenckhahn, 2008). Die Progenitorzellen der Osteoklasten
sind Vorlauferzellen des monozytdren Phagozytensystems. Sie gelangen Uber die
Blutbahn oder aus dem Knochenmark in das Knochengewebe und kénnen hier mit
Osteoblasten in Verbindung treten (Benninghoff & Drenckhahn, 2008). Der Osteoklast
ist ein terminal differenzierter besonderer Makrophage (Jakob et al., 2010). Die Ver-
bindung zwischen Osteoblast und Osteoklast entsteht Uber Cadherin 6, ein Adhasi-
onsprotein. Durch den Zell-Zellkontakt bindet der membranstandige Receptor activator
of NFkB Ligand (RANKL) der Osteoblasten an seinen auf osteoklastaren Progenitor-
zellen exprimierten Rezeptor RANK. Dieser Schritt ist fir die Osteoklasten essentiell,
da die Progenitorzellen somit zu mehrkernigen Osteoklasten fusionieren und so ein
Synzytium bilden kénnen (Benninghoff & Drenckhahn, 2008). Weitere Faktoren der
Osteoblasten, die bei der Differenzierung der Osteoklasten eine Rolle spielen, sind
CSF-1, IL-1, -6 u. -11, TNF-a und Prostaglandin E2 (Benninghoff & Drenckhahn,
2008). Sie sind ein Bestandteil des grofRen Spektrums an Botenstoffen, welche Ein-
fluss auf Osteoklasten haben. Hierzu gehéren neben den bereits oben erwahnten Fak-
toren vor allem das RANK/RANKL/OPG System und hormonelle Einflisse (Jakob et
al., 2010). Nachdem der Osteoklast Uber zellulare Adhasionsmolekule zu der organi-
schen Matrix des Knochens Kontakt aufgenommen hat, bildet er dort eine Resorpti-
onslakune, in welcher es daraufhin zu einer Verschiebung des pH-Wertes ins saure
Milieu kommt. Durch das saure Umfeld kdnnen dann Proteasen sezerniert werden, die
den Knochenabbau einleiten (Jakob et al., 2010). Die Funktion des Osteoklasten ist
sehr stark mit der Funktion des Osteoblasten verknipft. Wahrend der Knochenresorp-

tion beispielsweise werden zeitgleich sowohl fur die Osteoblasten wichtige Wachs-
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tumsfaktoren aus der Knochenmatrix freigesetzt als auch Botenstoffe Richtung Oste-
oblast sezerniert, die diesen stimulieren (Pavalko et al., 2003; Q. Zhao, Shao, Chen,
& Li, 2007). Zudem kommt es bei der Knochenresorption zu einer Freisetzung von
Kalzium, welches ebenso Einfluss auf die Aktivitdt der Osteoblasten hat. Da Osteo-
blasten Gber Kalzium-Sensing-Rezeptoren verfiigen, werden diese durch die Kalzium-
freisetzung stimuliert, und somit wird die Knochenformation angeregt (Duncan &
Turner, 1995; Hamdy, 2009). Dies fuhrt dazu, dass beim aktiven Knochenabbau
gleichzeitig auch die Regeneration des Knochens in die Wege geleitet wird.

Osteoklasten sind auRRerst potente Zellen, die Uber komplexe Mechanismen am Auf-
und Abbau des Knochengewebes beteiligt sind. Durch Fehlregulationen im Bereich
der Mechanotransduktion, durch Immobilisation oder auch durch Hormonmangel kann
es in diesem komplexen System zu einer Fehlregulation kommen, die letztendlich Ur-

sache fur die Entstehung einer Osteoporose sein kann (Jakob et al., 2010).
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Abbildung 1: Darstellung der Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten
(Boyle, Simonet, & Lacey, 2003). (Mit freundlicher Genehmigung der Springer Nature
AG & Co. KGaA).
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1.1.3Mechanotransduktion und ihre Signalwege

Unter Mechanotransduktion versteht man einen auf zellularer Ebene stattfindenden
Transformationsmechanismus, der dafur sorgt, dass ein mechanischer Reiz zu einer
Anderung der Genexpression und somit zu einer zellularen Antwort fiihrt (Liedert,
Kaspar, Blakytny, Claes, & Ignatius, 2006). In diesen Ablauf der Mechanotransduktion
sind Mechanorezeptoren wie Integrine, Cadherine, Kalziumkanale und Signalwege in-
volviert (Liedert et al., 2006). Zudem spielen Hormone, die extrazellulare Matrix der
Osteoblasten und mechanische Stimuli eine Rolle in Bezug auf die Regulation dieser
Mechanismen. Konkret bedeutet dies, dass nach mechanischem Stress in Form von
Dehnung, Kompression oder Flissigkeits- und Scherstress am gesunden Knochen
unterschiedliche Signalkaskaden in Aktion treten (Duncan & Turner, 1995). Dies ge-
schieht Uber Rezeptoren, Kanale, Adhasionsmolekiile, das Zytoskelett und beispiels-
weise auch Uber das primére Cilium als zellularem Organell der Mechanotransduktion
(Pavalko et al., 2003; Satir, Pedersen, & Christensen, 2010). Diese Faktoren sind in
der Lage, mechanische Krafte in biologische Signale umzuwandeln und letztendlich
auf diesem Wege auf die Genregulation auf Zellkern-Ebene Einfluss zu nehmen und
biologische Effekte zu generieren (Liedert et al., 2006).

Dies macht es dem Knochen mdglich, sich den aktuellen Bedingungen spontan anzu-
passen. Hierbei weist der Knochen ein breites Spektrum an Moéglichkeiten der Anpas-
sung an sehr viele unterschiedliche Belastungssituationen auf, was zu einer guten Be-
lastbarkeit des Knochens fiihrt. Durch die Einwirkung von Kraften auf Zellen kommt es
Uber eine Umsetzung in biochemische Signale zur Generation von biologischen Effek-
ten (Herrmann et al., 2020). Wahrend eine Steigerung der Krafte mit Wiederholung der
Reize eine anabole Wirkung aufweist, kbnnen Immobilisation und Simulation von
Mikro- Gravitationen zum Verlust von Knochen und Muskel fihren (Herrmann et al.,
2020). Die bei der Osteoporose klinisch auffallende Fragilitat der Knochen lasst sich
auf molekularer Ebene als Dysadaptation an die mechanischen Anforderungen an den
Knochen ausdriicken, als Unfahigkeit des Knochens, sich adaquat der neuen, veran-
derten Situation anzupassen (L. Seefried, R. Ebert, et al., 2010). Diese Anpassungs-
storung kann unterschiedliche Ausléser als Ursache haben. Hierzu gehéren zum einen
ein ungentgender Krafteintrag im Sinne einer mangelnden Herausforderung mit dar-
aus resultierender ungenigender Signaltransduktion, Fehler in der Signaltransduktion

oder Stérungen der Mechanosensitivitdt der Knochenzellen. Daher erscheint es auch
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logisch, dass der Verlust der Ostrogene, einem Mechanosensitizer, solch ein Risiko-
faktor fur die Entstehung und Manifestation einer Osteoporose ist, da dadurch nach
der Menopause die Gefahr der ungeniigenden Adaptation steigt (L. Seefried, R. Ebert,
et al., 2010). Auch die Hauptregulatoren des Knochenstoffwechsels sind auf verschie-
denen Ebenen mit der Mechanotransduktion verknipft, so zum Beispiel das
RANK/RANKL/OPG System, welches eng mit Signalwirkungen tiber Ostrogene oder
PTH verschaltet ist und damit indirekt mechanischen Einflissen unterliegt (O'Brien,
2010).

Im Folgenden mdchte ich aus den vielseitigen und komplexen Signalwegen, die in der
Mechanotransduktion eine Rolle spielen, einige wesentliche herausgreifen und dabei
besonders auf die Rolle der einzelnen Signaltransduktionsmolekule eingehen, von de-
nen viele in Adharenskomplexen zu finden sind. Aktuell werden als Core- Signaltrans-
duktionswege fir die Knochenneubildung osteogene wnt-Signalkaskaden, die Signal-
kaskaden Uber den Parathormon-Rezeptor (PTH1R) und seine Liganden PTH und
PTH1R sowie die Bone Morphogenetic Proteins (BMP), tiber die Rezeptoren der TGFI3
Familien wirkend, bezeichnet (Herrmann et al., 2020). Des Weiteren sind nukleére
Matrixproteine beispielsweise ein Weg, Gber den mechanische Signale integriert wer-
den konnen. Diese sind Transkriptionsfaktoren, die auf Adharensplaques lokalisiert
sind und von dort in den Zellkern gelangen, an die DNA binden und essentiell an der
Aktivierung von Promotoren mechanosensitiver Gene beteiligt sind (Liedert et al.,
2006; Liedert et al., 2010). Diese bezeichnet man als DNA-responsive Elemente. Bei
SP-1 und AP-1 handelt es sich um mechanoresponsive Transkriptionsfaktoren. AP-1
ist das gemeinsame Endprodukt von c-fos und c-jun. Durch die Aktivitat extrazellular
regulierter Kinasen wird dieser vermehrt exprimiert (Liedert et al., 2006). SSRE (Shear
Stress response element) ist eine Transkriptionsfaktorbindungsstelle, die in mehreren
Genen wie beispielsweise c-fos und PDGF- zu finden ist. SSRE ist nach Bindung in
der Lage, eine mechanische Antwort zu aktivieren (Nomura & Takano-Yamamoto,
2000). Es konnten inzwischen weitere Elemente, die auf mechanische Belastung an-
sprechen, in Bezug auf die aktiven Transkriptionsfaktoren und die Antwort auf Deh-
nung, Kompression und Fluid Flow charakterisiert werden (Herrmann et al., 2020). Das
Knorpelprotein COMP reagiert demzufolge auf Mechantransduktion, des Weiteren
konnte eine Region im Promotor des matrizellularen Proteins CCN1/CYR61 beschrie-
ben werden, welches in der Frilhphase der Regeneration ausgeschuttet wird

(Herrmann et al., 2020). Auch zeigte sich, dass sich biochemische und mechanische
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Einflisse gegenseitig verstarken kbnnen, so etwa, dass eine Stimulation tber den
EGF- Rezeptor als Sensitizer fur die mechanisch induzierte Bindung von AP-1 an
seine responsiven Elemente wirken kann (Herrmann et al., 2020). Das Modell nach
Pavalko (Pavalko et al., 2003) beschreibt Multiproteinkomplexe, auch Mechanosomen
genannt, die aus Adhasionsproteinen und DNA bindenden Proteinen bestehen, wel-
che sich kontinuierlich zwischen Zellkern und den Adhasionskomplexen bewegen und
somit die Genexpression regulieren. Durch mechanische Stimulation kommt es zudem
zu einer Hochregulation von Wachstumsfaktoren wie IGF-1I und IGF2, VEGF, TGF-
1 und BMP2 und BMP4, die ihrerseits Uber ihre Kinase-Rezeptoren tber autokrine
und parakrine Mechanismen arbeiten und fur die Aktivierung verschiedener Schritte
im Bereich der Signaltransduktion verantwortlich sind. Prostaglandine und NO sind
entscheidend an der zellularen Reaktion der mechanischen Stimuli beteiligt, da sie
schnell vom mechanisch gestressten Knochen freigesetzt werden (Ajubi, Klein-
Nulend, Alblas, Burger, & Nijweide, 1999a; Bacabac et al., 2004). In Osteozyten ist
das Zytoskelett mit lonenkanélen, der PKC und der PLA verbunden, was dazu fihrt,
dass auf mechanische Reize eine Freisetzung von PGE2 erfolgt (Ajubi et al., 1999a;
Ajubi, Klein-Nulend, Alblas, Burger, & Nijweide, 1999b). Ebenso wird die Expression
der COX-2 als Isoenzym fiur die PGE2 Synthese in Osteoblasten hochreguliert. PGE2
sorgt nun nach Freisetzung zum einen dafur, dass es uber eine Hochregulation der
Anzahl an Gap Junctions und eine Erh6hung des Connexin 43 zu einer Vermittlung
interzellularer Signale zwischen den einzelnen Osteozyten kommt, zum anderen weist
PGEZ2 einen regulatorischen Effekt auf die Expression von RANKL und somit auch auf
die Osteoklastogenese auf (Cherian et al., 2005). NO wird ebenso wie PGE2 rasch
nach mechanischem Stimulus von Osteozyten freigesetzt. Seine Expression ist stark
von der Intensitat des Flusses abhangig. Bei niedriger Flussgeschwindigkeit wird die
NO Produktion der lokalen Osteozyten gebremst, was zur Apoptose dieser und zur
Aktivierung von Osteoklasten fuhrt mit der Folge, dass abgestorbener Osteozyt und
Knochenmatrix vom Osteoklasten resorbiert werden (E. H. Burger, J. Klein-Nulend, &
T. H. Smit, 2003; Elisabeth H. Burger, Jenneke Klein-Nulend, & Theo H. Smit, 2003).
Dahingegen sorgt ein hoher Fluss fur eine erhéhte NO Produktion, was sich praventiv
auf die Osteozyten-Apoptose auswirkt (Mancini, Moradi-Bidhendi, Brandi, & Maclintyre,
1998). Integrine sind Transmembranproteine. Untereinheiten der in Osteoblasten vor-
kommenden Integrine werden durch Flissigkeits-Scher-Stress aktiviert und fungieren

als Mechanorezeptoren (Liedert et al., 2006). Der mechanische Reiz bei Bewegung
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aktiviert des Weiteren spannungsabhangige Kalziumkanéle vom L- Typ, welche da-
raufhin fur einen Kalziumeinstrom sorgen, der die ATP-Freisetzung stimuliert
(Genetos, Geist, Liu, Donahue, & Duncan, 2005). Durch mechanische Stimulation wer-
den die Plasmamembran, Zell-Zellkontakte und Zell-Matrixkontakte aktiviert, welche
fur die Rekrutierung von Cadherinen sorgen. Cadherine sind als transmembrane Gly-
koproteine der Adhérenskontakte an der Verbindung von Zytoskelettteilen benachbar-
ter Zellen beteiligt und werden bei Erh6hung des mechanischen Reizes vermehrt ex-
primiert (Liedert et al., 2006). Uber den Signalweg mit BMPs, Proteinen der TGF-B
Superfamilie, werden die entscheidenden osteogenen Transkriptionsfaktoren hochre-
guliert (Lee, Kwon, Park, Wozney, & Ryoo, 2003). LRP5 ist ein transmembraner Lip-
oproteinrezeptor. Nach Mutation dieses Proteins kommt es zu einem erhéhten Anspre-
chen des Knochens auf mechanische Stimuli. Zudem sorgt dies flur eine verstarkte
Transkription von Osteoprotegerin und dadurch fir eine verminderte Osteoklastoge-
nese (Johnson, 2004). An GPCR, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, binden PGE2,
PGI2 und Parathormon und sorgen Uber eine Aktivierung der Adenylatzyklase und so-
mit Uber die Proteinkinase A fur die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren und
Uber die Phospholipase C fiur die indirekte Stimulation der Proteinkinase C (Hughes-
Fulford, 2004). In Bezug auf die osteogenen wnt-Signalkaskaden und den Parathor-
mon-Rezeptor und Liganden konnte in aktuellen Versuchen erneut ein Ansprechen auf
mechanische Reize mit dem Ergebnis der verbesserten Knochenregeneration nach-
gewiesen werden. So zeigte sich in osteogenen Zellen mit einem Verlust der PTH1R-
Expression eine verminderte Mechanosensititvitat. Des Weiteren konnte nachgewie-
sen werden, dass sich der osteoanabole Effekt im Rahmen der Parathormon-Therapie
in Kombination mit mechanischer Stimulation deutlich effektiver darstellte (Herrmann
et al., 2020). NFxB reguliert als Transkriptionsfaktor anti- und proinflammatorische Ef-
fekte in osteoblastéahnlichem peridontalem Ligament (Agarwal et al., 2003). Bei IGF-1
handelt es sich um ein Zielgen fir den Ostrogenrezeptor. Bei starker Dehnung spielen
auch die Effekte von IGF-1 im Gefolge der ER-modulierten Mechanotransduktion eine
Rolle. Bei der mit Anorexie gekoppelten Form der Osteoporose spielt IGF-1 auch eine
besondere Rolle. Hierbei kommt es durch den kombinierten Mangel an Ostrogenen
und IGF-1 als Ausdruck der gestdrten Mechanotransduktion besonders leicht zum Ent-
stehen von Stressfrakturen (Meczekalski, Podfigurna-Stopa, & Genazzani, 2010).
Ebenso spielt der Ostrogenrezeptor a (ERa) eine wichtige Rolle, zu den Einflissen
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und Wirkungen desselbigen folgt Naheres unter 1.2.2.1.1. Im Rahmen der Mechanis-
men der adaptiven Geweberegeneration in Muskel und Knochen folgt der initialen
Mikroverletzung mit Freisetzung von Chemokinen lber das Recruitment und die
Proliferation von Vorlauferzellen die Phase der Gewebeneubildung, Modelling ge-
nannt, und abschlieRend die Phase der verfeinerten Adaptation an die vorherrschen-
den mechanischen Anforderungen unter den Gegebenheiten der Umgebung (Remo-
delling) (Herrmann et al., 2020). Hierbei konnten im Bereich des Recruitments und der
Stimulation der ruhenden somatischen Stammzelle weitere Signalwege detektiert wer-
den. So zeigte sich, dass Uber Adhéasionsmolekile wie Integrine in Verbindung mit dem
Zytoskelett die Zellspannung in der Stammzellumgebung registriert werden kann und
bei erhdhter Spannung wichtige Signalwege aktiviert werden, welche dann Einfluss
nehmen auf Aktivitat und Differenzierung von Vorlauferzellen. Hierbei sind der
YAP/TAZ-Signalweg sowie der HIPPO-Signalweg hervorzuheben, welche somit eine
wichtige Rolle im Bereich der Mechanotransduktion in endothelialen Vorlauferzellen
spielen (Herrmann et al., 2020).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Vorgénge in der Zelle bei Einwirkung me-

chanischer Krafte (Herrmann et al., 2020). Gleiche Signalwege werden auch durch
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Bewegung des priméren Ciliums als singularem Zellorgan moduliert. (Mit freundlicher

Genehmigung von Biomolecules).

1.1.4 Knochenstoffwechsel

Auch Knochenaufbau und -abbau werden tber unterschiedliche, im Folgenden zu er-
lauternde Signalwege gesteuert, in welche verschiedene Zytokine und Hormone als
Ubertragerstoffe eingeschaltet sind.

1.1.4.1 Signalwege im Knochenaufbau

Der Knochenaufbau wird Uber drei unterschiedliche, miteinander verschaltete Wege
reguliert. Zum einen entsteht Knochenaufbau tber eine intermittierende Stimulierung
des Parathormon-Rezeptors, eine Erkenntnis, die man sich heute bereits in der The-
rapie der Osteoporose unter Anwendung von Parathormon-Praparaten zunutze
macht. Ein anderer Weg geht tUber TGF-B-Rezeptoren, an welche sich osteogene
BMPs binden. Auch BMPs werden bereits therapeutisch eingesetzt und stimulieren
lokal die Knochenneubildung. Der dritte Signalweg ist ein komplexes Signalsystem,
genannt Wnt/Frizzled-System, welches im Zusammenspiel mit LRP4 und 5 steht
(Jakob et al., 2010).

Ein sehr wichtiges Protein im Bereich des Knochenaufbaus ist ein neu identifiziertes
Protein, Sclerostin genannt. Es wird von Osteozyten sezerniert, greift an unterschied-
lichen Stellen in die Knochenregeneration ein und hemmt diese durch Inhibition des
wnt-Signalwegs. So kommt es bei einer verminderten bis ausbleibenden Sekretion des
Sclerostin zu einer effektiven Regeneration des Knochens, wahrend eine starke Sek-
retion dazu fuhrt, dass die Knochenbildung ausbleibt und keine Regeneration mehr
stattfindet. Man kann somit sagen, dass Sclerostin ein zentraler Effektor fur die Regu-
lation der Knochenmasse ist (Canalis, 2010; Kramer, Keller, Leupin, & Kneissel, 2010;

Moester, Papapoulos, Lowik, & van Bezooijen, 2010).

1.1.4.2 Signalwege im Knochenabbau

Auch im Bereich des Knochenabbaus existiert ein zentrales Effektorsystem: das
RANK/RANKL/OPG-System. Durch dieses System werden im Monozyten Signale ent-
sendet und Signalkaskaden aktiviert, die entscheidend fur die Entwicklung und Akti-
vierung von Osteoklasten verantwortlich sind. Bei OPG handelt es sich um einen 16s-
lichen Rezeptor der TNF-Familie, der das RANK/RANKL-System moduliert. OPG fangt
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RANKL ab, verhindert so die Aktivierung von Osteoklasten und wirkt dem Knochenab-
bau entgegen. In dieses System wirken viele Signale mit ein, die durch Veranderungen
des korperlichen, physiologischen Gleichgewichts beeinflusst werden kdnnen, wie es
beispielsweise bei den bereits als Risikofaktor erwahnten Faktoren Immobilisation,
Hormonverlust und auch bei Vorhandensein eines chronisch erhéhten Parathormons
der Fall ist (O'Brien, 2010).
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Abbildung 3: Regulation des Knochenaufbaus und —abbaus durch Schlisselfaktoren
und mechanische Belastung. Lokale Verformung des Knochens durch Strain hemmt
die Sclerostin-Bildung und induziert sodie Knochenneubildung. Erhohte RANKL-BIl-
dung bei Ostrogenmangel und Entlastung férdert Knochenabbau. (Mit freundlicher Ge-

nehmigung von Prof. Dr. F. Jakob).

1.2 Die Bedeutung der Sexualhormone fur den Knochenstoffwechsel

1.2.1 Ostrogene und Androgene

Wie bereits unter 1.1 beschrieben gilt als wissenschaftlich gesichert, dass Sexualhor-
mone wie Ostradiol und Dihydrotestosteron (DHT) bei der Entwicklung, dem Wachs-
tum und der Regeneration des Knochens eine bedeutende Rolle spielen. Aus dem
Vorlaufersteroid Testosteron wird tiber Aromatase Ostradiol gebildet, verantwortlich

fur die Regulation von Anzahl und Aktivitat der Osteoklasten und die Unterstitzung
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der Knochenformation (Jakob et al., 2010). Aromatase wird in osteoblastaren und mo-
nozytaren Zellen exprimiert. Uber die 5a-Reduktase, welche bereits in mesenchyma-
len Stammzellen und in mesenchymalen Osteoblastenvorlaufern vorkommt, wird die
Bildung von 5a-Dihydrotestosteron initiiert. Ostradiol ist das wichtigste weibliche Se-
xualhormon aus der Klasse der Steroidhormone. Bildungsort sind der Follikel und der
Gelbkorper der Eierstocke und die Nebenniere, wo ein kleiner Anteil produziert wird.
Weitere Bildungsorte sind die Plazenta in der Schwangerschaft, der méannliche Hoden
und das Fettgewebe, in dem ein bestimmter Teil des Testosterons wie sonst auch
durch die Aromatase in Ostrogene umgewandelt wird. Therapeutisch werden meist
kunstliche Ostrogene in Form von Estern eingesetzt, da sie auf diese Art und Weise
langsamer abgebaut werden und langer wirksam sind (Pfleiderer A.).
Dihydrotestosteron (DHT) ist der biologisch aktivste Metabolit des Hormons Testoste-
ron. Es gehort ebenso wie Ostradiol zur Klasse der Steroidhormone und z&hlt zu den
Androgenen. Es ist in vielen Organen das eigentlich wirksame Androgen. Es wird erst
in den Zielzellen tber die 5a-Reduktase aus Testosteron synthetisiert. Dihydrotestos-
teron ist fur die auf3ere Virilisierung, fir das Wachstum und die Differenzierung der
Prostata verantwortlich und hat auch Einfluss auf den Knochenstoffwechsel.
Wahrend bei der Frau die systematische Versorgung mit aktiven Sexualhormonen in
der reproduktiven Phase durch deren Produktion in den Gonaden bestimmt wird, ist
die Versorgung postmenopausal abhéngig von der Aktivitat der Zona reticularis der
Nebennierenrinde (Jakob et al., 2010). Bei Adipositas konnen Sexualhormone zusatz-
lich durch eine betrachtliche Menge an Aromatase in den Fettzellen peripher produziert
werden (Jakob et al., 2010). Dieser Weg kann zum Beispiel fur die Aufrechterhaltung
der Ostrogenproduktion aus adrenalen Androgenen nach der Menopause sorgen. Fest
steht, dass in beiden Phasen eine lokale Versorgung mit Sexualhormonen eine nicht
zu vernachlassigende Rolle spielt.

Die lokale Produktion von Sexualhormonen ist dadurch méglich, dass periphere Zellen
in der Lage sind, aus Vorlaufersteroiden hormonell aktive Sexualhormone zu bilden,
ebenso wie sie auch aus aktiven Hormonen die ersten Schritte des Abbaus einleiten.
Ursache dafir ist die Tatsache, dass jene Zellen die entsprechenden Enzyme aus der
P450-Familie und entsprechende Steroiddehydrogenasen exprimieren, welche ein
adaquates, lokales Milieu fur die Vorlaufersubstanzen schaffen (Jakob et al., 2010).

Bei Versuchstieren, die Aromatase osteoblastenspezifisch Uberexprimieren, ist die
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Knochenmasse deutlich erhdht. Dies zeigt, dass die lokale Aromatisierung von Tes-
tosteron zu Ostradiol fir den Knochenmetabolismus und die Knochenmasse eine
gro3e Bedeutung hat (Sjogren et al., 2009). Diese Aussage wird durch die Erkenntnis
Uber Krankheiten mit einem Aromatasemangel gestitzt, bei denen eine signifikant ver-
minderte Knochendichte bekannt ist. Dieses Wissen ist natirlich im Besonderen fur
die therapeutischen Optionen der Osteoporose interessant. Die Therapie mit Steroid-
hormonvorlaufern wie z.B. Dehydroepiandrosteron (DHEA), die lokal gewebespezi-
fisch aktiviert werden, ist fur den Knochen mdglicherweise bedeutsam. DHEA kann
dadurch in Knochen zu hormonell aktiven Steroiden umgesetzt werden und weist im
Gegensatz zu Ostradiol keine direkt stimulierende Wirkung auf Uterus und Endomet-
rium auf, ein Effekt, der sehr wiinschenswert ist (Wang, Wang, Wang, & Li, 2009).

Molekulare Grundlage der Wirkung der Sexualsteroide sind spezifische Rezeptoren im
Knochengewebe und in den den Knochenstoffwechsel beeinflussenden Organen, die
dafur sorgen, dass der Knochenstoffwechsel auf Gen-Ebene moduliert werden kann.
Hierbei spielen im Wesentlichen drei Rezeptoren eine entscheidende Rolle: Der Ost-
rogenrezeptor, der Androgenrezeptor und ein G-Protein gekoppelter Rezeptor 30,

GPER genannt, der zellmembranassoziiert ist.

1.2.2 Wirkung von Ostrogenen auf den Knochenstoffwechsel

Die Ostrogenwirkung findet tiber Bindung an die Ostrogenrezeptoren ERo und ERB in
bestimmten Zielgeweben statt. Ostrogene dienen als Schliisselregulatoren fiir Wachs-
tum und Differenzierung vieler Gewebearten wie Brustdrise, Reproduktionstrakt, ZNS
und Skelettsystem. Wie bereits unter 2.1 beschrieben gilt als wissenschaftlich gesi-
chert, dass Ostrogene auch an der Entwicklung, dem Wachstum und der Regeneration
des Knochens beteiligt sind. Ostrogene vermitteln tiber verschiedene Signalwege ihre
Wirkung auf den Knochenstoffwechsel. Dabei muss bedacht werden, dass die direkte
Wirkung von Sexualhormonen Uber Rezeptorbindung schwer von der indirekten Wir-
kung auf die Knochenhomoostase, die aufgrund der Reaktion anderer Gewebe auf
Ostrogene vermittelt wird, getrennt werden kann (Jakob et al., 2010). Die klassischen
Zielgene fir die Ostrogenrezeptoren in osteoblastaren Zellen sind Gene mit Wirkung
auf die Osteoklasten (Hofbauer, Kuhne, & Viereck, 2004). Ostrogene haben auf den
Knochen einen, bezogen auf die Knochenformation und —regeneration, positiven Ef-
fekt, auch wenn sie nicht per se anabol wirken (Mochizuki, Yoshida, Yamanaka,

Matsuo, & Maruo, 2005; Monroe et al.,, 2003; Venken, Callewaert, Boonen, &
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Vanderschueren, 2008). Dieser entsteht durch seine unterschiedliche Wirkung auf Os-
teozyten, Osteoblasten und Osteoklasten.

Ostrogene uiben ihre knochenbildende Wirkung auf zellularer Ebene zum Teil auf Os-
teoblasten aus. Ostrogene spielen zum einen eine groRRe Rolle, wenn es darum geht,
im Knochenmark mesenchymale Vorlauferzellen in Richtung Osteoblasten zu differen-
zieren, zum anderen fir die endgultige Ausdifferenzierung von Vorlauferzellen bis zu
funktionstichtigen Osteoblasten (Dang, van Bezooijen, Karperien, Papapoulos, &
Lowik, 2002). Ostrogene verhindern die Apoptose der Osteoblasten und hemmen zu-
dem die Aktivierung der Knochenumgestaltung und die Initiierung von neuen Funkti-
onseinheiten, den sogenannten Basic Multicellular Units (BMU) (Lufkin et al., 1992).
Die Wirkung von Ostrogen auf Osteozyten spielt bei der postmenopausalen Osteopo-
rose eine grol3e Rolle. Im Osteozyten findet die Messung und Weiterleitung von Kno-
chenbelastung und die Weiterleitung dieser Information zur Initiierung von lokalen Re-
paraturmechanismen, Knochenbildung und Knochenabbau statt (M6dder, 2010). Zu-
dem fordern Ostrogene die Mechanosensitivitat der Osteozyten. Dies ist ein entschei-
dender Grund fur den Knochenmasseverlust bei raschem Hormonverlust: durch den
Ostrogenmangel kommt es tiber eine Abnahme von Ostrogenrezeptoren und tber die
verminderte Mechanosensitivitat der Osteozyten zu einer verminderten Adaptation des
Knochens an die mechanischen Anforderungen. Die Knochenneubildung bleibt aus.
Daher kommt es postmenopausal zu einer erhéhten Knochenfragilitat (Lothar Seefried
et al., 2010). Zudem fuhrt der Verlust der Ostrogen-Produktion in der Menopause zu
einem Anstieg von IL-1, IL-6, IL-7 und TNF-a, welche fir eine gesteigerte Bildung von
Osteoklasten sorgen (Mddder, 2010). Durch Hemmung von TNF-a und IL-1 kann die-
ser Knochenverlust vermindert werden (Kimble et al., 1995; Kitazawa, Kimble,
Vannice, Kung, & Pacifici, 1994). Ein anderer Weg uber den dem Knochenabbau ent-
gegengesteuert wird, ist die Wirkung der Ostrogene auf Osteoklasten. Ostrogene sor-
gen an Osteoklasten fir eine verminderte Synthese und einen verstarkten Abbau der-
selben (Parikka et al., 2001; Srivastava et al., 2001). Ostrogene hemmen die Differen-
zierung und fordern die Apoptose von Osteoklasten und reduzieren somit tber Modu-
lation des RANKL die Resorption von Knochen. Die Hemmung der Osteoklasten-Dif-
ferenzierung geschieht tber eine Verringerung von Zytokinen, die die Synthese und
Aktivitat der Osteoklasten unterstiitzen. Die Forderung der Apoptose findet Uber Mo-
dulation des Fas-Liganden statt. Der Fas-Ligand in Osteoklasten induziert klassischer-
weise die Apoptose dieser Zellen. Durch Ostradiol wird die Anzahl an Osteoklasten,
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die FasL-positiv sind, erhdht, und somit auch die Apoptoserate dieser Zellen; es kommt
zu einer Osteoklasten-Vernichtung (Jakob et al., 2010). Uber diesen Weg kénnen Ost-
rogene fur eine Verminderung der Osteoklasten sorgen. Alternativ kann die Apopte-
oserate der Osteoklasten uber einen Ostrogenrezeptor-Agonisten gesteigert werden.
Dieser Agonist, der nur den nicht-genomischen Signalweg aktiviert, induziert an Oste-
oklasten Apoptose. Hierflr ist die Bindung der Rezeptoren an die DNA nicht erforder-
lich. Zudem kann Uber die Stimulation der Osteoprotegerin-Synthese die Produktion
der Osteoklasten gehemmt werden (Jakob et al., 2010).

Tritt ein Verlust an Sexualhormonen auf, kommt es tber unterschiedliche Mechanis-
men zu einem erhdhten Knochenabbau mit starkem Knochenverlust. Dies geschieht
einerseits, da Uber den Ostrogenrezeptor und den Androgenrezeptor der
OPG/RANKL-Quotient beeinflusst wird, und andererseits Uber eine Regulation der
Produktion des Apoptose-induzierten Fas-Liganden in Osteoklasten. Dieser Schritt fin-
det nur tiber den Ostrogenrezeptor statt. Zudem kommt es zu reaktiven Veranderun-
gen in der Produktion hypophysar regulierender Hormone, hierbei vor allem FSH, Ac-
tivin und Inhibin (Nicks, Perrien, Akel, Suva, & Gaddy, 2009). Diese Hormone haben
Effekte auf den Knochenmetabolismus und mesenchymale Vorlauferzellen. Auch
kommt es Uber eine vermehrte Ausschittung proinflammatorischer Zytokine wie IL-1,

IL-6 oder TNF-a zur Stimulation der Osteoklastogenese (Pacifici, 2008).

1.2.2.1 Ostrogenrezeptoren

Wie bereits erwahnt spielen Ostrogene eine bedeutende Rolle im Bereich des Auf-
baus, der Aufrechterhaltung und der Umgestaltung des Knochens. Hierbei kdnnen
Ostrogene auf verschiedenen Wegen ihre Wirkung vermitteln. Dies geschieht (iber
zwei unterschiedliche Rezeptoren, den Ostrogenrezeptor o (ERa) und den Ostrogen-
rezeptor B (ERp), welche beide zu der Familie der Steroidrezeptoren gehdren. Diese
wirken als Dimere, um die Transkriptionsaktivitat zu regulieren (C. Zhao, Dahiman-
Wright, & Gustafsson, 2008). Sie kommen in Osteoblasten, Osteoklasten und Osteo-
zyten vor und stehen unter dem Einfluss von Rezeptoraktivatoren und Rezeptorrepres-
soren. ERa und ERp benutzen verschiedene Signalwege, um bestimmte Gene zu re-
gulieren. Sie verfiigen Uber unterschiedliche biologische Funktionen, erkennbar an je-
weils unterschiedlichen Expressionmustern und Phé&notypen an Knock-out-Méausen,
und haben je eine eigene und teilweise auch Uberlappende Rolle in Bezug auf den

Ostrogensignalweg (Dahiman-Wright et al., 2006; Harris, 2007). So verfiigen sie auch
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je nach Zelltyp, Ligand und Promotor Gber unterschiedliche Transkriptionsaktivitaten.
ERa und ERp unterscheiden sich schon in ihrer verschiedenen Expression in den ein-
zelnen Geweben. So konnte man feststellen, dass im kortikalen Knochen eher ERa
vorkommt, wahrend im trabekularen Knochen neben wenig ERa eher ERp vorherrscht.
Man vermutet, dass ERp eher generell und ERa eher in spezifischen Geweben mit
hauptsachlich reproduktiver Wirkung vorkommt (Bord, Horner, Beavan, & Compston,
2001).

Die Ostrogenrezeptoren bestehen aus 3 unabhangigen, jedoch untereinander intera-
gierenden Doménen, die A/B-Domane, die C-Doméane und die D/E/F-Doméne
(Mdédder, 2010): Die NH2-terminale Domane oder A/B-Doméne besitzt eine liganden-
unabhangige Aktivierungsfunktion (AF-1), die an der Protein-Protein Interaktion und
der transkriptionalen Aktivierung von Zielgenen beteiligt ist (Tora et al., 1989). Dies ist
die Region, die die hdchste Variabilitat besitzt. So stimmen bei ERa. und ER nur we-
niger als 20% der Aminosauren im Bereich dieser Region tberein (C. Zhao et al.,
2008). Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass diese Region dafur verantwortlich
ist, dass die beiden Rezeptoren teilweise sehr unterschiedliche Funktionen besitzen.
Daneben existiert eine DNA bindende Domane (DBD) oder C-Domane, die eine Rolle
bei der DNA-Bindung und bei der Rezeptor-Dimerisierung spielt. Diese Region ist bei
ERa und B zu 95% identisch und weist damit die hochste Ubereinstimmung an AS der
verschiedenen Regionen auf (Mclnerney, Weis, Sun, Mosselman, &
Katzenellenbogen, 1998). Der E-Doméne wird die Bedeutung als ligandenbindende
Domane (LBD) zugeordnet. Hier gibt es eine AS-Ubereinstimmung von 55%, und es
existiert eine hormonabh&ngige Aktivierungsfunktion, AF-2 genannt (Tora et al., 1989).
Zudem gibt es eine D-Domaéane, die als flexibles Gelenk zwischen DBD und LBD fun-
giert. Das Zusammenspiel zwischen D-, E- und F-Domane sorgt fir die Vermittlung
von Ligandenbindung, Rezeptordimerisierung, Zellkerntranslokation und Transkription
von Zielgenen. Volle Transkriptionsaktivitdt durch ERs wird Gber Synergismen zwi-
schen den zwei Aktivierungsdomanen, AF-1 am N-Terminus und AF-2 in der LBD er-
reicht. Wahrend ERa und ERp beide eine wirkungsvolle AF-2 Funktion besitzen,
scheint die AF-1 Funktion bei ERB schwacher auszufallen. Daher scheint die Tran-
skriptionsaktivitat bei ER starker von der AF-2-Funktion abzuh&angen. In ihrer Funk-
tion sind sich die beiden Rezeptoren teilweise sehr ahnlich, teilweise unterscheiden
sie sich funktionell jedoch auch (siehe Abb. 5) (C. Zhao et al., 2008).
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Abbildung 4: Vergleich der Protein-Struktur des humanen ERa- & [-Proteins
(Matthews & Gustafsson, 2003). (Mit freundlicher Genehmigung der ASPET).

Interessant sind diese Erkenntnisse auch in Bezug auf die pharmakologische Thera-
pie, wenn es darum geht, unliebsame Nebenwirkungen einzudammen. Man kann the-
oretisch ERa- oder B-spezifische Liganden entwickeln, beispielsweise ERp-spezifi-
sche Ostrogen-Agonisten, die als Zielgewebe den Urogenitaltrakt, das kardiovaskulare
System und den Knochen haben, ohne dass Effekte bezogen auf Mamma und Uterus
auftreten (Wang et al., 2009). Dies ware in der Behandlung der postmenopausalen
Osteoporose von grol3em Vorteil.

Das Heterodimer aus ERa und ERP scheint weniger sensibel gegeniiber Ostrogen als
das ERa Homodimer (Médder, 2010). Aufgrund der Annahme, dass im kortikalen Kno-
chen eher ERa und im trabekularen Knochen eher ERB vorkommt, nimmt man an,
dass Zellen, die im trabekularen Knochen mehr ERf haben als im kortikalen Knochen,
eine verminderte Sensibilitat bezuglich Ostrogenen aufweisen. Diese Vermutung wird
dadurch bestarkt, dass nach Ovariektomie die vierfache Menge an Ostradiol notwen-
dig ist um einen trabekularen Knochenverlust zu verhindern, im Gegensatz zu der
Menge, die zur Vermeidung eines kortikalen Knochenverlusts nétig ist (Sims et al.,
2002). Fur die Kontinuitat der Aufrechterhaltung der physiologischen Knochendichte
ist eine Mischung aus einem Gleichgewicht an Rezeptor, Koaktivator- und Korepres-

sor-Proteinen nétig, und verbunden damit eine genaue Regulierung der verschiedenen
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Ostrogensignalwege (Modder, 2010). Zu der Koaktivatoren-Familie gehéren unter an-
derem die Steroid Receptor Coactivator (SRC), deren Mitglieder ein rezeptor- und zell-
typspezifisches Bindungsverhalten aufweisen und welche die Aufrechterhaltung des
Knochens férdern (J. Xu & O'Malley, 2002). Zudem haben sie Einfluss auf die Osteo-

blastogenese und Adipogenese von mesenchymalen Stammzellen im Knochenmark.

1.2.2.1.1 Ostrogenrezeptor a

Der ERa, bereits 1958 entdeckt und auf Chromosom 6 gelegen, wird Giberwiegend in
Uterus, Zervix und Vagina, Ovar, Mamma, Hypophyse, Testes, Leber, Milz, Herz und
Skelettmuskulatur exprimiert (Gustafsson, 1999). ERa ist ein wichtiger Kandidat fur die
genetische Regulation der Knochenmasse und daher in Bezug auf die Osteoporose
eines der am besten untersuchten Kandidatengene. In verschiedenen Studien wurden
Polymorphismen im Bereich des Intron 1 festgestellt, die mit der Entstehung von Os-

teoporose assoziiert wurden.

1.2.2.1.2 Ostrogenrezeptor B

Die genetische Information zum ERf, welcher 1995 entdeckt wurde, liegt auf Chromo-
som 14. Es handelt sich hierbei um ein Protein aus 530 AS, welches durch 8 Exons
kodiert wird (C. Zhao et al., 2008). Wie bereits beschrieben spielt der ERp in vielen
Gewebearten eine bedeutende Rolle. Er kommt im ZNS, dem kardiovaskulédren Sys-
tem, dem Immunsystem, dem Urogenitaltrakt, dem Gastrointestinaltrakt, in den Nieren
und in der Lunge vor. In Mamma und Uterus ist ERp zwar auch vorhanden, jedoch in
geringerer Konzentration als ERa, welcher dort die weitaus gréf3ere Dominanz hat
(Hirata, Shoda, Kato, & Hoshi, 2001).

Uns sind heutzutage zwei Isoformen der mRNA von ERf bekannt, die unterschiedliche
untranslatierte 5’ Regionen aufweisen (C. Zhao et al., 2008). Sie entstehen durch al-
ternatives Splicing zweier Exons, Exon OK und Exon ON. Daraus kann man schliel3en,
dass die Transkription des humanen ERB-Gens von mindestens zwei verschiedenen
Promotoren stammt, den Promotoren ON und OK. Expression der beiden Transkripte,
die von den Promotoren OK und ON ihren Ursprung haben, sind in mehreren mensch-
lichen Geweben wie Leber, ejakulierten Spermatozoen, Endometrium und Myomet-

rium entdeckt worden. Zudem wurden vollstdndige ERB-cDNA-Sequenzen gefunden,
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die weder den ON noch den OK Promotor aufweisen, was auf die Existenz noch weite-
rer Promotoren hindeutet (Ogawa et al., 1998). Als Ergebnis alternativen Splicings der
letzten kodierenden Exons, also der Exons 8 und 9, der Deletion eines oder mehrerer
kodierender Exons und des alternativen Nutzens untranslatierter Exons in der 5’ Re-
gion sind funf vollstandige Transkripte entstanden, genannt ERB 1-5 (Lewandowski,
Kalita, & Kaczmarek, 2002).

1 148 214 304 500 530 a.a.
ERp1 ( | | | ]
469 495
ERp2 ( | | | =
469 513
ERp3 | [ | | |- |
469 481
ERp4 | [ | [ [»]
469 472
ERpS | [ | [ [*]

Abbildung 5: ERg Isoformen ERf1-5 (C. Zhao et al., 2008). (Mit freundlicher Geneh-

migung des Signaling Pathways Project).

ERp 1 ist von 8 Exons translatiert und kodiert 530 AS. ERp 2 bis 5 sind mit Exon 1-7
identisch, was die Sequenz betrifft, weisen jedoch bei Exon 8 eine Individualitat auf
(Moore et al., 1998). ERB 4 und 5 kdnnen mit dem ERp ein Heterodimer bilden und die
Transaktivierung ligandenabhangig steigern. Naher eingehen méchte ich auf die Isof-
orm ERp2. Dieser Rezeptor kodiert bei einem Molekulargewicht von 55,5 kDa ein Pro-
tein mit 495 AS. Er hat einen einzigartigen C-Terminus, der durch alternatives Splicing
bedingt ist. Die Aminoséauren, die mit Exon 8 korrespondieren, sind durch 26 einzelne
AS ersetzt (Ogawa et al., 1998). Daher entbehrt ERB2 die AF-2 Region und hat eine
unentdeckte Affinitat zu Ostradiol und anderen getesteten Liganden. Es wurde gezeigt,
dass ERp2 uiber ein ERE Reporter-Gen die liganden-induzierte ERa Transkriptionsak-
tivitat hemmt (Ogawa et al., 1998). Auch fur einen antagonistischen Effekt des ER[32
an ERa vermittelter Transaktivierung gibt es mdglicherweise einen molekularen Me-
chanismus. Durch Formation von ERB2/ERa Heterodimeren induziert er den protea-

somenabhangigen Abbau von ERa (C. Zhao et al., 2007). Dies ist ein Mechanismus,
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bei dem die Expression von ERpB2 die Fortleitung von ERB zu den Ostrogen-responsi-
ven Promotoren hemmt. Daraus resultiert eine Unterdrickung der ERa regulierten
Gene (C. Zhao et al., 2007).

ERp spielt im Gewebe der Ovarien, des Uterus, der Brustdriise, des Gehirns, des Im-
munsystems und der ventralen Prostata eine Rolle und hat daher in diesen Bereichen
auch seine Wirkungsorte (Harris, 2007). Man vermutet, dass ERp alleine nur eine
kleine oder keine direkte Rolle in Bezug auf den Knochenumbau spielt. Man nimmt
vielmehr an, dass seine Hauptaufgabe in der Regulierung der ERa Aktivitat liegt und
dadurch dem Vermitteln von Effekten von ERa dient (Mddder, 2010). Eine besondere
Bedeutung kommt dem ERp in Bezug auf Karzinogenese und Zellproliferation zu. Hier
scheint er protektiv zu wirken (Bardin, Boulle, Lazennec, Vignon, & Pujol, 2004; Skliris
et al., 2003). Dies geschieht beispielsweise Uber den TGF-B-Signalweg. TGF-p ist nor-
malerweise mit der Unterdriickung der Brustkrebszellproliferation assoziiert. Da ERf
mehrere Komponenten des TGF-3- Signalweges reguliert, nimmt man an, dass auch
ERp eine entscheidende, protektive Rolle Gbernimmt (Lin et al., 2007). Ein anderer
Ansatz, der die kanzeroprotektive Wirkung der ERB-spezifischen Signaltransduktion
an Ostrogenen erklaren kann, findet im Bereich der Promotor-Regionen statt (Rody et
al., 2005; C. Zhao et al., 2003). Das Expressionsniveau von ERf wird tber die Chro-
matin-Kondensation von Promotor-Regionen reguliert. Dies geschieht Uber Hyperme-
thylierung von CpG-Inseln im ERB Promotor (Matthews & Gustafsson, 2003). Diese
Hypermethylierung ist wiederum assoziiert mit einem markanten Abfall der ERf
MRNA-Expression bei Brustkrebs, Prostatakrebs und Krebszelllinien. Die Hemmung
dieser DNA- Methyltransferase reaktiviert die ERB-Expression in diesen Zelllinien. Es
ist berichtet worden, dass die Hypermethylierung des Gen-Promotors an CpG-Inseln
eine grol3e Rolle bei der Entstehung und beim Voranschreiten verschiedener Krebsar-
ten spielt. Daher ist die Identifizierung hypermethylierter Gene in Tumoren ein wichti-
ger Schritt in Bezug auf das Erreichen einer tumorbezogenen Genaktivierung. Die Er-
kenntnis Uber die Stilllegung des ERB-Gens tber Hypermethylierung von Promotoren
in Tumoren lasst vermuten, dass das ERB-Gen eine wichtige Rolle im Bereich des
Tumorprogresses spielt und als prognostischer molekularer Marker verwendet werden
konnte (Chang, Frasor, Komm, & Katzenellenbogen, 2006; Lazennec, Bresson, Lucas,
Chauveau, & Vignon, 2001). Zudem ist ERp in die Kontrolle von antioxidantienregu-
lierten Genen eingebunden (Chang et al, 2006; Montano, Jaiswal, &
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Katzenellenbogen, 1998). Von deren Produkten ist bekannt, dass sie die Konzentra-
tion von freien Radikalen kontrollieren und fiir die Reaktivierung von Sauerstoff in den
Zellen sorgen (Gustafsson, 1999).

Auch in Bezug auf den Reproduktionstrakt spielt ERpB eine entscheidende Rolle. So
tritt bei weiblichen M&ausen, denen der ERp fehlt, eine verminderte Fertilitat auf
(Gustafsson, 1999). Das Verhaltnis von ERa zu ERB im Ovar betragt 1:9. Daher ist
ERp fur normal funktionierende Ovarien unverzichtbar (Gustafsson, 1999). Wahrend
in der ersten Zyklushalfte ERB dominiert, nimmt es in der zweiten Halfte stark ab
(Byers, Kuiper, Gustafsson, & Park-Sarge, 1997). Durch Mangel an ER3 kommt es zu
follikularem Stillstand und Anovulation bei erh6htem Stromawachstum. Aufgrund der
Ergebnisse unterschiedlicher Versuche nimmt man an, dass ERp in den Ovarien fur
die Stimulation der friihen Follikulogenese, die Abnahme der Follikularatresie, die In-
duktion der ovarialen Genexpression, die Stimulation des spaten, follikularen Wachs-
tums und den Anstieg der Anzahl ovulierter Eizellen unverzichtbar ist. ERa hatte in-
dessen keinen oder nur einen schwachen Effekt. Daraus kann man schlie3en, dass
die direkten Ostrogeneffekte an der ovariellen Follikularentwicklung tiber den ERp ver-
mittelt werden. Dies legt nahe, dass ERB-Agonisten als neues Therapeutikum fur die
Verbesserung der ovariellen Funktion bei subfertilen oder infertilen Frauen von Bedeu-
tung sein konnten (C. Zhao et al., 2008). Im Urogenitaltrakt scheint ER wichtig fur die
Kontrolle des Epithelwachstums. Dies passt zu der Hypothese, dass ERp protektiv
gegen Hyperproliferation und Karzinogenese wirkt (Gustafsson, 1999). Man konnte
nachweisen, dass es durch ERB zur Ruckbildung der ventralen Prostata kommt
(Norman et al., 2006). Somit scheint ERp ein wertvoller Kandidat fir neue pharmako-
logische Anndherungen zu sein, um dysreguliertem Prostata- Wachstum entgegenzu-
wirken (C. Zhao et al., 2008).

Ergebnisse aus Versuchen an Mausen lassen zudem vermuten, dass ER[ vaskulopro-
tektiv und effektiv gegen Entziindungsschmerzen wirkt (Leventhal et al., 2006).
Interessant ist die Hypothese von Saxon (Saxon & Turner, 2005), welche suggeriert,
dass ERP nicht nur keinen Effekt auf die Knochenbildung per Mechanotransduktion
hat, sondern dass das Vorhandensein des ERp die Uber ERa regulierte Gentranskrip-
tion im Knochen sogar hemmt. Dies wurde anhand eines Versuchs im Mausmodell
bestatigt, bei dem sich zeigte, dass Mause, die den ERB entbehren, eine erhdhte Ge-
nexpression im Vergleich zu Wildtyp-Mausen mit ERB aufweisen, nachdem sie mit

23



Einleitung

Ostrogenen stimuliert worden sind (Saxon, Robling, Castillo, Mohan, & Turner, 2007).
Hierbei zeigte sich, dass es zwar geringe Unterschiede in Bezug auf den kndchernen
Phanotyp gab, jedoch die kortikale Knochenmasse reduziert war und die periostale
Knochenneubildung bei den weiblichen, den ERB entbehrenden Mausen dreimal ho-
her war als bei den Wildtyp-Mausen. Wahrenddessen gab es diese Unterschiede beim
mannlichen Versuchsaufbau nicht. Auch zeigten ahnliche Versuche mit ERa eine Stei-
gerung des Knochenaufbaus bei vorhandenem ERa. Daraufhin wurde postuliert, dass
die Signallbertragung Uber den ERa zu einer erhéhten Mechanosensitivitat des Kno-
chens fuhrt, wahrend der Signalweg Uuber den ER[ die Knochenbildung nach Dehnung
hemmt und somit als negativer Modulator der periostalen Reaktion auf mechanische
Dehnung antimechanostatisch wirkt (Saxon et al., 2007). Auch Gustafsson hatte ver-
mutet, dass zwischen ERa und ERB sowohl eine kooperative als auch eine kompetitive
Interaktion besteht (Matthews & Gustafsson, 2003).

1.2.3 Signalwege von ERa und ERp
ERa und ERp agieren Uber zwei sehr unterschiedliche Signalwege, welche im Folgen-

den naher beleuchtet werden sollen.

1.2.3.1 Genomischer Signalweg

Beim genomischen Signalweg wird zwischen einem klassischen und einem nicht-klas-
sischen Signalweg unterschieden. Beim klassischen Signalweg entsteht eine direkte
Verbindung zur DNA. Vor Bindung des Ostrogens an den Rezeptor befindet sich dieser
in Verbindung mit einem Multiproteinkomplex im Zytosol (Médder, 2010). Binden Ost-
rogene nun an den Ostrogenrezeptor, findet am Rezeptor eine Konformationsande-
rung statt, die dazu fuhrt, dass der Rezeptor ligandenaktiviert in den Zellkern verscho-
ben wird (Beato, Herrlich, & Schutz, 1995). Der Komplex aus Rezeptor und Ostrogen
bindet nun Uber die ligandenbindende Domane (LBD) an spezifische, hormonregulie-
rende DNA Sequenzen, die ERE (Ostrogen-responsive Elemente), die sich im Bereich
der regulatorischen Zielgene befinden (Mddder, 2010). Dort verbinden sich diese
Strukturen zu einem Transkriptionsapparat. Dies kann direkt oder durch koregulatori-
sche Proteine Uber Koaktivatoren oder Korepressoren indirekt erfolgen, wobei Koakti-
vatoren hier die Transkription verstarken und Korepressoren sie abschwachen

(McKenna, Lanz, & O'Malley, 1999). Eben diese Kofaktoren sind fir eine optimale Re-
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gulierung der Ostrogenwirkung am Knochen bei der Transkription tUber ligandenge-
bundene Ostrogenrezeptoren notwendig. Als wichtiger Bestandteil der Regulierung
der Steroidhormone sei an dieser Stelle die Steroidrezeptor-Koaktivator-Genfamilie
(Src) erwéahnt, welche aus drei Mitgliedern besteht: SRC-1, SRC-2 und SRC-3, die
untereinander eine 40%ige Homologie besitzen (J. Xu & O'Malley, 2002). Koaktiva-
toren interagieren spezifisch mit bestimmten Rezeptoren. lhre Wirkung ist zelltypspe-
zifisch. Dabei binden die Koaktivatoren der SRC an ligandenaktivierte Zellkernrezep-
tordimere wie beispielsweise ERa und -3, den Androgenrezeptor oder PPAR, worauf-
hin Uber zusatzliche Bindung von Transkriptionsaktivatoren ein Transkriptionskomplex
gebildet werden kann. Dieser sorgt durch Azetylierung von Histonen fiir eine Anderung
der Chromatin-Struktur im Bereich des Zielgen-Promotors, und somit wird tber die
RNA-Polymerase die Transkription initiiert (Modder, 2010).

Der nicht-klassische Signalweg findet statt, indem Rezeptoren hormongebunde Ziel-
gene aktivieren, ohne dass EREs im Promotorbereich vorhanden sind. Der Ostrogen-
rezeptor geht hierbei eine Interaktion mit unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren ein,
die eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der Ostrogen-Effekte einnehmen (Paech et
al., 1997). Dazu gehodren AP-1 als Transkriptionsfaktor tber ERa und ERp, SP1 tber
ERa zur Regulierung der Genexpression, NFkB Uber ERa, um die Genexpression
Uber IL-6- zu hemmen, und FoxAl, welches am Chromatin Gber ERa als Transkripti-
onsfaktor fir eine ER abh&ngige Transkription zustandig ist (Carroll & Brown, 2006;
Monroe et al., 2005; Qin, Samudio, Ngwenya, & Safe, 2004; Ray, Prefontaine, & Ray,
1994; Samudio et al., 2001; Saville et al., 2000; Sun, Porter, & Safe, 1998). Hierbei
kénnen bei den beiden Rezeptoren unterschiedliche Effekte auf die Transkriptionsfak-
toren entdeckt werden. So kann anhand des Beispieles am AP-1 beobachtet werden,
dass ERa seine Aktivitat induziert, wahrend ERf hierauf keinen Effekt hat. Das Inte-
ressante beim Vergleich dieser beiden Signalwege ist, dass die Mehrheit der Gene,
die Uber ERa reguliert werden, die Transkriptionsfaktoren des nicht-klassischen We-
ges enthalten, wéahrend nur 11% ERE als responsives Element des klassischen We-
ges aufzuweisen haben (Levy et al., 2008). Versuche haben ergeben, dass die Auf-
rechterhaltung dieses Gleichgewichtes zwischen klassischem und nicht-klassischem
Weg sehr wichtig ist, da eine Verschiebung dieses Verhaltnisses starke biologische
Auswirkungen nach sich zieht (Mddder, 2010).
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1.2.3.2 Nicht-genomischer Signalweg

Neben den Ostrogenrezeptoren, die sich im Zytosol befinden, sind 5-10% der Ostro-
genrezeptoren, obwohl sie vom molekularen Aufbau her identisch mit den zellkernge-
bundenen ERs sind, an die Zellmembran gebunden (Pedram, Razandi, & Levin, 2006).
Diese membrangebundenen ERSs sind assoziiert mit G-Proteinen, welche sie auch ak-
tivieren konnen und welche Uber Bildung von Kalzium und cAMP zur Aktivierung wei-
terer Kinasen (z.B. Src, AKT, ERK, PI3K) fuhren. Somit findet bei der nicht-genomi-
schen Aktivitat als Antwort auf die Bindung von Ostrogen an den membangebundenen
Ostrogenrezeptor die Aktivierung des Src/ERK-Signalweges statt.

Fur die ERK-Aktivierung sind zunachst die Membran-Lokalisation des Rezeptors und
die Bindung an Caveolin-1 unbedingt notwendig (Aguirre et al., 2007). Die Aktivierung
der ERKs sorgt flr einen hemmenden Effekt der proapoptotischen Agenten der Deh-
nung. Es erfolgt die Interaktion von ERa mit der Src2-Homologie-Doméne (Migliaccio
et al., 2000) und die Bindung an Caveolin-1 (Schlegel, Wang, Katzenellenbogen,
Pestell, & Lisanti, 1999; Schlegel, Wang, Pestell, & Lisanti, 2001), was zu einer erhh-
ten Transkriptionsaktivitdt des Rezeptors fuhrt. Letztendlich kommt es Gber diese Ak-
tivierungen zur Phosphorylierung von Proteinen, zur Initierung von Zellbewegung,
Zellvermehrung und zur Unterdriickung der Apoptose (Médder, 2010). In den Caveo-
lae befinden sich ERa. und ERp, die dort bezogen auf Ostrogen zellulare Funktionen
vermitteln (K. Chambliss et al., 2000; Chambliss, Yuhanna, Anderson, Mendelsohn, &
Shaul, 2002; K. L. Chambliss et al., 2000; Levin, 2002). Das Auseinanderrei3en von
Caveolae sorgt fur eine Verminderung mechanisch induzierter ERK-Aktivierung und
ebenso fir die Minderung von ERK-Uberleben (Aguirre et al., 2007). Die Mechanot-
ransduktion hangt somit zum einen von der Umgebung und den physikalischen Inter-
aktionen und zum anderen auch von den Struktur- und Signalmolekulen innerhalb der
Caveolae ab (Aguirre et al., 2007). Diese membrangebundenen Rezeptoren sind ver-
antwortlich fiir die schnelle Weiterleitung von Ostrogeneffekten, zum Beispiel dem anti-
apoptotischen Effekt. Es hat sich herausgestellt, dass der nicht-genomische Signalweg
in Knochenzellen eine wichtige Rolle fur die Regulierung der Apoptose spielt (Modder,
2010). Eine Dysfunktion im Bereich dieses Signalmechanismus kann die Basis fir eine
erhohte Zerbrechlichkeit des Knochens sein, wie es zum Beispiel bei der Osteoporose
der Fall ist. So kommt es unter alltdglicher Belastung nicht mehr zu einer optimalen
Anpassung des Knochens an die herrschenden Bedingungen und somit zu einem er-
hohten Frakturrisiko (Aguirre et al., 2006).
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Das Vorhandensein von ERa und f ist notwendig, damit es durch mechanische Induk-
tion zu einer ERK- Aktivierung in Osteoblasten und -klasten kommen kann. Die Loka-
lisation der ERa in der Plasmamembran und seine Interaktion mit Caveolin-1 wird im
Rahmen der Mechanotransduktion fur die Aktivierung der ERK benotigt (Aguirre et al.,
2007). Hierbei spielt deren Palmitoylation der LBD des Ostrogenrezeptors eine ent-
scheidende Rolle, indem sie die Lokalisation in der Plasmamembran bewerkstelligt
(Acconcia, Bocedi, Ascenzi, & Marino, 2003). Bei Mausen mit KO in ERa und  kommt
es zu keiner ERK-Aktivierung in Bezug auf mechanische Stimulation. Dieses Manko
kann durch Transfektion von ERa oder B teilweise revidiert werden, denn Transfektion
von ERa und B verleint wieder volle Uberleitung auf mechanische Stimulation (Aguirre
et al., 2007). Dehnung erhodht die Anzahl der Zellen, die mit einer nuklearen ERK-Ak-
kumulation einhergehen um 100%. Die ligandenbindende Doméne der ERs genugt
somit, um dehnungsaktivierte ERKs zu aktivieren und suggeriert, dass fur die Bindung
eine Ligandenbindung nicht beansprucht werden muss. Zudem reicht sie aus, um den
Ostrogenabhangigen antiapoptotischen Effekt zu vermitteln (Kousteni et al., 2001). In-
sofern ist die ligandenbindende Domane eines jeden Rezeptors fahig, tber den ligan-
denunabhangigen Weg Verantwortung fir mechanische Stimuli zu Gbernehmen
(Aguirre et al., 2007).

Systemische
Steroidhormon -Spiegel

Lokaler Pré-Rezeptor
Metabolismus durch
Enzyme

Niedrig affine Bindung an
Membranassoziierte
Rezeptorproteine

Hoch affine Bindung an
zytosolische
Rezeptorproteine

Kontrolle des 9 e 1
Zelizyklus und 3 Ostradiol _
der Differenzierung i i

Modulation des
Mechar 1g und der

\\ Mechanotransduktion ?
Nukledre Rezeptor-
Translokation und DNA-
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Abbau des Rezeptors und
des Hormons im
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Abbildung 6: Steroidhormonmetabolismus. Aktive Hormone binden an Rezeptoren,
die an der Zellmembran und im Zellkern Signaltransduktion bewirken (modifiziert nach

Dr. med. L. Seefried). (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. F. Jakob).
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1.3 Osteoporose

1.3.1 Definition

Osteoporose ist eine Skeletterkrankung, die durch eine verminderte Knochenfestigkeit
und einen pathologischen Knochenverlust charakterisiert ist. Durch strukturelle und
funktionelle Defizite kommt es hierbei zu Fragilitatsfrakturen. Die Verminderung der
Knochenfestigkeit entsteht durch angeborenen oder erworbenen generalisierten, pa-
thologischen Schwund an Knochenmasse in Verbindung mit einer Stérung der Mikro-
architektur (Ruther, Lohmann, & Pitzen, 2014). Die klinisch bedeutsamste Folge ist die
Haufung von Schenkelhals-, Radius-, Humerus- und Wirbelkdrperfrakturen (Ruther et
al., 2014).

1.3.2 Epidemiologie

Osteoporose ist die haufigste Knochenerkrankung im héheren Lebensalter. 80% aller
Osteoporoseerkrankungen betreffen postmenopausale Frauen. Osteoporose wird in
die primare und die sekundare Osteoporose unterteilt, wobei 95% der Osteoporoseer-
krankungen primar entstehen und lediglich 5% sekundar (Herold, 2010). Diese sekun-
dare Form der Osteoporose entsteht oft im Rahmen einer Behandlung mit Glukokorti-
kosteroiden oder Heparin oder im Rahmen einer Immobilisation; auch endokrine Er-
krankungen wie Uberfunktionen der Nebenniere, der Nebenschilddriise und der
Schilddriise kdnnen eine sekundare Osteoporose verursachen (siehe unten). Die pri-
méare Osteoporose weist einen erblichen Anteil mit polygenetischem Erbmodus auf,
der erheblich durch au3ere Faktoren wie Lebensweise und Begleiterkrankungen indi-
viduell abgewandelt werden kann. Laut WHO gehort die Osteoporose als chronische
Erkrankung neben dem Diabetes Mellitus, der Arteriosklerose und der Adipositas zu
den wichtigsten Volkskrankheiten (Herold, 2010).

1.3.3 Atiologie und Pathogenese

Am gesunden Knochen werden Stabilitat, Zusammensetzung und Struktur des Kno-
chens durch ein geregeltes Zusammenspiel aus Knochenaufbau und Knochenabbau
aufrechterhalten. Hierbei findet ein kontinuierlicher Knochenumbau statt, das soge-
nannte Remodelling. Wahrend bis zum 30. Lebensjahr der Knochenaufbau tberwiegt

und der Knochen zu diesem Zeitpunkt seine héchste Knochenmasse aufweist, kommt
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es nach dem 40. Lebensjahr zu einem kontinuierlichen Knochenverlust, der bei Frauen
zum Verlust von ca. 40% des kortikalen Knochens und ca. 60% des spongitésen Kno-
chens fuhrt und somit eine Altersatrophie des Knochens hervorruft (Niethard, Pfeil, &
Biberthaler, 2009; Ruther et al., 2014). Bei Mannern sind diese Verluste weniger stark
ausgepragt.

Knochenverlust entsteht meistens entweder durch einen ungezigelten Abbau der
Knochenmasse oder durch einen Defekt in der Regeneration des funktionell minder-
wertigen, alten Knochens (Lothar Seefried et al., 2010). Hat die Verminderung der
Knochenmasse einen Punkt erlangt, an dem der Verlust so sehr Uberwiegt, dass es
zur Ausbildung pathologischer Frakturen kommt, d.h. zu Frakturen, denen kein ada-
guates Trauma vorangegangen ist, dann Ubersteigt der Knochenmasseverlust die phy-
siologischen Vorgange der Altersatrophie des Knochens und die Vorgédnge des Kno-
chenabbaus erhalten den Krankheitswert einer Osteoporose (Rither et al., 2014).
Diese wird in erster Linie durch einen Spongiosaverlust des Knochens gekennzeichnet
(Niethard et al., 2009). Ursachen, die dafiir sorgen, dass der Knochenabbau das Mafl3
der physiologischen Altersatrophie tbersteigt, kbnnen vielfaltig sein und auch neben-
einander vorkommen und somit einen Summationseffekt auslésen. Sie kdnnen entwe-
der auf dem Boden einer vermehrten Osteoklastenaktivitat oder einer verminderten
Aktivitat der Osteoblasten vorkommen sowie durch eine Kombination beider Faktoren,
die zu einem Strukturverlust und Knochenmasseverlust des Knochens fuhren (Ruther
et al., 2014).

Wie bereits erwéhnt wird die Osteoporose in eine priméare und eine sekundére unter-
teilt. Zu den Ursachen der primaren Osteoporose zdhlen die postmenopausale Oste-
oporose (Typ | Osteoporose; spongiosabetonter Knochenmasseverlust), die senile Os-
teoporose (Typ Il Osteoporose; Spongiosa und Kompakta betreffender Knochen-
masseverlust) und die idiopathische Osteoporose junger Manner, die jedoch sehr sel-
ten ist (Herold, 2010). Wahrend bei der postmenopausalen Osteoporose durch den
Ostrogenmangel die dstrogenvermittelte Osteoklasten-Hemmung entfallt, kommt es
bei der senilen Osteoporose durch Osteoblasten-Insuffizienz und Osteozyten-Unter-
gang zum Knochenmasseverlust (Rither et al., 2014).

Zu den Ursachen der sekundaren Osteoporose zahlen endokrine Ursachen wie Hy-
perkortisolismus, Hypogonadismus und Hyperthyreose, Immobilisation, das Ma-

labsorptionssyndrom mit verminderter Zufuhr von Kalzium und/oder Vitamin D und die
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iatrogene oder medikamentdse Osteoporose nach Langzeittherapie mit Kortikosteroi-
den (> 5mg Prednisolon /d) oder Heparin (Rither et al., 2014). Die klinisch wichtigste
Ursache einer sekundaren Osteoporose stellt hierbei die chronische Therapie mit Glu-
kokortikoiden dar, deren langfristige Einnahme zu einer Reihe von Stérungen im Kno-
chenstoffwechsel fihrt. Neben einer gesteigerten Produktion von RANKL, welches fir
die Entwicklung und Aktivierung von Osteoklasten essentiell ist und daher fir eine be-
schleunigte Resorption sorgt, und einer Hemmung der OPG-Synthese, was eine Ver-
minderung der RANKL Inaktivierung nach sich zieht und somit letztendlich auch kno-
chenresorbierend wirkt, fihrt die langfristige Einnahme von Glukokortikoiden auch zu
Fehlregulationen in der osteogenen Differenzierung und Regeneration (Jakob et al.,
2010). In diesem Zusammenhang sei hoch erganzt, dass sich mit der Kenntnis dieser
unterschiedlichen Einflisse auf das Knochengewebe auch erklart, warum bei dieser
Form der sekundéaren Osteoporose therapeutisch sowohl eine antiresorptive als auch
eine anabole Therapiestrategie angestrebt werden kann. Zum Thema Osteoporose
und Glukokortikoide sei noch erwahnt, dass der Einsatz von Glukokortikoiden bei Os-
teoporosepatienten nicht grundsatzlich kritisch anzusehen ist. Besonders bei Patien-
ten mit aktiven chronischen Entziindungen, die ihrerseits einen Risikofaktor fir den
Knochenverlust darstellen, ist ein Glukokortikoide-Einsatz in der kurzfristigen Therapie
explizit erwiinscht, da diese effektiv fir einen Entztindungsriickgang sorgen. lhrerseits
zum Risikofaktor werden sie dagegen bei langfristiger Anwendung, sodass die Indika-
tion hier streng gestellt werden sollte (Compston, 2010; David & Schett, 2010).

Neben den erwédhnten Formen der Osteoporose gibt es auch noch andere Mechanis-
men zur Entstehung der Osteoporosekrankheit, wie hereditare Formen oder Erkran-
kungen, die mit der Osteoporose assoziiert sein kénnen. Auf diese mdchte ich hier
jedoch nicht weiter eingehen. Osteoporose kann des Weiteren je nach metabolischem
Charakter eingeteilt werden. Die Patienten mit hohem Turnover des Knochens (friiher
als Fast-loser-Patienten bezeichnet) haben einen Knochenmassenverlust bei gestei-
gertem Umbau zu verzeichnen. Sie haben somit einen hohen Umsatz und sind z.B.
typisch fir die frih nach der Menopause eintretende Osteoporose. Bei niedrigem Kno-
chenturnover (Slow-loser-Patienten) besteht ein Knochenmasseverlust bei reduzier-
tem Umbau und reduzierter Regeneration; dieser Typ ist charakteristisch fir das ver-
zbgerte Auftreten der Erkrankung 10 Jahre nach der Menopause (friher auch als se-

nile Osteoporose bezeichnet) (Herold, 2010).
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1.3.4 Risikofaktoren der Osteoporose

Der Einfluss der Risikofaktoren bei der Entstehung der Osteoporose ist bedeutend und
darf daher nicht unterschatzt werden. Sie kbnnen in Faktoren eingeteilt werden, die
therapeutisch beeinflussbar sind und Faktoren, die nicht beeinflussbar sind. Ihr Vor-
handensein und ihr Zusammenspiel mit den individuellen genetischen Grundlagen des
jeweiligen Individuums kénnen fur die Manifestation der Krankheit verantwortlich sein.
Nicht beeinflussbare, wichtige Risikofaktoren sind das Alter, das weibliche Geschlecht
und genetische Faktoren, therapeutisch beeinflussbar hingegen sind eine verkirzte
Ostrogenexpositionszeit (unter 30 Jahre), die Knochenmasse, korperliche Inaktivitat
und Sturzgefahr, starker Zigaretten- und/oder Alkoholkonsum und Erndhrungsfaktoren
(Kachexie und Mangel an Calcium und Vitamin D) (Jakob et al., 2010). Von diesen

einzelnen Faktoren mdchte ich gerne einige aufgreifen und naher erlautern.

1.3.4.1 Alter und Genetik als Risikofaktoren

Der genetische Anteil am Aufbau der Knochenmasse und der Anatomie des Knochens
wird mit 60-80% angegeben (Lothar Seefried et al., 2010). Zudem ist hinsichtlich der
genetischen Grundlagen der Osteoporose bekannt, dass es sich um eine polygeneti-
sche Krankheit handelt, deren Entstehung Polymorphismen mehrerer Kandidatengene
zugrunde liegen. Hierbei handelt es sich zumeist um Gene, die eine wesentliche Rolle
im Knochenstoffwechsel spielen und in die Regulation der Mechanotransduktion ein-
gebunden sind, wie beispielsweise RANK/RANKL, OPG, ERa oder Osteopontin
(Ralston, 2010; X. H. Xu et al., 2010). Die jungste Forschung identifiziert sukzessive
jene genetischen Defekte, die bei der friihzeitig einsetzenden Osteoporose als domi-
nierende Risikofaktoren in den Vordergrund treten. Hier mag in Zukunft eine Subpo-
pulation von Patientinnen zu identifizieren sein, die sehr frithzeitig von Osteoporose
betroffen ist. Der Alterungsprozess ist ein Prozess komplexer Interaktionen, an dem
verschiedene Systeme beteiligt sind. Hierbei handelt es sich um eine Kombination aus
zellularen und erblichen Faktoren, systemischen Vorgangen, welche die einzelnen Or-
gane betreffen, und sehr individuellen Faktoren wie der Lebensweise inklusive der Er-
nahrung. Dabei wird die jeweilige polygenetische Anlage individuell durch die Lebens-
umstande, die Umgebung und verschiedene unterliegende Erkrankungen moduliert.
Aus dem Zusammentreffen der verschiedenen Parameter ergibt sich schliel3lich das

fur jeden Menschen hochst individuelle Osteoporose-Risiko.
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1.3.4.2 Hormonmangel als Risikofaktor

Ostrogene haben neben ihrer Wirkung im Bereich der weiblichen Reproduktions- und
Geschlechtsorgane auch einen entscheidenden Einfluss auf den Knochenstoffwech-
sel. Sie sorgen mit dafiir, dass Knochenzellen fir mechanische Reize sensibilisiert
werden (Mechanosensitivitéat) und bremsen die Aktivitat der Osteoklasten. Folglich
fihrt ein Ostrogen-Mangel durch Osteoklastenenthemmung entscheidend dazu, dass
es zu einem sehr schnell verlaufenden Knochenabbau kommt (Frenkel et al., 2010;
Shuster, Rhodes, Gostout, Grossardt, & Rocca, 2010). Zudem kommt es durch Verlust
der Mechanosensitivitat zu einer Entkopplung in Bezug auf die biochemischen und
physikalischen Signale, wodurch das RANKL-System zusétzlich gestarkt wird (Jakob
et al., 2010). Dieser Ursache der Osteoporose-Manifestation wird am besten durch
eine Therapie begegnet, die die Osteoklastenhemmung durch Gabe von Bisphospho-
naten oder einer Neutralisation des Hauptmediators RANKL in Form von Antikérpern
(Denosumab) bewirkt (Lewiecki, 2010; Russell, Watts, Ebetino, & Rogers, 2008). Viel-
versprechend ware ein therapeutischer Ansatz, der die bei Osteoporose verminderte

bis nicht vorhandene Mechanosensitivitat wiederherstellen oder verbessern kdnnte.

1.3.4.3 Immobilisation und Sturzkrankheit / Frailty

Bei der Immobilisation handelt es sich um einen sehr wichtigen Risikofaktor im Rah-
men der Entstehung der Osteoporose, da sie einerseits innerhalb eines sehr kurzen
Zeitraumes eine Uberaus grofRe Rolle spielen kann und andererseits ein Risikofaktor
ist, der sehr gut modifiziert werden kann. Bereits nach zwei Wochen der Immobilisa-
tion, sei es passiv, durch aktive Krankheit, lahmungsbedingt oder durch mangelnde
aktive Bewegung und sitzende Lebensweise wird ein Defizit im Bereich der Signal-
kaskaden der Mechanotransduktion festgestellt (Jakob et al., 2010). Aufgrund der ge-
ringen Anforderungen, die die Umgebung an das Knochengewebe stellt und welche
uber Signale erkannt werden, wird der vorhandene, als unnétig empfundene Uber-
schuss an Knochensubstanz tber die Mechanismen des RANK/RANKL-Systems so-
wie Uber den Sclerostinmechanismus sofort wieder abgebaut, erkennbar an einer Er-
hoéhung der Knochenresorptionsmarker (Ozcivici et al., 2010). Dies geschieht inner-
halb kurzer Zeit und der Knochen braucht nach Beendigung der Ursache fir die Im-
mobilisation vergleichsweise lange, um diesen Substanzabbau wieder zu kompensie-

ren. Wahrend die eben erlauterte Immobilisation nicht nur in einer konkreten Alters-
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gruppe auftritt, sondern aus unterschiedlichen, alle Altersgruppen betreffenden Grin-
den entstehen kann, handelt es sich bei der Sturzkrankheit um einen zuséatzlichen Ri-
sikofaktor, der besonders altere Patienten betrifft. Hierbei kommt es auf der Basis der
durch die Osteoporose bereits verminderten Frakturresistenz durch weitere Faktoren
wie den Verlust neuromuskularer Koordination, Muskelschwund oder kognitive Defizite
zu einer erhdhten Gefahr, Knochenbrtche durch leicht auftretende Stirze zu erleiden
(Lothar Seefried et al., 2010). In diesem Fall muss durch frihzeitige Diagnostik im
Rahmen geriatrischer Assessments und durch eine darauffolgende effektive Therapie-
anpassung im Sinne von Muskeltraining, Sturzpravention, Vitamin D-Supplementie-
rung und optimaler Anpassung der Lebensbedingungen diesem zusatzlichen Risiko
entgegengewirkt werden (Lothar Seefried et al., 2010).

1.3.5 Klinik

Der Unterschied zwischen der physiologischen Altersatrophie und der Osteoporose
besteht darin, dass es bei der Osteoporose z.B. zu Wirbelkérperdeformierungen
kommt, ohne dass vorausgehend ein adaquates Trauma vorliegt. Daher sind die kor-
perlichen Probleme, die beim Krankheitsbild der Osteoporose auftreten, hauptsachlich
Symptome, die durch die Frakturkrankheit zustande kommen.

Klinisch beklagen die Patienten bei aktiven Fragilitatsfrakturen Knochenschmerzen,
die besonders im Bereich des Ruckens bestehen (Niethard et al., 2009). Durch Defor-
mierungen der Wirbelséule entstehen Gefligestdrungen und sorgen fir die typischen
Symptome der Osteoporose: akute Schmerzen nach Uberlastung der Wirbelsaule und
chronische Riuckenschmerzen (Niethard et al., 2009). Diese Schmerzen sind dumpf,
kénnen nicht genau lokalisiert werden und werden in der Tiefe der Wirbelsédule emp-
funden. Mit Zunahme der Verformungen kommt es zu einer Kyphose der Wirbelsaule
im Thorakalbereich und zu einer kompensatorischen Hyperlordose im Bereich der Len-
denwirbelsdule (Niethard et al., 2009). Hierdurch kommt es an der Bauchdecke zu
einer Vorwdlbung, des Weiteren zeigen sich ein Verlust der Kérperhdhe und durch die
verminderte Rumpfhéhe dorsal entstehende Hautfalten, welche als Tannenbaumphé-

nomen bezeichnet werden (Niethard et al., 2009).
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1.3.6 Diagnostik

Ziel der Diagnostik bei der Osteoporose ist die Einschatzung von klinischen Risikofak-
toren und der Knochendichte. Letztere kann anhand der Densitometrie gemessen wer-
den. Dies geschieht entweder durch Messung der Flachendichte des Knochenmine-
ralgehalts an der Wirbelsdule oder am proximalen Femur (DEXA oder DXA), durch
Messung der Knochenvolumen-Mineraldichte mithilfe der quantitativen Computerto-
mographie an der Wirbelsaule (QCT) oder (weniger gut evaluiert und Klinisch nicht in
die Routine ibernommen) mithilfe der Ultraschalltransmissionsgeschwindigkeit an der
Kniescheibe oder am Fersenbein (Herold, 2010). Hierbei zeigt sich im Fall einer Oste-
oporose ein verminderter Mineralgehalt des Knochens und im Rahmen einer Langzeit-
kontrolle ein erhdhter Verlust an Knochenmasse. Die Standardabweichung (SD) un-
terhalb des Mittelwertes der Knochendichte gesunder Menschen im Alter von 30 Jah-
ren wird als T-Score angegeben. Dieser Wert wird zur Stadieneinteilung und Risi-
koevaluation verwendet. Laborwerte weisen bei der Osteoporose normalerweise keine
Veranderungen auf, die Bestimmung von Kalzium, Phosphat, Parathormon und alka-
lischer Phosphatase kann jedoch zur differentialdiagnostischen Abklarung hilfreich
sein (Herold, 2010). Durch Laboruntersuchungen kann Aufschluss tber Ursachen fir
eine sekundére Osteoporose gegeben werden. Zudem gibt es Marker, die einen Hin-
weis auf die Aktivitat der Osteoblasten und Osteoklasten geben. Fir Osteoblasten wird
hierzu das Serumosteokalzin und fir die Osteoklasten Desoxypyridinolin und die
Cross-link-Telopeptide bestimmt (Herold, 2010). Die Réntgendiagnostik lasst die Os-
teoporose leider erst in spateren Stadien ab einer Verminderung der Knochenmasse
um 30% anhand einer erh6hten Strahlendurchlassigkeit und typischer Wirbelsaulen-
veranderungen wie Keil- und Fischwirbel erkennen und ist daher nicht zur Frihdiag-
nostik geeignet (Niethard et al., 2009). Auf eine friiher angewandte Stadieneinteilung
wird heutzutage verzichtet und stattdessen eine risikoadaptierte Case-Finding-Strate-
gie angewandt, bei der das 10-Jahresfrakturrisiko als Pendant zur Stadieneinteilung

dient.

Definiton Knochendichte Strategie
Normal bis max. 10% Verlust

T-Score > -1 SD Pravention
Osteopenie 10 bis 25% Verlust
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-1 SD > T-Score > -2,5 SD
Osteoporose Verlust Uber 25%

T-Score <-2,5SD Behandlung
Schwere Osteoporose Osteoporose mit Fraktur(en)

Tabelle 1 WHO-Definition der Osteoporose (diagnostische Kriterien) (Herold, 2010)

1.3.7 Therapie
Die Therapie der Osteoporose setzt sich aus den Mdglichkeiten eines Basisprogram-
mes, einer nicht-medikamentdsen Therapie, einer spezifisch medikamenttsen Thera-

pie und einer operativen Therapie zusammen.

1.3.7.1 Basisprogramm

Die Basistherapie besteht sowohl aus der Lebensumstellung auf kalziumreiche Ernah-
rung, Bewegung und physikalischer und krankengymnastischer Therapie als auch aus
der Supplementierung mit Kalzium und Vitamin D als Basistherapie (Fal3bender,
2006). Zur Schmerzbekdmpfung werden Antirheumatika und Analgetika eingesetzt.
Zudem gilt es, bereits erkannte Ursachen einer sekundaren Osteoporose zu bekamp-
fen und Risikofaktoren (siehe 1.3.4) zu vermeiden (Ruther et al., 2014).

1.3.7.2 Nicht-medikamentdse Therapie

Hierbei handelt es sich um ein physikalisches und krankengymnastisches Behand-
lungsprogramm im Sinne von Krankengymnastik, Koordinations- und Vigilanztraining,
Miederversorgung und Vermeidung des Sturzrisikos durch spezielles Falltraining und
Huftprotektoren (Herold, 2010).

1.3.7.3 Spezifische medikamentdse Therapie

Bei der medikamentésen Behandlung werden die verwendeten Pharmaka je nach ihrer
durch Studien nachgewiesenen Wirksamkeit in unterschiedliche Medikamentenklas-
sen (nach vorhandener Evidenz) eingeteilt. Bei der verfigbaren Evidenz handelt es
sich einerseits um den unzweifelhaften Wirkungsnachweis in entsprechenden klini-
schen Studien, andererseits wird der Evidenzgrad auch durch die Qualitat und die
Grol3e von Studien beeinflusst, was wiederum nicht alleine von der Qualitat der Medi-
kamente abhangt.
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Die grof3te nachgewiesene Wirksamkeit hat die Medikamentenklasse Al, zu der die
Bisphosphonate gehoren (Fal3bender, 2006). Bisphosphonate werden in die minerali-
sierte Knochenmatrix eingelagert und kontinuierlich bei der Knochenresorption freige-
setzt. Sie Uben durch Hemmung der Osteoklasten eine antiresorptive Wirkung aus und
erhéhen somit die Knochendichte (Karow & Lang-Roth, 2010). Bisphosphonate sen-
ken die Inzidenz vertebraler und extravertebraler Frakturen um 50% (Herold, 2010)
und kommen vor allem bei der high turnover (postmenopausalen) Osteoporose zum
Einsatz.

Eine weitere, sehr haufig angewandte medikamentdse Therapiemethode ist der Ein-
satz von monoklonalen RANKL-Antikdrpern (Denosumab). Denosumab imitiert die
Wirkung von OPG, blockiert die Bindung von RANKL an RANK und wirkt somit der
Osteoklastendifferenzierung und damit der Knochenresorption entgegen.

Als Medikamentenklasse mit etwas geringerer Evidenz (A2) stehen die SERMs (sel-
ective estrogen receptor modulators) zur Verfigung, wie zum Beispiel Raloxifen.
Raloxifen wirkt am Knochen @strogenagonistisch und sorgt damit fiir die Hemmung
des Knochenabbaus, bei deutlicher 6strogenantagonistischer Wirkung an Mamma und
Uterus (Karow & Lang-Roth, 2010). Bei der postmenopausalen Osteoporose kommt
es zu einer Senkung vertebraler Frakturen um 30-50% in Kombination mit der Basis-
therapie, bestehend aus Calcium und Vitamin D. Ein Effekt auf die Schenkelhalsfrak-
turen konnte nicht nachgewiesen werden, méglicherweise auch, weil die getesteten
Populationen vergleichsweise jung waren und eine niedrige Inzidenz an Femurfraktu-
ren hatten (Karow & Lang-Roth, 2010). Parathormon wird auch als Medikament der
Medikamentenklasse A2 bei der Behandlung der Osteoporose eingesetzt (Herold,
2010). Als subkutane Injektion oder kurzzeitige Injektion und einer damit verbundenen
Erh6éhung des Serumspiegels fur maximal zwei Stunden am Tag fuhrt es zu einer An-
regung der Osteoblasten (Preisinger, 2007). Diese Anwendung fuhrt als Folge der
Knochenneubildung zu einer Erh6hung des Knochenstoffwechsels mit positivem Ef-
fekt auf die trabekulare Masse. Fluoride wurden in die Medikamentenklasse B einge-
stuft, da die Studienergebnisse recht widersprichlich sind (Herold, 2010). Es kommt
zwar zu einer Verminderung der Frakturrate, dies geschieht jedoch nur im Wirbelsau-
lenbereich (Herold, 2010). Fluoride haben zudem ein enges therapeutisches Fenster.
Sie stimulieren die Osteoblasten und sorgen somit fiir eine positive Ca2+/Knochenbi-

lanz (Karow & Lang-Roth, 2010). Ebenso flihren sie zu verstéarkter Osteoidbildung, was
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radiologisch durch eine Zunahme der Knochendichte sichtbar wird, jedoch gibt es kont-
roverse Diskussionen in Bezug auf die Festigkeit des neu entstandenen Knochens
(Karow & Lang-Roth, 2010). Der Einsatz von Fluor fand vor allem im Bereich der se-
nilen Osteoporose statt; es wird heute kaum mehr eingesetzt. Kalzitonin vom Lachs
hemmt die Osteoklasten und hat zusétzlich einen analgetischen Effekt (Karow & Lang-
Roth, 2010). Daher war die Anwendung bei osteoporotischen Knochenschmerzen
durch Trabekeleinbriiche in Phasen hohen Knochenumsatzes oder auch bei Knochen-
metastasen indiziert (Herold, 2010). Aufgrund lickenhafter Studienbeweise wurde es
in die Medikamentenklasse C eingestuft (Herold, 2010). Menschliches Kalzitonin hat
eine vollig andere Wirkung. Da Lachs-Kalzitonin in den Verdacht kam, bestimmte Tu-
more zu fordern, ist es heute aus dem Katalog der antiosteoporotischen Medikamente
gestrichen. Ostrogene wirken bei der postmenopausalen Osteoporose antiresorptiv.
Aufgrund eines erhéhten Risikos fur einen Herzinfarkt, einen Schlaganfall, eine Throm-
bose oder Brustkrebs wird vom langerfristigen Einsatz von Ostrogenen abgeraten
(Herold, 2010).

1.3.7.4 Operative Therapie

In sehr fortgeschrittenen Stadien kommt zur Schmerzreduktion die Anwendung von
Zementeinspritzung im Sinne einer Vertebroplastie oder Kyphoplastie zur Stabilisie-
rung von sinternden Wirbelkérpern in Frage (Niethard et al., 2009). Durch Einspritzung
von Zement in die spongitésen Hohlrdume und der damit verbundenen Stabilisierung

kann es zu einer erheblichen Schmerzreduktion kommen.

1.3.7.5 Sport- und Bewegungstherapie

Durch einschlagige Studien ist nachgewiesen, dass sportliche Aktivitat, gezielte Phy-
siotherapie und Bewegungstherapie die Sturzrate reduzieren und zum Erhalt der Kno-
chendichte beitragen kdnnen. Eine der eindrucksvollsten Studien zur Frakturwirksam-
keit sportlicher Aktivitat ging aus der Erlanger Arbeitsgruppe hervor. Im Grof3en und
Ganzen ist die Datenlage zur multimodalen Therapie der Osteoporose durch Kraftein-
trag allerdings noch sehr diinn. Wie oben angefiihrt sind die Kenntnisse Uber die mo-
lekularen Mechanismen unvollstandig. Eine wesentliche Motivation dieser experimen-
tellen Arbeit ist es, die Kenntnisse in diesem Bereich zu erweitern, um letztlich verbes-
serte Grundlagen fir therapeutische Interventionen zu entwickeln (Kemmler, Bebenek,
Kohl, & von Stengel, 2015; Kemmler, Kohl, & von Stengel, 2017).
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1.4  Zielsetzung der vorliegenden Promotionsarbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen Beitrag zur Aufklarung der molekularen Wir-
kungmechanismen von Ostrogen- vermittelten Einfliissen auf die mechanische Emp-
findlichkeit des Knochens zu leisten. Insbesondere sollte mittels genetisch veranderter
Zellen nachgewiesen werden, dass Ostrogen-responsive Elemente durch mechani-
sche Reizung von Zellen aktiviert werden kénnen und welche molekularen Einfliisse
diese Aktivierung modulieren und mit Ostrogenen in diesem Zusammenhang intera-
gieren. Die Klonierungsarbeiten zur Herstellung von Konstrukten, welche durch tran-
siente Expression oder durch permanente Expression in genetisch veranderten Zellli-
nien als Instrumentarium zur Aufklarung der molekularen Zusammenhénge dienen
kénnten, war ein wichtiges Ziel dieser Arbeit. Weitere Arbeiten sollten der stabilen Ex-
pression von Reportergen-Konstrukten und von Ostrogen-Rezeptoren dienen, damit
ein vollstandiger Baukasten zur Testung des Einflusses von Ostrogenen auf das Me-
chanosensing und die Mechanotransduktion erstellt werden konnte. Zur vergleichen-
den Beurteilung der Aktivitat der Ostrogen-responsiven Konstrukte sollten in dieser
Arbeit die bereits vorhandenen mechanoresponsiven Konstrukte zur Aktivitat AP-1 und
SP-1 verwendet und weiter charakterisiert werden und interaktive Phdnomene mit die-

sen Konstrukten untersucht werden.
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2 Material

2.1 Gerate
Gerate Hersteller
AxioCam MRC Zeiss
Axioskop 2 Zeiss
BioPhotometer Eppendorf
Biofuge Heraeus
Brutschrank, Inkubator HERAcell 240 Heraeus

Densitometer

VILBER LOURMAT Deutschland GmbH

Elektrophoresekammern

Peglab Biotechnologie GmbH

GENE PULSER ® I BIO-RAD

Heizblocke HLC-Haep Labor Consult
Heizrihrplatte Gerhardt

Megafuge 1.0 Heraeus SEPATECH
Mikropipetten 10ul, 200ul, 1000ul ABIMED

Mikroskop Hund WETZLAR
Mikrowelle SHARP

Multifuge 1 S-R Heraeus

Multipette plus Eppendorf

Orion Il Microplate Luminometer Berthold Detection Systems
Pipetboy BRAND

Schittler lab4you

Sterilwerkbanke Heraeus Lamin Air®

Speed Vac® Savant

Thermocycler peQSTAR peglLab Biotechnologie GmbH
Thermocycler Primus MWG-BIOTECH

Thermocycler primus 25

pegLab Biotechnologie GmbH

Thermocycler PTC-200 Peltier Thermal

Biozym Diagnostik GmbH

Thermocycler MJ Research

Biozym Diagnostik GmbH

UV-Tisch Angewandte Gentechnologie Systeme
Vortexer Hartenstein, IKA®

Waage Scout Il OHAUS®

Wasserbad GFL® 1083
2.2  Chemikalien

Es wurden Chemikalien der Firmen AppliChem GmbH, Applied Biosystems, Invitrogen
GmbH, Carl Roth GmbH und Sigma Aldrich GmbH in p. A. Qualitat verwendet.
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2.3  Verbrauchs- und Zellkulturmaterialien

Material Hersteller
Reaktionsgefalie Greiner bio-one
Roéhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner bio-one
Pipettenspitzen Abimed

25 cm?, 75 cmz Zellkulturflaschen Biochrom
Zellschaber 24 cm, 30 cm Biochrom

Multiwell Platten

Greiner bio-one

DMEM High Glucose (4,59/l)

PAA Laboratories GmbH

DMEM / Ham's F12

PAA Laboratories GmbH

FCS (Foetal Bovine Serum Standard)

PAA Laboratories GmbH

Trypsin-EDTA (1x)

PAA Laboratories GmbH

L-Glutamin 200 mM (100x)

PAA Laboratories GmbH

Ampicillin

Sigma Aldrich GmbH

Heparin Sodium Salt

Sigma Aldrich GmbH

Penicillin / Streptomycin (100x)

PAA Laboratories GmbH

Ascorbat

Sigma Aldrich GmbH

Lipofectamin TM 2000

Life Technologies GmbH

E2 Sigma Aldrich GmbH
ICI 182-870 Sigma Aldrich GmbH
Bacto-Agar Merck

Bacto-Trypton Roth
Bacto-Yeast-Extract AppliChem

IPTG (1-Isopropyl-3-D-1-thiogalactopy-

Sigma Aldrich GmbH

ranosid)

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D- | Sigma Aldrich GmbH

galactosid)

G418 Life Technologies GmbH
2.4 Kits

Kit Hersteller

Big Dye Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit | Applied Biosystems

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay | Promega GmbH

Caspase-Glo® 3/7 Assay

Promega GmbH

Nucleo Spin® RNA I

Macherey-Nagel
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Nucleo Spin® Plasmid

Macherey-Nagel

Nucleo Bond® PC 500

Macherey-Nagel

Nucleo Trap®

Macherey-Nagel

Luciferase Assay System

Promega GmbH

RotiQuant Protein Assay

Carl Roth GmbH + Co. KG

Mutagenese- Kit, “Quick Change XL Site- Di-

rected Mutagenesis”

Agilent Technologies GmbH

TA Cloning Kit Dual Promoter (pCR® Il Vektor)

Life Technologies GmbH

25 Primer

2.5.1 Primer zum Nachweis und zur Amplifikation der cDNA

Genname Sense Primer (5°-3°) Antisense Primer (5°-3°) Produkt-
grofde bp
IGF-1 TGG ATG CTC TTC AGT |CTG ACT TGG CAG GCT |177
TCG TG TGA G
EF1a AGG TGA TTA TCC TGA | AAA GGT GGA TAG TCT |233
ACC AT CC GAC TGT TG
ERa GCA AGA ACT CAG GAC | GGA CAG CCG GAA CAG| 101
GGT G AGC
HB-GAM GCA AAC CAT GAA GAC |GGC TTG GAG ATG GTG | 188
CCA GA ACA GT
ERB sense CGG TGT GTT TAT CTG | GAC ATT GCT GGG AAT | 294
CAA GCC GCT GTA
ERB CAA GGC CGG TGT GTT | AGG GAC CAC ACA GCA | 1808
expr. fwd TAT CT GAA AG
ERB 280508 | CAA CAC CTG GGC ACC |CCA ACT TGG TCA GGG | 662
TTT CT ACA TCA

2.5.2 Primer zur Sequenzierung

Primer

DNA-Sequenz (5-3")

Schmelzpunkt (°C)

T7

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG |56

41




Material und Methoden

2.5.3 Primer zur Mutagenese

Punktmutationsprimer

Primer Sequenz

ERa g3041cs AGC CCA GCG GCT ACA CGG TGC GCG

ERa g3041c as CGC GCA CCG TGT AGC CGC TGG GCT

ERa t3493c s TGA GAG CTG CCA ACC TTT GGC CAA GCC CG
ERa t3493c as CGG GCT TGG CCA AAG GTT GGC AGC TCT CA

ERa c4262a s

TGC TGG ACG CCC ACC GCC TAC ATG C

ERa c4262a as

GCA TGT AGG CGG TGG GCG TCC AGC A

ERa g3041cs

AGC CCA GCG GCT ACA GGT GCG CG

2.5.4 Primer zur lentiviralen Uberexpression

Primer Sequenz

ZP1 s+as TTC GGC TCC AAC GGC CTG

ZP2 s+as AGT ATT CAA GGA CAT AAC GAC T
ZP3 s+as CGA GTA TGA TCC TAC CAG AC
ZP4 s+as CAG CAC CCT GAA GTC TCT CTG

2.6 Antikérper Immunzytologie

Primarantikdrper

ERa (F-10) (sc-8002, mouse | 1:200 Verdinnung

monoclonal, Santa Cruz)

Sekundarantikdrper

Anti-mouse-lgG donkey | 1:400 Verdinnung
NL557 PE 0,5ml NLOO7 R&D

systems
2.7 Zellen
HEK 293 Human embryonic kidney cell line 293, ATCC Nr. CRL-
1573 (Humane embryonale Nierenzellen)
MSC Primare mesenchymale Stammzellen (MSC-Isolation

aus Huftkopfen)
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hMSC-TERT Telomerase-immortalisierte humane mesenchymale

Stammzellen (Simonsen et al.2002)

2.8 Bakterien

Die angegebenen Bakterienstamme wurden zur Transformation eingesetzt.

E. coli, DH5a F- ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl
(New England Biolabs) hsdR17
(r,-, m+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl (Genotyp)

E.coli, XL 10 Gold
(Agilent Technologies
GmbH)

2.9 Vektoren

pPCR® Il Vektor (4000 bp) Klonierungsvektor Life Technologies GmbH
pBluescriptR (2998 bp) Expressionsvektor Life Technologies GmbH
pcDNA3.1 ") (5428/5427 bp) | Expressionsvektor Life Technologies GmbH
pGL4.14[luc2/Hygro] Luciferase Reporter | Promega GmbH
Vektor
2.10 Enzyme

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs
GmbH bezogen. Es wurden die vom Hersteller empfohlenen Reaktionsbedingungen

befolgt.
DNase A Macherey-Nagel
RNase A Macherey-Nagel
M-MLV-Reverse Transkriptase (200 U/ul) Promega GmbH
T4-DNA-Ligase (3U/ul) Promega GmbH
Tag-Polymerase (5U/ul) Peqglab Biotechnologie GmbH
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1 kb DNA-Leiter

Peglab Biotechnologie GmbH

100 bp DNA Leiter

Peglab Biotechnologie GmbH

6 x Ladepuffer

Peglab Biotechnologie GmbH

2.12 Lo6sungen

Je nach bengtigter Reinheit wurden Losungen mit deionisiertem Wasser, doppelt des-
tilliertem deionisiertem Wasser (Aqua bidest) oder mit HPLC-Wasser angesetzt.

DNA Ladepuffer blau

25 ml Glycerol

100 pl 0,5M EDTA
125 mg Xylencyanolblau
125 mg Bromphenolblau
ad 50 ml Aqua bidest
DNA Marker

10 pl DNA-Leiter (1 kb, 100 bp)
10 pl Ladepuffer

ad 100 pl HPLC-H20

10x TBE Puffer

108 g Tris

55¢ Borsaure

40 ml EDTA (pH 8,0)
ad 1| Aqua bidest
PBS

8¢ NacCl

0,29 KCI

1,44 g NazHPO4
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0,29 KH2PO4
ad 11 Aqua bidest
adpH 7,4 HCI

2.13 Nahrmedien und Zuséatze fir die Gewebekultur

Medium fur HEK 293 Zellen

DMEM High Glucose (4,5 g/l) | 500 mi
FCS 50 ml
Glutamin (100x) 5ml
Pyruvat (2 mM)
Medium fur MSC

DMEM / HAM's F12 (with Glu- | 500 ml
tamine)

FCS 50 ml
Penicillin / Streptomycin (100x) | 5 ml
Ascorbat (2 mM)
Medium fur hMSC-TERT

Earle’s MEM 500 ml
FCS 50 ml
Hygromycin 50 pg/ml

2.14 Nahrmedien und Zuséatze fur die Bakterienkultur

LB Medium

16 g Bacto-Trypton

8¢ Bacto-Yeast-Extract
16 g NacCl

ad 1600 ml Aqua bidest

adpH 7,0 NaOH
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AuRerdem wurde fur Festmedium 16 g/l Bacto-Agar dazugegeben und Selektionsme-

dium wurde mit 50 pg/ml Ampicillin versetzt. Fest- und Flissigmedium wurden auto-

klaviert.

SOC Medium

209 Trypton

59 Hefeextrakt

0,59 NacCl

10 ml 0,25 M KClI

5 ml 2 M MgClz

20 ml 1 M Glucose

ad 11 Aqua bidest

adpH 7,0 NaOH

NZY+ Medium

NZ Amine (Casein Hydrolysat) 10g
Yeast Extrakt 59
NacCl 59

» Mit deionisiertem Wasser auf 1 | auffullen, pH mit NaOH auf 7,5 einstellen und

autoklavieren. Dann steril hinzugeben:

1 M MgCl:2 (sterilfiltriert) 12,5 ml
1 M MgSOu (sterilfiltriert) 12,5 ml
20% Glucose (sterilfiltriert) 20 ml

3 Methoden

3.1  Zellkultur

Alle Arbeiten, die im Folgenden erlautert werden, wurden in der Zellkultur an einer

Sterilbank mit sterilen Materialien durchgeftihrt. Hierbei wurden Handschuhe getragen.
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3.1.1 Kultivierung von Zellen

Die eingesetzten Zelllinien (HEK293, hMSC- TERT, Cos 7) wurden im Brutschrank bei
37°C und 5% COz2 kultiviert. Die Zellen wurden alle 4 Tage mit frischem Medium ver-
sorgt. Fur die unterschiedlichen Zellarten wurden spezielle Medien verwendet, wie un-
ter 2.13 aufgefuhrt. Sobald die Zellen 95-100%ige (HEK293) bzw. 80-100%ige (hMSC-
TERT, Cos-7) Konfluenz erreicht hatten, wurden sie passagiert. Das entsprechende
Medium wurde vor Beginn des Mediumwechsels im Wasserbad auf 37°C erwarmt, um
die Zellen nicht unnétig zu strapazieren. Das verbrauchte Medium wurde von den Zel-
len abgenommen und die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen. Danach wurden
1 ml (HEK293) bzw. 1.5-2 ml (hMSC-TERT) bzw. 2,5 ml (Cos-7) Trypsin/EDTA (0,5
g/l) auf Zellen einer 75 cm? groRen Zellkulturflasche gegeben und fir kurze Zeit im
Brutschrank inkubiert. Nach vollstandiger Ablésung der am Boden haftenden Zellen
wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 5 ml Kulturmedium beendet.
HEK293-Zellen wurden im Verhéltnis 1:6 passagiert, d.h. es wurde 1 ml der HEK293-
Zellsuspension in eine neue Zellkulturflasche (75 cm?) mit vorgelegtem Medium gege-
ben. Bei Bedarf wurde der Rest der HEK293-Zellsuspension bei 1200 rpm fur 5 min
abzentrifugiert und fur weitere Experimente verwendet. Um die hMSC-TERT-Zellen
vor zusatzlichem Stress zu schitzen, wurden das Trypsin nach Abstoppen der en-
zymatischen Reaktion abzentrifugiert (5 min, 1200 rpm). Danach wurden die Zellen in
frisches Medium aufgenommen und im Verhaltnis 1:4 gesplittet bzw. nach Bestim-
mung der Zellzahl fur weitere Versuche eingesetzt. Den Cos-7-Zellen wurden nach
Inkubation 10 ml DMEM versetzt, 10% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin hinzuge-
fugt und 2 ml dieser Zellsuspension in 10 ml frisches Medium einer 75-cm?-Kulturfla-

sche gegeben.

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Im Rahmen vieler Experimente ist die Kenntnis der genauen Zellzahl notwendig. Daftr
wurden, wie unter 3.1.1 beschrieben, die Zellen zuerst vom Boden der Zellkulturfla-
sche abgel6st. Daraufhin wurden 50 pl der Zellsuspension mit 50 ul Trypanblau ver-
mischt und in eine Neubauerkammer pipettiert. Da die Zahlflache der Zahlkammer in
4 x 4 Quadrate aufgeteilt ist, wurden die lebenden Zellen folglich innerhalb dieser 4
Quadrate gezahlt. Um zu erfahren, wie hoch die Zellzahl in 1 ml ist, wurde die Anzahl

der gezahlten Zellen mit einem Verdiinnungsfaktor von 2 und 102 multipliziert.
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3.2 Gewinnung von cDNA aus humanen Zellen

3.2.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation aus hMSC-TERT und HEK293-Zellen erfolgte mit dem NucleoSpin®
RNA 1l Kit von Macherey-Nagel. Der erste Schritt war hierbei die Lyse der Zellen mit
350 pl RAL Puffer und 3,5 ul 3-Mercaptoethanol. Mit Hilfe eines Zellschabers wurden
die so lysierten Zellen vom Boden der Zellkulturflasche abgekratzt und in ein RNAse-
freies Reaktionsgefald Uberfuhrt. Das Zell-Lysat wurde anschlieBend tber einen Nu-
cleoSpin® Filter 1 min lang bei 11000 x g abzentrifugiert. Das homogenisierte Zell-
Lysat wurde mit 350 ul 70%igem Ethanol gemischt und auf eine im Kit enthaltene Nu-
cleoSpin® RNA |l Saule pipettiert. Hierauf folgte die Zentrifugation 30 sec lang bei
11000 x g. Um das Salz von der Membran zu entfernen und die Effektivitat des folgen-
den rDNase-Verdaus zu erhdéhen, wurden im néachsten Schritt 350 pl MDB (Membrane
Desalting Buffer) auf die Membran der Saule gegeben. Nach einem Zentrifugations-
schritt (11000 x g, 1 min), der zur Trocknung der Membran diente, wurde 95 pl des
frisch hergestellten rDNAse-Mix auf die Saule gegeben. Nach 15 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 pl Stopplésung (RA2 Puf-
fer) beendet. Dann wurde die Membran zweimal mit RA3 Waschpuffer gewaschen.
Die Trocknung der Membran erfolgte durch Zentrifugieren bei 11000 x g fur 2 min.
Anschliel3end wurde die RNA mit 60 ul RNAse-freiem Wasser eluiert. Zum Schutz vor
RNAsen wurden wahrend der Arbeit stets Handschuhe getragen und nur sterile Plas-

tikgefalle und Pipetten verwendet.

3.2.2 cDNA-Synthese durch Reverse Transkriptase (RT)

Bei der cDNA-Synthese wird RNA mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT; virales
Enzym) zu einzelstrangiger (ss) cDNA umgeschrieben. Fur die cDNA-Synthese wurde
die bei der RNA-Isolation aus den Zellen extrahierte RNA verwendet. Fur einen RT-
Reaktionsansatz wurden 2 pg der Gesamt-RNA auf 16 ul HPLC-Wasser aufgefillt und
mit Oligo-dT-Primern (50 pmol/ul) vermischt. Nach einer Inkubation von 5 min bei 70°C
zum Denaturieren der RNA-Sekundarstrukturen erfolgte die Abkuhlung des Reaktions-
ansatzes auf Eis. Anschlie3end wurde der RT-Reaktions-Mix bestehend aus M-MLV
RT-Puffer, 20 mM dNTP-Mix, HPLC-Wasser und M-MLV-RT (200 U/ul) zu dem Reak-

tionsansatz (Endvolumen 25 pl) pipettiert und 1 h bei 42°C inkubiert. Danach wurde
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der Reaktionsansatz fir 10 min auf 94°C erhitzt, um die Reaktion abzustoppen. Die so

synthetisierte cDNA konnte nun als DNA in einer PCR eingesetzt werden.

3.3 Amplifizierung, Analyse und Aufreinigung spezifischer Sequenzen

3.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Mdglichkeit, spezifische DNA- Sequen-
zen zu vervielfaltigen und nachzuweisen. Da die DNA in der Regel doppelstréngig vor-
liegt, startet die PCR, indem die DNA zu Beginn des Prozesses durch Erhitzen auf
94°C in Einzelstrange getrennt wird. Beim darauffolgenden Abkuhlen auf die spezifi-
sche Annealing-Temperatur binden die Primer (Oligonukleotide) an die komplementa-
ren Einzelstrange und dienen als Starter fur die PCR. Die thermostabile DNA-Poly-
merase ist letztendlich dafur verantwortlich, dass die Einzelstrange in 5°—3-Richtung
entlang der einzelnen Matrizenstrange verdoppelt werden. Der so gebildete Doppel-
strang wird durch wiederholte Erhohung der Temperatur auf 94°C wieder getrennt —
die Bindungsstellen der Primer werden wieder frei und der Zyklus kann nach dem Ab-
sinken der Temperatur von neuem ablaufen. Durch frequentes Wiederholen dieses
Ablaufs erreicht man eine exponentielle Vermehrung der DNA. Als DNA kann bei der
PCR beispielsweise Plasmid-DNA, genomische DNA oder cDNA eingesetzt werden.
Die Standard-PCR wurde gewdhnlich nach folgendem Muster in einem Reaktionsvo-

lumen von 50 ul (49 pl Mix und 1 pl cDNA) angesetzt.

Reagenzien Volumen in pl
10 x PCR-Puffer 5

dNTP-Mix 20 mM 1

MgCl2 25 mM Obis4
Sense Primer 25 pmol/ul 1

Antisense Primer 25 pmol/ul 1

Taq Polymerase (5 U/ul) 0,25
HPLC-H20 ad 49

Tabelle 2 Grundschema einer Standard-PCR
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Als Negativkontrolle wurde bei jeder PCR in einer Probe HPLC-Wasser anstelle von

cDNA pipettiert.

Eine Mdglichkeit, die Ausbeute der PCR zu verbessern, besteht in der Beeinflussung

der Bedingungen einer PCR-Reaktion auf unterschiedliche Weise. So konnte man z.B.

Uber die Zugabe von DMSO oder eine Veranderung der Mg?*-Konzentration die Effek-

tivitat der Reaktion steigern. Auch die Annealing-Temperatur spielte eine wichtige

Rolle und wurde nach ihrer Schmelztemperatur Tm bestimmt. Zur Bestimmung der

Schmelztemperatur Tw wurde die Formel Tm=4°C(G+C)+2°C(A+T) verwendet. Die

Annealing-Temperatur der Primer wurde in der Regel 2°C unter der berechneten

Schmelztemperatur Tm gewdahlt. Die Reaktionsparameter (Annealing-Temperatur,

Elongationszeit, Zyklenzahl) wurden an die jeweiligen Bedingungen angepasst.

Temperatur | Zeit Anzahl der Zyklen
(°C)

Initiale Denaturierung | 94 4 min 1

Denaturierung 94 30 sec 27-40

Annealing 50-62 30 sec

Elongation 72 30-110 sec

Terminale Verlanger- | 72 7 min 1

ung

Kihlung 12 0

Tabelle 3 Programm einer Standard-PCR
Genname PCR-Produktinbp | Tain°C Anzahl der | Konzentration MgCl2
Zyklen in mM

EF-1-a 233 54 30 1,5

IGF-1 177 58 38 1,0

ERa 101 60 40 0,0

ERB 1400-1800 62 40 2,0

Tabelle 4 Genspezifische Bedingungen fiur die PCR
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Die Analyse des entstandenen PCR-Produkts wurde mittels Agarose-Gelelektropho-

rese durchgefuhrt.

3.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese war es mdglich, Nukleinsdure-Proben zu ana-
lysieren. Durch die pordse Struktur des Agarosegels werden Nukleinsauren nach ihrer
Grolde aufgetrennt. Die negativ geladenen Nukleinsduren wandern im elektrischen
Feld (10 V/cm) von der Kathode in Richtung Anode. Dabei bewegen sich kleine Nuk-
leinsdure-Molekile leichter und schneller als gro3e Fragmente durch die siebartige
Struktur des Agarosegels.

Es wurden ausschlief3lich 1%ige Agarosegele verwendet, d.h. 0,5 g Agarose wurden
in 50 ml 0,5 x TBE-Puffer gelést und aufgekocht (5 min, 400 W). Nach einer Abkuh-
lungsphase auf ungefahr 60°C wurden der flissigen Agarose-Mischung Ethidiumbro-
mid in einer Konzentration von 0,5 pg/ml zugegeben und in einen vorbereiteten Gel-
schlitten gegossen. Die Elektrophoresekammer wurde soweit mit 0,5 x TBE-Puffer auf-
gefullt, bis das erkaltete Gel gut bedeckt war. Es wurden 10 pl des PCR-Produktes mit
2 ul 5 x Probenpuffer vermischt und in die Taschen des Gels pipettiert. Zur GroRenbe-
stimmung der Nukleinsaure-Fragmente wurde gleichzeitig ein geeigneter GroRenmar-
ker aufgetragen. Die DNA-Fragmente bewegten sich im elektrischen Feld bei 80 bis
100 V und 150 mA. Das dem Gel zugegeben Ethidiumbromid interkaliert in die DNA-
Doppelhelix und macht durch seine Fluoreszenz unter UV-Licht (254 nm) die aufge-

trennten DNA-Fragmente sichtbar.

3.3.3 Extraktion von DNA-Fragmenten

Nach der Gelelektrophorese wurden die DNA-Banden von Interesse unter UV-Licht
mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald gegeben. Im
nachsten Schritt wurden die ausgeschnittenen Gelstickchen gewogen, um die bend-
tigte Menge des Lysis-Puffers NT1 zu berechnen (300 ul NT1 pro 100 mg Agarose).
Zur weiteren DNA-Extraktion aus den Gelstiickchen wurde der NucleoTrap® Kit von
Macherey-Nagel unter Befolgung der Herstellerangaben. In einem abschlieRenden
Schritt wurde die DNA mit 50 pl NE-Puffer aus der Silica-Matrix eluiert. Die Konzent-
rationsbestimmung der eluierten ds DNA erfolgte am Photometer.
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3.4 Klonierung von DNA-Fragmenten

Als Klonieren bezeichnet man ein Verfahren, bei dem spezifische DNA-Fragmente iso-
liert in Vektoren wie beispielsweise Plasmide eingefuhrt werden. Die dabei entstehen-
den rekombinanten Tragermolekile werden in einen Wirtsorganismus (z.B. E. coli) in-
seriert und mit seiner Zellteilung vermehrt. Auf diese Weise kdnnen grol3e Mengen des
gewunschten DNA-Fragments gewonnen und nach anschlie3ender Isolation weiter-

verarbeitet werden.

3.4.1 Gewinnung von DNA-Fragmenten

Bei der Produktion rekombinanter DNA ist es erforderlich, mit genau definierten DNA-
Fragmenten zu arbeiten. Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wurde die DNA an
ihren Restriktionsschnittstellen (Erkennungssequenzen aus 4-8 bp) erkannt und in
exakt festgelegte Stiicke (DNA-Fragmente) geschnitten. Der passende Puffer fur die
Verdaureaktionen wurde anhand der Enzymaktivitatsliste des Herstellers ausgewahlt.
Fir je 10 pg Plasmid-DNA wurden 5-10 U Enzym eingesetzt. Der Restriktionsverdau
erfolgte Uber einen Zeitraum von zwei Stunden bei dem Temperaturoptimum des je-
weiligen Enzyms (in der Regel bei 37°C). Die DNA wurde auch durch den gleichzeiti-
gen Verdau mit zwei Restriktionsenzymen analysiert. Dafur war es nétig, dass ein Puf-
fer gefunden wurde, in dem beide Enzyme eine ausreichend hohe Aktivitat besal3en.
Das Resultat des Verdaus auf Vollstandigkeit wurde Uberprift, indem der Restriktions-
ansatz mit 5 x DNA-Probenpuffer gemischt wurde und zusammen mit einem DNA-
Marker auf einem Agarosegel aufgetrennt wurde.

3.4.2 Ligation von DNA-Fragment und Vektor

Ein DNA-Fragment und ein linearisiertes Plasmid kénnen sich durch Basenpaarung
aneinanderlagern und werden durch eine DNA-Ligase verknupft. Die DNA-Ligase ka-
talysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen einer freien OH-Gruppe
am 3"-Ende der einen DNA-Kette und einer Phosphatgruppe am 5 -Ende der anderen
DNA-Kette (Ligation).

Fur den Ligationsansatz wurden 100 ng des zu klonierenden DNA-Fragmentes, 50 ng
Plasmid-DNA, 1 ul 10 x Ligations-Puffer sowie 1 U T4-DNA-Ligase (Promega GmbH)

in einem Reaktionsvolumen von 10 pl gemischt. Dieser Ligationsansatz wurde Uber
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Nacht bei 14°C inkubiert und anschlieend zur Transformation von Bakterien verwen-
det.

Der ERa wurde zunachst mit dem TA Cloning Kit von Life Technologies GmbH in den
pCR® Il Klonierungsvektor und anschlieBend in den pcDNA3.1 Expressionsvektor klo-

niert.

3.4.3 Klonierung der Konstrukte und Etablierung von stabilen hMSC-TERT-Zell-
linien i.R. von Dehnungsversuchen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mechanoresponsive Luciferase-Reportergenkon-
strukte kloniert, die es ermoglichen sollten zu untersuchen, ob Zellen auf Dehnung mit
einer zellularen Antwort reagieren.

Von Interesse war hierbei, ob mechanische Stimulation Auswirkungen auf unterschied-
liche Reportergene hat. Hierzu wurden in der Arbeitsgruppe funf verschiedene Ele-
mente (AP1, SP1, ERE, SSRE-ERE bzw. SP1-SSRE, siehe Tab. 5) zwischen die E-
coRI Sites des pCRII Vektors kloniert.

Responsives | Sequenz 5°-3°

Element

ERE ATC AGG TCA CAG TGA CCT CAT GCA TGA GGT CAC AGT
GAC CTC TA

SP-1 ATC GCG GCG GGG GCGGGC GCC GCA TGC ATG GCG GCG GGG
GCGGGC GCC GCT A

AP1 ATC TGA CTC AGC ATG CAT GTG ACT CAG CTA

ERE + SSRE | ATC AGG TCA CAG TGA CCT CAT GCA TGG AGA CCC ATG
CAT GAG GTC ACA GTG ACC TCA TGC ATG GAG ACC CTA
SP1+ SSRE | ATC GCG GCG GGG GCG GGC GCC GCA TGC ATG GAG ACC
CAT GCA TGG CGG CGG GGG CGG GCG CCG CAT GCA TGG
AGA CCC TA

AP1 + SSRE |ATC TGA CTC AGC ATG CAT GGA GAC CCA TGC ATG TGA
CTC AGC ATG CAT GGA GAC CCT A

Tabelle 5 Sequenzen der responsiven Elemente
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peDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

82

jases 1022-1039

~ Annn 4nEA

Abbildung 7 Der pcDNA3.1 (+/-) Vektor (www.lifetechnologies.com). (Mit freundlicher
Genehmigung von Life Technologies).

Das AP1-Element wurde mithilfe von Xhol und BamHI, das SP1 Element mithilfe von

Sacl und Xhol Restriktion in den Luciferasereporter Vektor pGL4.14 [luc2/Hygro] klo-
niert.
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Abbildung 8 Der pGL4.14 (luc2/Hygro) Vektor (www.promega.com). (Abbildung mit
Genehmigung der Promega Corporation veroffentlicht).

Der pGL4.14[luc2/Hygro] Vektor codiert das Luciferase-Reportergen luc2 (Photinus

pyralis) und wurde entworfen, um eine hohe Genexpression sowie eine abweichende
54


http://www.lifetechnologies.com/
http://www.promega.com/

Material und Methoden

Transkription zu ermdglichen. Des Weiteren enthalt dieser Vektor einen Marker fur
eine Hygromycinresistenz, wodurch es moglich ist, stabile Zellen zu generieren. Der
Vektor enthalt multiple Klonierungssequenzen, um das Klonen des gewtnschten Pro-

motors zu ermoglichen.

3.4.4 Transformation bakterieller Wirte mit rekombinanter DNA

Eine Portion (50 pl) kompetenter Zellen E. coli DH5a wurde auf Eis aufgetaut, mit 2 pl
des Ligationsansatzes versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock
bei 42°C fur 20 sec wurden die Zellen auf Eis abgekuhlt. Daraufhin wurde dem Trans-
formationsansatz 250 ul SOC-Medium zugegeben und der gesamte Ansatz 1 h bei
37°C und 750 rpm geschiittelt. Anschlie3end wurden 50 pl und die restlichen 250 pl
des Transformationsansatzes auf Ampicillin/LB-Agarplatten verteilt und Gber Nacht bei
37°C inkubiert. Manche Vektoren (pCRII) lassen eine Blau-Weil3-Selektion zu. Dies
wurde dadurch bertcksichtigt, dass vor dem Ausplattieren des Transformationsansat-
zes 40 pl X-Gal (50 mg/ml) sowie 10 pl IPTG (200 mg/ml) auf den Ampicillin/LB-Agar-
platten verteilt wurden. Am néchsten Morgen wurden die weil3en, rekombinanten
Klone gepickt, in 2 ml Ampicillin/LB-Medium tberfuhrt und tber Nacht bei 37°C im
Schiittler inkubiert. Am folgenden Tag konnte aus der Ubernachtkultur die Plasmid-
DNA isoliert werden.

3.5 Praparation von Plasmid-DNA

3.5.1 Plasmid-Mini-Praparation

Eine Plasmid-Mini-Praparation wurde mithilfe des NucleoSpin® Plasmid Kits von Ma-
cherey-Nagel nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Im ersten Schritt wurde 1
ml einer Ubernachtkultur fiir 30 sec bei 11000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250
ul Puffer Al resuspendiert und durch Vortexen kraftig gemischt. Weitere 250 ul Puffer
A2 wurden zu der Mischung gegeben und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im
nachsten Schritt wurden 300 pl Puffer A3 zu dem Reaktionsgemisch pipettiert und vor-
sichtig gemischt. Nach einem Zentrifugationsschritt (5 bis 10 min, 11000 x g, Raum-
temperatur) wurde der entstandene Uberstand auf eine NucleoSpin® Plasmid Saule
geladen und 1 min bei 11000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und
die Saule mit 600 ul Puffer A4 gewaschen und 1 min bei 11000 x g zentrifugiert. An-

schlielBend wurde die Membran der Saule erneut bei 11000 x g flr 2 min zentrifugiert,
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um sie vollstandig zu trocknen. In einem abschlielRenden Schritt wurde 50 pl AE Puffer
auf die NucleoSpin® Plasmid Saule gegeben, 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und
die DNA durch Zentrifugieren (11000 x g, 1 min) eluiert.

3.5.2 Plasmid-Maxi-Praparation

Die Maxipraparation wurde eingesetzt, um gewlnschte Plasmid-DNA im gréf3eren
Mafl3stab aus den entsprechend transformierten E. coli NEB 5a zu gewinnen. Die Iso-
lierung der Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des NucleoBond® PC 500 Kits von Macherey-
Nagel durchgefuhrt.

Dazu wurde eine Ubernachtkultur von 200 ml LB-Medium mit 200 pl Ampicillin nach-
einander auf zwei 50 ml Réhrchen verteilt und bei 4°C und 3200 x g 15 min zentrifu-
giert. Das Pellet wurde zunéachst in 12 ml Puffer S1 mit RNAse A resuspendiert und
nach Zugabe von 12 ml Puffer S2 2 bis 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
Rend wurde 12 ml Puffer S3 zu der Suspension hinzugefiigt und 5 min auf Eis inkubiert.
Im folgenden Schritt wurde die NucleoBond® AX 500 Saule mit 6 ml Puffer N2 aquilib-
riert. Daraufhin wurde das Bakterien-Lysat (iber einen NucleoBond® Filter gefiltert, die
NucleoBond® Saule mit 32 ml Puffer N3 gewaschen und die Plasmid-DNA mit 15 ml
Puffer N5 eluiert. Die Zugabe von 11 ml Isopropanol fiuhrte zur Fallung der eluierten
Plasmid-DNA. Nach einem Zentrifugationsschritt (15000 x g, 30 min, 4°C) wurde das
entstandene Pellet mit 70% Ethanol versetzt und 10 min bei 15000 x g bei Raumtem-
peratur zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig vom Pellet abgenommen und
verworfen, so dass das Pellet 10 bis 20 min bei Raumtemperatur trocknen konnte. Das
getrocknete DNA-Pellet wurde in 100 pl HPLC-Wasser geldst und die Konzentration

der DNA wurde am Photometer gemessen.

3.5.3 Photometrische Analysen

Die Konzentration von Nukleinsdure-Losungen wurde photometrisch bei einer Wellen-
lange von 260 nm gemessen. Daflr wurden die Proben 1:50 verdiinnt, indem 1 pl der
Probe zu 49 ul HPLC-Wasser gegeben wurde. Fir die Bestimmung des Nullabgleichs
wurde HPLC-Wasser verwendet. Die Reinheit der Probe ist optimal, wenn die Nukle-

insdure-L6sung ein Verhaltnis der Absorption (OD260/OD2so0) von 1,8-2,0 aufweist.
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3.6 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wird verwendet, um die Abfolge der Nukleotidsequenz in ei-
nem festgelegten DNA-Bereich zu bestimmen. Das folgende Sequenzierungs-Proto-
koll wurde explizit fir den Gebrauch eines ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer von
Applied Biosystems konzipiert.

Die Sequenz-Analyse basierte auf der Zugabe von fluoreszenzmarkierten Dides-
oxynukleotiden wahrend der PCR (Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing von
Applied Biosystems). Dadurch wurde eine Markierung der DNA mit Fluoreszenzfarb-
stoffen erzielt, die vom Sequenzer wahrend der Elektrophorese mit Hilfe eines Lasers
angeregt und ermittelt wurde. Die fur diese Reaktionen bendétigten Chemikalien waren
im Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit enthalten. Der Master-Mix flr die
Sequenzierungs-PCR bestand aus 4 pl Big Dye Terminator v1.1 Ready Reaction Mix
(2,5x) (umfasst Fluoreszenz-Didesoxynukleotide, Desoxynukleotide und AmpliTaq
DNA-Polymerase), 2 ul Big Dye Sequencing v1.1/3.1 Puffer (5 x) und 5 pmol Primer.
Es wurden 500 ng DNA eingesetzt, und das Reaktionsvolumen betrug 20 pl. Die
Durchfiihrung des Cycle Sequencing erfolgte in einem Thermocycler unter folgenden

Bedingungen:

Temperatur (°C) | Zeit Zyklen
Denaturierung 94 4 min
Denaturierung 94 30 sec 25
Annealing 50 1 min
Elongation 60 1 min
Terminale 72 5 min
Verlangerung
Kihlung 12 0

Tabelle 6 Bedingungen der Sequenzierungs-PCR

Nach Abschluss der Sequenzierungs-PCR wurde das PCR-Produkt Uber eine Nu-
cleoSEQ-Saule von Macherey-Nagel gereinigt. Das dabei entstandene Eluat wurde

mit 3 pl 3 M Na-Acetat (pH 4,3) sowie 80 pl 100%igem Ethanol versetzt. Nach einer
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Inkubationsdauer von 15 min bei Raumtemperatur wurde diese Mischung 20 min bei
13000 U/min zentrifugiert, anschlie3end mit 250 pl 70%-igem Ethanol versehen und
zweimal fir 15 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes
konnte das Pellet trocknen. Das Pellet wurde in 15 pl TSR-Reagenz (Applied Biosys-
tems) geldst und die Suspension in ein Sequenzierungsreaktionsgefall gegeben. Nach
der Denaturierung in einem Thermocycler (94°C, 4 min) wurden die Proben in den
Sequenzer gestellt und das Sequenzierungs-Programm gestartet.

pBluescript Il SK (+/-) Phagemids

] 211 (-) o

fl (+) orin, 2

.'., //

ampicillin/ lacZ
Kpn |

MCS
Sac |

'. :: pBluescript Il SK (+/-)

3.0kb

¥

“P lac

pUC ori

pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Abbildung 9 Der pBluescript SK Il Vektor (www.genomics.agilent.com/home-

page.aspx). (Mit freundlicher Genehmigung von Agilent).

3.7 Mutagenese

Zur Vermeidung fehlerhafter ERa-Konstrukte wurde zunachst vor Herstellung einer
stabilen Zelllinie eine Mutagenese durchgefihrt.

Als Vorbereitung fir die Mutagenese wurde zunéchst das Plasmid pcDNA3.1- ERa
vollstdndig sequenziert, eine Maxipraparation des Plasmids durchgefuhrt und das
Plasmid so verdinnt, dass eine Konzentration von 5 ng/ug erreicht wurde. Daraufhin
wurden die Mutagenese-Oligonukleotide vorbereitet, sodass eine Verdinnung von

1:10 hergestellt war.
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Fur die in-vitro-Mutagenese wurde ein Ansatz unter Verwendung des QuikChange Mu-
tagenesis Kits (Agilent Technologies) hergestellt mit 2 pl Plasmid (pcDNA 3.1- ERq),
5 ul 10x Puffer, 1,25 ul sense Primer, 1,25 pl antisense Primer, 1 pl dNTP, 3 pl Quick-
Solution, 35,5 pl H20 und 1 pl Pfu Ultra Polymerase. Daraufhin wurde die Mutagenese
im PCR-Block, wie unter Tab. 8 beschrieben, durchgefihrt.

Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
95°C 1 Min.

95°C 50 sec

60°C 50 sec > 18 Zyklen 18

68°C 7 Min.

68°C 7 Min.

Tabelle 7 Programm der Mutagenese

Nach Beendigung der Mutagenese wurden die Proben zunachst 2 Minuten auf Eis
abgekihlt, dann wurde 1 pl Dpnl Restriktionsenzym hinzugegeben, welches die ur-
sprungliche, methylierte DNA verdaut und somit entfernt, dieser Ansatz fur eine Minute
zentrifugiert und schliel3lich 1 h bei 37°C inkubiert.

Fur die darauffolgende Transformation wurden zuné&chst 45 pul E. coli XL 10 GOLD auf
Eis aufgetaut. Daraufhin wurden 2 pl BME-Mix zugegeben und mit der Pipettenspitze
gemischt. Dann wurde dieser Mix 10 Minuten auf Eis inkubiert und dabei alle 2 Minuten
gemischt. Nun wurden 5 pl des Mutagenese-Ansatzes durch Transformation in die
Bakterien eingebracht, 500 pl des auf 42°C vorgewarmten NZY+ Mediums wurden
zugegeben und der Ansatz 1 h bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Nun wurden drei LB-
Amp. Platten vorbereitet und auf die drei verschiedenen Platten je 50, 100 und 400 pl
des vorbereiteten Ansatzes ausplattiert. Diese wurden Uber Nacht im Bakterienbrut-
schrank inkubiert. Am néchsten Tag wurden 10 einzelne Kolonien gepickt und in 3 ml
NZY+ Medium+ Amp. Uber Nacht inkubiert. Aus diesem Material wurde die Plasmid-

DNA isoliert und die Klone vollstandig sequenziert.

3.8 Herstellung stabiler transfizierter Zellen mittels Elektroporation
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Die Herstellung stabiler transfizierter Zellen dient dazu, Zellen herzustellen, die tUber
die gewunschten spezifischen DNA-Sequenzen verfligen. Dies ist von Interesse, wenn
untersucht werden soll, ob die Genexpression von Interesse auf bestimmte steuerbare

Einflisse reagiert.

3.8.1 Definition der Elektroporation

Das Prinzip der Elektroporation besteht darin, dass ein sich entladender Kondensator
kurze elektrische Impulse abgibt und ein elektrisches Feld erzeugt. Dadurch werden
in der Zellmembran kurzfristig sehr kleine Lécher gebildet, durch welche Fremd-DNA
aus der Losung in die Zelle diffundieren kénnen. Diese Methode der Transfektion wird
als Elektroporation bezeichnet.

3.8.2 Durchfuhrung der Elektroporation (, Einbringen von DNA in Zellen*)

Nach Abl6ésung der hMSC-TERT-Zellen mittels Trypsin wurden die Zellen in Medium
ohne FCS und ohne Penicillin und Streptomycin resuspendiert und gezéahlt. Daraufhin
wurden 10 pg linearisierte Plasmid-DNA mit einer Million Zellen zusammengebracht
und das Volumen mit besagtem Medium auf 350 pl aufgefillt. Dieser Ansatz wurde
dann in eine Elektroporationskivette tUberfuhrt. Daraufhin wurde die Elektroporation
bei 95 uF und einer Feldstarke von 0,2 kV durchgefiihrt. Der Ansatz aus der Elektro-
porationskivette wurde dann in ein 15 ml-Réhrchen geflillt, in dem bereits 5 ml Medium
mit FSC und Penicillin und Streptomycin vorgelegt waren. Nach Mischen dieses An-
satzes wurde der Inhalt auf 2 wells einer 6-well Platte verteilt.

Es wurde gewartet bis die Zellen adhérent wurden und nach 3-4 Tagen ein Medium-
wechsel durchgefihrt. In diesem Medium war Neomycin bzw. G418 (100 mg/ml) ent-
halten, was dazu fuhrte, dass nur die Zellen tberlebten, die Uber eine Resistenz ge-
genuber diesen beiden Antibiotika verfigten. Der Nachweis Uber das Vorhandensein
des Genabschnittes erfolgte anschliel3end Uber die Durchfiihrung einer PCR und einer

Sequenzierung.

3.8.3 Herstellung eines linearisierten Plasmids

Um eine stabile Zelllinie herzustellen, in der sich der Genabschnitt von Interesse
befindet, in diesem Fall der ERa, wurde die DNA des ERa in ein Plasmid mit doppelter
Resistenz fur Ampicilin und Neomycin kloniert. Daraufhin wurde mit Hilfe der

Ampicillin-Resistenzen eine Maxi-Praparation zur Isolierung der Plasmid-DNA
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durchgefiihrt. 20 pg Plasmid wurden mit Sacll linearisiert, einem Restriktionsenzym,
das in der Ampicillin-Schnittstelle  schneidet. Nach Durchfihrung des
Restriktionsverdaus wurde schliel3lich das linearisierte Plasmid aus dem Gel

ausgeschnitten und extrahiert.

3.9 Versuche mit ERa und HEK293-Zellen

3.9.1 Behandlung der ERa-Zellen und ERB-Zellen mit E2 und ICI 182-870

Es wurde eine stabile Zelllinie verwendet, ERa genannt, die durch Elektroporation von
hMSC-TERT-Zellen mit dem ERa entstanden ist. Diese Zellen wurden mit E2 und dem
Antiostrogen ICI 182-870 behandelt. Ziel dieser Versuche war es, durch die unter-
schiedliche Behandlung die Auswirkungen des Ostradiols (E2) und seines Antagonis-
ten auf die ERa-Genexpression der Zellen zu ermitteln. Ermittelt wurden die Konse-
guenzen der einzelnen Stimulation auf die Expression des ERa anhand von PCRs und
dem Auftragen dieser auf ein Agarosegel.

Bei der Behandlung der ERa-Zellen mit E2 und ICIl wurden die Zellen im Verhaltnis 1:4
auf Zellkulturflaschen (75cm?2) in hMSC-TERT-Medium ausgesat. Bei einer Konfluenz
der Zellen von 80% wurde den einzelnen Flaschen die entsprechende Konzentration
an Stimulationssubstanz evtl. mit entsprechender Konzentration an Antagonist durch
vorsichtiges Pipettieren in die Flasche zugefiigt und die Zellen anschliel3end weiter im
Brutschrank bei 37°C inkubiert (siehe Tab. 8). Eine Flasche wurde zur Weiterkultivie-
rung der Zelllinie zur Seite gelegt. Bei einer Konfluenz von ca. 90% wurden die Zellen
unter Verwendung von Trypsin abgelost und die RNA wurde extrahiert. Gleiches
Vorgehen bezuglich ER.

Kontrolle
E2x10°M
E2x108M
E2x10®M+ ICI aquimolar
E2x108M+ ICI aquimolar

g Bl W N

Tabelle 8 Versuchsaufbau Ostradiolbehandlung der ERa-Zellen
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3.9.2 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen und Dehnung

Fur die transiente Transfektion von HEK293-Zellen wurden HEK293-Zellen in 24-well-
Polyurethanschalen ausgesat (1,8x10* Zellen/well) und bei 50-70% Konfluenz trans-
fiziert. Die Liposom-vermittelte Transfektion wurde mit Lipofectamin 2000 Reagenz
durchgefihrt. In 100 pl serumfreies Medium wurden 2 pl Lipofectamin 2000, 0,9 ug
des pGL4.14-AP1 Reporter Konstruktes und der leere pGL4.14(luc2/Hygro) Vektor ge-
geben und bei 30 Minuten inkubiert. 124 pl serumfreies Medium wurde hinzugegeben,
und diese Losung wurde dann vorsichtig auf die Zellen gegeben. HEK-Zellen wurden
dann fur 5 h in der Transfektionsldsung inkubiert. Nach Entfernen des Mediums wur-
den die Zellen mit serumhaltigem Medium kultiviert. Nach 24 Stunden wurden die Zel-
len durch zyklisches Dehnen stimuliert (siehe 3.9.8).

3.9.3 Transiente Transfektion und Cotransfektion von HEK293-Zellen mittels Li-
pofection

HEK293-Zellen wurden mit pGL4.14-ERE oder pGL4.14-ERE+SSRE transfiziert, mit
pcDNA3.17, pcDNA3.1-ERa, pcDNA3.1-ERB oder dem Leervektor pcDNA3.1°
cotransfiziert und teilweise mit E2 oder E2 plus ICI stimuliert (Versuchsaufbau siehe
Abb. 10).

Die HEK293-Zellen wurden in 12-well-Platten ausgesat (4x102 Zellen pro well) und
Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Transfektion mit-
tels Lipofectamin 2000 durchgefihrt. Dazu wurden drei Transfektionsmischungen aus
je 54 ul Lipofectamin, 2646 pl DMEM ohne FCS und 18 pl Vektor (0,3 pg/pl), je nach
Ansatz pcDNA3.17, pcDNA3.1™-ERa oder pcDNA3.17-ER[, hergestellt. Dieses Ge-
misch wurde in 3 Ansatze a 900 ml gesplittet und diesem jeweils 0,9 pg pGL4.14,
pGL4.14-ERE oder pGL4.14-ERE+SSRE hinzugeflgt. Nach 30 min Ruhen bei Raum-
temperatur wurde zu jedem Ansatz 3900 ul DMEM ohne FCS pipettiert. In jedes well
wurde daraufhin 500 pl dieser Anséatze nach Schema gegeben.

Nach 5 h wurde das Transfektions-Medium abgesaugt, und stattdessen wurde den
Zellen 1 ml neues Medium/well zugefugt, welches je nach Stimulation noch mit E2 oder
E2 und aquimolarem ICI erweitert worden war. Daraufhin kamen die Anséatze flr 48 h
bei 37°C in den Brutschrank.
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Keine Stimulation

30l DMEM mit 10% FCS

Stimulation mit E2

30l DMEM mit 10% FCS + 30pl E2 (10"3M)

Stimulation
E2&ICI

mit | 201 DMEM mit 10% FCS + 30ul E2 (10"3M) + 15l

ICI

Tabelle 9 Anséatze fur Medium zur Stimulation transfizierter HEK293-Zellen

Abbildung 10 HEK293 Transfektion in 12-well Platten: Versuchsaufbau (Erlauterung

siehe Tab. 10)

Ohne Stimulation Stimulation mit E2 (106M) | Stimulation mit E2
(1076 M)+IClI
pGL |[ERE |ERE+ |pGL |ERE |ERE+ pGL | ERE |ERE+
SSRE SSRE SSRE
PcDNA3.1" | 1 4 7 10 13 16 19 22 25
ERa 8 11 14 17 20 23 26
ERB 3 9 12 15 18 21 24 27

Tabelle 10 Versuchsaufbau HEK293

Transfektion mit pGL4.14 (pGL), pGL4.14-ERE (ERE) & pGL4.14-ERE+SSRE
(ERE+SSRE), Cotransfektion mit pcDNA3.1°, pcDNA3.1-ERa (ERa) & pcDNA3.1™-
ERB (ERp), Stimulation mit E2 und E2+ICI

Der Nachweis des Erfolges der Transfektion beruhte auf dem Nachweis der Lucifera-

seaktivitat. Es sollte untersucht werden, ob eine erhdhte Expression des ERa bzw.

ERpB zu einer vermehrten Aktivierung der Luciferase Uber die responsiven Elemente
ERE bzw. ERE-SSRE flhren.
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3.9.4 Herstellung stabiler Klone

Die Vektoren pGL4.14-ERE, pGL4.14-ERE-SSRE, pGL4.14-AP1, pGL4.14-SP1,
pGL4.14-SP1-ERE und pGL4.14(luc2/Hygro) wurden mit Sacll linearisiert. 1x108
hMSC-TERT-Zellen wurden mit 10 pg DNA in 400 ul serumfreiem Medium vermischt,
in 2 mm Kiuvetten tberfuhrt und Gber Elektroporation bei 120 V und 950 uF unter Be-
nutzung eines GenePulser Il transfiziert. Die Zellen wurden in zwei wells einer 6-well-
Platte gesat und Uber Nacht in serumhaltigem Medium kultiviert. 24 Stunden nach
Transfektion wurden 50 pg/ml Hygromycin zur Selektion zugegeben. Fiur das zyklische
Dehnen wurden 3x10% Zellen pro well auf eine 24-well-Polyurethanschale gegeben
und fur 48 Stunden kultiviert.

Um die stabile Integration zu kontrollieren, wurde genomische DNA unter Anwendung
des QiAamp DNA Mini Kit aus stabilen hMSC-TERT-Zellen nach Angaben des Her-
stellers isoliert. Die PCR wurde mit 50 ng genomischer DNA in 50 pl durchgefihrt.

3.9.5 Lentivirale Uberexpression

Primare Zellen wie hMAC lassen sich nicht ausreichend durch Elektroporation oder
Lipofektion transfizieren. Eine effektivere Methode stellt die Transduktion dar, bei wel-
cher mit Hilfe von Viren (Adeno- oder Lentiviren) die DNA in die Zellen eingebracht
wird. Fir die lentivirale Uberexpression wurde die cDNA des ERa in den pLenti 6.2
Vektor kloniert. Dazu wurde der ERa zunéachst mit EcoRI aus dem pCRII Vektor ge-
schnitten und eluiert. Zudem wurde pENTR11 mit EcoRI geschnitten und eluiert. Als
nachster Schritt konnte nun die cDNA des ERa uber die EcoRI-Schnittstellen in
PENTRL11 (Life Technologies GmbH) ligiert werden (siehe Abb. 11). Daraufhin erfolgte
zunachst der Kontrollverdau mit Xmnl und Sacll. Als néachster Schritt fand die Sequen-
zierung der positiven Klone mit dem Primer pENTR11 reverse statt und daraufhin die
Maxipraparation des Konstruktes. Als nachstes erfolgte die homologe Rekombination
in den pLenti 6.2/V5-Dest Vektor (Life Technologies GmbH), der eine Blasticidinresis-
tenz aufweist. Hiernach wurde durch einen Kontrollverdau des Plasmides mit EcoNI
die homologe Rekombination der Konstrukte Uberprift. Als erneute Kontrolle diente
die Sequenzierung der positiven Klone mit CMV forward und V5 reverse. Daraufhin
fand die komplette Sequenzierung mit ZP Primern statt (Primersequenzen siehe

www.lifetechnologies.com).
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EcoR |
EcoR WV

Notl
Xhol

pENTR"11

Dual Selection Vector

Abbildung 11 Gateway® pENTR™ 11 Vektor (www.lifetechnologies.com. (Mit
freundlicher Genehmigung von Life Technologies).

3.9.6 Bioreaktor

Mit dem Ziel, Versuche durchzufiihren, die zeigen und messen sollten, welchen Ein-
fluss mechanische Stimulation auf mechanosensitive Zellen hat, haben wir einen mul-
tifunktionalen Bioreaktor entwickelt, mit welchem die Méglichkeit geschaffen wurde,
widerstandadaptierte, zyklische Dehnungsprotokolle an bestimmten Gewebeproben
im Medium und auf flexiblen Zellkulturplatten durchzufiihren. Der Reaktor war mit ei-
nem Computer verbunden, der das Antriebsmodul steuerte. Somit konnten die Kréafte,
die durch das Kraftmess-Modul wéahrend des Dehnungsvorganges gemessen wurden,

aufgezeichnet werden.
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Abbildung 12

a Schematische Darstellung aller Komponenten des Bioreaktors

b Fotografie des neu entwickelten Bioreaktors. Das Bild entspricht der grau hinterleg-
ten Grafik unter a. (Mit freundlicher Genehmigung von AO Research Institute Da-
VOS/ECM).

3.9.7 Herstellung der Zellkulturplatten

Bei der Herstellung der Multiwell Zellkulturplatten aus Polyurethan wurde bericksich-
tigt, eine gleichmafige Dehnungsverteilung zu erreichen, die sich auf die einzelnen
wells, aber auch auf die wells untereinander bezog. Es wurden Konstruktionen von 24
aneinandergrenzenden, rechteckigen wells mit selektiven Modifikationen an Dicke und
Form einzelner Trennwande in Verbindung mit einem Aufspannungsgerat verwendet,
welches die volle Breite der Platte abdeckt. Es hatte sich gezeigt, dass dieses Kon-
strukt die bestmégliche Annaherung an eine lange, homogene Dehnungsverteilung
sowohl innerhalb der einzelnen wells als auch zwischen den Fachern der unterschied-

lichen Stellen innerhalb der 24-well Kulturplatte zeigte.
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Abbildung 13 Analyse der finiten Elemente

a einer vollstéandigen 24-well Platte aus Polyurethan (PU) und

b einer einzelnen well. Identische Farben reprasentieren gleiche Dehnung des PU-
Materials nach Anwendung von 1%-iger zyklischer Dehnung. Rote Farbung steht fur
eine hohe, blaue Farbung fur eine niedrige Dehnungbeanspruchung.

c Fotografie einer neu entwickelten Platte aus Polyurethan. (Mit freundlicher Geneh-
migung von AO Research Institute Davos/ECM).

3.9.8 Zyklische Dehnung von HEK293, hMSC-TERT und primaren, mesen-
chymalen Stammzellen und Luciferase-Assay

Zyklische Dehnung wurde fur 30 Minuten bei 0,05 bis 2 Hz und 0,5% bis 5% Extension
durchgefiihrt. Nach Dehnung und Kultivierung der Zellen fir weitere 24 h wurden die
Zellen geerntet und in 150 pl Reporter Lysis Buffer lysiert. 20 pl jedes Extraktes wurden
unter Verwendung des Reportergen-Assays in einem Orion Il Luminometer in 96-well
Platten bezlglich ihrer Luciferaseaktivitat analysiert (siehe auch 3.11).

3.9.9 RT-PCR Analyse des mechanoresponsiven HB-GAM

HMSC Zellen wurden in einer Konzentration von 3x10* Zellen/cm? ausgeséat und 30

Minuten lang bei 1 Hz und 1% Extension gedehnt. Nach Isolierung der RNA wurden

zunachst 2 pg der RNA revers transkribiert, dann erfolgte die Durchfiihrung einer RT-

PCR zur Amplifikation des mechanoresponsiven HB-GAM. Es wurde ebenso eine
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PCR von EFla durchgefiihrt. Es wurden drei verschiedene Versuche mit priméren

hMSC durchgefuhrt. Die Analyse der PCR-Banden erfolgte mittels Densitometrie.

3.10 Immunzytologie

Die Immunzytologie konnte in unserem Fall als Kontrolle nach Herstellung von Klonen
dienen. Hierbei macht man sich die Spezifitdt von Antikdrpern zunutze, um die Vertei-
lung von bestimmten Antigenen zu erkennen. In unserem Fall wollten wir den Erfolg
der Herstellung der stabilen Zelllinie mit ERa Gberprifen. Um dies herauszufinden wur-
den die Zellen mit primaren Antikdrpern inkubiert, um einen Antigen-Antikérper-Kon-
takt herzustellen. Um diese Bindung zu erkennen, mussten die Antikdrper sichtbar ge-
macht werden. Dies erreichten wir durch die Verwendung markierter, sekundarer An-
tikdrper. Voraussetzung fir diese Vorgehensweise war die Tatsache, dass die pri-
maren und die sekundaren Antikorper in Tieren unterschiedlicher Gattung produziert
worden waren. Dadurch war der sekundére Antikdrper gegen Proteine der Tiere ge-
richtet, von denen die Erstantikbrper stammten. Der sekundare Antikorper war seiner-
seits an einen fluoreszierenden Farbstoff gebunden. Somit konnte der sekundare An-
tikdrper an den primaren Antikdrper binden, welcher wiederum eine Bindung zu dem
gesuchten Antigen hatte. Im darauffolgenden Waschgang wurden die nicht gebunde-
nen Antikdrper weggewaschen und schlief3lich mithilfe des Fluoreszenzmikroskops die
Verteilung der Immunfarbung beobachtet und analysiert. Somit konnte man anhand
des Signals erkennen, an welchen Stellen das gesuchte Gen vorhanden war. Um un-
spezifische Bindungen zu vermeiden, fand eine Sattigung der nicht spezifischen Bin-
dungen durch BSA statt, um diese zu blocken. Fur die immunzytochemische Farbung
wurden 100 000 - 200 000 Zellen in 6-well Platten mit Deckglasern von 21x26mm
Durchmesser ausgesat. Bei einer Konfluenz von 60-80% wurde das Medium abge-
saugt und die Platten dreimal mit 2 ml PBS/well bei einem pH von 7,2 bei RT gewa-
schen. Danach wurden sie mit eiskaltem Methanol fixiert. Dies geschah, indem man
die Zellen mit -20°C kaltem MeOH fir 5 Minuten inkubierte. Daraufhin lie@ man die
Zellen fur ca. 10 Minuten lufttrocknen. Nach Lufttrocknung folgte die Lagerung bei -
80°C. Die folgenden Waschschritte wurden mit 2 ml PBS/well fiir je 5 min bei RT auf
dem Schattler durchgefuhrt. Nach dreimaligem Waschen wurde die Membran der Zel-

len mit 1x PBS/ 0,05% Tween-20 (pH 7,2) permeabilisiert. Darauf folgten zwei zusatz-

68



Material und Methoden

liche Waschschritte a 5 Minuten und anschliel3end die Blockierung unspezifischer Bin-
dungsstellen mittels 1x PBS + 3% BSA (pH 7,2) fir 30 min bei RT auf dem Schittler.
Erneut wurde mit PBS gewaschen. Nun erfolgte die Inkubation Gber Nacht bei 4°C mit
0.5-1 ml des spezifisch gegen ein Protein gerichteten Primarantikdrpers in entspre-
chender Verdinnung in 1x PBS + 1% BSA/ well bei pH 7,2. Nach dreimaligem Wasch-
vorgang wurden 0.5-1 ml des Zweitantikorpers in PBS + 1% BSA bei pH 7,2 auf die
Zellen gegeben und bei RT abgedunkelt inkubiert. Nach erneuten drei Waschgéngen
wurde ein Tropfen Vectashield +DAPI (Kernfarbung) auf den Objekttrager gegeben,
die Deckglaser aus den 6-well Platten genommen, die Unterseite abgewischt und mit
der Zelloberseite in Vectashield-Losung auf den Objekttrager gelegt. Daraufhin konn-
ten die Ergebnisse unter dem Zeiss-Mikroskop ausgewertet werden.

3.11 Luciferase Reporter Assay System

Luciferasen sind in Leuchtkafern oder Korallen vorkommende Enzyme, welche auf-
grund ihrer katalytischen Fahigkeiten, Luciferin umzusetzen, in der Lage sind, Licht zu
erzeugen. Dies kann in der Molekularbiologie dazu benutzt werden, die Promotorakti-
vitat und somit Expression von Genen zu analysieren und zu quantifizieren. Nach
Kopplung des zu untersuchenden Promotors an die cDNA der Luciferase kann man
die Promotoraktivitat bestimmen und quantifizieren. Die Luciferase agiert hierbei als

Reportergen. Die Lichtemission kann mittels Luminometer gemessen werden.

RNA Polymerase Transcription Factors
N

-
F . :
=X ¥
; Reporter
[ Promater ' Luciferase e
Gene

Transcription

mANA Luciferase AARA,,

Transation

= Reporter
Protein

¥ +Substrate
Light

Light Signal = Luciferase Expression = Promoter Activity

Abbildung 14 Diagramm des Luciferase Reporter Assays (http://www.pier-
cenet.com/media/Luciferase-Reporter-Assays-450px.jpg). (Mit freundlicher Genehmi-

gung von Life Technologies).
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Durch die katalytische Aktivitat der Luciferasen reagieren Luciferine mit Oz und ATP
zu Oxyluciferin. Hierbei kommt es zur Freisetzung von AMP, PP1, H" und CO2 sowie

Licht und somit zur Biolumineszenz (siehe Abb. 15).

HO 5 N_ _.COOH
I ames

D-Luciferin

Firefly
Luciferase
+ Mg2+

0 5 N O
\C[N}_ij/ + PPi + AMP + Oy

Oxyluciferin

Abbildung 15 Biolumineszente chemische Reaktion der Firefly Luciferase
(http://www.piercenet.com/media/16174-Lucif-Firefly-rxn.jpg). (Mit freundlicher Ge-

nehmigung von Life Technologies).

Um diese Messungen durchzufiihren verwendeten wir das Luciferase® Reporter As-
say System von Promega mit der Luciferase des Leuchtkafers Phontinus pyralis (Fire-
fly Luciferase). Die Firefly Luciferase, ein Monomer von 61 kDa, katalysiert die Oxida-
tion des Luciferin mit ATP-Mg?* als Co-Substrat. Somit kann anhand der Firefly Luci-
ferase die Aktivitdt des Gens von Interesse gemessen werden. Als Vektor wurde der
pGL4.14 Vektor verwendet (Abb. 8).

24 Stunden nach Durchfihrung der Transfektion wurden die Zellen nach Entfernen
des Mediums zweimalig auf der 96-well Platte mit PBS gewaschen und dies danach
grundlich entfernt. Es wurden 200 pl des Reporter Lysis Puffers pro well hinzugefugt
und die Platten danach bei -20°C gelagert. Nach erneutem Erreichen der Raumtem-
peratur wurden das Lysat einerseits der Proteinbestimmung unterzogen (siehe 3.12)
sowie andererseits die Luciferasemessung durchgefiuhrt. Zu 20 pl Zelllysat wurden 100
pl Luciferase Assay Reagent zugegeben und in einem Orion Il Luminometer in 96-well
Platten beztglich ihrer Luciferaseaktivitat analysiert. Relative Lichteinheiten (RLU)
wurden auf den Proteingehalt unter Verwendung des RotiQuant Protein Assays bezo-

gen. Der Mittelwert wurde aus 4 Messpunkten gebildet.
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3.12 Proteinmessung

Die parallel durchgeftihrte Proteinmessung nach Bradford dient der quantitativen Be-
stimmung von Proteinen und ist eine schnelle und sensitive Methode. Bei dieser Me-
thode macht man sich zunutze, dass der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G520 in
drei Zustanden vorkommt und bei jeweils unterschiedlichen Langen absorbiert wird.
Hierbei kommt es bei Proteinbindung zum Ubertritt des Farbstoffes vom kationischen
in den anionischen Zustand. Die Absorption wird bei 595 nm gemessen. Die Absorpti-
onsanderung ist Uber weite Bereiche proportional zur Proteinkonzentration und kann
somit zur Konzentrationsbestimmung verwendet werden. In Doppelwerten wurden 20
pl der zu messenden Probe sowie unterschiedliche Konzentrationen eines Protein-
standards (Tab. 11) mit 200 ul RotiQuant auf einer 96-well Platte vermischt. Danach
wurden die einzelnen Proben im ELISA Reader bei einer definierten Absorption von

595nm gemessen und die Proteinkonzentration anhand der Standardkurve bestimmt.

BSA (ug/ml) | pl aus BSA-Losung 50 mg/ml
0 0
200 0,4
500 1
1000 2
1500 3
2000 4

Tabelle 11 Pipettierschema fur die BSA-Standardverdinnungsreihe
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4 Ergebnisse

4.1 Klonierungsarbeiten

4.1.1ERB

4.1.1.1 Sequenzierung des ERB Klons im pBluescriptR

Nach Erhalt des ERB Klons wurde derselbe im pBluesciptR (pBS-ER) Vektor mithilfe
der Sequenzierungsprimer T7promotor und T3promotor nach dem unter 3.6 beschrie-
benen Protokoll sequenziert. Hierbei konnte bestatigt werden, dass die gewiinschte

DNA-Sequenz nachzuweisen war.

4.1.1.2 Klonierung ERB

Nach Erhalt des pBS-ER Klons wurden die notwendigen Vorbereitungen fir die am
nachsten Tag stattfindende Plasmidpréparation durchgefiihrt. Hierbei resultierte dop-
pelstrangige DNA in einer Konzentration von 2,452 ug/ul. Es folgte der Verdau des
Expressionsvektors pcDNA3.17 und des pBS-ERB mit Xhol und BamHI fir 3 h bei
37°C. Es erfolgte schliel3lich das Auftragen auf ein Agarosegel (Abb. 16).

pBS-ERB pcDNA3.1

Abbildung 16 Xho | und BamH | Verdau von pBS-ERB und pcDNAS3.1~Vektor

Auf diesem Gel waren dann besonders nach Auftragen des restlichen Verdaus sowohl
die Bande des pcDNA3.1" als auch die Bande des ERp zu sehen (Abb. 17).

pBS-ERB pcDNA3.1~
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Abbildung 17 Restlicher Verdau von 19 ul im Agarosegel, die untere Bande des
pBS-ERS Verdaus wurde eluiert

Nach Auftragen des gesamten Verdaus auf ein Agarosegel und der Extraktion der er-
schienenen Banden konnte die DNA eluiert werden. Es folgte die Ligation des ERp in
den pcDNA3.1™ Vektor. Diese Ligation war dann einer der Bestandteile der darauffol-
genden Transformation in NEB5aBakterien nach dem unter 3.5.2 beschriebenen
Schema.

Zur Uberpriifung der Klonierung wurde die Plasmid-DNA von 10 Klonen schlieBlich mit
den auf3enliegenden Restriktionsenzymen Xbal und Hindlll verdaut. Das Ergebnis
nach Auftragen der Verdaus auf ein Agarose Gel ist unter Abb. 18 zu sehen.

Klon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 pcDNA

Abbildung 18 Klon 1-10 des pcDNA3.1-ERB Konstruktes verdaut mit Xbal und HindllI

Die Klonierung des ERP wurde durch Sequenzierung eines positiven Klons tberprift
und konnte bestatigt werden.

Zur Generierung stabiler \MSC-TERT-Klone wurde das pcDNA3.1-ERB Konstrukt mit
Sspl linearisiert und anschliel3end durch Elektroporation in die Zellen transfiziert. Der
Linearisierungsverdau wurde zuerst wiederum auf ein Agarosegel aufgetragen, von
welchem die linearisierte DNA zunéchst extrahiert und schliel3lich eluiert werden
konnte. Diese linearisierte pcDNA3.1-ERB-DNA mit einer Konzentration von 0,702
pg/ul wurde schliel3lich fur die Herstellung eines stabilen Klons mittels Elektroporation
verwendet, wobei das unter 3.8.2 beschriebenen Schema befolgt wurde.

1kb pcDNA3.1- ERB Klonl ERB Klon2 ERP Klonl, ERP Klon2,
Leervektor linearisiert  linearisiert

Abbildung 19 Sspl Verdau des pcDNA-ERB Konstruktes zur Linearisierung
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4.1.2ERa
Bei den Versuchen mit ERa wurde mit einer fir ERa stabilen Zelllinie gearbeitet, die
entsprechend den Beschreibungen unter 3.4 hergestellt worden war und mir als Tool

zur Verfiigung stand.

4.1.2.1 Immunzytochemie
Um zu Uberprifen, ob ERa in der stabilen hnMSC-TERT-Zelllinie exprimiert wird, wurde
eine Immunzytochemie durchgefiihrt, deren Ergebnis den Verdacht aufkommen lief3,

dass es sich hierbei nicht um einen stabilen ERa Zellklon handelte.

hMSC- TERT pcDNA-ERs hMSC- TERT pcDNA
DAPI Farbung
Erstantikorper:
ERa (F-10) sc-8002
mouse monoclonal
Santa Cruz
Verdiinnung 1:200

Sekundérantikdrper:
anti mouse 1gG
Donkey NL 557
R&D systems
Verdiinnung 1:400

Abbildung 20 Durchgefihrte Immunzytochemie an hMSC-TERT-Zellen mit vermeint-
lich stabiler Expression von ERa

4.1.2.2 Lentivirale Uberexpression
Um ERa auch in primaren Zellen tberexprimieren zu kdnnen wurde ein lentivirales
Expressionskonstrukt fir ERa kloniert. Hierbei wurde, nachdem ERa aus dem pCRII

Vektor mit EcoRI geschnitten und eluiert worden war und pENTR11 ebenso mit EcoRI
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geschnitten und eluiert wurde, der ERa Uber die EcoRI Schnittstellen in den pENTR11
ligiert und dies in einem Kontrollverdau mit Xmnl und Sacll kontrolliert (Abb. 21).

1kb 100bp V11 V12 V13 V14 V15 100bp 1kb

1kb 100bp V16 V17 V18 V19 V20 100bp 1kb

Abbildung 21 Verdau pENTR11-ERa mit Xmnl und Sacll

Die darauffolgende Sequenzierung bestatigte das Vorhandensein der Sequenz (Abb.
22).

CC G 6Y GGG AGTOWTATAAG OAG R CTCGT T TAG TGAAC CGE MG Al €00 CTGGAGACGE EAT € VG GC TRT TTTGAC CF COAFAG AAG ACAC CGACT CTAG MGG ATCGAC TAGT
10 w 0 an = o m 0 " 1 1w

Abbildung 22 Sequenzierung des pENTR11-ERa Konstruktes

75



Ergebnisse

Nach Auswertung dieser Sequenzierungen wurde deutlich, dass die klonierte Se-
guenz, die in den lentiviralen Vektor eingebracht worden war, vier Mutationen aufwies

bei Veranderung einer Aminosaure.

Aktuelle Sequenz:

gctgtgetctttccaggtggeccgecggtttctgagecttetgeecctgecggggacacggtcetgcaccctgeeecgeggeca
cggaccatgaccatgaccctccacaccaaagcatctgggatggecctactgcatcagatccaagggaacgagctg
gagcccctgaaccgtccgcagcetcaagatceecectggageggeccctgggegaggtgtacctggacagcageaag
cccgcecgtgtacaactaccccgagggcegecgectacgagttcaacgecgeggecgecgecaacgegeaggtetac
ggtcagaccggcctcccctacggecccgggtcetgaggctgecggegticggetccaacggectggggggtttcceece
actcaacagcgtgtctccgagceccgctgatgctactgcaccecgecgecgceagcetgtegectttcctgcagececcacgg
ccagcaggtgccctactacctggagaacgagceccageggctacagggtgcgcgaggecggeccgecggceattcta
caggccaaattcagataatcgacgccagggtggcagagaaagattggccagtaccaatgacaagggaagtatgg
ctatggaatctgccaaggagactcgctactgtgcagtgtgcaatgactatgcttcaggctaccattatggagtctggtect
gtgagggctgcaaggccticttcaagagaagtattcaaggacataacgactatatgtgtccagccaccaaccagtge
accattgataaaaacaggaggaagagctgccaggcctgccggcetccgcaaatgctacgaagtgggaatgatgaaa
ggtgggatacgaaaagaccgaagaggagggagaatgttgaaacacaagcgccagagagatgatggggagggce
aggggtgaagtggggtctgctggagacatgagagcetgecaacttttggccaageccgctcatgatcaaacgctctaa
gaagaacagcctggccttgtccctgacggcecgaccagatggtcagtgecttgttggatgctgagecccccatactctat
tccgagtatgatcctaccagacccttcagtgaagcttcgatgatgggcttactgaccaacctggcagacagggagcetg
gttcacatgatcaactgggcgaagagggtgccaggctttgtggatttgaccctccatgatcaggtccaccttctagaatg
tgcctggctagagatcctgatgattggtctegtetggegetecatggagcacccagggaagctactgtttgctccgaactt
gctcttggacaggaaccagggaaaatgtgtagagggcatggtggagatcttcgacatgctgcetggctacatcatcteg
gttccgcatgatgaatctgcagggagaggagtttgtgtgcctcaaatctattattttgcttaattctggagtgtacacatttct
gtccagcaccctgaagtctctggaagagaaggaccatatccaccgagtcctggacaagatcacagacactttgatcc
acctgatggccaaggcaggcctgaccctgcagcagcagcaccageggctggeccagctectectcatectctecca
catcaggcacatgagtaacaaaggcatggagcatctgtacagcatgaagtgcaagaacgtggtgcccctctatgac
ctgctgctggagatgcetggacgcecccccgectacatgecgeccactageecgtggaggggceatccgtggaggagacg
gaccaaagccacttggccactgcgggctctacttcatcgceattccttgcaaaagtattacatcacgggggaggcagag
ggtttccctgecacggtctgagagctcectggetcccacacggttcagataatcectgetgeattttaccctcatcatgea

CCa
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Abbildung 23 Aktuelle ERa Sequenz in stabilem Klon, von der gewinschten Sequenz

veranderte Basen grau hinterlegt. Das Start- und das Stop-Codon wurden rot markiert.

Nachdem deutlich war, dass die ERa Sequenz, mit der zuvor gearbeitet worden war,
verschiedene Mutationen besal3, wurde angestrebt, neue hMSC-TERT-ERa-Zellen
ohne Mutationen zu etablieren. Die Sequenz des pENTR11-ERa Konstrukts wurde
entsprechend mutiert und der publizierten Sequenz fur ERa angepasst.

4.1.2.3 Mutagenese

Hierbei wurde die Mutagenese wie unter 3.7 erlautert mit den unter 2.5.3 aufgelisteten
Punktmutationsprimern durchgefuhrt. Die Sequenzierung zeigte ein Vorhandensein
der korrekten Sequenz.

Nach Durchfihrung einer Praparation des pENTR11-ERa Konstruktes erfolgte die ho-
mologe Rekombination in den pLenti6.2/V5-Dest Vektor mit einer vorhandenen Blasti-
cidin-Resistenz. Hiernach erfolgte ein Kontrollverdau mit EcoNI (siehe Abb. 24), in wel-

chem sich drei positive Banden zeigten (Proben V1-V5).

lkb V1 V2 V3 V4 V5 100bp

Abbildung 24 Verdau ERa in pLenti6.2/V5-Dest

Nach Sichtbarwerden der Banden wurde mit den positiven Klonen eine Sequenzierung

mit den in Kapitel 2.1 erwdhnten ZP Primern durchgefuhrt.

Immunzytochemie nach transienter Transfektion:

Zur Uberpriifung wurde erneut eine Immunzytochemie mit Transfektion des plLe-
nti6.2/VV5-Dest-ERa in Cos7 Zellen und den unter 2.6 erwahnten Antikdrpern durchge-
fuhrt (siehe Abb. 25).
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Cos7+ pcDNA (1:50) Cos7+ pcDNA-ERs (1:50)

Priméarantikorper

Kontrolle

Leervektor

Sekundarantikdrper

Abbildung 25 Immunzytochemie ERa-Expression nach Transfektion des plLe-
nti6.2/V5-Dest-ERa in Cos7 Zellen

In der anschlieBend durchgefuihrten PCR mit dem Uberexprimierten ERa war eine

deutliche Signalverstarkung im Bereich der Uberexprimierten Versuche zu sehen
(siehe Abb. 26).
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ERa

EFla

Abbildung 26 PCR mit transient lentiviral Uberexprimiertem ERa und EFla als hous-

ekeeping Gen

Hiermit konnte gezeigt werden, dass der ERa Uberexprimiert werden konnte, und mit-
hilfe der Sequenzierung konnte schliel3lich nachgewiesen werden, dass nun eine ERa

Sequenz vorhanden war, in der die Mutationen nicht mehr prasent waren.

4.2  Uberprifung

4.2.1 Modulation von ERa- und ERB-Zellen

In der Zellkultur wurde mit einer stabilen Zelllinie gearbeitet, die durch Elektroporation
von hMSC-TERT-Zellen mit pcDNA3.1-ERa sowie pcDNA3.1-ER[ entstanden war
(siehe auch 3.8.2). Diese Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von E2
und dem Anti-Ostrogen 1C1182870 in der Zellkultur unter den unter 3.9.1 beschriebe-
nen Bedingungen kultiviert. Bei 70-80% Konfluenz der Zellen wurden jene mit dem flr
sie bestimmten Medium versorgt. Nach Beendigung der Stimulation wurde die RNA
geerntet und in nachfolgenden PCRs beobachtet, ob es Veranderungen oder Unter-
schiede unter den unterschiedlich stimulierten Zellen beztglich der Genexpression von
ERa oder ER[3 gab.
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24h vor Ernte; Beginn der Stimu- | Tag des Erntens nach 24h Sti-

lation mulation

Kontrolle

Stimulation
mit E2 (106 M)

Stimulation
mit E2 (108 M)

Stimulation
mit E2 (10° M) +
IC1182870 (10 M)

Stimulation
mit E2 (108 M) +
IC1182870 (108 M)

Abbildung 27 Fotografien der stabilen h(MSC-TERT-ERa-Zellen vor Stimulation und
am Tag der Ernte nach 24 h Stimulation; Vergréf3erung x 20
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Bei der Auswertung der Versuche an den stabilen hMSC-TERT-ERa-Zellklonen 9, 10
und 11 kam es zu folgenden Ergebnissen:

Kontrolle E2 (10°M) E2 (10°M) E2 (10°M) + ICI  E2 (103M) + ICI

Abbildung 28 E2 24-h-Stimulation bei 70-80% Konfluenz, Nachweis von ERa, ER
und EFla als housekeeping Gen mittels RT-PCR

4.2.2 Charakterisierung von Reportergenkonstrukten mit DNA Response-Ele-
menten nach mechanischer Stimulation

Es folgten Dehnungsversuche an mit unterschiedlichen Reporterkonstrukten stabil
transfizierten h(MSC-TERT-Zellen. Hierbei wurden fur Luciferase-basierte Reporterge-
nkonstrukte (pGL4.14-ERE, pGL4.14-SSRE, pGL4.14-AP1, pGL4.14-SP1, pGL4.14c-
ERE-SSRE, pGL4.14-ERE-SP1 und pGL4.14 Leervektor) stabile hNMSC-TERT-Zellen
unter den unter 3.9.2 beschriebenen Bedingungen gedehnt und die Aktivitat der Luci-
ferase anschlie3end unter Zugabe des Luciferase-Substrats nachgewiesen. Die Akti-
vitat der Luciferase diente hierbei als Readout und somit als Parameter fir die Aktivie-

rung der responsiven Elemente.

4.2.2.1 Charakterisierung der stabilen mechanoresponsiven AP1-, SP1-, SP1-
SSRE- und ERE-SSRE-Zelllinien

Nach Auswertung der Versuche mit Luciferase-Induktion durch Dehnung konnte man
feststellen, dass es im Vergleich zur Kontrolldehnung der Zellen mit Leerkonstrukt
(pGL3basic ohne responsives Element), die nach Dehnung keine Veranderung der
Luciferase-Aktivitat nach sich zogen, bei den unterschiedlichen Zellen mit den einzel-

nen responsiven Elementen (pGL3basic+ERE; pGL3basic+SSRE; pGL3basic+AP1,
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pGL3basic+SP1) zu deutlichen Aktivitatsunterschieden vor und nach Dehnung kam.
So sind bei den Versuchen mit transfizierten AP-1, AP-1+SSRE und SP1 deutliche
Aktivitatszunahmen zu erkennen. Interessant hierbei ist, dass die Versuche mit ERE
und ERE+SSRE, bei welchen man aufgrund des Vorhandenseins des Ostrogen-
responsiven Elements eine erkennbare Aktivitditszunahme erwartet hatte, stattdessen
eine deutliche Aktivitatsverminderung zeigten und damit eine Hemmung der Expres-

sion als Antwort auf Dehnung vermitteln wirden (siehe Abb. 29).

Luciferase-Induktion durch Dehnung
300 +

250 A

200 1 Bungedehnt

150 Egedehnt

100

relative Lichteinheiten

50 4

o N

& &
Q ¥ & S & &
'

w

Abbildung 29 Luciferase-Induktion durch Dehnung. (Mit freundlicher Genehmigung
des AO Research Institute Davos/ECM).

Bei der Etablierung der stabilen hMSC-TERT-AP1- und hMSC-TERT-SP1-Zellen
wurde mit unterschiedlichen Bedingungen, mit einer Extension von 0,5% bis 2% (SP-
1 Klon) und von 0,5% bis 5% (AP-1 Klon), stimuliert. Das SP1 Konstrukt zeigte die
starkste Reaktion bei einer Extension von 0,5%, einen Ruckgang der Aktivitat bei einer
Extension von 1% und keinen Effekt bei 2%-iger Dehnung. Das AP1 Konstrukt hatte
die starkste Reaktion bei 1% Extension und zeigte weniger starke Induktion bei
Amplituden von 0,5%, 2% oder 5% Dehnung. Die hMSC-TERT-Kontrollzellen zeigten
keinerlei Reaktion auf mechanische Dehnung. Es wurden zusatzlich unterschiedliche
Frequenzen angewandt, startend bei 0,05 Hz bis zu 2 Hz. Das AP1-responsive Ele-
ment wurde sehr stark bei 0,05 Hz und 1 Hz induziert, wahrend andere Frequenzen
eine niedrigere Induktion der Luciferase-Aktivitat verursachten. Um die Spezifitat des
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AP1 Signals zu validieren, wurden die Zellen zwei Tage lang mit dem Kalziumkanal-
blocker Verapamil vorbehandelt, der die AP1 vermittelte Mechanoresponsivitat in
hMSC-TERT-AP1-Zellen komplett supprimierte. In den Kontrollzellen hatte die Gabe

von Verapamil keinen Einfluss.

a b
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0 m Zyklische Dehnung N 400+ 30.5%
— .
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Abbildung 30 Luciferase-Aktivitat der mechanoresponsiven Reporter-Konstrukte

a) Transiente Transfektion des pGL4.14-AP1- Reporter-Konstruktes in HEK293-Zellen
und Zellstimulation durch zyklische Dehnung mit 1% Dehnung und 1 Hz Frequenz
(schwarze Saule). Die weil3e Saule reprasentiert die unstimulierte Kontrolle.

b) Stabile h(MSC-TERT-SP1- und hMSC-AP1-Zellen wurden bei variabler Dehnung bei
einer konstanten Frequenz von 1 Hz stimuliert.

c) hMSC-TERT-AP1-Zellen wurden bei variabler Frequenz bei einer konstanten Deh-

nung von 1% stimuliert.
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d) hMSC-TERT-AP1-Zellen wurden mit dem Kalziumkanalblocker Verapamil behan-
delt und bei 1%-iger Dehnung und einer Frequenz von 1 Hz stimuliert (schwarze
Saule). Die weil3e Saule reprasentiert die ungedehnte Kontrolle.

Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert (xSEM) von drei unabhéangigen Versuchen
mit je 4 Messpunkten. In der statistischen Analyse wurde zur Signifikanztestung der
Student’s t-Test verwendet (**: p<0.001, *: p<0.01, #: p<0.05). (Mit freundlicher Ge-
nehmigung des AO Research Institute Davos/ECM).

4.2.2.2 Ergebnisse der mechanischen Stimulation von primaren MSC nach
Transduktion von lentiviralen mechanoresponsiven Luciferase-Reporter-Kon-
strukten

Die kodierende Sequenz der Gluhwiurmchen-Luciferase, das SP1 und das APl
responsive Element wurden in einen lentiviralen Expressionsvektor (pLenti-SP1 und
pLenti-AP1) kloniert, um die Moglichkeit zu schaffen, die mechanische Dehnung in
primaren mesenchymalen Stammzellen zu analysieren. Nach der Anwendung von
Dehnung auf pLenti-AP1 und pLenti-SP1 transduzierte primare hMSC wurde die Luci-
feraseaktivitat auf das bis zu 1,6- und 2,3-fache erhdht. Es zeigte sich keine Reaktion
in Zellen, die mit dem Leervektor transduziert wurden.

Die Versuche zeigten eine sehr starke Reaktion des pLenti-SP1 Vektors bei zyklischer
Dehnung. Auch zeigt der pLenti-AP1 Vektor eine Reaktion auf die Dehnung, jedoch im
Vergleich zu pLenti-SP1 vermindert. Der Nullvektor pLenti-O zeigt erwartungsgemald

keine Reaktion.
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350 +

DO Kontrolle

300 -
8 Zyklische Dehnung

250 A
200 A * %
150 -

100 +

50 -

Luciferaseaktivitiat in Prozent

pLenti-0 pLenti-AP1 pLenti-SP1

Abbildung 31 Lentivirale Transduktion priméarer mesenchymaler Stammzellen mit den
neu entwickelten Luciferase-Reporter-Vektoren. pLenti-AP1, pLenti-SP1 und pLenti-0
Luciferase Konstrukte wurden in hMSC transduziert. Diese Zellen wurden bei 1 Hz und
1%-iger Dehnung stimuliert (schwarze S&aulen). Die weil3en Sdulen représentieren die
unstimulierten Kontrollen. Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert (+SEM) von vier
unabh&ngigen Versuchen mit je 4 Messpunkten. In der statistischen Analyse wurde
zur Signisfikanztestung der Student’s t-Test verwendet (**: p<0.001, *: p<0.01). (Mit

freundlicher Genehmigung des AO Research Institute Davos/ECM).

4.2.2.3 Regulation des mechanoresponsiven Gens HB-GAM

Um weiter zu analysieren, ob der hier beschriebene Bioreaktor und die PU Platten
geeignet fur mechanische Stimulation sind, wurden drei verschiedene Praparationen
an mesenchymalen Stammzellen mittels zyklischer Dehnung stimuliert und die Ex-
pression des mechanoresponsiven Gens HB-GAM mithilfe der RT-PCR in den drei
verschiedenen hMSC Préaparationen analysiert. Die Banden wurden densitometrisch
ausgewertet. Die Expression von HB-GAM war durch zyklische Dehnung signifikant
1,7-fach hochreguliert, wobei hier eine grof3e Variabilitat bezlglich der Spender beo-

bachtet worden war.
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hMSC-1 hMSC-2

C CS C CS

Abbildung 32 Expression des mechanoresponsiven Gens HB-GAM in zwei unter-

schiedlichen hMSC Praparationen nach zyklischer Dehnung. (Mit freundlicher Geneh-

migung des AO Research Institute Davos/ECM).

4.2 .3 Effekte der transienten Uberexpression von ERa und ER auf die Lucifera-
seaktivitat

Wie bereits unter 3.9.1 beschrieben wurden bei der transienten Transfektion HEK293-
Zellen mit pGL4.14, pGL4.14-ERE und pGL4.14-ERE+SSRE transfiziert und mit
pPcDNA3.1-, pcDNA3.1-ERa und pcDNA3.1-ERf cotransfiziert. Zusatzlich wurden die
verschiedenen Ansatze durch Nahrmedium, das unterschiedlich mit Ostrogenen (E2)
und dem Antiostrogen ICI 182-780 versetzt wurden, auf die einzelnen wells verteilt
(genauer Versuchsaufbau siehe Tab. 9 und Abb. 10).
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pGL4.14

50
45 T - T

40 T
35
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

— M ohne Stimulation
 EE2x10-6 M
E2x 10-6 M+ ICl eq

RLU / mg Protein

pcDNA3.1- ER a ER R

Abbildung 33 HEK Zellen transfiziert mit dem Leervektor pGL4.14 und cotransfiziert
mit pcDNA3.17, pcDNA3.1™-ERa und pcDNA3.1™-ERp; 24h- Stimulation mit E2 und E2
+ ICI 182-780 (Die Mittelwerte wurden aus drei unabhéngigen Versuchen mit jeweils

drei Messpunkten gebildet)

An den mit dem Leervektor pGL4.14 transfizierten und mit pcDNA3.1" cotransfizierten
HEK Zellen zeigte sich zunachst nach Modulation mit E2 (10® M) eine Zunahme der
Aktivitat im Vergleich zu derjenigen Aktivitat, welche ohne Stimulation gemessen
wurde. Diese zeigte sich jedoch erneut deutlich regredient nach Stimulation mit E2 (10
6 M) + ICI1182-780. Die ERa cotransfizierten Zellen zeigen interessanterweise eine Ab-
nahme der Aktivitat unter Stimulation mit E2 (10-® M) im Vergleich zu den Messungen
ohne Stimulation. Des Weiteren zeigt sich ein erneuter deutlicher Anstieg nach Stimu-
lation mit E2 (10 M) + 1C1182-780. Im Bereich der ERB cotransfizierten Zellen sind
keine grofRen Schwankungen in den Messungen nach unterschiedlicher Stimulation zu
verzeichnen. Hier kommt es zu einem dezenten Anstieg der Aktivitdt nach Stimulation
mit E2 (10° M) sowie einem erneuten Abfall nach Stimulation mit E2 (10 M) + IC1182-

780 unterhalb der Messungen ohne Stimulation.

87



Ergebnisse

ERE

~
o

o)
o

| ST

(%2}
o

® ohne Stimulation

S
o

T
| |

E2x 10-6 M

w
o
|

T 1 E2x 10-6 M+ ICl eq

RLU / mg Protein

N
o
|

=
o
I

o

pcDNA3.1- ER a ERR

Abbildung 34 HEK Zellen transfiziert mit pGL4.14-ERE und cotransfiziert mit
pPcDNA3.17, pcDNA3.1™-ERa und pcDNA3.17-ER; 24 h Stimulation mit E2 und E2+ICI
182-780. (Die Mittelwerte wurden aus drei unabhéngigen Versuchen mit jeweils drei

Messpunkten gebildet).

Bei den Versuchen mit ERE transfizierten und mit pcDNA3.1 cotransfizierten HEK Zel-
len zeigte sich zunachst eine dezente Aktivitdtszunahme nach Modulation mit E2 (10
6 M), welche nach Modulation mit E2 (106 M) + IC1182-780 erneut regredient war. Die
Grundaktivitdt der ERE transfizierten, ERa cotransfizierten HEK Zellen zeigte eine
ahnliche Grundaktivitat im Vergleich zu den pcDNAS.1" cotranfizierten Zellen. Die ERa
cotransfizierten Zellen zeigen jedoch eine deutliche Steigerung unter Stimulation mit
E2 (10 M) und einen erneuten Riickgang unter Modulation mit E2 (10°¢ M) + ICI1182-
780. Bei Cotransfektion mit ERB zeigte sich eine deutlich erhéhte Grundaktivitat der
ERE-transfizierten Zellen ohne weitere Stimulation. Allerdings lief3 sich auch feststel-
len, dass die Aktivitat sich im Verlauf nach Modulation mit E2 (10¢ M) und E2 (10¢ M)
+ 1C1182-780 nicht wesentlich veranderte. Es zeigt sich jedoch eine dezente Aktivitats-
zunahme unter Modulation mit E2 (10® M) und ein erneuter Riickgang unter Modula-
tion mit E2 (10 M) + 1C1182-780.
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Abbildung 35 HEK Zellen transfiziert mit pGL4.14ERE+SSRE und cotransfiziert mit
pcDNA3.1°, pcDNA3.1-ERa und pcDNA3.1™-ERp; 24h- Stimulation mit E2x10-6 M
und E2x10-6 M + ICI 182-780 (Die Mittelwerte wurden aus drei unabhangigen Versu-

chen mit jeweils drei Messpunkten gebildet)

Bei den Versuchen an ERE+SSRE transfizierten HEK Zellen zeigte sich zunachst im
Bereich der mit pcDNA3.1" cotransfizierten Zellen in allen Modulationen eine deutlich
erhohte Aktivitat im Vergleich zu den ERa- und ERf cotransfizierten Zellen. Hierbei ist
eine dezente Aktivitatsminderung bei den Stimulationen mit E2 (10 M) und E2 (10
M) + ICI182-780 zu bemerken. Bei den mit ERa cotransfizierten Zellen zeigte sich
erwartungsgeman eine Aktivitatszunahme der Zellen unter Stimulation mit E2 (10¢ M)
sowie ein erneuter Abfall unter Stimulation mit E2 (10 M) + ICI182-780. Die mit
ERE+SSRE transfizierten und ER cotransfizierten HEK Zellen zeigten eine hdhere
Grundaktivitat ohne Stimulation als unter Stimulation mit E2 (106 M) und E2 (10 M)
+1C1182-780. Hierbei kommt es unter Stimulation mit E2 zunachst zu einem dezenten
Abfall der gemessenen Aktivitat, welche unter Stimulation mit E2 (10 M) + ICI182-

780 erneut dezent ansteigt.
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5 Diskussion

Wie bereits in der Einleitung ausfuhrlich beschrieben interagieren in unserem Knochen
unterschiedliche Zellen miteinander, welche sich Uber verschiedene Signalwege ge-
genseitig beeinflussen kdnnen. Wir wissen heute Naheres tber die Mechanotransduk-
tion im Knochen mit seinen unterschiedlichen Signalwegen und Mechanorezeptoren;
insbesondere Uber die Signalwege beim Knochenaufbau und Knochenabbau. Von be-
sonderem Interesse ist hierbei die Bedeutung der Sexualhormone in Bezug auf den
Knochenaufbau, vor allem die Ostrogene mit inren Ostrogenrezeptoren a und B. Es
konnten bislang unterschiedliche Signalwege eruiert werden, durch welche es tber
Mechanotransduktion mdglich ist, auf Genexpressionsebene zu regulieren. Es wurden
bereits multiple Untersuchungen beziiglich der Mechanosensitivitat der Ostrogenre-
zeptoren sowie der Auswirkung von Ostrogenen auf die Genexpression durchgefiihrt.
Wahrend der ERa in den letzten Jahrzehnten intensiv erforscht und seine Rolle ndher
spezifiziert werden konnte, wissen wir heute Uber den ERB und seine Rolle im Bereich
der Mechanotransduktion deutlich weniger. Ebenso ist bis zum heutigen Zeitpunkt die
Wirkung der verschiedenen Ostrogenrezeptoren aufeinander und somit der Einfluss,
den die Rezeptoren aufeinander ausuiben, noch nicht endgltig geklart.

Wie bereits unter 1.2.2.1.2 ausgefuhrt, postulieren Saxon et al. (Saxon et al., 2007) im
Rahmen der antimechanostatischen Theorie, dass die Signallbertragung tber den
ERa zu einer erhéhten Mechanosensitivitat des Knochens fihrt, wahrend der Signal-
weg Uber den ERP die Knochenbildung nach Dehnung hemmt und somit antimecha-
nostatisch wirkt.

Auch Bottner et al. und Lindberg et al. postulierten, dass ERR eine antagonisierende
Wirkung auf ERa hat sowie auch die ERa modulierte Gentranskription modulieren
kann (Bottner, Thelen, & Jarry, 2014; Lindberg et al., 2003). Sie vermuten, dass die
ERa0/ERR Ratio die Sensitivitat der Zellen und die biologische Antwort der Zelle auf
Ostrogene determiniert. Im Rahmen der Untersuchung der Wirkung von Vibration im
Hinblick auf die Knochenheilung bei alterem, osteoporotischem, frakturiertem Knochen
im Mausmodell postulierten Wehrle et al., dass ERI die negativen Effekte bzgl. der
Knochenheilung durch Hemmung des osteoanabolen Wnt/[3 Catenin Signalweges ver-
mittelt, wohingegen ERa aufgrund einer Hochregulation des ERa bei unveranderter
Regulation des ERR die osteoanabole Antwort vermittelt (Esther Wehrle et al., 2015).
Die Bedeutung des ER und Wnt Signalweges in Bezug auf die Mechanotransduktion
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hatten auch bereits Liedert et al. und Galea et al. beschrieben (Galea et al., 2013;
Liedert et al., 2010). Im Rahmen dieser Versuche in Bezug auf die Bedeutung von
Vibration zeigte sich der positive Effekt der Vibration jedoch im Speziellen bei ova-
riektomierten Mausen; bei Ostrogensubstitution oder erhaltener Ovarfunktion konnte

kein wesentlicher Benefit gezeigt werden (Esther Wehrle et al., 2015).

Insbesondere vergleichende Versuche an Zellen, die den ERa und 3 exprimieren im
Vergleich zu Zellen, welche nur den ERa exprimieren, lieRen auch die Theorie von
Modder (Modder, 2010) weiter untersuchen, welche besagt, dass ERp alleine nur eine
unwesentliche Rolle im Rahmen des Knochenaufbaus spielt und die entscheidende
Rolle des ERp in der Regulation der Aktivitat des ERa liegt. Hierbei ware auch interes-
sant, die einzelnen Isoformen des ER[ zu betrachten. Ogawa et al. (Ogawa et al.,
1998) beschrieben, wie ERB2 Uber ein ERE Reporter-Gen die Liganden-induzierte
ERa Transkriptionsaktivitdt hemmt, Zhao et al. (C. Zhao et al., 2007) beschrieben die
Unterdrickung ERa regulierter Gene, unter anderem Uber die Bildung von ERa/ER[B2
Heterodimeren. Es sind also auch innerhalb der unterschiedlichen Isoformen und der

Polymorphismen des ERf noch viele Fragen offen.

Anliegen dieser Arbeit war es, die Wirkungen der Ostrogenrezeptoren in Bezug auf die
Mechanosensitivitat zu eruieren und hierbei ein besonderes Augenmerk auf etwaige
Unterschiede in der Wirkung des ERa und 3 zu legen. Fir die Versuche stand mir eine
stabile Zelllinie mit ERa Uberexpression zur Verfiigung. Die Herstellung einer stabilen
Zelllinie, die den ERB Uberexprimiert, war eines der Ziele dieser Arbeit, um mit beiden
Zelllinien arbeiten und somit die zwei Ostrogenrezeptoren im Hinblick auf ihre Rolle

bei der Mechanotransduktion vergleichen zu kénnen.

5.1. Probleme bei der Herstellung von Tools

5.1.1ERa

Zunachst wurden unterschiedliche Versuche an der stabilen Zelllinie, die den ERa
Uberexprimiert, durchgefuhrt, um die Genexpression des ERa nach Modulation mit
Ostrogenen und Antidstrogenen in unterschiedlicher Konzentration zu untersuchen

(siehe auch 3.9.3). Da sich in der zunachst durchgefihrten Sequenzierung jedoch
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zeigte, dass die bestehenden ERa Sequenzen mehrere Fehler aufwiesen, wurden zu-
nachst durch basenspezifische Mutationen die entsprechenden Stellen verandert, so-
dass letztendlich eine ERa Sequenz entstand, die frei von Mutationen war. Dies konnte
anhand einer Sequenzierung bewiesen werden. Anhand dieser Sequenz konnten Ver-
suche gestartet werden, mit dem Ziel eine Zelllinie mit ERa Uberexpression als neues

Tool zu schaffen.

5.1.2. Herstellung einer stabilen Zelllinie mit ERB Uberexpression

Um die Funktion von ERa und ER in der Mechanotransduktion parallel zu untersu-
chen, war eines der Ziele dieser Arbeit die Etablierung eines neuen Tools im Sinne
einer stabilen Zelllinie, die den ER[B Uberexprimiert. Auf dem Boden beider stabiler
Zelllinien mit Uberexpression der Ostrgenrezeptoren a und B wollten wir Versuche
durchfiihren, bei denen ein gegebenenfalls unterschiedliches Verhalten beobachtet
werden sollte. Im Rahmen der Herstellung eines Tools zur Analyse der ERB-vermittel-
ten Mechanoresponsivitdt wurden uns in Zusammenarbeit mit der Universitats-Frau-
enklinik Wirzburg Endometriumzellen zur Verfiigung gestellt. Die Versuche der Amp-
lifikation der ERB cDNA blieben jedoch erfolglos. Es stellte sich heraus, dass es trotz
Austestung unterschiedlicher ERB-Primer und der Ausschopfung aller Moglichkeiten
in Bezug auf die Varianz der PCR-Bedingungen nicht moéglich war, eine erfolgreiche
PCR durchzufihren. Hierbei wurde auch versucht, tber die Verwendung unterschied-
licher Tag- und Pfu-Polymerasesysteme eine Verbesserung der Bedingungen herbei-
zufihren. Auch wurden die PCRs an unterschiedlichen PCR-Maschinen wie beispiels-
weise dem OPTICON durchgefiihrt, um eine Optimierung der Bedingungen zu errei-
chen. Auch die durchgefiihrten Sequenzierungen zeigten keine eindeutigen, positiven
Ergebnisse, sodass man letztendlich nicht sicher feststellen konnte, ob ERB in den
verwendeten Zellen exprimiert wird.

Um schliel3lich mit den Klonierungsarbeiten am ER[ beginnen zu kdnnen, wurde ein
ERP Klon bei imaGenes bestellt, der als Vektor den pBluesciptR aufwies. Der Leervek-
tor hatte eine GrofRe von 2998 bp, das Insert bestand aus der cDNA fiur ER.

Diese Sequenz wurde letztendlich nach Umklonierung in einen Uberexpressionsvektor
dazu benutzt, mittels Elektroporation eine stabile Zelllinie zu schaffen. Man muss fest-
stellen, dass die Uberprifung der Zellen beziiglich einer ERB Expression mittels Se-

guenzierung zu Beginn der Versuche intensiver hatte durchgefihrt worden mussen.
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Man héatte gegebenenfalls auf Zellen in anderen Organen ausweichen kdnnen, in de-
nen der ERB bekannt ist, so beispielsweise der Lunge, des Urogenitaltraktes oder des

cardiovaskularen Systems.

5.2 Auswirkungen der Ostrogenrezeptoren und von Ostradiol auf die Mechano-

transduktion und Interaktion von ERa und ERB

Die Versuche, welche nun folgend diskutiert werden sollen, wurden durchgefihrt, um
die eingangs erwahnte Frage nach dem Einfluss der Ostrogene auf die einzelnen Ost-
rogenrezeptoren und die damit verbundene Regulation auf Genebene sowie dem Ver-

halten der verschiedenen Ostrogenrezeptoren aufeinander weiter zu untersuchen.

5.2.1 Modulation von ERa- und ERB-Zellen mittels Ostrogen und Antidstrogen
(siehe auch 4.2.1)

Die Modulation von ERa- und ERB-Zellen erfolgte mittels Ostrogenen und Antidstro-
genen in unterschiedlichen Konzentrationen. AnschlieRend erfolgte die Uberprifung
der Genexpression von ERa und ER[ mittels PCR. Hierbei konnte nach Durchfiihrung
zahlreicher Versuche kein eindeutiges Verhalten der hMSC-TERT-ERa-Zellen auf die
jeweils unterschiedliche Modulation erkannt werden. Da die hMSC-TERT-Zellen eine
basale Expression des ERa besitzen, kam es teilweise auch bereits ohne Stimulation
zu einer Detektion der ERa-Expression. Ein typisches Ergebnis in vielen Versuchser-
gebnissen war eine Expressionssteigerung des ERa bei Modulation mit E2 (106 M)
und mit E2 (108 M) +IC1182-870. Eine Hochregulation der ERa-Expression bei Modu-
lation mit E2 (10¢ M) hatten wir erwartet. Bei gleichzeitiger Modulation mit Ostrogen
und Antidstrogen jedoch hatten wir nicht mit einer Aktivitatszunahme gerechnet, da wir
davon ausgingen, dass Antiéstrogene dem Effekt des Ostrogens entgegenwirken wiir-
den.

Bezuglich des ERB zeigten sich die Ergebnisse nach Modulation eindeutiger. Unter
Modulation mit E2 (10® M) und E2 (108 M) kam es zu einer Hochregulation der Ex-
pression, wahrend sich nach Modulation mit E2 (10 M) + IC1182870 (10 M) zunachst
etwas und nach Modulation mit E2 (108 M) + 1C1182870 (10® M) deutlich eine Aktivi-
tatsminderung einstellte. Diese Ergebnisse unterstitzen die Aussage, dass die Aktivi-

tat der Ostrogenrezeptoren bei Stimulation durch Ostradiol erhéht wird.
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Die Versuche zeigten letztendlich, dass zum einen die jeweilige stabile Expression
nicht sehr stark sein konnte und zum anderen die endogene Expression wesentlich
auf exogene Steroide reagierte, was sich im Sinne der geplanten Experimente sehr
storend auswirkte. Die Zellen wurden daher im Folgenden nicht weiter analysiert, wir

gingen auf transiente Uberexpressionsversuche in anderen Gastzellen tiber.

5.2.2 Effekte der transienten Uberexpression von ERa und ERB auf die Luci-
feraseaktivitat Ostrogen-responsiver Elemente (siehe auch 4.2.3)

Bezuglich der transienten Transfektion von HEK293-Zellen zeigte sich bei den Versu-
chen mit dem transfizierten Luciferase Leervektor pGL4.14 ein unerwartetes Ergebnis.
Hier zeigten die mit ER[ cotransfizierten HEK293-Zellen eine Aktivitatserhbhung unter
Modulation mit Ostrogenen, wahrend sich dieser Effekt nach Zugabe von Antidstroge-
nen erneut abschwéachte. Dieser Effekt konnte bei den mit ERa transfizierten Zellen
nicht nachgewiesen werden, denn hier zeigte die Modulation mit Ostrogenen unerwar-
tet eine Aktivitatsminderung. Dies deutet darauf hin, dass im Leervektor kryptische
responsive Bindungsstellen fir ER, jedoch nicht fir ERa vorhanden sind. Dieses Ver-
halten anderte sich bei den mit pGL4.14-ERE transfizierten Zellen und bestatigte hier
die Aussage, dass ERE eine zusatzliche Aktivitdtszunahme bei Vorhandensein von
Ostrogenen bewirkt.

Das unterschiedliche Verhalten der mit ERa und ER( transfizierten Zellen in diesen
Versuchen unterstiitzt die Hypothese, dass die beiden Ostrogenrezeptoren unter-
schiedliche Funktionen und Wirkungsweisen haben. Die jedoch von Ogawa et al.
(Ogawa et al., 1998) postulierte Hypothese, dass der ERB tiber Ostrogen-responsive
Elemente (ERE) die ligandeninduzierte Transkriptionsaktivitat des ERa hemmt, kann
in unseren Versuchen nicht vollstandig nachvollzogen werden. Die Versuche an mit
ERP cotransfizierten HEK-Zellen zeigen keine Aktivitatsminderung im Vergleich zu den
mit ERa cotransfizierten HEK-Zellen. Lediglich bei den Versuchen mit ERE+SSRE
cotransfizierten HEK-Zellen zeigt sich nach Modulation mit Ostrogenen eine Aktivitats-
minderung der ER cotransfizierten HEK-Zellen im Vergleich zu den ERa cotransfizier-
ten HEK-Zellen.

Diese Ergebnisse bestatigen die bisherigen Erkenntnisse, dass ERa und ERp teils
sehr unterschiedliche Aufgaben und Wirkungen aufweisen. Weiterhin kann man durch
diese Ergebnisse darauf schlieBen, dass die ERE- und ERE-SSRE-Elemente im
pGL4.14 Vektor funktionell sind.
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Die hier diskutierten Ergebnisse fuihrten zu der Einschéatzung, dass im Leervektor be-
reits unerwartet kryptische responsive Elemente vorlagen, die auf basale Modulation
mit Hormonen und Hormonantagonisten reagierten, so dass die weitere Analyse der
Vektoren mit den responsiven Elementen zwar Hinweise auf deren Aktivitat erbrachte,
die quantitative Wertung der Ergebnisse jedoch immer durch die Unsicherheit der sto-
renden kryptischen Elemente im Konstrukt erschwert wurde. Die Suche nach einem
geeigneten Leervektor musste somit weitergehen, was jedoch den zeitlichen Rahmen
dieser Arbeit gesprengt hatte und somit den weiterfihrenden Arbeiten im Labor Uber-

lassen blieb.

5.3 Dehnungsversuche

5.3.1 Ergebnisse der mechanischen Stimulation von primaren MSC nach Trans-
duktion von lentiviralen mechanoresponsiven Luciferase-Reporter-Konstrukten
(siehe auch 4.2.2.3)

Die Versuche wurden unter Verwendung von Konstrukten mit mechanosensitiven
responsiven Elementen durchgefuhrt, die die Luciferase-Expression beeinflussen.
Hierbei zeigte sich, dass die AP1- und SP1-responsiven Elemente durch zyklische
Dehnung induziert wurden, nachdem zyklisch Dehnung den stabilen hMSC-TERT zu-
gefugt worden war, bzw. konnte ebenso gezeigt werden, dass zyklische Dehnung die
lentiviral transduzierten SP1- und AP1-responsiven Elemente in primaren hMSC indu-
ziert. Die spezielle AP-1-Induktion konnte durch die Beigabe von Verapamil, einem
Ca?*-Kanal-Blocker, vollstandig blockiert werden, was daflrspricht, dass ein Kalzium-
einstrom fur die Mechanotransduktion und die nukledre Translokation des AP-1-Kom-
plexes unbedingt notwendig ist. Mit den geschaffenen hMSC-TERT-AP1- und hMSC-
TERT-SP1-Zelllinien wurde ein neues Tool geschaffen, mit welchem in Zukunft mdg-
licherweise ,Mechanosensitizer® bzw. ,Mechanoinhibitoren* im Rahmen der Mecha-
notransduktion getestet werden kénnen. Nach Abschluss dieser Arbeit wurden diese
Konstrukte auch im Folgenden bei verschiedenen Problemstellungen als Werkzeuge
verwendet und trugen zur erfolgreichen Publikation der Ergebnisse bei (L. Seefried, S.
Mueller-Deubert, et al., 2010).

Die Konstrukte mit ERE und ERE+SSRE als responsive Elemente erwiesen sich in

den ersten Versuchen ebenfalls als mechanoresponsiv, allerdings im Sinne einer
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Hemmung der Aktivitat. Dies erdffnete die interessante Mdglichkeit, dass dstradiolab-
hangige transkriptionelle Aktivitat durch Mechanotransduktion unter bestimmten Um-
standen hemmend auf die Expression bestimmter Zielgene wirkte. Sofern diese Hem-
mung anabol wirksame Prinzipien betrafe, wirden sich molekulare Zusammenhange
gerade auch im Sinne der negativen Ausirkungen von Vibration auf die Knochenhei-
lung bei hormonkompetenten Mausen erklaren lassen (E. Wehrle et al., 2014). Sofern
die Repression ein inhibitorisches Protein wie z.B. Sclerrostin betrafe, konnte sich hin-
gegen ein anaboler Effekt auch durch Repression erklaren lassen. Um aber diesen
Uberlegungen naherzukommen, mussten die einzelnen Komponenten wie ERov/B-Ex-
pression durch genetisches Engineering in den jeweiligen Zelllinien kontrollierbar dar-
gestellt werden, was letztlich durch die Probleme der Herstellung stabil exprimierender
Zellen zunéachst verhindert wurde. Im Folgenden soll dies noch einmal etwas ausfuhr-

licher diskutiert werden.

5.3.2Charakterisierung der stabilen mechanoresponsiven AP1l-, SP1-, SP1-
SSRE- und ERE-SSRE-Zelllinien (siehe auch 4.2.2.1)

Wie bereits unter 4.2.2.1 beschrieben zeigten sich bei den Versuchen mit den Repor-
terkonstrukten deutliche Aktivitatsunterschiede vor und nach Dehnung. Bei den Ver-
suchen mit transfizierten AP-1, AP-1+SSRE und SP-1 kam es zu deutlichen Aktivitats-
zunahmen. Uberraschend zeigte sich hierbei die eindeutige Aktivititsminderung bei
Transfektion mit ERE und ERE+SSRE, da wir bei ERE als Ostrogen-responsivem Ele-
ment eine Aktivitatszunahme erwartet hatten. Damit ist eine Responsivitat der Ele-
mente auf mechanische Stimulation aber jedenfalls dargestellt, die im oben diskutier-
ten Sinne wirksam werden kdnnte. Die mdglichen antagonistischen Aktivitaten der bei-
den klassischen Ostrogenrezeptoren und nicht zuletzt auch die Moglichkeiten der Er-
hohung der Komplexitat durch membranassoziierte Rezeptoren erschweren die wei-
tere Aufklarung jedoch erheblich.

Die Aussage von Levy et al. (Levy et al., 2008), dass die meisten Gene, die Uber ERa
reguliert werden, Giber den nicht-klassischen Weg des genomischen Signalweges tber
Transkriptionsfaktoren moduliert werden und nur 11% ERE als responsives Element
aufweisen, kann eine Erklarung daftr sein, warum sich in Versuchen ERE nicht immer
eindeutig als aktivitatsfordernd zeigt. Des Weiteren kann die hier beobachtete Tatsa-
che ein Hinweis darauf sein, dass die Ostrogen-Wirkung hier vor allem tiber den nicht-

genomischen Signalweg stattfindet, bei welcher EREs keine Rolle spielen. Laut
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Kousteni et al. (Kousteni et al., 2001) erhéht Dehnung beim nicht-genomischen Sig-
nalweg die Anzahl der Zellen, die mit einer nuklearen ERK-Akkumulation einhergehen
um 100% und wuirde die beschriebenen Versuchsergebnisse in diesem Fall unterstit-
zen. Es ist zudem theoretisch keineswegs auszuschlieBen, dass tiber Ostrogenrezep-
toren im speziellen Promoterkontext auch repressive Aktivitat vermittelt wird, die durch
Mechanotransduktion unterstitzt wird. Wenn die Unterdriickung der RANKL-Produk-

tion eine mechanoresponsive Komponente beinhaltet, ware dies eine solche Situation.

Die Ergebnisse kénnten im klinischen Alltag insbesondere bei der nicht-postmenopau-
salen Osteoporose von Interesse sein, sollte sich weiterhin bestatigen, dass ERR als
negativer Modulator fungiert und hier eine selektive Blockade des ERI3 medikamentds
erreicht werden kann. Im Rahmen der Therapie der postmenopausalen Osteoporose
ist der Effekt interessant, da hier ja ein Defizit an Ostrogenen zugrundeliegt und im
Rahmen der hormonellen Substitution von Interesse ware, lediglich den ERa zu akti-
vieren. Die Ergebnisse im Rahmen der Dehnungsversuche unterstiitzen weiterhin die
Theorie, dass Dehnung im klinischen Sinne von Mobilisation, Kraft- und Dehnungsu-
bungen sowie Vibrationstrainig weiterhin eine grof3e Rolle bei der Pravention und Be-
handlung der Osteoporose spielt und im Rahmen der klinischen Therapie unbedingt
umgesetzt werden sollte.

Im Bereich Mechanotransduktion sind noch viele Fragen ungeklart, nicht zuletzt die
Fragen der Frequenz und Amplitude von Dehnungsreizen, die physiologisch sind und
solcher, die ggf. pathologische Auswirkungen haben. Weitere Untersuchungen der
molekularen Effekte von Ostrogenrezeptoren und ihrer spezifischen Liganden sollten
klaren, in welchen Situationen eine Therapie mit Krafteinleitung z.B. durch Vibration
fur die Knochenregeneration unterstiitzend oder gar hemmend wirkt. Frakturheilungs-
modelle kdnnen hierbei eine wichtige Rolle spielen. Diese Untersuchungen erscheinen
umso wichtiger als sich bereits viele Gerate auf dem Markt befinden, deren Effekt im
Individualfall (z.B. Unterschiede zwischen Pra- und Postmenopause) nur schlecht
Uberpruft ist (Esther Wehrle et al., 2015; E. Wehrle et al., 2014).
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6 Zusammenfassung

Die molekulare Klarung der Einflisse von ERa und B ist unverandert von grof3er Klini-
scher Bedeutung. Die Herstellung stabiler Zelllinien mit Uberexpression von Reporter-
genkonstrukten und Rezeptoren kann dabei hilfreich sein. In dieser Arbeit wurde eine
stabile Zelllinie mit Uberexpression von ERP etabliert, und die Effekte von zyklischer
Dehnung auf Reportergenexpression unter der Kontrolle von mechanosensitiven
responsiven Elementen wurden charakterisiert. Das verwendete System der Dehnung
von Zellen in-vitro war bezogen auf die Untersuchung der bekanntermaf3en mechano-
responsiven Trankriptionsfaktor-Komplexe AP-1 und SP-1 funktionell, und erste Er-
gebnisse konnten auch zeigen, dass Ostrogen-Rezeptor-responsive DNA-Elemente
tatsachlich auf Dehnung von Zellen ansprechen. Die charakterisierten Elemente hat-
ten dabei eine hemmende Wirkung. Diese Erkenntnis kann fur zukiinftige Forschung
verwendet werden und ist sehr hilfreich bei der zukunftigen Herstellung von moleku-
larbiologischen Werkzeugen zur Untersuchung der Einflisse weiblicher Sexualhor-
mone auf die Mechanotransduktion. Der Versuch, das komplexe Regelwerk der Ost-
rogen-vermittelten Genregulation durch ,genetic engineering” nachzustellen trifft je-
doch auf unerwartet viele technische Probleme. Im Rahmen der Manoverkritik des
Vorgehens bei der Herstellung solcher Tools muss festgestellt werden, dass die mo-
lekulare Uberpriifung der hergestellten Werkzeuge in vielfacher Hinsicht offenbar nicht
intensiv genug sein kann und dass bestimmte Fehlermdglichkeiten nach jedem Schritt
erneut hinterfragt werden mussen. Verwendete Vektor-Sequenzen kdnnen durch kryp-
tische hormonresponsive Elemente die geplanten Experimente unmdglich machen, in-
serierte Sequenzen kénnen immer wieder Mutationen aufnehmen und die Effekte des
~.genetic engineering” kdnnen im Lauf der experimentellen Verfahren auch wieder ver-
loren gehen. Die Rolle von Ostrogen-responsiven Elementen konnte in unseren Ver-
suchen in Verbindung mit Mechanotransduktion zwar im Prinzip eindeutig nachvollzo-
gen werden, zukunftige Forschung wird jedoch noch viele weiteren Schritte benétigen,
um die unterschiedlichen Komplexitdtsebenen der Steroidhormon-Wirkung aufzukla-
ren. Allein die Ergebnisse am Versuchstier zu den negativen versus positiven Auswir-
kungen von Ganzkdrpervibration auf die Knochenheilung in Anwesenheit respektive
Abwesenheit weiblicher Sexualhormone sprechen dafiir, dass die hormonelle Modu-
lation der Effekte von Training auf den Knochen von grof3er klinischer Bedeutung ist.
Der Verlust der Produktion von Sexualhomonen in der Menopause der Frau ist einer
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der wichtigsten Risikofaktoren fiir die Osteoporose. Ostrogenrezeptoren sind unveran-
dert sehr geeignete Targets fur die Entwicklung von Medikamenten wie z.B. die selekt-
ven Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERMs), die sehr spezifisch designt werden
konnen beziglich der Rezeptor-Spezifitat und der Anderung der Rezeptor-Konfigura-
tion. Die Uberprifung der Auswirkungen der jeweiligen Designer-Steroide auf die Me-
chanotransduktion und damit das Ansprechen der Gewebe auf Training und Bewe-
gung sollte dabei unbedingt mitbericksichtigt werden.
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7 Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AF-1und 2 Aktivierungsfunktion 1 und 2

AP-1 activator protein 1

AS Aminoséure

BMD bone mineral density

BMP bonemorphogenetic proteins

BMU bone multicellular unit

bp Basenpaare

COX-2 Cyclooxygenase-2

CSF-1 macrophage colony stimulating factor
DBD DNA bindende Domaine

DEXA Dual-Energy-X-Ray-Absorptiometrie
DHT Dihydrotestosteron

DXA Dual-X-Ray-Absorptiometrie

E2 Ostradiol

ERE estrogen response element

ESR Ostrogenrezeptor

GPCR G-Protein gekoppelte Rezeptoren
HEK 293 human embryonic kidney cells (menschliche embryonale

Nierenzellen)

ICI 182,780 Fulvestrant (Antidstrogen)

IGF-1, -2 insulinlike growth factor-1 u. -2

IL Interkleukin

LBD Ligandenbindende Doméane

LB- Medium lysogeny broth

LRP lipoprotein-related proteins

MSC mesenchymal stem cells (mesenchymale Stammzellen)

NFxB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells

NO nitric oxide (Stickstoffoxid)
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