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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Knochenhomdostase

Der Knochen ist ein vielseitiges Gewebe, das nicht nur als Grundstruktur des
menschlichen Skeletts dient und innere Organe sowie Gehirn und Riickenmark schiitzt,
sondern auch eine bedeutende Rolle als Mineraldepot und Regulator des
Kalziumhaushalts spielt, indem es Gber 99 % des im Koérper vorkommenden Kalziums
speichert, bei Bedarf in die Blutbahn abgibt oder es aus ihr aufnimmt. Von besonderer
Bedeutung ist auRerdem das Knochenmark. Hier spielt sich die Himatopoese ab, die
Bildung von Blut- und Abwehrzellen (Huppelsberg und Walter 2003).

Von auBen erscheint der Knochen aufgrund seiner Festigkeit als starres Gebilde, doch er
unterliegt einem stetigen Umbau, der durch zahlreiche Faktoren beeinflusst wird
(Harada und Rodan 2003). Auf diese Weise kann sich das Knochengewebe an
wechselnde Bedingungen anpassen, die nicht nur wahrend der Wachstumsphase im
Kindes- und Jugendalter auftreten, sondern bis ins hohe Alter. So fiihrt beispielsweise
Immobilitdt zu einem erhohten Knochenabbau, wahrend sportliche Belastungen den
Aufbau und die Festigkeit des Knochens fordern (Minaire 1989; Krglner und Toft 1983;
Smith, JR. et al. 1981). Auch hormonelle, metabolische, nutritive und pharmakologische
Einfllisse spielen fir die Knochenhomoostase eine wichtige Rolle (Harada und Rodan
2003). Der Knochenmetabolismus unterliegt fein aufeinander abgestimmten Prozessen,

deren Ungleichgewicht Pathologien zur Folge haben kann.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Einfliisse auf die Knochenhoméostase

Diese Graphik zeigt sowohl physiologische (blau), als auch pharmakologische (violett)
Stimulantien und Inhibitoren des Knochenmetabolismus. Die relative Stérke des Einflusses
entspricht, sofern bekannt, der Dicke der Pfeile. Abklirzungen: BMP: bone morphogenetic
protein(s); BP: Bisphosphonat; PTH: Parathormon; SOST: Sklerostin; SERM: selective oestrogen-
receptor modulator; Wnt: Wingless und Int1. Verdndert nach Harada und Rodan (2003).

Fir das Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und -abbau sind maRgeblich drei
Zellarten zustandig. Man unterscheidet hierbei die Knochen aufbauenden Zellen
(Osteoblasten) von Zellen, die Knochensubstanz abbauen (Osteoklasten) und
Regulatoren der beiden Prozesse (Osteozyten).

Osteoklasten (OC) stammen von hamatopoetischen Stammzellen ab und sind
spezialisierte, mehrkernige Makrophagen, die durch Fusion mehrerer Vorlduferzellen
der Monozyten/ Makrophagen-Familie entstehen (Teitelbaum 2000) (Abbildung 2 A).
Fiir ihre Differenzierung sind M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) sowie
RANKL (receptor for activation of nuclear factor kappa B ligand) von groRer Bedeutung
(Takahashi et al. 1999; Tsurukai et al. 2000). Beide Substanzen werden von Osteoblasten
sezerniert, wie auch Osteoprotegerin (OPG), das als Gegenspieler von RANKL agiert
(Burgess et al. 1999; Kostenuik und Shalhoub 2001). Nach erfolgreicher Differenzierung
lagern sich die Osteoklasten an die Knochenmatrix an und verdndern ihre
Zellmorphologie: Sie bilden an der Knochen-zugewandten Seite einen Birstensaum, in

dem zahlreiche H*-ATPasen enthalten sind. Auf diese Weise wird ein saures Milieu



Einleitung

zwischen Osteoklast und Knochenoberflache erzeugt, welches die Knochenmatrix
aufzulésen vermag (Teitelbaum 2000; Blair et al. 1989). Dieser Prozess ist fir den
physiologischen Umbau des Knochens von groRer Bedeutung, kann bei pathologischer
Uberaktivitit jedoch zu schwerwiegenden Krankheiten fiihren.

Den Gegenpart zu den Osteoklasten spielen die Osteoblasten (OB). Sie sezernieren die
Komponenten der extrazellularen Matrix, welche auch Knochengrundsubstanz oder
Osteoid genannt wird. Osteoblasten differenzieren aus mesenchymalen Stammzellen,
die auch Chondrozyten, Adipozyten und Myoblasten als Vorlduferzellen dienen (Harada
und Rodan 2003) (Abbildung 2 B). Welche der genannten Zellen sich aus den
Stammazellen entwickelt, hangt von verschiedenen Faktoren ab. Eine wichtige Rolle fir
die Differenzierung zu Osteoblasten spielt dabei der Transkriptionsfaktor RUNX2 (Runt-
related transcription factor 2). Er ist ein zentraler Faktor flr das osteogene Commitment,
der im Zusammenspiel mit BMP (bone morphogenic proteins)- und Wnt (Wingless und
Int1)-Signalwegen die Osteoblastogenese aktiviert (Lian et al. 2006; Bae et al. 2007)
(siehe Abbildung 1 und Abbildung 2B). Eine erfolgreiche Differenzierung zu Osteoblasten
kann man anhand verschiedener Marker feststellen. Zu den friihen Markerproteinen der
Osteoblastogenese zahlen die Alkalische Phosphatase (ALP) und Kollagen 1 (COL1).
Beide Proteine sind wichtig fur die Synthese der Knochenmatrix (Murshed et al. 2005).
Reife Osteoblasten sezernieren zudem Regulatoren der Matrixmineralisierung wie
Osteocalcin (OCN) oder Osteopontin (OPN) (Eriksen 2010).

Nach vollstandiger Mineralisierung geht ein GroRteil der Osteoblasten in Apoptose.
Einige jedoch entwickeln sich zu Knochenwandzellen, die die Oberflache des Knochens
auskleiden, oder zu Osteozyten, welche als Regulatoren der Knochenhomdostase gelten
(Eriksen 2010; Bonewald 2007). Letztere dndern ihre Zellform und bilden Fortsatze aus,
Uber die sie ein Kommunikationsnetzwerk bilden. Auf diese Weise stehen sie in Kontakt
mit Osteoblasten, dem Knochenmark und dem GefdaRendothel (Dallas et al. 2013; Veno
et al. 2007). Dadurch konnen sie sowohl die Differenzierung der mesenchymalen
Stammazellen, als auch die Osteoklastogenese steuern (Suswillo et al. 2017; Burger et al.

2003)
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Abbildung 2: Differenzierungsprozesse der verschiedenen Knochenzellen

Férdernde Einfliisse sind griin, hemmende rot gekennzeichnet. In Kdsten sind Gene/ Hormone
beschrieben, die Einfliisse auf Signalwege der Differenzierung ausiiben. A) Differenzierung von
hdmatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark zu Osteoklasten. M-CSF ist fiir das
Uberleben und die Proliferation von Makrophagen notwendig. Die Interaktion von RANKL (in
Osteoblasten exprimiert) und RANK (auf Makrophagen) initiiert die Differenzierung von
Makrophagen zu Osteoklasten und wird durch Osteoprotegerin (OPG) und INPP4B gehemmt. B)
Osteoblasten entwickeln sich, wie auch Chondrozyten, Adipozyten und Myoblasten, aus
mesenchymalen Stammzellen (MSC). Fiir die Osteoblastogenese sind der BMP- sowie der Wnt-
Signalweg von Bedeutung. RUNX2 ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor fiir die Differenzierung.
PTH/ PTHLH und FGFR3 férdern die Differenzierung von MSC zu (Prd-) Osteoblasten, wobei
FGFR3 gleichzeitig hemmend auf reife Osteoblasten wirkt (Su et al. 2009). Auch FOSL1 scheint
ein wichtiger Faktor fiir die Osteoblastenreifung zu sein. Zudem sind die verschiedenen
Markerproteine dargestellt: Alkalische Phosphatase (ALP) und Kollagen 1 (COL1) sind friihe
Marker der Osteoblastogenese, Osteopontin (OPN) und Osteocalcin (OCN) sind spdte Marker, da
sie erst von reifen Osteoblasten sekretiert werden. Abbildung A nach Vacher (2013), Abbildung
B nach Baron und Rawadi (2007) und Harada und Rodan (2003).
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1.1.1 Interaktion zwischen Endothel und Knochengewebe

Das Endothel steht nicht nur in Kontakt mit Osteozyten, sondern spielt dariiber hinaus
eine bedeutende Rolle in der Entwicklung, Aufrechterhaltung und Erneuerung von
Knochengewebe. Uber das Endothel werden Sauerstoff, Nihrstoffe, Hormone und
weitere Botenstoffe zu den Knochenzellen transportiert, wodurch es essentiell fiir das
Uberleben des Gewebes, die Signalweiterleitung und Homdostase ist (Schmid et al.
1997). Doch hangen Endothel- und Knochenzellen noch enger zusammen als durch den
Transport von Nahr- und Botenstoffen. So zeichnen sich Endothelzellen durch die
Expression von M-CSF, RANKL und OPG aus, die fur die Osteoklastendifferenzierung von
Bedeutung sind und auch von Osteoblasten sezerniert werden (Collin-Osdoby et al.
2001; Clinton et al. 1992). Gleichzeitig beeinflussen sie die Osteoblastogenese lber
BMP-Signalwege (Matsubara et al. 2012; Bouletreau et al. 2002). Es wurden zudem
spezifizierte Endothelien entdeckt, die fir die Kopplung von Angiogenese und
Osteogenese eine wichtige Rolle spielen und offenbar die Knochenstruktur beeinflussen
(Kusumbe et al. 2014). Fur einen weiteren spezifischen Endothel-Subtyp konnte gezeigt
werden, dass durch ihn Zellen der Osteoblasten-Linie stimuliert werden. Zudem wiesen
Mause mit mutiertem endothelialen Integrin 1 ein signifikant reduziertes
Knochenvolumen auf (Langen et al. 2017). Interessant ist auch der Zusammenhang
zwischen Osteoporose und vaskularer Kalzifizierung. Ye et al. (2016) zeigten in einer
Metaanalyse, dass eine verminderte Knochendichte ein unabhangiger Risikofaktor fir
die Entwicklung einer Arteriosklerose bei alten Menschen ist. Gestiitzt wird diese These
dadurch, dass OPG-defiziente Mause nicht nur an Osteoporose leiden, sondern zudem

an arterieller Verkalkung (Min et al. 2000).

1.1.2 Hormonelle Beeinflussung der Knochenhomoostase

Auch Hormone sind fir die Integritdt von Endothel und Knochengewebe von groRer
Bedeutung. Eines, das durch seine komplexe Wirkung auf den Knochen hervorsticht, ist
das Parathormon (PTH) mit seinem lokal wirkenden Faktor PTHLH/ PTHrP (parathyroid
hormone like hormone, auch genannt parathyroid related protein). Bei intermittierender
Gabe wird PTH und PTHLH ein fordernder Effekt auf die Osteoblastogenese

zugeschrieben, indem RUNX2 vermehrt exprimiert und damit die Differenzierung von
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mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten vorangetrieben wird (Krishnan et al.
2003; Jilka 2007) (siehe Abbildung 2). Eine kontinuierliche Gabe fiihrt hingegen zum
vermehrten Abbau des Knochens (Ma et al. 2001).

Daneben haben Sexualhormone eine wichtige Funktion fiir den Knochenstoffwechsel.
So wirken Androgene férdernd auf den Knochenaufbau, Ostrogene hingegen hemmen
den Knochenabbau, wodurch beide Hormone zu einer positiven Knochenbilanz
beitragen. Nach der Menopause sinkt bei Frauen der Ostrogenspiegel jedoch ab, womit
der hemmende Effekt auf den Knochenabbau vermindert wird. Dieser Prozess tragt zur
hohen Pravalenz der Osteoporose bei, die bei Frauen in der Postmenopause deutlich

haufiger auftritt als bei Mannern (RKI 2009).

1.1.3 Erkrankungen durch Stérung des Knochenmetabolismus

Die fein aufeinander abgestimmten Prozesse, die einen gesunden
Knochenmetabolismus gewahrleisten, kénnen durch zahlreiche Faktoren gestort
werden. Zum einen kénnen sich hormonelle Umstellungen negativ auswirken. Aber
auch Mutationen in Genen, die am Knochenumsatz beteiligt sind sowie eine
verminderte Aufnahme oder Metabolisierung wichtiger Stoffe wie Kalzium und
Vitamin D kdnnen Pathologien des Knochens zur Folge haben.

In manchen Féllen fihren die Knochenhomdostase beeinflussende Erkrankungen zu
UberschieBendem Knochenwachstum, wie man es beim Krankheitsbild der
Osteopetrose sehen kann. Haufig kommt es auch zu einer Verminderung der
Knochenbildung, beziehungsweise erhéhtem Knochenabbau, wie im Fall der
Osteoporose. Diese stellt ein weit verbreitetes Gesundheitsproblem dar und wird von
der WHO als eine der bedeutendsten Krankheiten eingestuft (DOUV 2009). Der
Erkrankung liegen eine verminderte Knochendichte sowie eine Verschlechterung der
Mikroarchitektur des Knochens zugrunde. Dies flihrt zu einer erhéhten Frakturneigung
schon bei geringer Belastung. Tritt aufgrund von osteoporotisch bedingtem
Knochenschwund eine Fraktur auf, spricht man von ,manifester Osteoporose” (DVO
2014). Die Pravalenz der Erkrankung belduft sich bei Frauen im Alter von 50 - 64 Jahren
auf 9 %, jedoch nimmt die Haufigkeit ab einem Alter von 65 Jahren auf 24,5 % zu, was

mit dem verminderten Ostrogenspiegel in der Postmenopause zusammenhéingt. Bei
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Mannern liegt die Pravalenz im Mittel bei 5,2 %. Allerdings ist hier ein vergleichbarer
Anstieg der Pravalenz im Alter nicht zu erkennen (RKI 2009). Die osteoporotischen
Knochenbriiche fiihren zu Einschrankungen der Lebensqualitdt sowie zu einer erhdéhten
Mortalitat: Innerhalb eines Jahres stirbt fast ein Viertel der betagten Patienten mit
Oberschenkelfraktur. Zudem folgt fiir viele Patienten ein Leben in Pflegebedirftigkeit
und sozialer Isolation (Minne et al. 2003). Doch neben der Osteoporose gibt es noch
weitere Erkrankungen, die durch einen katabolen Knochenstoffwechsel gekennzeichnet
sind. Dazu zdhlen die Osteopathien wie der Morbus Paget, welchen meist eine
Fehlsteuerung der Osteoklastentatigkeit mit darauf folgendem Knochenabbau zugrunde
liegt (Bartl et al. 2008).

Aufgrund der zahlreichen und oft schweren Erkrankungen, die Stérungen der
Knochenhomoostase zur Folge haben, wurden Therapien entwickelt, um diesen
Pathologien entgegenzuwirken. Dazu zahlen unter anderem Bisphosphonate, die gegen

katabole Stérungen des Knochenmetabolismus eingesetzt werden.

1.2 Bisphosphonate

Bisphosphonate (BP) wirken antiresorptiv auf den Knochenstoffwechsel, wodurch sie
die Knochenmasse erhalten und die Mineralisierung steigern. Neuere Arbeiten zeigen
zudem, dass gewisse anabole Wirkungen moglich sind (Gong et al. 2016).
Bisphosphonate wurden bereits 1894 von dem deutschen Apotheker und Chemiker
Theodor Salzer entdeckt und 1896 von Hans von Baeyer erstmals chemisch analysiert.
Zunichst wurde die Substanz in der Textil- und Olindustrie als Korrosionsschutzmittel
und Komplexbildner eingesetzt (Petroianu 2011), bis in den 1960er Jahren der
medizinische Nutzen der Bisphosphonate erkannt wurde (FLEISCH und BISAZ 1962). Die
Substanzgruppe wurde seitdem stetig weiterentwickelt und wird heute gegen

zahlreiche Krankheiten eingesetzt.

1.2.1 Aufbau und Wirkungsweise der Bisphosphonate

Chemisch sind Bisphosphonate Analoga des Pyrophosphats, bei denen der Sauerstoff

der P — O — P-Bindung durch Kohlenstoff ersetzt wurde (P — C — P-Bindung, siehe
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Abbildung 3 A). Diese Bindung ist chemisch stabil und resistent gegentiber chemischer
sowie enzymatischer Hydrolyse (Dunstan et al. 2007).

Die pharmakologische Wirkungsweise der Bisphosphonate beruht unter anderem auf
ihrer Anlagerung im Knochengewebe. Mit hoher Affinitdt lagern sie sich an die
Resorptionslakunen arrodierter Knochenoberfliche im sauren Milieu unter den
Osteoklasten und werden mittels Phagozytose von ihnen aufgenommen (Abbildung 3 B)

(Sato et al. 1991; Thompson et al. 2006).
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Abbildung 3: Chemische Struktur und Wirkung der Bisphosphonate auf Osteoklasten

A) Chemische Struktur von Pyrophosphat und Grundstruktur der Bisphosphonate. B)
Bisphosphonate (gelb) lagern sich durch Bindung an Knochenmineral in den Resorptionslakunen
der Osteoklasten an. Diese l6sen die gebundenen Bisphosphonate durch Ansduerung und
nehmen sie per Endozytose auf, was zu Funktionshemmung und Apoptose der Osteoklasten fiihrt
(Lindsay 2002).

Nach Aufnahme in die Zellen stéren die Bisphosphonate deren Funktion durch
Hemmung wichtiger Enzyme. Stickstofffreie Bisphosphonate (non-N-BP) der ersten

Generation, wie Etidronat oder Clodronat, werden zu zytotoxischen, nicht
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hydrolysierbaren ATP-Analoga (Adenosin-5-(B,y-dichloromethylen)-Triphosphat, kurz
AppCp) metabolisiert. Diese hemmen die ANT (mitochondriale Adenin-Nukleotid-
Translokase) und fiihren wahrscheinlich auf diese Weise den Zelltod der Osteoklasten
herbei (Frith et al. 1997; Lehenkari et al. 2002) (siehe Abbildung 4).

Bisphosphonate der spateren Generationen, die Stickstoff in ihrer Struktur enthalten
(N-BP, z.B. Pamidronat, lIbandronat und Zoledronat), besitzen hingegen einen
zweifachen Wirkmechanismus. Einerseits hemmen sie FDPS (Farnesyl-Diphosphat-
Synthase) und GGPPS (Geranylgeranyl-Pyrophosphat-Synthase) (van Beek et al. 1999;
Guo et al. 2007). Beide Enzyme sind Teile des Mevalonatstoffwechsels. Durch ihren
Wirkungsverlust fehlt die Prenylierung von Farnesyl- und Geranylgeranylpyrophosphat
(Luckman et al. 2005). Auf diese Weise kommt es zu einer Fehlsteuerung der kleinen G-
Proteine Cdc42, Rho, Rac, Ras und Rab, die eine bedeutende Rolle fiir die
Signaltransduktion spielen und zahlreiche Prozesse wie die Organisation des
Zytoskeletts oder Apoptose steuern (Coxon und Rogers 2003). Andererseits kommt es
durch Hemmung der FDPS zur Anreicherung von IPP (Isopentenylpyrophosphat). IPP
bildet in Verbindung mit AMP das zytotoxische ATP-Analogon Apppl (Triphosphorsaure-
1-Adenosin-5"yl ester 3-(3-methylbut-3-enyl) ester). Wie auch durch die metabolisierten
stickstofffreien Bisphosphonate hemmt Apppl die ANT und fordert damit die Apoptose
der Osteoklasten (Monkkonen et al. 2005) (siehe Abbildung 4).

Die Wirkungsweise der Bisphosphonate wurde bisher hauptsachlich auf die zellularen
Vorgange in Osteoklasten bezogen, doch moglicherweise beruht sie zudem auf der
Aktivierung von Osteoblasten, wobei nicht gesichert ist, dass klinisch die notwendigen
Konzentrationen im Gewebe erreichbar sind. So konnte gezeigt werden, dass
stickstoffhaltige Bisphosphonate die Proliferation mesenchymaler Stammzellen aus
dem Knochenmark fordern und ihre Differenzierung zu Osteoblasten veranlassen
(Knoch et al. 2005; Im et al. 2004): Die Inhibition des Mevalonatstoffwechselwegs und
verminderte Prenylierung kleiner G-Proteine fordert die Osteoblastogenese, indem
BMP-2, VEGF, OCN, ALP und RUNX2 hochreguliert werden (Mo et al. 2012) (siehe
Abbildung 4). Auch wenn klinisch relevante Effekte der Bisphosphonate auf andere
Zellen oft angezweifelt werden, so gibt es doch eindeutige Hinweise darauf, dass

Menschen, die in ihrem Leben liber mehrere Jahre mit Bisphosphonaten behandelt
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worden sind, langer leben. Theoretisch lieRe sich das mit dem Einfluss auf die
Prenylierung von Lamin A erkldren, das mit der Alterung in Verbindung gebracht wird

(Gordon et al. 2014; Peng et al. 2016; Bolland et al. 2010).
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Abbildung 4: Molekulare Wirkungsweise verschiedener Bisphosphonatgruppen

Bisphosphonate werden anhand der An- oder Abwesenheit eines Stickstoffatoms in ihrer Rx-
Seitenkette eingeteilt: Stickstoffhaltige (N-BP) und stickstofffreie Bisphosphonate (non-N-BP).
Non-N-BPs wie Etidronat werden zu nicht-hydrolysierbaren zytotoxischen ATP-Analoga (AppCp)
metabolisiert. N-BPs wie Zoledronat hemmen, wie auch Statine, Schliisselenzyme des
Mevalonatstoffwechsels (Statine: HMG-CoA-Reduktase, N-BP: FDPS (Farnesyldiphosphat-
Synthase) und GGPPS (Geranylgeranyl- Pyrophosphat-Synthase)). Auf diese Weise kommt es zu
einer fehlenden Prenylierung kleiner G-Proteine sowie einer Akkumulation von IPP
(Isopentanylpyrophosphat), welches zum zytotoxischen ATP-Analogon Apppl umgewandelt wird.
Dadurch wird die Osteoklastenaktivitidt vermindert und die Osteoblastogenese geférdert. Nach
Clézardin (2011).

1.2.2 Klinische Anwendung und Nebenwirkungen von BP

Klinische Anwendung finden Bisphosphonate neben den Erkrankungen im
Knochenstoffwechsel auch in anderen Bereichen. Zwar stellt die Osteoporose eines der
wichtigsten Anwendungsgebiete dar, doch gewinnen auch weitere Bereiche an

Bedeutung. Hierzu zahlt beispielsweise die Onkologie. So werden Bisphosphonate gegen
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die Skelettdestruktion beim Multiplen Myelom sowie bei Knochenmetastasen
eingesetzt (Lee et al. 2017; Nooh et al. 2017). Des Weiteren werden Bisphosphonate
beim komplexen regionalen Schmerzsyndrom (,Morbus Sudeck”) eingesetzt, was eine
Verbesserung der Symptomatik verspricht (Schott 1997). Auch in der Endoprothetik
finden Bisphosphonate in der Prdvention von Prothesenlockerung und zur
Aufrechterhaltung der periprothetischen Knochendichte praklinische Anwendung,
klinisch gibt es aber bisher weder eine Zulassung noch eine routinemaBige Verordnung
(Bartl et al. 2008; Hilding und Aspenberg 2007).

Doch neben ihren nitzlichen Effekten birgt die Therapie mit Bisphosphonaten auch
zahlreiche Nebenwirkungen. Dazu zdhlen gastrointestinale Beschwerden, die bei
2 - 10 % der Patienten auftreten, sowie Akute-Phase-Reaktionen, die innerhalb von 24
Stunden nach erstmaliger intravenodser Gabe eines stickstoffhaltigen Bisphosphonats
hervorgerufen werden koénnen (FLEISCH 2003). Auch auf eine ausreichend gute
Nierenfunktion muss vor der Applikation eines intravendsen Bisphosphonats geachtet
werden, um ein akutes Nierenversagen zu vermeiden (Bartl et al. 2008). Als schwerste
Nebenwirkung gilt die Bisphosphonat-assoziierte Kiefernekrose, welche vor allem unter
hoch dosierter Langzeittherapie mit Zoledronat oder Pamidronat bei
immunsupprimierten Tumorpatienten auftritt (Felsenberg et al. 2006). Die Applikation
von Bisphosphonaten sollte daher unter strenger Indikationsstellung und
Berlicksichtigung des individuellen Gesundheitszustands erfolgen. Auch die
Einnahmevorschriften sollten genau beachtet werden, um das Risiko fir

Nebenwirkungen zu reduzieren.

1.2.3 Off-Target Effekte der Statine

Neben den Bisphosphonaten gibt es jedoch noch weitere Medikamente, die sich durch
ihre moglicherweise positive Wirkung auf den Knochen auszeichnen. Zu diesen zahlen
Statine, die urspriinglich als Lipidsenker konzipiert wurden und nach wie vor nur hierfiir
zugelassen sind und angewendet werden. Sehr lange wurden aufgrund eines dhnlichen
Wirkungsmechanismus mogliche Effekte auf den Knochen diskutiert, aber die Studien
lieferten inkonsistente Ergebnisse. In einer groflen Metaanalyse (An et al., 2017)

konnten nun doch einige signifikante Ergebnisse wie die Reduktion des
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Gesamtfrakturrisikos und Erhdhung der Knochendichte in sehr grolRen
Patientenpopulationen gezeigt werden. Diese positiven Effekte scheinen jedoch starker
auf Manner zu wirken als auf Frauen.

Darliber hinaus fordern einige Statine osteogene Signalwege in vitro indem sie, wie fir
Bisphosphonate bereits beschrieben, BMP-2, VEGF, RUNX2, ALP, OCN und OPG
induzieren, wahrend sie RANKL inhibieren. In vivo konnte bereits gezeigt werden, dass
sie die Knochenbildung fordern , die Resorption und RANKL inhibieren, sowie fordernd
auf ALP-Aktivitat, BMP-Expression und OCN wirken (Cho et al. 2010; Maeda et al. 2004;
Tsubaki et al. 2012; Li et al. 2003; Ayukawa et al. 2009). Statine greifen, wie auch
stickstoffhaltige Bisphosphonate, in den Mevalonatstoffwechsel ein, indem sie das
weiter upstream der FDPS liegende Schliisselenzym, die Hydroxymethylglutaryl-
CoenzymA-Reduktase (HMGCR) kompetitiv hemmen. Dadurch werden, wie auch durch
die Hemmung der FDPS durch Bisphosphonate, die Folgeschritte fir die
Cholesterinbiosynthese unterbunden. Dies hat positive Auswirkungen auf das
kardiovaskulare System, jedoch werden noch weitere Funktionen mit Statinen in
Verbindung gesetzt, die durch die Senkung des Cholesterinspiegels nicht ausreichend zu
erklaren sind. Diese umfassen neben dem oben diskutierten verminderten Frakturrisiko
und einer erhéhten Knochendichte (An et al. 2017) unter anderem einen schiitzenden
Effekt auf die endotheliale Zellfunktion, eine positive Wirkung auf das Immunsystem
und die Stabilitat arteriosklerotischer Plaques, eine Verminderung von
Entziindungsreaktionen sowie eine Hemmung der Thrombozytenaggregation. Zudem
schreibt man den Statinen einen glinstigen Einfluss auf das zentrale Nervensystem, die
Entwicklung von Demenz und Morbus Alzheimer zu (Liao und Laufs 2005; Fassbender et
al. 2001; Kwak et al. 2003; Mo et al. 2012; Koh 2000). Einige der genannten Effekte

werden auch dem MEK5/ Erk5-Signalweg zugeschrieben.

1.3 Der MEK5/ Erk5-Signalweg

Der MEK5/ Erk5-Signalweg spielt eine bedeutende Rolle in zahlreichen zelluldren
Funktionen. Erk5 (auch bekannt als BMK1 oder mitogen-activated protein kinase, kurz
MAPK) wird durch eine Ubergeschaltete Kinase (mitogen-activated protein kinase

kinase, kurz MAPKK oder MEK) phosphoryliert, die wiederum Uber mehrere
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Zwischenschritte durch Wachstumsfaktoren, verschiedene Stressstimuli und
Medikamente aktiviert werden kann (Hayashi und Lee 2004) (siehe Abbildung 5). Aus
der Familie der MAPK sind vier Vertreter bekannt, welche unterschiedliche Funktionen
in der Regulation zelluldrer Prozesse wie Wachstum, Differenzierung und Apoptose
zeigen. Dazu zdhlen neben Erk5 auch Erk1/2, JNK sowie p38. Nach der Aktivierung
wandert Erk5 in den Zellkern und stimuliert Transkriptionsfaktoren wie MEF2C durch
Phosphorylierung (Kato et al. 1997). Zusatzlich wird fiir Erk5 ein direkter Einfluss auf die
Transkription postuliert. Die genauen Mechanismen, bei denen das Vorhandensein
einer C-terminalen Domane eine Rolle spielt, welche in anderen MAPK nicht vorhanden
ist, sind dabei noch unzureichend erforscht (Kasler et al. 2000). Zwei wichtige
Zielstrukturen stellen die Kriippel-like-Faktoren KLF2 und KLF4 dar. Es konnte gezeigt
werden, dass durch deren Aktivierung Angiogenese, Migration und Inflammation
vermindert sind (Ohnesorge et al. 2010; Parmar 2005; Dekker 2006). Diese Effekte sollen
vor endothelialer Dysfunktion sowie Arteriosklerose bewahren (Jain et al. 2014). Die
Bedeutung des Erk5-Signalwegs wird auch daran deutlich, dass Erk5-defiziente Mause
aufgrund von kardiovaskuldaren und angiogenetischen Defekten schon in der
Embryonalphase sterben (Sohn et al. 2002; Regan et al. 2002). Zudem wird dem
Signalweg eine protektive Wirkung auf weitere Zielstrukturen, wie beispielsweise

Nervenzellen zugeschrieben (Cavanaugh 2004; Finegan et al. 2009).
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Wachstums-
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Zytokine ! z.B. Statine

Abbildung 5: Der MEK5/ Erk5-Signalweg

Verschiedene Stressoren, Wachstumsfaktoren und Medikamente aktivieren (iber mehrere
Zwischenschritte MEK5 (MAPKK). MEK5 phosphoryliert Erk5 (MAPK), welches in den Zellkern
wandert und dort Transkriptionsfaktoren (TF) aktiviert. Angelehnt an Roberts et al. (2009).

1.3.1 Wirkung der Statine tiber den MEK5/ Erk5-Signalweg
Vergleicht man die vielseitigen Effekte der Statine mit den Funktionen des MEK5/ Erk5-

Signalwegs, kann man viele Gemeinsamkeiten erkennen. Ohnesorge et al. (2010)
untersuchten aus diesem Grund den Zusammenhang zwischen Statinen und dem oben
beschriebenen Signalweg. Tatsachlich konnten sie zeigen, dass der MEKS5/ Erk5-
Signalweg eine Zielstruktur der Statine darstellt und durch diese aktiviert werden kann,
wodurch einige ihrer Cholesterinsynthese-unabhangigen Effekte erklart werden

kénnen.

1.3.2 Der MEK5/ Erk5-Signalweg als moglicher Angriffspunkt der BP

Statine und Bisphosphonate weisen einige Gemeinsamkeiten auf. Zum einen sind
stickstoffhaltige Bisphosphonate, genau wie Statine, inhibitorische Substanzen des
Mevalonatstoffwechsels. Zum anderen weisen sie zahlreiche off-Target Effekte auf, die

den Wirkungen der Statine und dem Phanotyp des Erk5-Signalwegs dhneln. Neben ihren
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antiresorptiven und osteoprotektiven Eigenschaften am Knochen werden den
Bisphosphonaten auch antiangiogenetische, antiproliferative, antimigratorische sowie
antitumoroése Eigenschaften zugeschrieben (Green und Clezardin 2002; Ohba et al.
2014; Clézardin 2011). Die genauen molekularen Mechanismen dieser Wirkungsweisen
sind jedoch noch nicht ganzlich aufgeklart. Des Weiteren identifizierte unsere
Arbeitsgruppe in Microarray-Analysen unter konstitutiver Erk5-Aktivierung mittels
MEKS5D-transfizierter Zellen zahlreiche knochenrelevante Gene, deren Aktivierung mit
der Wirkung der Bisphosphonate in Verbindung stehen kdnnte. Unter ihnen waren
parathyroid hormone-like-hormone (PTHLH), inositol polyphosphate 4-phosphatase
type 2 (INPP4B), fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) sowie Fos-like antigen 1
(FOSL1, auch als FRA1 bekannt). Ihre Wirkung auf den Knochen umfassen die Férderung
der Osteoblastogenese, wie auch die Inhibition von Osteoklasten. Mutationen der
jeweiligen Gene oder Studien an Knock-out Mausen fiihren zu Phanotypen, die durch
gestorte Knochenentwicklung gekennzeichnet sind, wie beispielsweise Brachydaktylie,
verschiedene Formen der Skelettdysplasie, Osteoporose oder Osteopenie.

Es gibt demnach mehrere Anhaltspunkte dafiir, dass der MEK5/ Erk5-Signalweg eine

Bedeutung flir die Wirkungsweise von Bisphosphonaten haben kdnnte.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Bisphosphonate sind als inhibitorische Substanzen des Mevalonatstoffwechsels schon
lange bekannt, doch noch immer kénnen einige Effekte nicht erklart werden. Einen
vielversprechenden Ansatz bietet dabei der MEK5/ Erk5-Signalweg. Ein Ziel dieser Arbeit
ist demnach die Klarung der Frage, ob Erk5 durch Bisphosphonate aktiviert werden
kann. Dazu sollen sowohl stickstofffreie Bisphosphonate als auch stickstoffhaltige
Vertreter als Inhibitoren des Mevalonatstoffwechsels auf ihre aktivierende Wirkung
Uberprift werden.

SchliefRlich wird beabsichtigt, die knochenrelevanten Gene PTHLH, INPP4B, FGFR3 und
FOSL1, die mittels Microarray-Analysen unserer Arbeitsgruppe identifiziert worden sind,
auf eine Abhéangigkeit von Erk5 zu untersuchen und einen moéglichen Zusammenhang

zur Wirkungsweise der Bisphosphonate zu zeigen.
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2 Material

2.1 Verbrauchsmaterialien

Material

Tabelle 1: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Vertrieb

Bezeichnung Vertrieb
Filterspitzen Sarstedt
Filterspitzen, DNA-, DNase-, RNase frei Biosphere

PCR-GefdaRe Multiply u-Strip Pro-8-Kette

Applied Biosystems

PCR-Folie

Applied Biosystems

PCR-Platte, 96 Loch

Applied Biosystems

Pipettenspitzen

Starlab

Serologische Pipetten

Cellstar Greiner Bio-One

Reaktionsgefale (1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf

Reaktionsgefale (1,5 ml, 2 ml),
DNA-, DNase, -RNase frei

Sarstedt

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Cellstar Greiner Bio-One

Zellschaber 16 cm

Sarstedt

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)

Cellstar Greiner Bio-One

Zellkulturschalen (3,5 cm, 6 cm, 10 cm)

BD Falcon

6-Loch-Zellkulturplatte

Cellstar Greiner Bio-One

2.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Eingesetzte Chemikalien und Reagenzien mit Vertrieb

Chemikalie

Vertrieb

Acrylamid

Applichem

Alizarin Red S

Chroma Gesellschaft

APS Sigma Aldrich
Amphotericin B Sigma Aldrich
L-Ascorbat Sigma Aldrich
BSA Applichem
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Bradford-Farbreagenz BioRad
Bromophenolblau Merck
R-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
Coumarinsaure Sigma Aldrich
Dexamethason Sigma Aldrich

DMSO Serva und Merck

PBS Biochrom

ECL GE Healthcare

EDTA Serva und Sigma Aldrich
EGM Lonza Clonetics

Ethanol, absolut

Sigma Aldrich

Ethanol, vergallt, 70 %

Apotheke des Universitatsklinikums
Wiirzburg

FCS GE Healthcare
Gentamicin Sigma Aldrich
Glycerol-2-phosphat Sigma Aldrich
HEPES Natriumsalz Sigma Aldrich
Isopropanol Sigma Aldrich
Luminol Sigma Aldrich
Magermilchpulver Applichem
Methanol Applichem
Natriumorthovanadat Sigma

PBS Gibco
Penicillin-Streptomycin Losung, 100 x Sigma Aldrich

Ponceau S Serva und Fluka
Proteaseinhibitor Roche
Salzsaure Sigma Aldrich
SDS Applichem
TEMED Applichem

Tris Applichem
Trypanblau Sigma Aldrich




Material

Tween-20

Sigma Aldrich

Wasser, vollentsalzt

Fresenius Kabi

Wasserstoffperoxid, 15 %

Applichem

Die in den Versuchen verwendeten Bisphosphonate sind in Tabelle 3 aufgefiihrt und

wurden von Sigma Aldrich bezogen. Sie wurden mit einer Konzentration von 2 mg/mlin

1 x PBS angesetzt.

Tabelle 3: IUPAC-Namen der verwendeten Bisphosphonate

Handelsname

Chemische Verbindung

Clodronat

Dichloromethylen-Bisphosphonat

Etidronat

1-Hydroxyathyliden-Bisphosphonat

Ibandronat (Bondronat)

[1-Hydroxy-3-(methylpentylamino)-
propyliden]diphosphonsaure

Pamidronat

3-Amino-1-Hydroxypropyliden-Bisphosphonat

Zoledronat

[1-Hydroxy-2-(imidazol-1-yl)ethyliden]diphosphonsaure

2.3 Zellkulturmedien, Losungsmittel und Zusatze

Tabelle 4: Verwendete Medien, Lésungsmittel und Zusdtze mit Vertrieb

Bezeichnung

Vertrieb

DMEM/ F-12 mit L-Glutamin (3,2 g/I PAA Laboratories GmbH

Glukose)

DMEM + GlutaMaxx

Life technologies

DMEM high glucose (4,5 g/l) mit L- PAA Laboratories GmbH
Glutamin
DMSO Merck

DNase/RNase-freies Wasser

Gibco

EGM Lonza Clonetics
FCS GE Healthcare
M199 Promocell
Opti-MEM (Reduced medium) Life technologies
PBS Gibco
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2.3.1 Zusammensetzung der Ndhrmedien
e Nahrmedium fir Endothelzellen (,HUVEC-Mix")
825 ml ,HUVEC-Mix“ enthalten 550 ml M199 komplett (500 ml M199, 50 ml FCS
(steril filtriert und Hitze inaktiviert), 300 ul Gentamicin (50 mg/ml), 30 pl
Amphotericin B (250 pg/ml), 10 ul Liqguemin® N 5.000 (Heparin von Roche)) und
275 ml EGM (Lonza Clonetics)
e Nahrmedium fiir MSC
DMEM/ F-12 (1:1), GlutaMaxx, Penicillin/Streptomycin (1:100), Ascorbat
(50 pg/ml), 10 % FCS
e Osteogenes Differenzierungsmedium
DMEM high Glucose, 10% FCS, 10 mM R-Glycerophosphat, 100 nM
Dexamethason, 50 pug/ml L-Ascorbat-2-Phosphat
2.3.2 Losung fiir Zellfarbung
e 1% Alizarinrot-S-Farbel6sung
0,25 g Alizarin Red S (Alizarin sulfosaures Natrium) gemischt mit 25 ml
destilliertem Wasser und 250 ul 25 % Ammoniak
2.4 Zellen

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC)

HUVEC sind aus menschlichen Nabelschnurvenen isolierte Priméarzellen, die von
Promocell bezogen wurden. Sie zeigen ein adharentes Wachstum und bei
Konfluenz Kontaktinhibition. Fir die in dieser Arbeit vorliegenden Versuche

wurden Zellen mit den Chargennummern 7022701 sowie 1082201.1 verwendet.

Mesenchymal Stem Cells (MSC)

MSC sind Vorlauferzellen des Bindegewebes, die aus dem Knochenmark von
Einzelspendern durch unsere Kooperationsmitarbeiter der AG Prof. Jakob des
Konig-Ludwig-Hauses Wirzburg isoliert und uns zur weiteren Verarbeitung
Ubergeben wurden. Es handelte sich um Zellen der Chargennummern 1081, 1083

sowie 1100.
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2.5 Puffer und Losungen

2.5.1 Puffer fiir Western-Blot
e Minigel-Puffer A

Acrylamid 4K 30 % Lésung (Applichem)
e Laufgel-Puffer (Puffer B)

0,75 M Tris-HCl (pH 8,8), 0,2 % SDS in 4¢H20

e Sammelgel-Puffer (Puffer C)

0,25 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,2 % SDS in ¢aH20

e 4x SDS-Probenpuffer (Limmli)

8 % SDS, 40 % Glycerol, 250 mM Tris/HCL (pH 6,8), 0,1 % Bromphenolblau, 10 %

-Mercaptoethanol in 4gH20

e Konzentration des Laufgels: Sammelgel:
% Acrylamid 6 % 8 %
Puffer A 2 ml 2,66 ml Puffer A 1ml
Puffer B 5ml 5ml Puffer B 5ml
ddH20 3ml 2,33 ml ddH20 4 ml
10 % APS 100 ul - 100 pl 10 % APS 150 ul
Temed 4 ul 4 ul Temed 10 wl

e 1 x Elektrophoresepuffer

25 mM Tris-HCl, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS in 4¢H20

e 1 x Blottingpuffer

25 mM Tris-HCl, 192 mM Glycin, 20 % Methanol in 4gH20

e 1 x TRIS-gepufferte Kochsalzlosung (TBS)

20 mM Tris-HCI, 137 mM Natriumchlorid in 4¢H,0, mit HCl auf pH 7,6 eingestellt

e 1 xTBS-Tween (TBS-T)

0,05 % Tween in 1x TBS

e Blockmilch

5 % Magermilchpulver in 1 x TBS-T
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e Strippingpuffer

100 mM B-Mercaptoethanol, 2 % SDS, 62,5 mM Tris-HCI (pH 6.7) in 4aH.0

2.5.2 Puffer fiir Lysate
e E1A Lyse Puffer (ELB-Stockl6sung)

150 mM Natriumchlorid, 50 mM HEPES (pH 7,5), 5 mM EDTA, 0,1 % NP-40in
ddH20

e ELB-Zelllyse-Puffer (ELB+++)

20 mM Natrium-B-Glycerophosphat, 0,5 mM Natriumorthovanadat und 200 pl

Complete Proteaseinhibitor in 4,8 ml ELB-Stockldsung

e RLT-Zelllyse-Puffer

143 mM B-Mercaptoethanol in Qiagen RLT Lysis Puffer

2.6 Antikorper fiir Western-Blot

Tabelle 5: Verwendete Primdrantikérper mit Vertrieb

Primarantikorper Cat# Spezies  Verdiinnung Vertrieb

Polyklonaler Erk5/ Anti-BMK1-AK ~ 07-039  Kaninchen 1:1.000 Upstate

Monoklonaler Anti-FDPS-AK GTX62782 Kaninchen 1:500 GeneTex
(EPR4628)

Monoklonaler Anti-a-Tubulin-AK T5168 Maus 1:10.000 Sigma
(B-5-1-2)

Tabelle 6: Verwendete Sekunddrantikérper mit Vertrieb

Sekundarantikorper Verdiinnung Vertrieb
Polyklonaler Anti-Kaninchen-AK 1:2.000 Transduction Laboratories
Polyklonaler Anti-Maus-AK 1:2.000 Transduction Laboratories

2.7 Transfektionsreagenzien und siRNAs

e Transfektionsreagenz

Oligofectamine (Life technologies)
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e SiRNAs

Material

die verwendeten, in 20 uM Stock geldsten siRNAs sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Verwendeten siRNAs mit Sequenz und Vertrieb

Gen Strang Sequenz (5 -> 3Y) Vertrieb
Cdc42#15 Sense CGAUGGUGCUGUUGGUAAALtt Qiagen
Antisense UUUACCAACAGCACCAUCGcc
Cdcd2#17 Sense GAUUACGACCGCUGAGUUALtt Qiagen
Antisense UAACUCAGCGGUCGUAAUCtg
FDPS#8 Sense GGGUGAAGGCGCUAUAUGALt Qiagen
Antisense UCAUAUAGCGCCUUCACCCgg
FDPS#10 Sense GGUACAAAUCUAUUGUCAALt Qiagen
Antisense UUGACAAUAGAUUUGUACCtc
Kontroll- Sense UUCUCCGAACGUGUCACGUdT Qiagen
siRNA (Scr) Antisense ACGUGACACGUUCGGAGAAdT
2.8 Primer
Tabelle 8: Verwendete Primer mit Sequenz und Vertrieb
Gen Strang Sequenz (5-> 3Y) Vertrieb
GAPDH Sense CCACCCATGGCAATTCC Sigma Aldrich
(Haushaltsgen) Antisense GATGGGATTTCCATTGATGACA
Cdc42 Sense TTTTACCAACAGCACCATCG Sigma Aldrich
Antisense CCCGGTGGAGAAGCTGAG
FDPS Sense TGTGACCGGCAAAATTGGC Sigma Aldrich
Antisense GCCCGTTGCAGACACTGAA
FGFR3 Sense GCCAAGCCTGTCACCGTAG Sigma Aldrich
Antisense CAGAAACTCCCGCAGGTTACC
FOSL1 Sense CAGGCGGAGACTGACAAACTG Sigma Aldrich
Antisense TCCTTCCGGGATTTTGCAGAT
INPP4B Sense GTCTGACAAGATACTCCAGCAC  Sigma Aldrich
Antisense GGGAATGTGACACCAGTCAAAA
PTHLH Sense AAGGTGGAGACGTACAAAGAGC Sigma Aldrich
Antisense CAGAGCGAGTTCGCCGTTT
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2.9 TagMan-Sonden

Material

Tabelle 9: Verwendete TagMan-Sonden mit Vertrieb

Gen

Erkennungsnummer

Vertrieb

GAPDH (Haushaltsgen)

#Hs99999905_m1

Applied Biosystems

KLF2

#Hs00360439 g1

Applied Biosystems

KLF4

#Hs00358836_m1

Applied Biosystems

2.10 Reagenziensitze (,Kits”)

Tabelle 10: Verwendete Reagenziensditze mit Vertrieb

Bezeichnung Vertrieb
cDNA-Synthese-Kit Qiagen
Reverse Transcription Kit Quanti Tect (10 pg — 1 ug)
cDNA-Synthese-Kit Roche
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthese Kit (> 1 ug)
RNA-Isolations-Kit RNeasy Mini-Kit Qiagen

2.11 Gerate

Tabelle 11: Verwendete Gerdte mit Vertrieb

Name Vertrieb
Brutschrank Galaxy 170S Eppendorf
Einbau-Gefrierschrank, GUD1445 Bosch
Feinwaage, BP110S Sartorius
Feinwaage Scout Ohaus
Gefrierschrank -20° C Liebherr

Premium/GSS3666

Gefrierschrank -80° C, U85515

New Brunswick Scientific

Gefrier-Kihlschrank-Kombination Liebherr

Premium no-frost/KGN3446

Heizblock SBH130DC Stuart Equipment, Bibby Scientific
Limited

Kuhlschrank UKS 5000-2 Liebherr
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Kuhlschrank KTS1410

Liebherr

Mikroskope (Axiovert Al, Axiovert 35)

Carl Zeiss

Minizentrifuge, MiniStar silverline

VWR International

Monomixer M.-M., Desaga

Sarstedt

Multifuge Heraeus

Thermo Scientific

Multifunktionsreader, Infinite M200

Tecan Group Ltd

Neubauer Zahlkammer

Fa. Brand

Pipetten 10 pl, 100 pl, 100 pl

Eppendorf

Pipettierhilfe PipetBoy

Integra Biosciences

Realtime-PCR-System, Step One Plus

Applied Biosystems Life Technologies

Spannungsgeber BioRad Laboratories
Tischzentrifuge, 5424 Eppendorf
Tischzentrifuge geklhlt, 5427 Eppendorf

Vakuumpumpsystem Vaccusafe

Integral Biosystems

Vortex Gene 2 G560E Scientific Industries
Wasserbad TW 12 Julabo
2.12 Software
Tabelle 12: Verwendeten Software mit Vertrieb
Software Vertrieb
Genecards http://www.genecards.org/
GraphPad Prism 7, Scientific Software GraphPad
i-control 1.10 Tecan
Magellan 7.1 Tecan

NCBI Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
NCBI Gene https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
NCBI Pubmed https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
Office Excel 2010 Microsoft

Office Word 2016 Microsoft
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StepOne Software 2.3 Applied Biosystems, Life technologies

Zen 2011 Carl Zeiss
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3 Methoden

3.1 Zellkultur
Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Samtliche Arbeiten
mit Zellkulturen wurden unter Verwendung steriler Medien und Verbrauchsmaterialien

unter der Sterilbank durchgefiihrt.

3.1.1 Auftauen und Kultivieren von Endothelzellen

Vor dem Auftauen der Zellen wurden die KulturgefaBe mit Medium (,HUVEC-Mix“) im
Brutschrank bei 37 °C pradinkubiert. Die in Flussigstickstoff tiefgefrorenen HUVEC-
Aliquots wurden im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und nach kurzem Mischen mit
einer Pipette in die vorbereiteten Kulturschalen Gberfiihrt. Dabei wurden 360.000 Zellen
pro 10 cm Platte, 130.000 Zellen pro 6 cm Platte und 120.000 Zellen pro 6-Loch-Platte
verwendet. Durch die Verdiinnung mit dem Medium wird die Zerstérung der Zellen
durch das zum Einfrieren notwendige Frostschutzmittel DMSO vermieden. Die
Verteilung der Zellen in der Kulturschale erreichte man durch leichtes Schwenken der
Platte. Im Anschluss wurden die mit Zellen beimpften Kulturschalen in den Brutschrank
gelegt und konnten nach Adhdrenz, welche in der Regel innerhalb von sechs Stunden

erfolgte, entsprechend des Versuchsaufbaus weiter genutzt werden.

3.1.2 Kultur von MSC, Bestimmung der Zellzahl und Kryokonservierung

Die mesenchymalen Stammzellen wurden von humanen Spendern aus dem
Knochenmark isoliert und in Passage 0 an uns weitergegeben. Die Entnahme und
Weiterverarbeitung der Zellen wurden im Ethikvotum Nr. 84/01 genehmigt. Sobald die
unter dem Mikroskop ermittelte Dichte von etwa 90 % erreicht war, konnte die

Passagierung durchgefiihrt werden.

3.1.2.1 Passagieren der MSC

Das Splitten der MSC erfolgte bei einer Dichte von 80-90 %. Zunachst wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen in den 175 cm? Zellkulturflaschen zweimal mit 10 ml PBS (RT)
gewaschen. Im Anschluss benetzte man die Zellen mit einer Trypsinlosung (0,05 % EDTA

in 3 - 5 ml Trypsin) und stellte sie fiir finf Minuten in den Brutschrank. Sobald sich die
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Zellen mechanisch vom Grund der Kulturflasche I6sen lieSen, wurde die Trypsinldsung
durch Zugabe von Kulturmedium abgesattigt. Daraufhin wurden die Zellen in
Zentrifugenrohrchen tberfuhrt, fiinf Minuten lang bei 1.100 U/min abzentrifugiert und
der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde durch Klopfen gelést und in Medium

resuspendiert. Die Zellen konnten nun zur weiteren Verarbeitung genutzt werden.

3.1.2.2 Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer Zdhlkammer
Zur Bestimmung der Zellzahl vermischte man 10 ul Zellsuspension im Verhaltnis 1 : 1 mit
Trypanblau und gab davon 10 pl in die Neubauer Zahlkammer, wo die lebenden Zellen

unter dem Mikroskop ausgezahlt wurden. Die Zellzahl errechnet sich wie folgt:

LZ:R*2*104*a
4

- Lz Anzahl der lebenden Zellen
- R Summe der lebenden Zellen in den vier Eckquadraten
- 2 Verdiinnungsfaktor
- 10*  Kammerfaktor
- a Menge des Losungsvolumens
- 4 Anzahl der ausgezahlten Eckquadrate

3.1.2.3 Kryokonservierung

Fiir die Kryokonservierung wurde ein spezielles Einfriermedium vorbereitet, welches aus
8 ml Nahrmedium, 1 ml steril filtriertem FCS und 1 ml DMSO bestand. Dieses Medium
wurde auf Eis gekihlt und zum Resuspendieren der Pellets verwendet. Jedes
Kryoréhrchen wurde nun mit 1 ml Zellsuspension befiillt und fest verschraubt. Die
Lagerung erfolgte zunachst in Styropor gebettet bei -80 °C, spadter wurden die Zellen in

Flassigstickstoff Gberfuhrt.

3.1.3 Osteogene Differenzierung und Nachweis mittels Alizarinrotfarbung

Um die MSC osteogen zu differenzieren, wurden sie zunachst im herkdmmlichen
Medium kultiviert bis sie eine maximale Dichte erreicht hatten. Im Anschluss daran hielt

man sie 14 Tage lang in osteogenem Medium. Zum Nachweis der erfolgreichen

27



Methoden

Differenzierung diente die Alizarinrotfarbung, welche den Mineralisationsprozess in
Osteoblastenkulturen nachweist. Der Farbstoff bildet mit dem Kalzium der
extrazelluldren Matrix einen Chelatkomplex, die Mineralisationskerne erscheinen dabei
rot. Die Zellen wurden nach einmaligem Splilen mit PBS in eiskaltem Methanol zehn
Minuten lang fixiert, anschlieBend mit destilliertem Wasser abgewaschen und zwei
Minuten mit der Farbelosung inkubiert. Danach wurde die Farbelosung durch
dreimaliges Waschen mit destilliertem Wasser entfernt und abgewartet bis es trocken

war. Die mineralisierten Zellkerne stellten sich durch die dunkelrote Farbe dar.

3.2 Stimulation der Zellen mit Bisphosphonaten

Sobald die Zellen eine Dichte von 80 - 90 % erreicht hatten, konnte eine Stimulation mit
Bisphosphonaten durchgefiihrt werden. Dazu vermischte man das jeweilige
Bisphosphonat in einer Konzentration von 2 mg/ml mit dem entsprechenden
Nahrmedium fir die Zellen. Die Endkonzentrationen lagen im puM Bereich und sind bei
den jeweiligen Experimenten angegeben. Nach dem Absaugen des reinen Nahrmediums
wurde das mit Bisphosphonaten versetzte Medium auf die Zellen gegeben. Fir die
Kontrollen wurde zeitgleich ein Mediumwechsel mit reinem Nahrmedium durchgefiihrt.
Dabei wurden die 10 cm Schalen mit einer Gesamtmenge von 7,5 ml, die 6 cm Schalen
mit 3,5 ml und die 6-Loch-Platten mit 3 ml versorgt. Zur Schonung der Zellen war darauf
zu achten, eine moglichst kurze Zeit aulerhalb des Brutschranks einzuhalten,
vorgewdarmtes Medium zu verwenden sowie das frische Medium vorsichtig liber den
Rand der Zellkulturplatte hinzuzufiigen. In Tabelle 13 sind die Konzentrationen der
Bisphosphonate sowie die entsprechende molare Masse aufgefiihrt:

Tabelle 13: Eingesetzte Bisphosphonat-Konzentration

Bisphosphonat Konzentration Mol

Clodronat 2 mg/ml 5,54 mM
Etidronat 2 mg/ml 8,00 mM
Pamidronat 2 mg/ml 7,17 mM
Ibandronat 2 mg/ml 5,86 mM
Zoledronat 2 mg/ml 6,89 mM
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3.3 Erk5-Inhibition

Die Inhibition von Erk5 erfolgte mithilfe des Erk5-Inhibitors XMD8-92. Fur den Versuch
wurden vier verschiedene Konditionen betrachtet. Zunachst wurden 130.000 Zellen auf
6 cm Schalen ausgesat und nach 72 Stunden stimuliert. Dabei wurden zwei Kulturen mit
dem Erk5-Inhibitor XMD8-92 45 Minuten lang mit einer Konzentration von 10 uM
vorstimuliert, die anderen Zellen wurden lediglich mit Nahrmedium versetzt. Von den
nicht-vorstimulierten Kulturen stellte eine Schale die Negativkontrolle dar, bei der
parallel zur Stimulation der anderen Kulturen nur das Medium gewechselt wurde.
Analog dazu wurde eine Positivkontrolle angelegt, bei der das Medium mit 100 uM
Zoledronat versetzt wurde. Um den Inhibitionserfolg erkennen zu kénnen, wurde von
den vorstimulierten Kulturen eine mit XMD8-92 und 100 uM Zoledronat versetztem
Medium beimpft. Eine weitere Kultur stellte die Negativkontrolle fiir den Inhibitor dar
und wurde bei der Stimulation nur mit XMD8-92 versetztem Medium inkubiert, um
auszuschlieBen, dass der Inhibitor selbst einen nennenswerten Effekt auf die Zellen
auslibt. Die Zellen wurden nach 24 bzw. 48 Stunden geerntet und zu Protein- oder RNA-

Lysaten weiterverarbeitet.

3.4 siRNA-Transfektion

Die small interfering RNA, auch bekannt als silencing RNA, ist ein doppelstrangiges
Molekil von etwa 21 - 23 bp Lange, das durch Transfektion in den Zellkern wandern und
dort die mRNA Degradation von Genprodukten auslost (Knock-down). Der Erfolg des
gene silencing kann im Anschluss mittels Genexpressionsanalysen Uberprift werden.
Die Transfektion von HUVEC mit siRNA erfolgte 24 Stunden nach Aussaat der Zellen,
wobei die Konfluenz 80 - 90 % betragen sollte. Wichtig fur die Transfektion ist steriles
Arbeiten mit der Verwendung DNA-, DNase-, RNase-freier ReaktionsgefdRe und
Filterspitzen. Zunachst wurden 1,5 ml ReaktionsgefalRe vorbereitet, jeweils mit A und
mit B gekennzeichnete Gefalle fiir je einen Versuchsabschnitt. In Lésung A wurden 90 pl
Opti-MEM mit 10 pl siRNA vermischt. Bei einer Stocklésung von 20 uM betrug die
Endkonzentration der siRNA 200 nM. In Losung B wurden 90 pl Opti-MEM mit 10 pl
Oligofectamine versetzt. Oligofectamine ist ein Transfektionsreagenz, das stabile

Komplexe mit der siRNA bildet und eine effektive Transfektion ins Innere der Zelle
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ermoglicht. Um die Bedingungen fir die Transfektion zu optimieren, wurde anstelle
eines normalen Mediums ein reduziertes Medium verwendet (Opti-MEM). Beide
Losungen wurden zehn Minuten lang bei Raumtemperatur unter der Sterilbank stehen
gelassen. Im Anschluss vermischte man jeweils eine Losung B mit einer Losung A und
liel} diese weitere 30 Minuten unter der Sterilbank ruhen.

Nach etwa 20 Minuten wurden die Zellen aus dem Brutschrank geholt, zweimal mit
vorgewdarmtem Opti-MEM gewaschen und mit 800 pl des reduzierten Mediums benetzt.
Bis zum Ablauf der 30 Minuten Uberfiihrte man die Zellen wieder in den Brutschrank.
Sobald die halbe Stunde vorbei war, wurden die 200 ul aus Losung A + B auf die Zellen
pipettiert. Damit eine gute Durchmischung stattfindet, sollten die Kulturschalen
»gerockt” werden, was einem schnellen Hin- und Herbewegen der Schalen entspricht.
Die Zellen, versetzt mit allen fir die Transfektion wichtigen Reagenzien, wurden nun in
den Brutschrank gestellt. Nach vier Stunden wurde das Medium gewechselt (HUVEC-
Mix bzw. MSC-Medium), um den Zellen geniligend Nahrstoffe fiir die nachsten Tage zur

Verfligung zu stellen.

3.5 Genexpressionsanalysen mittels Western-Blot

Als Western-Blot oder Immunoblot bezeichnet man ein Verfahren, bei dem durch die
Ubertragung von Proteinen auf eine Trigermembran unter Verwendung Antikérper-
basierter Farbemethoden eine semiquantitative Bestimmung der Konzentration an

Zielproteinen durchgefiihrt werden kann.

3.5.1 Lyse der Zellen und Proteinbestimmung

Um unerwiinschte Reaktionen zu vermeiden, wurden alle Schritte, die fiir die Lyse der
Zellen notwendig sind, auf Eis und mit gekiihlten Losungen vollzogen.

Damit die Proteine wahrend der Elektrophorese frei (iber das Gel laufen kénnen, miissen
diese zunachst aus der Zelle freigesetzt werden. Dafilir verwendet man einen speziellen
ELB-Zelllysepuffer (ELB+++, siehe Kapitel 2.5.2). Abhdngig von der GroéRe der
Zellkulturschale wurden nach zweimaligem Waschen mit kaltem PBS 90 ul (6-Well) bis
180 pl (10 cm Schale) ELB-Zelllysepuffer auf die Zellen gegeben. Durch Schwenken sollte

erreicht werden, dass alle Zellen mit dem Lysepuffer in Kontakt kommen. Nun stellte
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man die Schalen eine Stunde auf Eis, bevor die Zellen mittels Zellschaber abgekratzt und
in gekuhlte Reaktionsgefalle gefiillt wurden. Da man fiir den weiteren Verlauf nur die
frei schwimmenden Proteine bendtigte und nicht die restlichen Zellbestandteile,
wurden die ReaktionsgefaRe in einer auf 4 °C gekiihlten Zentrifuge fir Mikrogefalle bei
10.000 U/min zehn Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand (welcher die Proteine
beinhaltet) wurde in ein neues Reaktionsgefall Uberfihrt, wahrend das Zellpellet
verworfen wurde.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Quick start Bradford protein
assay dye reagent concentrate (BioRad) mit Hilfe einer BSA-Standardreihe. Dabei wurde
das Farbreagenz 1:5 verdiinnt und in die ReaktionsgefdlRe vorgelegt, wobei das
Endvolumen (Farbreagenz + Proteinprobe) 1 ml betragen sollte. Die Probenmengen
(Standardreihe und Proteinproben jeweils 5 pl) wurden im Anschluss dazu pipettiert,
gemischt und fiinf Minuten im Dunkeln stehen gelassen. In dieser Zeit soll das
Farbreagenz Komplexe mit den Seitenketten der Proteine bilden. Dadurch wird das
Gleichgewicht von der ungebundenen (kationischen), roten Form des Farbstoffs, die ein
Absorptionsmaximum von 470 nm hat, hin zur blauen, unprotonierten, anionische Form
verschoben, wodurch sich auch das Absorptionsmaximum hin zu 595 nm verandert. Die
photometrische Messung erfolgt nun durch die Zunahme der Absorption bei 595 nm
gegenuber der des freien Farbstoffs, was ein Mal fiir die Proteinkonzentration darstellt.
Fiir diese Messung wurden 200 pl von der Standardreihe und jeder Probe in eine 96-well
Platte pipettiert und unter Ausschluss von Luftblasen, welche die Messung verfdlschen
kénnen, in den Tecan-Reader eingelesen. Mithilfe des Programms Magellan 7.1 —
Bradford Standard konnte eine genaue Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgen,

die die Grundlage fiir die weiteren Schritte bildet.

3.5.2 SDS-PAGE
SDS-PAGE steht fiir sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, auf

Deutsch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese und wurde zur Analyse
der Proteine verwendet. Voraussetzung fiir dieses Verfahren ist die 1 : 3-Vermischung
der Proteinproben mit 4 x Lammlipuffer (SDS). Dadurch wird die Eigenladung der

Proteine iberdeckt und zudem eine konstant negative Ladung erzeugt. Diese wiederum

31



Methoden

ermoglicht es, dass die Proteine der GréRe nach und ladungsunabhangig aufgetrennt
werden und bei Anlegen von Spannung in eine Richtung durch das Gel wandern kénnen.
Die mit Lammlipuffer versetzten Proben wurden nach dem Mischen zehn Minuten lang
bei 99 °C im Heizblock aufgekocht und danach auf Eis gestellt. Der Acrylamidgehalt des
Laufgels richtet sich dabei nach der GroBe des zu detektierenden Proteins. Nach dem
Befiillen der Elektrophoresekammer mit 1 x Elektrophoresepuffer wurde der Kamm aus
dem Sammelgel gezogen und die damit erzeugten Taschen mit den Proben befiillt. Dabei
ist es wichtig, eine Tasche mit einem Proteinstandard zu fiillen, um die GroRe der
Proteinbanden abschatzen zu kdnnen. Leere Taschen wurden mit 1 x Limmlipuffer
befillt, um einen gleichmaRigen Gellauf zu gewahrleisten. Fir den Gellauf wurde die
Kammer an den Spannungsgeber angeschlossen und bei einem Gel bei 27 mA, bei zwei

Gelen bei 50 mA fir ca. 80 Minuten laufen gelassen.

3.5.3 Proteintransfer

Fir den immunologischen Nachweis wurden die im Gel aufgetrennten Proteine im
Nassblotverfahren auf eine Membran Ubertragen, je nach spater verwendetem
Antikorper entweder auf eine Nitrozellulosemembran (0,45 uM, Protran Whatman)
oder auf eine vorab in 100 % Methanol aktivierte Polyvinyldifluorid-Membran
(Immobilon Westran clear signal, Millipore). Pro Gel beno6tigte man zwei Schwamme,
vier 3 mM-Chromatographie-Blottingpapiere (Gelblottingpapier von Whatman) und
eine Membran. Alle Bestandteile wurden vor dem Zusammenbauen in Blottingpuffer
getrankt. Zunachst legte man den Schwamm und zwei der Filterpapiere auf die Kathode.
Darauf folgten das ebenfalls in Blottingpuffer dquilibrierte Laufgel sowie die Membran,
die spiegelverkehrt und unter Ausschluss von Luftblasen auf die Blottingpapiere gelegt
wurde. Nachdem die anderen beiden Filterpapiere auf die Membran gelegt wurden,
sollten mit Hilfe einer Ausrolltechnik verbliebene Luftblasen beseitigt werden. Zuletzt
schloss der zweite Schwamm die Apparatur ab, welche nun durch Druck der duBeren
Platten zusammengehalten und in die Blottingkammer gestellt wurde. Diese wurde mit
Blottingpuffer aufgefiillt und nach Zugabe eines Eisblocks (zum Schutz vor Uberhitzung)
bei 400 mA fiir 55 (ein Gel) bzw. 100 Minuten (zwei Gele) an den Spannungsgeber im

4 °C-Raum angelegt.
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3.5.4 Proteindetektion

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran nach kurzem Waschen in TBS ca. eine
Minute lang in einer Losung mit dem Farbstoff Ponceau S (0,1 % Ponceau in 5%
Essigsdure) geschwenkt, um durch die Rotfarbung der Proteinbanden eine gleichmaRige
Proteinladung sowie eventuelle Luftblasen bestatigen bzw. erkennen zu kdnnen. Die

Membran konnte im Anschluss mit Wasser wieder entfarbt werden.

3.5.5 Immundetektion

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran kurz in TBS gewaschen und anschlieRend
in 5% Blockmilch eine Stunde lang bei Raumtemperatur unter stetigem Schwenken
inkubiert, um unspezifische Bindungen zu l6sen. Darauf folgte die Detektion der
spezifischen Proteine immunologisch mittels Primarantikorper, welche in der
entsprechenden Verdinnung in 5% Blockmilch bzw. BSA angesetzt wurden und Gber
Nacht bei 4 °C die Membran inkubierten.

Am ndchsten Tag wurde die Membran viermal sieben Minuten lang mit TBS-T
gewaschen, um unspezifisch gebundenen Antikorper zu entfernen. Im Anschluss daran
wurde die Membran mit dem sich gegen den Primarantikorper richtenden
Sekundarantikorper, der 1:2.000 in 1,7 %-iger Blockmilch verdiinnt wurde, inkubiert.
Analog zu den Primarantikérpern wurden auch hier durch Waschen mit TBS-T
unspezifisch gebundene Antikoérper entfernt. Diesmal wurde dreimal sieben Minuten
mit TBS-T und einmal sieben Minuten mit TBS gewaschen.

Noch wahrend der Waschschritte wurden 200 pl Luminol (aus 250 pM Stocklésung) und
88 ul Coumarinsaure (aus 90 uM Stocklosung) aufgetaut, welche mit 20 ml HCL/ Tris
0,1 M vermischt wurden und durch Hinzufligen einer HCL/ Tris-H,0,-L6sung (12 pl H202
aus 30 % Stocklosung in 20 ml Tris 0,1 M) als ECL-Reagenz dienten. Alternativ konnte
fertiges ECL verwendet werden. Die Inkubationszeit betrug eine Minute. Die
immunologisch aktivierten Proteinbanden konnten somit indirekt tGber die Peroxidase-
Reaktion nach dem Prinzip der verstiarkten Chemolumineszenz (enhanced
chemoluminsecence, ECL) durch Auflage von Rontgenfilmen (Super RX Fuijifilm)

nachgewiesen werden.
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3.5.6 Entfernen der Antikorper von Membranen (,,Strippen®)

Durch diesen Schritt kénnen Antikérper von Membranen entfernt werden, wodurch
eine erneute Verwendung mit anderen Antikorpern moglich ist. Dazu wurde die
Membran nach kurzem Waschen in TBS 30 Minuten lang bei 50 °C in Stripping-Puffer
inkubiert und anschlieBend zweimal finf Minuten mit TBS-T gewaschen. Nach
einstliindigem Blocken mit Blockmilch konnte die Membran mit neuen Priméar- und

Sekundarantikérpern inkubiert werden (Vorgehen siehe Immundetektion 3.5.5).

3.6 Genexpressionsanalysen in der quantitativen Real-Time-PCR

Die quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) ist ein Verfahren zur Vervielfaltigung von
Nukleinsdauren, welche mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen quantitativ gemessen
werden kénnen. Dazu wird zunachst die RNA aus den Zellen isoliert, im Anschluss in DNA

umgeschrieben (reverse Transkription) und mittels PCR amplifiziert.

3.6.1 Lyse der Zellen fiir RNA-Lysate

Im Gegensatz zu den Proteinlysaten kénnen fiir die RNA-Lysate alle Schritte bei
Raumtemperatur ablaufen. Zunachst wurde das Medium abgesaugt und die adharenten
Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Fir die Lyse der Zellen benétigte man einen
speziellen Lysepuffer, der aus RLT + B-Mercaptoethanol im Verhéltnis 100 : 1 hergestellt
wurde. Der RLT-Puffer lysiert durch seinen hohen Salzgehalt die Zellmembranen,
wahrend B-Mercaptoethanol Ribonukleasen eliminiert, welche im weiteren Verlauf
einen RNA-Verdau verursachen kdnnten. Je nach GroRe der Zellkulturschale wurden
zwischen 350 ul (6-Loch-Platte oder 6 cm-Schale) und 600 ul (10 cm-Schale) auf die
Zellen gegeben. Nach kurzem Einwirken wurden die Zellen mittels Zellschaber
abgekratzt und in ReaktionsgefaRe gefiillt. Diese konnten nun weggefroren oder direkt

far die RNA-Isolation weiterverarbeitet werden.

3.6.2 RNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Isolation erfolgte nach den Herstellerangaben mit dem RNeasy-Mini-Kit von
Qiagen. Die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA wurden anschliefend mit
dem TECAN-Reader und dem Programm i-control 1.10 bestimmt. Die Lagerung der RNA-
Proben erfolgte bei -80 °C.
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3.6.3 Reverse Transkription oder cDNA-Synthese

Abhangig von der geringsten RNA-Konzentration wurde die cDNA-Synthese entweder
mit dem Reverse Transcription Kit Quanti Tect von Qiagen (RNA-Menge 10 pg — 1 ug)
oder dem Transcriptor High Fidelity cDNA Synthese Kit von Roche (RNA-Menge > 1 ug)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Das Prinzip beruht auf dem Umschreiben einer
RNA-Matrize in eine komplemetdare DNA (cDNA), was durch das Enzym reverse
Transkriptase (RTase), einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase, erreicht wird. Zusatzlich
bendtigt man Primer, die an die RNA binden und von der RTase mit dNTPs entlang der
Matrize in 5° - 3’-Richtung zu einer cDNA verlangert werden.

Die so entstandene cDNA wurde 1:10 mit DNA-, DNase-, RNase-freiem Wasser
verdinnt und in dieser verdiinnten Form in der Real-Time-PCR eingesetzt. Die Lagerung

der Proben erfolgte bei -20 °C.

3.6.4 Quantitative Real-Time-PCR

Das Prinzip der PCR beruht auf der Wiederholung der Reaktionsschritte Denaturierung,
Annealing und Elongation. Zu Beginn erfolgt eine vollstdndige Denaturierung der
doppelstrangigen DNA durch Erhitzen auf 95°C. Im Anschluss daran wird die
Reaktionslosung sehr schnell auf die Annealing-Temperatur von 60 °C abgekiihlt. Nun
kénnen die Primer oder TagMan-Sonden an ihre entsprechende Zielsequenz binden. Die
gebundenen Oligonukleotide werden von einer DNA-abhangigen thermostabilen DNA-
Polymerase in Anwesenheit freier Desoxynucleotid-Triphosphate (dNTPs) verldangert,
was ebenfalls bei 60 °C durchgefiihrt wird (Elongation). Im Idealfall fihrt dies in jedem
Zyklus zu einer Verdoppelung der durch die Oligonukleotide flankierten DNA-

Abschnitte, was zu einer exponentiellen, selektiven Anreicherung dieser Sequenz fihrt.

3.6.4.1 Detektion der PCR-Produkte und Auswahl der Primer

Die Detektion der amplifizierten Genabschnitte erfolgt mithilfe von
Fluoreszenzfarbstoffen, entweder sequenzunspezifisch (z.B. SYBR Green) oder
sequenzspezifisch mittels fluoreszenzmarkierter Sonden (z.B. TagMan-Sonden). In der
vorliegenden Arbeit kamen fiir die Gene KLF2 und KLF4 jeweils TagMan-Sonden mit dem
TagMan Reaction Buffer zum Einsatz, flir PTHLH, INPP4, FGFR3, FOSL1, FDPS und Cdc42
wurde der Brillant Il Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix with low ROX (Agilent
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Technologies) verwendet. Das Haushaltsgen GAPDH wurde sowohl als TagMan-Sonde
als auch als Primer fiir den SYBR Green Master Mix eingesetzt.

Die Auswahl der Primer ist entscheidend fiir die Effektivitat und Spezifitat der PCR, sowie
fur die Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments. Die fiir diese Arbeit verwendeten
Primer wurden von den Datenbanken Primerbank und Primerdepot ausgewahlt und von
Sigma Aldrich synthetisiert. Dabei ist zu beachten, dass sowohl zwischen einem Primer-
Paar als auch innerhalb des Oligonukleotids keine komplementdren Sequenzen
existieren, da dies zu Hairpin-Loops bzw. Oligonukleotid-Dimeren fiihren und die
Effektivitat und Auswertbarkeit negativ beeinflussen kann. Um im Voraus mdgliche
Interaktionen zu detektieren, wurden die ausgewahlten Primer-Sequenzen mittels
BLAST-Search mit den entsprechenden Sequenzen auf dem Server des NCBI (National
center for biotechnology information) Uberpriift. Hierdurch ist ein schneller
Ahnlichkeitsvergleich der Oligonukleotidsequenzen mit den in der Gendatenbank

enthaltenen Sequenzen moglich.

3.6.4.2 Durchfiihrung

Vor Beginn des Pipettierens fiir die qPCR legte man in der Software StepOnePlus die
wichtigsten Parameter fest. Zunachst galt es zu unterscheiden, ob es sich methodisch
um eine PCR mit TagMan-Sonden oder um SYBR Green handelt. Bei beiden Methoden
wurden auerdem Anzahl und Anordnung der Samples (cDNA Proben) und Targets
(Zielgene und Referenzgen) sowie die Anzahl der Wiederholungsmessungen (in diesem
Fall Triplikate) festgelegt. Als Referenzgen wurde GAPDH eingesetzt, um die
Genexpression durch Bezug auf ein konstant exprimiertes Haushaltsgen normieren zu
kénnen. Die genaue Menge der jeweiligen Reagenzien, welche sich nach Anzahl der
Gene und Samples richtet, wurde mittels einer Excel-Vorlage ausgerechnet. Alle
Pipettierschritte wurden unter moglichst hoher Sterilitat unter der Sterilbank sowie
unter Verwendung DNA-, RNase-, DNase-freier, 1,5 ml fassender ReaktionsgefdRe

durchgefihrt. Die Auswertung erfolgte mit der zugehorigen Software.

3.7 Statistische Analyse
Die in der gRT-PCR generierten Daten wurden mithilfe des Statistikprogramms

GraphPad Prism 7 ausgewertet. Fir den Vergleich zweier Werte, von denen einer als
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ReferenzgroRe auf 1 gesetzt wurde, erfolgte eine Berechnung mittels One-Sample T-
Test. Die Analyse zweier gruppiert angeordneter Werte wurde mithilfe multipler T-Tests
durchgefihrt. Der Vergleich mehrerer Werte mit dem Referenzwert erfolgte mittels
Einweg-ANOVA und Multiplizitatskorrektur nach Dunnett. Als signifikant wurden Werte
mit p < 0,0 5 gewertet mit einem Stern fiir p < 0,05, zwei Sternen fir p < 0,01, drei

Sternen fiir p < 0,001, und vier Sternen fir p < 0,0001.
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4 Ergebnisse

4.1 Aktivierung von Erk5 durch Bisphosphonate

Grundlage der ersten Versuche war, dass Bisphosphonate, analog zu Statinen,
Inhibitoren des Mevalonatstoffwechselwegs sind. Da Statine bereits als Aktivatoren des
MEKS5/ Erk5-Signalwegs identifiziert werden konnten, lag die These nahe, dass dieser
auch bei den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten einen moglichen Funktionsweg
darstellt. Es sollte daher zunachst untersucht werden, ob stickstoffhaltige
Bisphosphonate, die durch Inhibition der FDPS in den Mevalonatstoffwechselweg
eingreifen, im Gegensatz zu ihren nicht-stickstoffhaltigen Vertretern moglicherweise in

der Lage sind Erk5-Aktivierung auszulosen.

4.1.1 BP-induzierte Erk5-Aktivierung in Endothelzellen und MSC

Als Vertreter der beiden Bisphosphonatgruppen wurden Clodronat und Etidronat als
stickstofffreie Bisphosphonate sowie Pamidronat und Zoledronat als stickstoffhaltige
Vertreter ausgewahlt. Von den stickstoffhaltigen Bisphosphonaten inhibiert Pamidronat
die FDPS am geringsten, Zoledronat hingegen gilt als starkster Hemmer des Enzymes.

Fir die ersten Versuche wurden HUVEC verwendet. In diesem Zelltyp konnte eine Erk5-
Aktivierung mit Statinen bereits erfolgreich gezeigt werden (Ohnesorge et al. 2010). Aus
diesem Grund sollten auch die ersten Versuche mit Bisphosphonaten in diesem Zelltyp
erfolgen. Um die optimale Dosierung der Bisphosphonate herauszufinden, wurden
Konzentrationen von 10, 50, 100 und 200 uM getestet. 24 Stunden nach der Stimulation
wurden die Zellen lysiert und die Proteine im Western-Blot auf Erk5-Phosphorylierung
hin untersucht. Eine Aktivierung von Erk5 duBert sich durch eine verzogerte Migration
des phosphorylierten Erk5, die sich durch das Auftreten einer zusatzlichen Bande bei ca.
110 kDa aulBert. Diesen Shift kann man deutlich bei Zoledronat ab einer Konzentration
von 50 uM erkennen. Auch bei der Stimulation mit Pamidronat ist bei 50 uM eine
Phosphorylierung zu sehen, die jedoch schwacher ausféllt als bei Zoledronat. Bei den
sehr hohen Dosen (100 und 200 uM) konnte man jedoch auch vermehrt Apoptose der
Zellen beobachten (Daten nicht gezeigt). Der Vergleich mit Clodronat und Etidronat, die

selbst in hohen Konzentrationen keine Aktivierung von Erk5 hervorrufen, erlaubt den
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Schluss, dass stickstoffhaltige, nicht aber stickstofffreie Bisphosphonate, eine Erk5-

Aktivierung hervorrufen konnen (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Erk5-Aktivierung in HUVEC durch verschiedene BP

Ergebnisse der Dosiskinetik von Clodronat, Etidronat, Pamidronat und Zoledronat. Clodronat und
Etidronat erzeugen keine Erk5-Aktivierung, es ist nur die basale Erk5-Bande zu erkennen.
Zoledronat fiihrt hingegen ab einer Konzentration von 50uM zu einem deutlichen
Phosphorylierungsshift (doppelte Bande), auch Pamidronat zeigt eine leichte Phosphorylierung
bei 50 uM. Die Zellen wurden 24 Stunden nach BP-Stimulation lysiert und die Proteine im
Western-Blot eingesetzt. Der Versuch ist reprdsentativ fiir n =2 unabhdngige Versuche. Als
Ladekontrolle diente Tubulin.

Ein fur den Knochenstoffwechsel interessanter Zelltyp sind die mesenchymalen
Stammzellen als Vorlauferzellen der Osteoblasten. Sie wurden aus menschlichem
Knochenmark isoliert und fir unsere Versuche weiterverarbeitet. Im Western-Blot
konnte auch in diesem Zelltyp eine starke Erk5-Aktivierung hervorgerufen werden,
jedoch zeigten auch die Kontrolle sowie die stickstofffreien Bisphosphonate eine
Basalaktivierung von Erk5. Ein deutlich tGber die basale Aktivierung hinausgehender Shift
ist auch in diesem Zelltyp nur bei Zoledronat zu sehen (Abbildung 7). Im Rahmen dieses
Versuchs wurde erstmals das stickstoffhaltige Bisphosphonat Ibandronat eingesetzt, das

in seiner Potenz zwischen Pamidronat und Zoledronat liegt. Da es jedoch keine
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weiterfihrenden Erkenntnisse mit sich brachte, wurde es fiir die Folgeversuche nicht
weiter berlcksichtigt. Es sollte jedoch versucht werden, die Problematik der
Basalaktivitat einzudammen. Da wir die Ursache dieses Phanomens in der Multipotenz
der Stammzellen vermuteten, erhofften wir uns durch die Differenzierung der Zellen

eine Verminderung der basalen Aktivitat.

— — e e W < P-Erk5
—— — —_— — < Erks
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Abbildung 7: Erk5-Aktivierung in MISC

Auch in MSC kann, analog zu ECs, Erk5 aktiviert werden. Wie auch in den vorherigen Versuchen
ist die Phosphorylierung bei Zoledronat am stdrksten ausgeprégt. Auffillig ist jedoch eine
Basalaktivitit, die bei der Kontrolle wie auch den anderen BP im Western-Blot zum Vorschein
kommt. Die Zellen wurden 24 Stunden nach Stimulation mit 50 uM BP lysiert und das Protein im
Western-Blot eingesetzt. Die Abbildung ist représentativ fiir n = 3 unabhdngige Versuche. Als
Ladekontrolle diente Tubulin. Abkiirzungen: Clo: Clodronat; Eti: Etidronat; Pam: Pamidronat; Iba:
Ibandronat; Zol: Zoledronat

4.1.2 Osteogene Differenzierung der MSC und Erk5-Aktivierung in OB

Die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten (OB) beruht auf
der Kultivierung der Zellen in osteogenem Medium fiir 14 Tage. Morphologisch
veranderten sich die Zellen deutlich. Die zunachst spindelférmigen Zellen formierten
sich zu einem dichten Zellrasen mit Sekretion einer kalzium- und phosphathaltigen

extrazellularen Matrix (EZM) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Vergleich der Morphologie von MSC und Osteoblasten

Die MSC erkennt man als spindelférmige, ldngliche Zellen (A). Nach Erreichen einer Dichte von
ca. 90 % wurden die Zellen mithilfe von osteogenem Medium fiir 14 Tage zu Osteoblasten
differenziert. Dabei verdichteten sich die Zellen und sekretierten Bestandteile fiir eine
kalziumhaltige, knochentypische EZM (B).

Der Erfolg der Differenzierung wurde mithilfe der Alizarinrot-Farbung bestatigt. Durch
die Bindung des Farbstoffs an die extrazellulare Matrix kann der Mineralisationsprozess
in den Osteoblasten nachgewiesen werden. Im vorliegenden Versuch hebt sich die
starke Anfarbung der differenzierten Zellen deutlich von der blassen Kultur der

undifferenzierten Zellen ab (Abbildung 9).

Abbildung 9: Bestéitigung der osteogenen Mineralisierung mittels Alizarinrotfdrbung

Links: MSC, behandelt mit Stammzellmedium. Da sich keine kalziumhaltige EZM ausgebildet hat,
kann sich der Farbstoff nicht binden. Rechts: Mit Differenzierungsmedium behandelte und zu
Osteoblasten differenzierte MSC. Der rote Farbstoff bindet an Strukturen der EZM, was eine
Rotfdrbung zur Folge hat. Die Zellen wurden 14 Tage im entsprechenden Medium gehalten,
bevor die Fidrbung nach Protokoll erfolgte.
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Um zundchst die Auswirkungen der Differenzierung auf die Basalaktivitat der Zellen zu
untersuchen, wurden im Western-Blot unbehandelte MSC und Osteoblasten
gegenilbergestellt (Abbildung 10A). Hierbei kann man erkennen, dass die
Basalaktivierung durch die Differenzierung nicht ganzlich verhindert werden konnte,
jedoch eine Verminderung zu sehen ist. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass eine
Zoledronat-induzierte Erk5-Aktivierung auch in Osteoblasten erfolgt. Die differenzierten
Zellen wurden mit 100 uM Zoledronat stimuliert und nach 24 Stunden geerntet. Der P-

Erk5-Shift ist deutlich zu erkennen (Abbildung 10 B).
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Abbildung 10: Verminderte Basalaktivitit und Erk5-Aktivierung in OB

A) Im Vergleich der unbehandelten MSC mit den zu Osteoblasten (OB) differenzierten Zellen ist
zwar noch immer eine Basalaktivitéit erkennbar, jedoch ist diese bei den differenzierten Zellen
abgeschwdcht. B) Auch in OB ist ein deutlicher Shift zur phosphorylierten Erk5-Bande erkennbar.
Die Kinase kann demnach auch in den differenzierten Zellen aktiviert werden. Die Stimulation der
Zellen erfolgte mit 100 uM Zoledronat fiir 24 Stunden. Die Versuche sind représentativ fiir n = 1
(A) bzw. n = 2 (B) Versuche, als Ladekontrolle diente Tubulin.

In der Zusammenschau der Ergebnisse wird deutlich, dass Erk5 durch das am starksten
wirkende Bisphosphonat Zoledronat sowohl in Endothelzellen, als auch in Osteoblasten
und deren Vorlauferzellen aktiviert wird. Die erste Hypothese der Arbeit konnte damit
bestatigt werden. Zudem wurde die Problematik der Basalaktivierung in Stammzellen
erkennbar, welche durch eine erfolgreiche Differenzierung der Zellen zu Osteoblasten

gemindert werden konnte.
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4.1.3 Nachweis der Erk5-Aktivierung mittels Inhibitor-Versuch

Um sicherzustellen, dass es sich bei der durch Zoledronat hervorgerufenen
Phosphorylierung um die Aktivierung von Erk5 handelt, wurde versucht, mittels eines
spezifischen Inhibitors fur Erk5, XMD8-92, die Aktivitat der Kinase zu hemmen und damit
die von Zoledronat hervorgerufene Phosphorylierung zu unterbinden. Die Zoledronat-
Stimulation wurde mit 100 uM durchgefiihrt und die Lyse der Zellen erfolgte nach 32
Stunden. Die Ergebnisse im Western-Blot zeigen, dass eine durch Zoledronat
hervorgerufene Erk5-Aktivierung durch XMD8-92 verhindert wird. Um den
Inhibitionserfolg auch funktionell auf RNA-Ebene darzustellen, wurden die Erk5-
abhangigen Gene KLF2 und KLF4 mittels Real-Time-PCR quantifiziert (Abbildung 11). In
der vorliegenden Grafik sind jeweils vier Versuche fiir KLF2 und KLF4 zusammengefasst.
Im Vergleich zur Negativkontrolle zeigt die Positivkontrolle eine starke Aktivierung von
KLF2 mit einer durchschnittlich knapp 20-fachen und von KLF4 mit einer fast 70-fachen
Induktion. Beide Positivkontrollen weisen Signifikanz auf und sind ein weiterer Beleg fir
die Zoledronat-induzierte Erk5-Aktivierung. Dass die Induktion der Erk5-abhangigen
Gene durch den Inhibitor XMD8-92 unterbunden wird, unterstreicht die entscheidende
Rolle von Erk5 in der Signaltransduktion fiir die Expression dieser Gene. Die reine
Inhibitor-Inkubation zeigt keinen auffalligen Effekt auf RNA-Ebene. Verglichen mit der
Positivkontrolle, weisen die mit XMD8-92 behandelten Zellen sowohl fiir KLF2, als auch
fir KLF4 Signifikanz auf.

Durch die Inhibition von Erk5 mittels XMD8-92 konnten wir sicherstellen, dass es sich
bei der durch Zoledronat aktivierten Bande tatsachlich um phosphoryliertes Erk5

handelt.
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Abbildung 11: Bestdétigung der Zoledronat-induzierten Erk5-Aktivierung

Die durch Zoledronat (Zol) hervorgerufene Erk5-Aktivierung konnte erfolgreich mit Hilfe des Erk5-
Inhibitors XMD8-92 unterdriickt werden. Die Ergebnisse zeigen die Induktion und XMD8-92-
vermittelte Repression der Zol-abhédngigen mRNA-Expression der Erk5-abhdngigen Gene KLF2
und KLF4 nach 32 Stunden Stimulation. Die Daten reprdsentieren Mittelwerte + SD von n =4
unabhdngigen qRT-PCR Experimenten. Die statistische Analyse erfolgte mittels Einweg-ANOVA
und Multiplizitétskorrektur nach Dunnett. Auch im Western-Blot konnte die Zol-induzierte Erk5-
Phosphorylierung sowie die Repression durch XMD8-92 bestdtigt werden. Der Western-Blot steht
stellvertretend fiir n = 2 unabhéngige Experimente.

4.1.4 Vergleich der Erk5-Aktivierung zwischen kontinuierlicher und
diskontinuierlicher Bisphosphonat-Stimulation

Da nicht nur die Konzentrationsunterschiede der Bisphosphonate, sondern auch die
Dauer der Exposition eine Rolle fir die Aktivierung von Erk5 spielen, wurden zwei
Zeitversuche unternommen. Dafir stimulierte man HUVEC mit 100 uM Zoledronat,
wobei in einem Zeitversuch nach drei Stunden das mit Bisphosphonat versetzte Medium
wieder abgesaugt und durch reines Nahrmedium ersetzt wurde. Dieser Versuchsaufbau
soll die therapeutische Bisphosphonat-Gabe nachahmen, welche pulsatil verabreicht
wird. Bei dem zu vergleichenden Zeitversuch hingegen blieb Zoledronat — wie auch in
den vorherigen Versuchen gehandhabt — bis zum Zeitpunkt der Lyse auf den Zellen.

Flir die Zeitversuche gab es zwei Kontrollen, nach einer Stunde und nach 48 Stunden.

Von den dauerhaft stimulierten Zellen wurden zwei Lysate nach einer und nach zwei
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Stunden genommen, nach vier, acht, 16, 24 und 48 Stunden wurden parallel die Zellen
von dem Versuch mit kontinuierlicher und dem mit Kurzzeit-Stimulation geerntet.
Betrachtet man nun die Erk5-Phosphorylierungsbanden im Western-Blot, so kann man
ab acht Stunden nach Stimulation bei beiden Versuchen eine Erk5-Aktivierung
erkennen. Diese ist bei dem Versuch mit kontinuierlicher Stimulation jedoch etwas
starker ausgepragt als bei der dreistiindigen Stimulation. Nach 16 Stunden ist bei beiden
Versuchen eine etwa gleich starke Bande zu sehen, jedoch unterscheiden sich die
Phosphorylierungen in den spdteren Zeitpunkten deutlich: Wahrend bei der
kontinuierlichen Stimulation der Shift bis zu 48 Stunden in dhnlich starker Auspragung
erhalten bleibt, kann man die Erk5-Aktivierung bei der dreistiindigen Stimulation bereits
nach 24 Stunden kaum noch erkennen (siehe Abbildung 12). Aufgrund dieser Tatsache
wurden die Zellen in den folgenden Versuchen mit der kontinuierlichen Methode

behandelt.
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Abbildung 12: Vergleich der kontinuierlichen zur diskontinuierlichen Zol-Stimulation

Bei der kontinuierlichen Stimulation bleibt die Erk5-Phosphorylierung bis zu spdten Lyse-
Zeitpunkten erhalten (A). Wird Zoledronat nach einer dreistiindigen Stimulation wieder entfernt,
ldsst die Wirkung nach etwa 24 Stunden wieder nach (B). Die Zellen wurden mit 100 uM Zol
stimuliert, nach den jeweiligen Zeitpunkten lysiert und der Proteiniiberstand im Western-Blot
eingesetzt. Die Ergebnisse stehen fiir n = 2 (A) bzw. n = 1 (B) Experimente.

4.2 Aktivierung von Erk5 durch Knock-down von FDPS und Cdc42

Die FDPS wird von stickstoffhaltigen Bisphosphonaten gehemmt, was fiir die Aktivierung
von Erk5 von Bedeutung zu sein scheint. Der Funktionsverlust des Enzyms flihrt zur
fehlenden Prenylierung kleiner G-Proteine, zu denen unter anderem Cdc42 zahlt. Im
Folgenden wurde daher untersucht, wie sich ein durch Knock-down hervorgerufener

Funktionsverlust der genannten Proteine auf die Aktivierung von Erk5 auswirkt.
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4.2.1 Aktivierung von Erk5 durch FDPS Knock-down
Stickstoffhaltige Bisphosphonate wie Zoledronat hemmen die FDPS und kénnen Erk5

aktivieren. Daher sollte untersucht werden, ob eine Inaktivierung des Gens durch siFDPS
Knock-down ebenfalls einen aktivierenden Effekt auf Erk5 zur Folge hat.

Fir den Versuch wurden zunachst HUVEC mit verschiedenen siRNAs gegen FDPS
transfiziert. Die Auswahl der passenden siRNA stellt einen entscheidenden Faktor flr
den Erfolg des Knock-downs dar. Von den getesteten siRNAs kristallisierten sich zwei
heraus, gekennzeichnet als siFDPS#8 und #10, die signifikant einen sehr guten Knock-
down aufwiesen und fir die folgenden Versuche als Pool eingesetzt wurden. Ein
weiterer wichtiger Faktor fir den Erfolg der Genausschaltung ist der optimale Zeitpunkt
des Erntens. Da nicht genau bekannt ist, nach welcher Zeitspanne die transfizierten
siRNAs mit den Genprodukten intervenieren, wurde ein Zeitversuch durchgefiihrt, bei
dem nach 24, 48, 72 und 96 Stunden die Zellen lysiert wurden. Dieser Versuch wurde
zudem doppelt angelegt, um sowohl RNA- als auch Protein-Lysate herstellen zu kénnen.
In drei unabhangigen Versuchen konnte hierbei ein hoch signifikanter Knock-down der
FDPS gezeigt werden, welcher nach 24 Stunden mit durchschnittlich 80 % am starksten
ausgepragt ist. Da auf RNA-Ebene der Erfolg der FDPS-Ausschaltung bestéatigt werden
konnte, sollte dieser nun auch auf Proteinebene gezeigt werden. Im Zeitversuch ist
hierbei zu erkennen, dass es zu einem Verlust der Phosphorylierung der FDPS bei den
siFDPS-transfizierten Zellen kommt, welche bei den Kontrollen noch vorhanden ist.
Dieses Ergebnis spricht flr einen Funktionsverlust der FDPS und damit fiir einen

erfolgreichen Knock-down auch auf Proteinebene (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: FDPS Knock-down in der gPCR sowie im Western-Blot

Mittels siFDPS konnte die Aktivitéit der Synthase signifikant herabreguliert werden, was nicht nur
in der gRT-PCR, sondern auch im Western-Blot bestiitigt werden konnte. Bei beiden Kontrollen
(siScrambled, kurz siScr) nach 24 sowie nach 96 Stunden ist die FDPS auf Proteinebene anhand
einer Bande bej ca. 40 kDa erkennbar. Durch den Knock-down kommt es jedoch zu einem Verlust
dieser Bande und damit der Synthase, was auch in der gPCR signifikant fiir alle Zeitpunkte gezeigt
werden konnte. Die Ergebnisse der qRT-PCR beruhen auf n = 3 unabhdngigen Experimenten, der
Western-Blot reprdsentiert ein einmaliges Experiment. Die Bande unterhalb von FDPS wurde als
unspezifisch gewertet (*). Die statistische Analyse der qRT-PCR-Daten erfolgte mittels Einweg-
ANOVA und Multiplizitdtskorrektur nach Dunnett. Der FDPS Knock-down ist zu allen Zeitpunkten
signifikant.

Nun stellte sich die Frage, ob - analog zu stickstoffhaltigen Bisphosphonaten - durch den
mit SiRNA herbeigeflihrten FDPS Knock-down ebenfalls eine Erk5-Aktivierung
hervorgerufen werden kann. Dieser Frage wurde zundchst auf RNA-Ebene
nachgegangen, indem der FDPS Knock-down in Hinblick auf die Aktivierung der Erk5-
abhangigen Gene KLF2 und KLF4 untersucht wurde. Die Expression von KLF4 zeigte sich
hierbei variabel und ohne Signifikanz (nicht gezeigt). Jedoch konnte eine signifikante
Induktion von KLF2 im Vergleich von vier Experimenten festgestellt werden. Auch

mittels Western-Blot sollte untersucht werden, ob durch FDPS Knock-down eine Erk5-
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Aktivierung nachgewiesen werden konnte. Tatsdachlich lie§ sich nach 24-stiindigem

Knock-down eine leichte Phosphorylierung erkennen (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: KLF2-Induktion und Erk5-Aktivierung durch FDPS Knock-down

Durch Herabregulierung der FDPS kann das Erk5-abhéngige Gen KLF2 induziert werden (qPCR-
Ergebnisse). Auch auf Proteinebene konnte eine Aktivierung von Erk5 gezeigt werden (Western-
Blot, reprdsentativ fiir n = 3 unabhéngige Experimente). Der Knock-down erfolgte fiir 24 Stunden,
bevor die Zellen lysiert wurden. Die statistische Analyse qRT-PCR-Ergebnisse beruht auf n =4
unabhiingigen Experimenten und wurde mittels One-Sample T-Test berechnet.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung der FDPS durch siRNA-
Transfektion bei sehr guter Knock-down-Qualitat eine Aktivierung von Erk5 sowohl auf

RNA, als auch auf Proteinebene hervorrufen konnte.

4.2.2 Aktivierung von Erk5 durch Cdc42 Knock-down
Durch die Inaktivierung der FDPS durch N-BP fehlt die Prenylierung von kleinen G-

Proteinen wie Cdc42, wodurch diese nicht mehr aktiviert werden konnen. Daher sollten
die Auswirkungen einer siRNA-vermittelten Cdc42-Inaktivierung auf Erk5 untersucht
werden. In folgenden Versuchen wurde zunédchst die Qualitat der zum Knock-down

eingesetzten siRNAs getestet und im Anschluss die Auswirkungen auf Erk5 sowie Erk5-
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abhédngige Zielgenexpression (KLF2 und KLF4) analysiert. Die Lyse der Zellen erfolgte
nach 72 Stunden.

Um den optimalen Knock-down zu eruieren, wurden zunachst vier verschiedene siRNAs
getestet. Aufgrund unterschiedlich guter Knock-down-Ergebnisse entschieden wir uns
flr einen Pool aus siCdc42#15 und #17, mit dem ein hoch signifikanter Knock-down
gezeigt werden konnte, wie in Abbildung 15 zu erkennen ist. Bei der Expressionsanalyse
der Erk5-abhangigen Gene KLF2 und KLF4 ergab sich eine Induktion beider Gene, welche
sichinn =4 Versuchen bei KLF2 im Mittel auf etwa zehnfach, bei KLF4 auf knapp dreifach
belief. Auch mittels Western-Blot wurde die Auswirkung der Ausschaltung von Cdc42
auf Erk5 untersucht. Hierbei konnte eine Phosphorylierung der Kinase gezeigt werden,
wie in Abbildung 15 zu erkennen ist. Es konnte somit bestdtigt werden, dass die

Inaktivierung von Cdc42 eine Aktivierung von Erk5 hervorruft.
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Abbildung 15: Auswirkung des Cdc42 KD auf Aktivierung von Erk5 und KLF2/4

Der effiziente und signifikante Knock-down des kleinen G-Proteins Cdc42 fiihrt sowohl zu einer
Aktivierung von Erk5 (siehe Western-Blot, reprdsentativ fiir n = 2 Experimente) als auch zu einer
Induktion der Erk5-abhdngigen Gene KLF2 und KLF4. Der Knock-down erfolgte fiir 72 Stunden,
bevor die Zellen lysiert wurden. Die statistische Analyse der qRT-PCR-Ergebnisse erfolgte fiirn = 4
unabhéngige Experimente mittels One-Sample T-Test (Knock-down) bzw. multiple T-Tests
(Induktion von KLF2 und KLF4). Alle Werte weisen im Vergleich zur Kontrolle Signifikanz auf.

4.3 Induktion knochenrelevanter Gene durch Erk5-Aktivierung

In friiheren Versuchen konnte unsere Arbeitsgruppe mit Hilfe von Microarray-Analysen
zeigen, dass durch konstitutive Erk5-Expession in MEK5D-infizierten HUVEC zahlreiche
Gene induziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die detektierten Gene mit den
Datenbanken Genecards und NCBI Gene sowie Pubmed auf ihre Bedeutung im
Knochenstoffwechsel untersucht. Hierbei identifizierten wir PTHLH, INPP4B, FGFR3 und
FOSL1 als proteincodierende Gene, die eine besondere Rolle in der Knochenhomdostase

spielen und auf beeinflussende Faktoren untersucht worden sind (siehe Tabelle 14).
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Tabelle 14: Funktion der im Array hochregulierten Gene im Knochenstoffwechsel

PTHLH, INPP4B, FGFR3 und FOSL1 mit Zusammenfassung ihrer wichtigsten Funktionen (Quelle:
NCBI Entrez Gene Geninformation) im Knochenstoffwechsel. x-up steht fiir den Faktor der
Induktion der im Array hochregulierten Gene.

Gen x-up | Funktion im (Knochen-) Stoffwechsel

PTHLH 10,58  Das durch dieses Gen kodierte Protein reguliert Zellwachstum,
-differenzierung, -migration und -lberleben. Es spielt zudem eine
Rolle im epithelialen Kalziumtransport und ist oft Ausldser der
malignen Hyperkalzamie. Des Weiteren gilt PTHLH als Regulator der
endochondralen Knochenentwicklung und ist ein wirkungsvoller
Inhibitor der durch Osteoklasten hervorgerufenen
Knochenresorption. Eine durch Mutationen dieses Gens
hervorgerufene Erkrankung ist die Brachydaktylie Typ E und E2.

INPP4B 2,56 | INPP4B kodiert eine Phosphatase, die eine Rolle im
Phosphatidylinositol-Signalweg spielt. INPP4B reguliert negativ die

Osteoklastogenese: Die Abwesenheit des Proteins  wirkt
stimulierend auf das Kalziumsignal und den Transkriptionsfaktor
NFATC1 in Osteoklasten. Zudem konnte in Knock-out- Mausen eine
gesteigerte Osteoklastendifferenzierung mit folglich verminderter
Knochenmasse beobachtet werden. In Genanalysen konnte
weiterhin eine Genlokalisation auf Chromosom 4 des Menschen
gefunden werden, die in Verbindung mit Knochendichte steht.

FGFR3 2,24 | FGFR3 kodiert eine Tyrosinkinase, die als Zelloberflachenrezeptor
fir Fibroblasten-Wachstumsfaktoren dient. Das Gen ist wichtig fir

Knorpel- und Knochenentwicklung und spielt zudem eine Rolle fir
Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose sowie den
Vitamin D-Metabolismus. Mutationen flihren zu Kraniosynostose
und verschiedenen Formen von Skelettdysplasie.

FOSL1 2,65 | FOSL1, auch bekannt als Fral, kodiert ein Protein, das als
Transkriptionsfaktor  Zellproliferation,  -differenzierung  und

-transformation reguliert und wirkt u. a. ilber den MAPK-Signalweg.
Knock-out-Mause leiden unter Osteopenie und reduzierter
Knochenbildung, was die Bedeutung dieses Gens fir den
Knochenmetabolismus hervorhebt.

4.3.1 Geninduktion in MEK5D-infizierten HUVEC

MEKSD ist ein Aktivator von Erk5 und induziert nach Infektion eine kontinuierliche Erk5-

Expression. Auf diese Weise kdnnen Erk5-abhangige Gene detektiert und die Ergebnisse
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der Microarray-Analysen nachvollzogen werden. Die Versuche wurden mittels Real-
Time-PCR durchgefiihrt. SchlieRlich konnte gezeigt werden, dass alle Gene durch
kontinuierliche Erk5-Aktivierung vermehrt exprimiert werden und PTHLH sowie INPP4B
dabei Signifikanz aufweisen (Abbildung 16). Die Ergebnisse beruhen auf der Auswertung

von sechs unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 16: Geninduktion in MEK5D-infizierten HUVEC

Die Gene PTHLH, INPP4B, FGFR3 und FOSL1 konnten durch MEK5D-infizierte HUVEC aktiviert
werden. Damit konnten die Ergebnisse der Microarray-Analysen bestdtigt werden. Die
statistische Analyse der qRT-PCR Ergebnisse erfolgte anhand von n = 6 unabhdngigen
Experimenten mittels One-Sample T-Test und weist fiir PTHLH sowie INPP4B Signifikanz auf.

4.3.2 Geninduktion durch Erk5-aktivierende Bisphosphonate

Nachdem die Genexpression mittels MEK5D-infizierter HUVEC gezeigt werden konnte,
stellte sich die zentrale Frage, ob auch durch Erk5-aktivierende Bisphosphonate eine
entsprechende Induktion hervorgerufen werden kann. Um zudem den optimalen
Zeitpunkt der Induktion herauszufinden, wurden Zeitversuche angelegt, bei denen mit

Zoledronat stimulierte HUVEC nach acht, 16, 24 und 48 Stunden geerntet wurden. Zwei
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Kontrollen wurden nach acht und nach 48 Stunden lysiert. Auch verschiedene
Zoledronatkonzentrationen mit 50 uM und 100 uM sowie die Gegenuberstellung der
kontinuierlichen und der diskontinuierlichen Bisphosphonatexposition wurden getestet.
Die Ergebnisse der Zeitversuche mit 50 uM bzw. 100 uM Zoledronat ergaben insgesamt
dhnliche Werte, jedoch fielen die Induktionen der Gene bei mit 100 uM Zoledronat
stimulierten Zellen etwas starker aus als bei der Stimulation mit 50 uM und zeigten
zudem eine hohere Stabilitdt (Daten mit 100 uM-Stimulation aus n = 3 Experimenten
siehe Abbildung 17, Daten der 50 uM-Stimulation nicht gezeigt). Auch im Vergleich der
kontinuierlichen Stimulation der Zellen mit 100 uM Zoledronat mit der dreistlindigen
Stimulation wurden dhnliche Ergebnisse festgestellt. Die Starke der Geninduktion bei
diskontinuierlicher Stimulation fiel insgesamt etwas schwacher aus und lief nach

langerer Stimulationsdauer nach (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 17: Zoledronat-assoziierte Induktion der Gene im Zeitverlauf

Die Expressionen der Gene PTHLH, INPP4B, FGFR3 und FOSL1 wurden anhand von n = 3
unabhingigen Experimenten ermittelt und mittels Einweg-ANOVA gegen die 48 Stunden-
Kontrolle gerechnet. Die Multiplizitéitskorrektur erfolgte nach Dunnett. Die Induktion der Gene
féllt dabei sehr unterschiedlich aus und zeigt bei PTHLH und FGFR3 ein friihes Maximum, bei
INPP4B einen Peak nach 48 Stunden und bei FOSL1 keine starken Verénderungen.

Betrachtet man Abbildung 17, so kann man fiir die verschiedenen Gene unterschiedliche
Verlaufe beobachten: Bei PTHLH gibt es nach acht Stunden einen Peak, wobei die
Expression bis zum 24-Stundenwert stark abnimmt, um danach wieder leicht
anzusteigen. INPP4B verhadlt sich dem gegenliber anders. Die Expression steigt
kontinuierlich an und erreicht nach 48 Stunden den hdchsten Wert. Die Induktion von
FGFR3 im Zeitverlauf ist wiederum PTHLH &hnlich, doch ist in diesem Fall kein Anstieg

nach 48 Stunden zu erkennen. FOSL1 zeigt insgesamt keine starke Reaktion auf
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Zoledronat, die Werte sinken nach acht Stunden ab, steigen nach 24 Stunden aber
wieder leicht an.

Die stark erhohte Expression mancher Gene zu friihen Zeitpunkten ist erstaunlich.
Aufgrund starker Abweichungen wurden in Abbildung 17 nur die 48 Stunden-Kontrollen
verwendet und die acht Stunden-Kontrollen nicht beriicksichtigt. Es stellte sich die
Frage, ob eine Seruminduktion ursachlich sein kénnte. Zur Klarung dieser Frage wurde
im Zuge des diskontinuierlichen Zeitversuchs in einem Einzelexperiment eine weitere
Kontrolle nach acht Stunden lysiert, bei der parallel zur Stimulation der anderen
Kulturen mit Bisphosphonaten kein Mediumwechsel stattgefunden hatte. Auffallig war
bei diesem Versuch, dass die Werte der Kontrollen, die zeitgleich nach acht Stunden
geerntet, aber einmal mit und einmal ohne Mediumwechsel behandelt wurden, stark
voneinander abwichen. Die Werte der Kontrollen ohne Mediumwechsel dhnelten dabei
den 48 Stunden-Kontrollwerten. Nur auf INPP4B scheint der Effekt des Mediums
weniger Einfluss zu nehmen, da sich die Kontrollwerte nach acht und nach 48 Stunden

nur geringfligig voneinander unterschieden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Auswirkung der unterschiedlichen Kontrollen auf die Genexpression

Vergleicht man die beiden acht Stunden-Kontrollen mit der 48 Stunden-Kontrolle, wird deutlich,
dass bei PTHLH, FGFR3 und FOSL1 allein der Wechsel des Mediums einen Effekt auf die
Geninduktion zu haben scheint: Wdhrend die acht Stunden-Kontrollen ohne Mediumwechsel (-
MW) den 48 Stunden-Kontrollen in etwa entsprechen, zeigen die acht Stunden-Kontrollen mit
Mediumwechsel (+MW) bei den genannten Genen eine deutliche Induktion. Nur fiir INPP4B ist
keine Medium-assoziierte Induktion zu verzeichnen. Die statistische Analyse der Daten
repréisentiert n = 1-3 unabhdngige Experimente und erfolgte mittels Einweg-ANOVA mit
Dunnett-Korrektur.
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Aufgrund der vermuteten Medium-assoziierten Induktion wurden die 48 Stunden-
Kontrollen als verlasslichere BezugsgroRe angesehen. Um den Effekt von Zoledronat auf
die Induktion der Gene PTHLH, INPP4B, FGFR3 und FOSL1 ohne den Effekt des Mediums

noch einmal deutlich zu machen, sind in Abbildung 19 die 48-Stundenwerte

zusammengefasst.
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Abbildung 19: Zoledronat-induzierte Genexpression nach 48 Stunden

Da die 48-Stundenwerte als die aussagekrdftigsten eingestuft werden, sind sie hier noch einmal
zusammengefasst. Fiir PTHLH, INPP4B und FOSL1 kann man eine Induktion beobachten, bei
FGFR3 eine leichte Repression. Die Werte von INPP4B und FGFR3 sind zudem signifikant. Die
statistische Analyse erfolgte mittels One-Sample T-Test (n = 3).

Hierbei wird deutlich, dass nach 48 Stunden nur bei PTHLH und INPP4B eine eindeutige
Induktion hervorgerufen wird, die fir INPP4B signifikant ist. Aus diesem Grund wurden

in den Folgeversuchen FGFR3 und FOSL1 nicht weiter beriicksichtigt.

4.3.3 Bestdtigung der Erk5-Abhangigkeit von INPP4B

Da INPP4B als einziges der vier Gene vom Mediumwechsel weitgehend unbeeinflusst
bleibt und eine stabile Induktion bei Zoledronat-Stimulation aufweist, sollte die Erk5-
Abhdngigkeit des Induktionserfolgs mittels Inhibitor-Versuch bestatigt werden. Die
Zoledronat-Stimulation erfolgte mit 100 uM fiir 32 Stunden. Obwohl im Zeitversuch die
hochste INPP4B-Induktion nach 48 Stunden gezeigt wurde, musste die Stimulationszeit
aufgrund der hohen Toxizitdt der Kombination von XMD8-92 und Zoledronat verkiirzt
werden (Daten nicht gezeigt). Die Induktion von INPP4B wurde anhand von vier
unabhangigen Experimenten mittels Real-Time-PCR-Analysen gemessen. Hierbei konnte

gezeigt werden, dass die durch Zoledronat hervorgerufene INPP4B-Induktion durch
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Erk5-Inhibition mittels XMD8-92 verhindert wird (Abbildung 20). Auf diese Weise wurde

bewiesen, dass die Induktion von INPP4B Zoledronat-induziert und Erk5-abhangig ist.

INPP4B

INPP4B mRNA expression [fold]

Abbildung 20: Bestdtigung von INPP4B als Erk5-abhdngiges Gen

INPP4B kann durch Zoledronat induziert werden. Durch den Erk5-Inhibitor XMD8-92 wird die
Induktion jedoch unterbunden. Dies beweist, dass fiir die Induktion von INPP4B durch Zoledronat
die Aktivierung von Erk5 notwendig ist. Zudem ist die durch XMD8-92 hervorgerufene Inhibition
der Zoledronat-induzierten Genexpression signifikant. Die Zellen wurden 32 Stunden stimuliert.
Fiir die statistische Analyse der n=4 Experimente wurde die Einweg-ANOVA mit
Multiplizitétskorrektur nach Dunnett angewendet.

4.3.4 Induktion der Gene in OB und deren Vorldauferzellen

Da die mesenchymalen Stammzellen als Vorldauferzellen des Bindegewebes und der
Osteoblasten einen flir den Knochenstoffwechsel wichtigen Zelltyp darstellen, versuchte
man durch diesen Zelltyp eine Induktion der knochenrelevanten Gene zu erreichen. Die
Ergebnisse zeigten jedoch sehr variable Werte, die keine klaren Aussagen Ulber die
Induktion der Gene zulielRen (Daten nicht gezeigt). Da es sich bei Stammzellen um nicht
ausgereifte Zellen handelt, die in ihrer Funktion noch sehr vielseitig sind, ist eine
Interpretation der Ergebnisse schwierig. Der Versuch wurde daher nach der
Differenzierung der MSC zu Osteoblasten wiederholt. Die Stimulation der Zellen erfolgte
mit 100 uM Zoledronat und die Lyse nach 48 Stunden. Da PTHLH und INPP4B in den

Vorversuchen am deutlichsten induziert waren, wurde in diesem Versuch ihre
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Expression untersucht. Auch hier konnte fiir beide Gene eine deutliche Induktion
hervorgerufen werden, wobei INPP4B Signifikanz aufweist. Flir PTHLH wurden drei, fur
INPP4B vier unabhdngige Experimente zusammengefasst. Somit konnte gezeigt werden,
dass die Geninduktion durch Zoledronat nicht nur in Endothelzellen, sondern auch in

Osteoblasten hervorgerufen werden kann (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Induktion von PTHLH und INPP4B in Osteoblasten

Beide Gene sind gegentiiber der Kontrolle deutlich induziert, INPP4B weist Signifikanz auf. Die
Zellen wurden mit 100 uM Zoledronat stimuliert und nach 48 Stunden geerntet. Die statistische
Analyse erfolgte bei n = 3 - 4 unabhéingigen Experimenten mittels One-Sample T-Test.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir wichtige Erkenntnisse tiber die Wirkungsweise der
Bisphosphonate gewinnen. Wir untersuchten ihren Einfluss auf den MEK5/ Erk5-
Signalweg und die Bedeutung der FDPS als Zielprotein der stickstoffhaltigen
Bisphosphonate sowie das kleine G-Protein Cdc42 als indirekter Aktivator von Erk5 und
potenzielles Bindeglied zwischen Mevalonatstoffwechsel und MEK5/ Erk5-Signalweg.
Zudem stimuliert Erk5 durch seinen Einfluss auf Transkriptionsfaktoren die Induktion
zahlreicher Gene, die unter anderem bedeutend fiir den Knochenstoffwechsel sind und
in vorliegender Arbeit auf ihre Abhangigkeit von Bisphosphonaten gepriift wurden.

Die Ergebnisse sollen zum besseren Verstandnis der Wirkungsweise dieser vielseitig
klinisch eingesetzten Arzneimittelgruppe beitragen und als Basis fiir weitere Forschung

dienen.

5.1 Aktivierung des Erk5-Signalwegs durch Bisphosphonate

Die Hypothese, dass Bisphosphonate den Erk5-Signalweg aktivieren kénnen, konnte in
dieser Arbeit eindeutig bestatigt werden (siehe Kapitel 4.1). Damit wurde neben den
Statinen eine weitere Medikamentengruppe identifiziert, die durch Inhibition des
Mevalonatstoffwechsels eine Aktivierung des MEK5/ Erk5-Signalwegs hervorruft.

Die Aktivierung von Erk5 konnte nicht nur in Endothelzellen (Abbildung 6), sondern auch
in Osteoblasten und deren Vorlduferzellen, den mesenchymalen Stammzellen, gezeigt
werden (Abbildung 7 und Abbildung 10). GroRe Unterschiede in der Fahigkeit, Erk5 zu
phosphorylieren, gab es jedoch zwischen den verschiedenen Vertretern der

verwendeten Bisphosphonate.

5.1.1 Abhangigkeit der Erk5-Aktivierung von Starke der FDPS-Inhibition

Die Phosphorylierung von Erk5 konnte zunachst im Western-Blot gezeigt werden.
Hierbei fiel auf, dass das stickstoffhaltige Bisphosphonat Zoledronat in allen getesteten
Zelltypen ab einer Konzentration von 50 uM einen deutlichen Shift hervorrief, der fiir
eine Phosphorylierung von Erk5 spricht. Die Stimulation mit Pamidronat fihrte ebenfalls
zu einer Aktivierung, wahrend die stickstofffreien Bisphosphonate Clodronat und

Etidronat keinerlei Auswirkungen auf Erk5 zeigten. Diese Ergebnisse sprechen dafiir,
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dass das Stickstoffatom in der Struktur der Bisphosphonate fiir die Aktivierung des
MEKS5/ Erk5-Signalwegs von Bedeutung ist, die durch die hohere Affinitdt dieses
Compounds zur FDPS zu begriinden ist.

Doch scheint es nicht nur der Stickstoff zu sein, der fiir die Wirkungsunterschiede der
Bisphosphonate verantwortlich ist. Auch zwischen den verschiedenen Vertretern der N-
BP gibt es groRe Unterschiede in der Potenz der Osteoklastenhemmung. Diese reicht
von 100-fach bis 20.000-fach im Gegensatz zu den stickstofffreien Vertretern, die eine
1- bis 10-fache Potenz aufweisen (Ebetino et al.) siehe Tabelle 15.

Tabelle 15: Wirkstdrke und molekulare Eigenschaften der Bisphosphonatgruppen
Die chemischen Gruppen und das Vermégen, die FDPS zu inhibieren, stehen in engem
Zusammenhang mit der relativen Potenz der Bisphosphonate. Angelehnt an Bartl et al. (2008).

Chemische Gruppe Vertreter Relative Potenz Hemmung der FDPS

Non-N-BP Etidronat, 1 Nein
Clodronat 10 Nein

N-Amino-BP Pamidronat 100 Ja

Am Stickstoff Ibandronat 10.000 Ja

substituierte Amino-BP

N-BP mit Heterozyklen Zoledronat 20.000 Ja

In einer Studie von Dunford et al. (2001) konnte gezeigt werden, dass die chemische
Struktur fiir die Fahigkeit, die FDPS zu inhibieren, von grofer Bedeutung ist. Sie
untersuchten verschiedene Bisphosphonate auf die Stirke der FDPS-Hemmung
(Abbildung 22). Dabei zeigten Clodronat und Etidronat keinen signifikanten
inhibitorischen Effekt auf das Enzym, selbst in hohen Konzentrationen. Die beiden
Vertreter der ersten Generation weisen kein Stickstoffatom in ihrer Struktur auf und im
Vergleich auch eine niedrige Wirkstarke. Das stickstoffhaltige Bisphosphonat
Pamidronat erzeugte hingegen eine Inhibition auf ca. 60 % Restaktivitat, wahrend
Zoledronat, dessen Stickstoffatom in einem Heterozyklus eingebunden ist, sogar zu
einem fast vollstandigen Funktionsverlust der Synthase flihrte. Die FDPS katalysiert die
Bildung von FPP (Farnesylpyrophosphat) aus IPP (Inositolpyrophosphat) und GPP
(Geranylpyrophosphat). Fiir das sehr potente N-BP Risendronat konnte gezeigt werden,

dass es kompetitiv und nicht-kompetitiv die Bindung der Ausgangssubstrate IPP und GPP
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an die FDPS hemmt, wodurch die Synthese von FPP unterbunden wird (Kavanagh et al.
2005). Ohne diesen Schritt unterbleibt die Prenylierung kleiner G-Proteine, was
weitreichende Auswirkungen auf die Zellfunktionen und damit auch die Wirkung der

Bisphosphonate hat.

100
80 -
60 -

40

FDPS-Aktivitat [%]

20 1

* %k * %k

CLO ETI PAM ALN IBA INC RIS MIN ZOL

Abbildung 22: Inhibition der FDPS durch verschiedene Bisphosphonate

Die Abbildung zeigt die Synthaseaktivitit der FDPS in bakteriellen Lysaten, die mit 0,1 uM BP
zehn Minuten lang préinkubiert wurden, bevor [*C] IPP-Enzymsubstrat zur Messung der
Restaktivitét hinzugegeben wurde (BP reagieren nicht mit IPP, dieses wird jedoch von der FDPS
katalysiert). Clodonat (CLO) und Etidronat (ETI) sind Vertreter der non-N-BP, Pamidronat (PAM),
Alendronat (ALN), Ibandronat (IBN), Incadronat (INC), Risendronat (RIS), Minodronat (MIN) und
Zoledronat (ZOL) sind Vertreter der N-BP (nach Dunford et al. 2001).

0_

Setzt man die Ergebnisse der Studie von Dunford et al. nun in Bezug zur relativen
Wirkstarke der verschiedenen Bisphosphonate, kann man daraus ableiten, dass die
Potenz der FDPS-Hemmung fiir die Wirkstarke der Bisphosphonate von groRer
Bedeutung ist.

Der Grund, weshalb nun gerade Zoledronat eine so starke FDPS-Inhibition hervorruft,
scheint im Zusammenhang mit der Affinitdt des Bisphosphonats zur FDPS zu stehen.
Diese wiederum ist von der chemischen Struktur der R2-Seitenkette abhingig. So konnte
gezeigt werden, dass schon kleine Unterschiede in der Seitenkette eine Verminderung
der Anziehung des Bisphosphonats zur FDPS zur Folge haben (Dunford et al. 2001). Fir
diese Affinitat ist zum einen das Vorhandensein des Stickstoffatoms von Bedeutung.
Speziell flir Zoledronat sowie Risedronat, ein weiteres sehr potentes N-BP (siehe

Abbildung 22), konnte gezeigt werden, dass die Seitenkette an einen Komplex aus
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Magnesiumionen, Phosphat-Sauerstoffgruppen, Aspartat-Resten und Wassermolekilen
gebunden ist, was zu einer sehr festen Bindung fiihrt (Kavanagh et al. 2005) (Abbildung
23). Des Weiteren starken hydrophobe Interaktionen die Affinitat zur FDPS, und auch
der pH-Wert ist von Bedeutung, da er die lonisierung der Phosphat- und funktionellen

R2-Gruppen beeinflusst (Ebetino et al.).
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Abbildung 23: Struktur-Bindungsbeziehungen zwischen Ris, Zol und FDPS

A) Spezifische polare Interaktionen von Risendronat (RIS, mittig) mit Mg?* (gelb) und der FDPS
(blau) sowie der Apo-Domdine (grau). B) Genaue rdumliche Bindung von Risendronat an die FDPS.
Drei Mg?* lonen (gelb) vermitteln die Interaktion zwischen Phosphat und Aspartat-Resten. C)
Chemische Strukturen von RIS und Zoledronat (ZOL). (Adaptiert nach Kavanagh et al. 2005)

Zusammenfassend kann man sagen, dass Zoledronat aufgrund seiner chemischen
Eigenschaften eine sehr hohe Affinitat zur FDPS besitzt, wodurch das Enzym hdchst
effektiv gehemmt wird. Die Inhibition der FDPS scheint fiir die Aktivierung des
MEK5/Erk5-Signalwegs von groRer Bedeutung zu sein. Uber welche Zwischenschritte es

nun zur Phosphorylierung von Erk5 kommt, ist noch Gegenstand der Forschung.

5.1.2 Kleine G-Proteine als Vermittler zwischen Mevalonatweg und Erk5

Es wurde nun schon fiir zwei Arzneimittelgruppen, die inhibitorisch in den
Mevalonatsyntheseweg eingreifen, eine Aktivierung von Erk5 nachgewiesen. Beiden
gemeinsam ist, dass durch die Hemmung wichtiger Enzyme des Mevalonatstoffwechsels
die Farnesylierung und Geranylierung kleiner G-Proteine der Rho- und Ras-Familien
weiter downstream unterbunden wird. Zur Rho-Familie gehdren unter anderem Cdc42,
Rac und Rho, die einem Zyklus zwischen inaktiver Guanosin-Diphosphat (GDP)-Bindung

und aktiver Guanosin-Triphosphat (GTP)-Bindung unterliegen. Diesen Proteinen werden
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vielseitige Effekte filir verschiedene Zellfunktionen, wie Signaltransduktion, die
Organisation des Zytoskeletts oder Apoptose zugeschrieben (Prendergast et al. 1994;
Perezsala und Mollinedo 1994). Fiir die Frage, inwiefern kleine G-Proteine den Erk5-
Signalweg beeinflussen, ist es zum einen wichtig, die Folgen der fehlenden Prenylierung
zu verstehen, zum anderen den Einfluss der G-Proteine auf intrazellulare
Signalkaskaden, insbesondere den Erk5-Signalweg.

Die Studienlage zu den Auswirkungen der inhibierten posttranslationalen Modifikation
kleiner G-Proteine auf die Signaltransduktion ist kontrovers. Zunachst liegt die
Vermutung nahe, dass eine fehlende Prenylierung der G-Proteine eine Modulation der
Proteine zur Folge hat, welche zu einer Hemmung der Signaltransduktion fihrt. Es
wurde jedoch auch gezeigt, dass ohne posttranslationale Modifikation eine
unangemessene Stimulation von Signalwegen resultieren kann. Diese ist auf die
Anreicherung von unprenylierten, aber aktiven GTPasen zuriickzufiihren, was zu einer
Aktivierung der downstream-Signalkaskade fiihren und eine Schadigung der Zellen zur
Folge haben kann (Dunford et al. 2006). Mdglich ist auch, dass die Anreicherung zu
einem negativen Effekt auf die Signaltransduktion flhrt. So zeigten Lerner et al. (1995),
dass mithilfe des Farnesyltransferase-Inhibitors FT-277 die  onkogene
Signalweiterleitung von Ras durch Akkumulation inaktiver Ras/ Raf-Komplexe im
Zytoplasma unterbunden werden konnte. Die moglichen Folgen der fehlenden
Prenylierung von kleinen G-Proteinen wurden von Coxon et al. (2006) in Abbildung 24

zusammengefasst.
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Abbildung 24: Mdégliche Beeinflussung der Signalweiterleitung durch N-BP

(a) Durch Inhibition der FDPS verringern N-BP die Menge an prenylierten Proteinen, was zu einer
verminderten Signalweiterleitung flihren kénnte. Alternativ kénnte eine Akkumulation von GTP-
gebundenen unprenylierten GTPasen entweder (b) zu einer unangemessenen Aktivierung der
downstream liegenden Signalwege fiihren oder (c) einen dominant negativen Effekt auf die
Signalweiterleitung haben, indem Zielproteine in inaktiven zytoplasmatischen Komplexen
eingebunden werden. Diese Effekte sind auch fiir andere GTPasen als die Rho-Familie denkbar,
was noch Gegenstand der Forschung ist (Coxon et al. 2006).

Das Ausbleiben der Prenylierung kleiner G-Proteine kann die Signalweiterleitung also
unterschiedlich beeinflussen. Welche Signalwege nun auf welche Art beeinflusst
werden, ist komplex und birgt zahlreiche offene Fragen. Doch erst kirzlich konnten Zuo
et al. (2015) einen Zusammenhang zwischen Cdc42-Inaktivierung und Erk5-
Phosphorylierung herstellen. Die Herabregulierung von Cdc42 mittels siRNA hatte eine
Aktivierung von Erk5 zur Folge. Auch die kleinen G-Proteine RhoA und Racl wurden auf
eine Erk5-Aktivierung untersucht, konnten jedoch durch Knock-down keine
Phosphorylierung auslosen. RhoA Knock-down fiihrte sogar zu einer leichten
Herabregulierung von phosphoryliertem Erk5.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Erk5-Aktivierung durch Cdc42 Knock-down
nachgewiesen werden. Im Western-Blot zeigt sich eine deutliche Phosphorylierung von
Erk5 72 Stunden nach der Transfektion, KLF2 und KLF4 sind in der gPCR deutlich erhoht
(Abbildung 15). Da Cdc42 Erk5 negativ reguliert, fihrt eine Herabregulierung des Gens

zur Aktivierung von Erk5. Verbindet man dieses Ergebnis mit den moglichen Wirkungen,
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die durch fehlende Prenylierung der kleinen G-Proteine hervorgerufen werden kénnen,
wadre zu vermuten, dass es im Fall von Cdc42 zu einer verminderten Signalweiterleitung
durch Verlust prenylierter Proteine oder zu einer negativen Beeinflussung des
Signalwegs kommt (vgl. Abbildung 24 a oder c). Okamoto et al. postulierten nach
Behandlung von Mesotheliomzellen mit Zoledronat eine Verminderung der
membrangebundenen, funktionellen Form von Cdc42 bei gleichzeitig erhohter
Gesamtmenge des Proteins (Okamoto et al. 2014). Scheinbar im Gegensatz dazu stehen
Ergebnisse von Dunford et al. (2006), die nach Behandlung von Makrophagen und
Osteoklasten-dhnlichen Zellen mit N-BP vermehrt aktives Cdc42 nachweisen konnten.
Ob diese aktiven, aber unprenylierten Proteine jedoch funktionstlichtig sind und mit den
nachgeschalteten Signalwegen angemessen interagieren koénnen, ist fraglich.
Moglicherweise beruhen die kontroversen Ergebnisse auch darauf, dass die G-Proteine
in verschiedenen Zelltypen unterschiedlich reguliert werden. Da in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, dass eine Stimulation von Endothelzellen und Osteoblasten durch
Zoledronat Erk5 aktiviert, und gleichzeitig eine Erk5-Aktivierung in Endothelzellen durch
Cdc42 Knock-down hervorgerufen werden konnte, ergibt sich ein weiterer Hinweis
darauf, dass die fehlende Prenylierung in genannten Zelltypen eine Modifikation des
Proteins mit einer fehlenden oder negativen Signalweiterleitung zur Folge hat.

Betrachtet man die anderen G-Proteine, kénnte ein Ausbleiben der Prenylierung zu
dhnlichen oder anderen Effekten flihren und Signalwege weiter downstream
unterschiedlich beeinflussen. Fiir Rac konnte beispielsweise ein analoger Mechanismus
wie fiir Cdc42 identifiziert werden: Die Behandlung von Makrophagen mit N-BP fiihrte
zu einem Anstieg von aktivem, GTP-gebundenem Rac, was eine Aktivierung der MAP-
Kinase p38 zur Folge hatte (Dunford et al. 2006). Andere Studien haben wiederum
gezeigt, dass Mevastatin Lipopolysaccharid-induzierte Aktivierung von Rac in
Monozyten hemmt, allerdings keine Wirkung auf die Rac-Aktivierung alleine hat (Patel

und Corbett 2003).
5.1.3 Vermittlung Bisphosphonat-assoziierter Effekte iiber Erk5

Neben ihren antiresorptiven Eigenschaften werden den Bisphosphonaten unter

anderem antiangiogenetische sowie antimigratorische Funktionen zugeschrieben

65



Diskussion

(Clézardin et al. 2005). Die genauen molekularen Mechanismen, wie Bisphosphonate
diese Wirkungen entfalten, waren bislang noch nicht vollstandig geklart. Einen
interessanten Ansatz bietet der MEKS5/ Erk5-Signalweg. Es ist bekannt, dass die
vielseitigen Effekte der Statine teilweise Uber diesen Signalweg vermittelt werden
(Ohnesorge et al. 2010). Nachdem die Aktivierung von Erk5 durch Bisphosphonate
gezeigt werden konnte, ist zu vermuten, dass einige ihrer Effekte ebenfalls Gber den
MEK5/ Erk5-Signalweg vermittelt werden. Gefestigt wird diese Vermutung dadurch,
dass auch die Erk5-abhangigen Transkriptionsfaktoren KLF2 und KLF4 durch Zoledronat
induzierbar waren (Abbildung 11). Damit kénnen Effekte wie Verminderung von
Angiogenese, Migration und Inflammation, die man KLF2 und KLF4, aber auch
Bisphosphonaten und Statinen zuordnet, erklart werden. Auch fir die den
Bisphosphonaten zugeschriebenen antitumordsen Eigenschaften kann unter anderem
ihre antiangiogenetische Wirkung verantwortlich sein. Diese wurde von Wood et al.
(2002) aufgezeigt und ist moglicherweise durch die Aktivierung des MEK5/ Erk5-
Signalwegs zu erklaren.

Zudem induzieren Bisphosphonate womadglich die Osteoblastogenese durch Aktivierung
von BMP2, RUNX2 und weiteren Faktoren. Da gezeigt werden konnte, dass eine
Aktivierung von Erk5 nicht nur zu einer Induktion von KLF4, sondern von zahlreichen
weiteren Genen fiihrt (vgl. Microarray-Analysen von Ohnesorge et al.), besteht die
Moglichkeit, dass auch diese Effekte durch Erk5-vermittelte Geninduktion erklart

werden kdnnen.

5.2 Einfluss der Bisphosphonate auf die Genexpression via Erk5

Mittels Microarray-Analysen hat unsere Arbeitsgruppe die Regulierung zahlreicher Gene
detektiert, die durch konstitutive Erk5-Expression beeinflusst wurden. Dabei handelt es
sich um 172 hochregulierte und 67 herabregulierte Gene. In Hinblick auf ihre Funktion
lassen sie sich verschiedenen Gruppen zuordnen, wie beispielsweise Zellmigration- und
Motilitat, G-Protein-Signalwirkung, Regulierung von Blutdruck und Vasodilatation oder
Inflammation (Ohnesorge et al. 2010). Die Ergebnisse unterstiitzen den protektiven
Phanotyp des Erk5-Signalwegs. Doch erstaunlicherweise wurden auch einige

knochenrelevante Gene entdeckt. Zu ihnen zahlen Gene, die fir die Differenzierung von

66



Diskussion

Osteoblasten von Bedeutung sind (PTHLH, FGFR3, FOSL1) sowie solche, die
Knochenresorption durch Inhibition der Osteoklastenreifung stéren (INPP4B). Die
Ergebnisse der Microarray-Analysen konnten experimentell bestatigt werden, indem
durch konstitutive Erk5-Expression mittels MEKD-infizierter HUVEC erneut eine
Induktion der genannten Gene gezeigt wurde, wobei die Werte fiir PTHLH sowie INPP4B
Signifikanz aufwiesen (Abbildung 16). Die Hohe der Geninduktion entsprach dabei in

etwa den im Microarray erhobenen Werten (vgl. Tabelle 14).

5.2.1 Aufgaben der ausgewdhlten Gene im Knochenstoffwechsel

Die ausgewadhlten Gene beeinflussen den Knochenstoffwechsel sehr unterschiedlich.
Wahrend PTHLH, FGFR3 und FOSL1 eher fordernd auf die Osteoblastogenese wirken,
hemmt INPP4B die Osteoklastenreifung. Jedoch ist auch diese Unterscheidung nicht
ganz eindeutig. So wurde gezeigt, dass FGFR3 zwar die Differenzierung von MSC zu (Pra-)
Osteoblasten durch Aktivierung von RUNX2 und der MAPK p38 fordert, gleichzeitig aber
die Matrixmineralisierung Uber Erk1/2 hemmt und damit eine verminderte
Knochenmasse zur Folge hat. Zudem fiihrt FGFR3 zu einer vermehrten Differenzierung
und gesteigerten resorptiven Funktion der Osteoklasten — sowohl direkt, als
moglicherweise auch indirekt durch die Regulation von Osteoblasten (Su et al. 2009;
Pannier et al. 2010). Die Auswahl dieses Gens als mogliche Unterstlitzung einer
osteoanabolen Wirkung von Bisphosphonaten ist demnach kritisch anzusehen.

Auch PTHLH zeigt, je nach Dauer und Zeitpunkt der Exposition, unterschiedliche
Wirkungen. Eine intermittierende Gabe fiihrt zu einer vermehrten Expression von
RUNX2 und férdert damit die Osteoblastogenese. Erst kiirzlich wurde mit Abaloparatid
ein Analogon entwickelt, das die anabolen Effekte fordert. Es weist 76 % Homologie zu
PTHLH und 41 % Homologie zu PTH auf und konnte in Phase 3 der Zulassungsstudien
eine deutliche Zunahme der Knochendichte im Gegensatz zur Placebo-Gruppe sowie
eine leichte Verbesserung gegeniiber dem PTH-Analogon Teriparatid zeigen (Miller et
al. 2016). Gleichzeitig hat PTHLH einen inhibitorischen Effekt auf die Proliferation
differenzierter Osteoblasten mittels Cyclin D1 (Datta et al. 2007) und eine

kontinuierliche Gabe fiihrt zum vermehrten Abbau des Knochens (Ma et al. 2001).
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Des Weiteren beeinflussen Veranderungen der Transkriptionsfaktoren der FOS-Familie
die Knochenbildung. So konnte gezeigt werden, dass die Differenzierung von
Osteoblasten durch FOSL1 erhoht ist, nicht aber deren Proliferation. Zudem war in vitro
eine gesteigerte Osteoklastogenese zu verzeichnen. Eine Uberexpression von FOSL1
fuhrt zu einer vermehrten Knochenbildung und -masse, was auf eine erhéhte Anzahl
reifer Osteoblasten zurlckgefihrt wird. Knock-out-Mause leiden hingegen an
Osteopenie (Jochum et al. 2000).

Ein primar die Osteoklastogenese beeinflussendes Gen ist INPP4B. Es wird als wichtiger
Modulator der Knochenmasse angesehen, indem es RANKL hemmt und somit die
Differenzierung der Osteoklasten vermindert (Vacher 2013). Im Rahmen dieser Arbeit
konnte nicht nur die Erk5-Abhangigkeit des Gens (Kapitel 4.3.3), sondern auch eine
Induktion in Osteoblasten gezeigt werden (Abbildung 21). Es ware weiterhin ein
interessanter Ansatz, die Geninduktion in Osteoklasten hervorzurufen. Vacher (2013)
konnte bereits zeigen, dass eine stabile Expression von nativem INPP4B in RAW-Zellen,
welche zu reifen Osteoklasten differenzieren konnen, eine verminderte Differenzierung
und folglich eine geringere Anzahl reifer Osteoklasten zur Folge hatte. Damit bestatigte
die Arbeitsgruppe Ergebnisse von Ferron et al. (2011), die INPP4B als negativen
Regulator der Osteoklastogenese identifizierten und auch in vivo eine verstarkte

Osteoklastogenese bei INPP4B-defizienten Mausen zeigen konnten.

5.2.2 Wirkung von Zol auf Geninduktion und Knochenstoffwechsel

Nun stellte sich die Frage, ob auch stickstoffhaltige Bisphosphonate wie Zoledronat
durch ihre Erk5-Aktivierung die ausgewahlten Gene beeinflussen kénnen. Mit Hilfe von
Zeitversuchen sollte der ideale Zeitpunkt fiir die Aktivierung des jeweiligen Gens
gefunden werden. Jedoch kann man die Geninduktion zu friihen Zeitpunkten aufgrund
der vermuteten Seruminduktion nicht sicher dem Effekt von Zoledronat zuordnen. Fur
die friihzeitige Geninduktion verantwortlich sein kénnte das im Zellkulturmedium fir
HUVEC enthaltene FCS, welches Wachstumsfaktoren enthalt. VEGF gilt beispielsweise
als Stimulus fur den MEK5/ Erk5-Signalweg (Roberts et al. 2009). Analog zur
Beeinflussung von Erk5 zeigten Cohen-Saidon et al. (2009), dass Erk2 durch EGF

stimuliert wird. Die phosphorylierte MAPK kann durch Aktivierung von
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Transkriptionsfaktoren die Genexpression beeinflussen. Auf diesem Weg wdre es
moglich, dass manche Gene durch das im Ndahrmedium enthaltene FCS beeinflusst
werden. Der vermutete Effekt des Serums scheint jedoch nur kurzfristig zu wirken, da
man eine Abnahme der Induktion von den teils UberschieRenden acht und 16
Stundenwerten hin zu spateren Zeitpunkten sehen kann (Abbildung 17). Aus diesem
Grund sind die 48 Stundenwerte als die verldsslichsten einzustufen.

Hierbei ist zu erkennen, dass Zoledronat PTHLH etwa zweifach induzieren kann. Zwar
fiel die Induktion von PTHLH durch Zoledronat schwéacher aus als durch MEK5D, dies ist
jedoch durch die langer andauernde und konstitutive Erk5-Aktivierung durch MEKS5D
erklarbar. Mo et al. (2012) fassten zusammen, dass die Osteoblastogenese unter
anderem durch eine vermehrte Expression von RUNX2, VEGF und Osteocalcin gefordert
wird. Auch PTHLH entfaltet seine knochenaufbauende Wirkung tiber eine Induktion von
RUNX2, Osteocalcin und VEGF (Gortazar et al. 2006; Garcia-Martin et al. 2014). Da
Zoledronat PTHLH induziert, kann man daraus ableiten, dass mdgliche osteoanabole
Effekte des stickstoffhaltigen Bisphosphonats unter anderem lber dieses Gen vermittelt
werden kdnnten.

INPP4B zeigt nach 48 Stunden Zoledronat-Stimulation sogar eine starkere Induktion als
durch MEKS5D-Infektion. Dieses Ergebnis kann dafilir sprechen, dass die 48-stiindige
Stimulation einen optimalen Zeitpunkt darstellt, der bei der Dauer der MEK5D-
getriggerten Induktion schon Uberschritten war. Moglich ist aber auch, dass durch
Zoledronat weitere Faktoren beeinflusst werden, die eine gesteigerte Expression von
INPP4B zur Folge haben. Mit INPP4B konnte ein durch Zoledronat stark induziertes und
Erk5-abhangiges Gen identifiziert werden. Von diesem Gen ist eine negative Wirkung
auf die Osteoklastendifferenzierung durch Inhibition von RANKL bekannt. Demnach ist
die Induktion von INPP4B womaglich ein weiterer Mechanismus, liber den Zoledronat
seine antiresorptiven Eigenschaften vermittelt.

FGFR3 und FOSL1 wiederum zeigten im Vergleich mit den anderen Genen eine
schwichere Expression bei Zoledronat-Stimulation, FGFR3 sogar eine leichte
Repression. FGFR3 ist auch in seiner Funktion schwierig zuzuordnen. Das Gen wirkt
sowohl fordernd als auch hemmend auf die Osteoblastogenese. Es konnte durch

konstitutive Erk5-Aktivitdt vermehrt exprimiert werden, in unseren Versuchen aber
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nicht sicher von Zoledronat induziert werden. Dies fihrt zu der Vermutung, dass
Zeitpunkt und molekularer Angriffspunkt eine bedeutende Rolle fiir die Wirkung von
FGFR3 spielen. Diese Schlussfolgerung sowie die duale Wirkungsweise als positiver
sowie negativer Regulator in der endochondralen Ossifikation beschrieben auch Pannier
et al. (2010). Moglicherweise geschieht die Induktion bereits zu einem friihen Zeitpunkt,
zu dem die Seruminduktion den Effekt Gberdeckt oder zu einem spateren Zeitpunkt, der
in den Versuchen nicht mehr beriicksichtigt wurde. FOSL1 wiederum konnte durch
Zoledronat induziert werden. Dieses Gen wirkt, anders als PTHLH und FGFR3, nicht auf
die Proliferation, dafiir aber auf die Differenzierung der Osteoblasten und fordert damit
die Knochenmasse. Dieser Effekt scheint fiir die Wirkung von Zoledronat jedoch eine
untergeordnete Rolle zu spielen, wenn man beachtet, dass FOSL1 nur leicht und nicht
signifikant von Zoledronat induziert werden konnte.

Zusammenfassend lassen die Daten die Spekulation zu, dass die Wirkung von Zoledronat
durch die Aktivierung des MEKS5/ Erk5-Signalwegs und die damit verbundene Induktion
knochenrelevanter Gene, insbesondere PTHLH und INPP4B, verstarkt wird oder
teilweise darauf beruht. Damit wurde ein weiterer wichtiger Mechanismus entdeckt,
Uber den stickstoffhaltige Bisphosphonate mutmaRlich ihre Wirkung entfalten, sofern
entsprechende Konzentrationen in vivo erreicht werden. Es gilt jedoch auch zu
beachten, dass die Stimulation von Endothelzellen oder Osteoblasten mit sehr hohen
Zoledronat-Konzentrationen und langer Stimulationszeit eine vermehrte Apoptose zur
Folge haben. Dies mag bei Osteoklasten oder Tumorzellen ein erwiinschter Effekt sein
(vgl. Rachner et al. 2010), sollte in Hinblick auf eine mogliche osteoanabole Funktion
jedoch kritisch bewertet werden. In diesem Zusammenhang ist eine Weiterentwicklung
der Substanzen von groRer Bedeutung, um die Aufnahme in die Zellen zu verbessern
sowie eine hohe Effektivitat schon bei geringeren und weniger toxischen

Konzentrationen zu erreichen.

5.3 Ausblick: Bisphosphonate in der Tumortherapie
Bisphosphonate werden aufgrund ihrer antiresorptiven sowie moglichen osteoanabolen
Effekte hauptsachlich fir Krankheiten des Knochenstoffwechsels eingesetzt, spielen

jedoch auch in der Tumortherapie eine wichtige Rolle: Sie hemmen die
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Metastasenbildung im Knochen durch gesteigerte Apoptose sowie Verhinderung der
Anheftung von Tumorzellen an lining cells, aktive Osteoblasten und die extrazelluldre
Matrix (van der Pluijm et al. 1996) und finden auch bei hamatologischen
Tumorerkrankungen wie dem Multiplen Myelom Anwendung. Zudem sind sie wirksam
gegen Tumorwachstum und weitere Tumor-assoziierte Beschwerden. Ein Beispiel dafiir
ist der Brustkrebs, das haufigste Karzinom der Frau. Es konnte gezeigt werden, dass
Zoledronat die Zellproliferation in Ostrogenrezeptor-negativen MDA-MB-231-Zellen
hemmt und zugleich die Apoptose durch Aktivierung von Caspase 1 und 3 induziert
(Rachner et al. 2010). Zudem mindern Bisphosphonate im metastasierten Stadium nicht
nur die Haufigkeit pathologischer Frakturen, sondern auch Knochenschmerzen,
Episoden von Hyperkalzimie sowie die Notwendigkeit von Bestrahlungen oder
Operationen (Verdijk et al. 2007; Pavlakis et al. 2005; Brown und Coleman 2001). Es ist
weiterhin bekannt, dass Mutationen des Tumorsuppressors p53, die in mehr als der
Halfte der menschlichen Tumoren zu finden sind, die Aktivitdit des Mevalonatwegs
signifikant hochregulieren. Inhibitoren des Mevalonatstoffwechsels kénnen diesen
Effekt jedoch unterdriicken. So konnte gezeigt werden, dass Statine das
Tumorzellwachstum in p53-mutierten Tumoren reduzieren (Freed-Pastor et al. 2012).
Auch Bisphosphonate koénnten eine entsprechende Wirkung auf das
Tumorzellwachstum ausiiben. Es wurde bereits nachgewiesen, dass Zoledronat das
Expressionslevel von p53 in Mesotheliomzellen steigert und damit dem
mutationsbedingten Verlust des Tumorsuppressors entgegenwirkt (Okamoto et al.
2013). AulRerdem induziert das stickstoffhaltige Bisphosphonat Apoptose und S-Phase
Arrest p53-unabhangig (Okamoto et al. 2012). Auch fiir Statine wird durch die Hemmung
der HMG-CoA-Reduktase eine tumorspezifische Apoptose postuliert (Wong et al. 2002).
Diese Effekte, die sowohl Statine, als auch N-BP zeigen, werden unter anderem durch
die Inhibition der Geranylgeranylierung von Rho-Proteinen hervorgerufen
(Konstantinopoulos et al. 2007). Zusatzlich zur p53- und Apoptose-Induktion
beeinflussen Bisphosphonate die Immunantwort durch Aktivierung von Lymphozyten.
So konnte gezeigt werden, dass Zoledronat y& T-Zellen sowie natural killer (NK)-Zellen
induziert, die eine starke Zytotoxizitdt gegen epitheliale Tumoren aufweisen. Dabei ist

zu beachten, dass die Aktivierung der NK-Zellen moglicherweise im Zusammenhang mit
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einer schweren Nebenwirkung der Bisphosphonate steht, der Kiefernekrose (Kabelitz et
al. 2007; Nussbaumer et al. 2011). Eine weitere Moglichkeit, tiber die antitumordse
Eigenschaften vermittelt werden, ist die antiangiogenetische Eigenschaft der
Bisphosphonate, die von Wood et al. (2002) fiir Zoledronat gezeigt wurde und im
Zusammenhang mit der Aktivierung des MEK5/ Erk5-Signalwegs steht.

Der Einsatz der Bisphosphonate in der Tumortherapie ist demnach ein wichtiges Feld,
auf dem es noch viele interessante Fragen zu klaren gibt. Durch das Aufzeigen des MEKS5/
Erk5-Signalwegs als Angriffspunkt stickstoffhaltiger Bisphosphonate 6ffnen sich neue
Wege, lber die die antitumordsen Effekte der Bisphosphonate vermittelt werden
konnten. In den Microarray-Analysen unserer Arbeitsgruppe wurden neben den
knochenrelevanten Genen auch zahlreiche Gene mit antitumorésen Eigenschaften
entdeckt. Zu ihnen zdhlen neben KLF2 und KLF4 auch ADAMTS1 (ADAM
metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 1) sowie CD44. So konnte fiir KLF2
bereits gezeigt werden, dass eine Zoledronat-Behandlung von MCF-7-Tumorzellen zu
einer Hochregulation des mutmallich antitumordsen Gens fihrt, wahrend der
Proliferationsmarker Ki-67 herabreguliert wurde (Ebert et al. 2012). ADAMTS1 weist,
wie auch KLF2 und KLF4, antiangiogenetische Aktivitat auf, ist mit inflammatorischen
Prozessen assoziiert und wird als antimetastatisch bezeichnet (Kelwick et al. 2015).
CD44, ein wichtiges Gen fur Zelladhdsion und -migration, das unter anderem mit
Osteopontin und Kollagen interagiert, spielt ebenfalls eine Rolle flir Tumormetastasen
und die Aktivierung von Lymphozyten (Genecards). Knock-out-Mause weisen einen
Phanotyp mit stark erhohtem tumordésen Potenzial auf (Schmits et al. 1997), was auf die
antitumordsen Eigenschaften dieses Gens hinweist.

Die genannten Gene sind nur Beispiele dafiir, dass es noch zahlreiche weitere
Moglichkeiten gibt, Gber die Wirkungen von Bisphosphonaten oder Statinen durch die
Aktivierung des MEK5/ Erk5-Signalwegs erklart werden kénnen und diirfen als Anreiz fur

weitere Forschungen angesehen werden.
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6 Zusammenfassung/ Summary
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Abbildung 25: Graphische Zusammenfassung

Stickstoffhaltige Bisphosphonate (N-BP) hemmen die FDPS als wichtiges Enzym des
Mevalonatstoffwechsels. Dadurch wird die Prenylierung kleiner G-Proteine wie Cdc42
unterbunden, was iiber mehrere Zwischenschritte eine Aktivierung des MEK5/ Erk5-Signalwegs
zur Folge hat. Erk5 beeinflusst die Expression zahlreicher Gene, unter anderem INPP4B als
Hemmer der Osteoklastogenese oder PTHLH und FOSL1 als Férderer der Osteoblastogenese.

Die Osteoporose ist eine Erkrankung, die durch verminderte Dichte und erhdhte
Fragilitdat des Knochens gekennzeichnet ist. Sie zahlt zu den haufigsten Erkrankungen
weltweit und geht mit erheblicher Einschridnkung der Lebensqualitdt und erhOhter
Mortalitdt einher. Eine BehandlungsmoOglichkeit dieses schwerwiegenden
Krankheitsbilds ist die Therapie mit Bisphosphonaten. Diese hemmen mit ihren
antiresorptiven Eigenschaften den Knochenabbau und fOrdern vermutlich gleichzeitig
den Knochenaufbau. Obwohl schon lange die Wirkungsweise der Bisphosphonate
erforscht wird, ist noch nicht sicher geklart, wie beispielsweise osteoanabole oder
antitumor0Ose Effekte vermittelt werden. Einen Erkldrungsansatz bietet der MEK5/ Erk5-

Signalweg. Diesem werden unter anderem antiangiogenetische, antiinflammatorische
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und antiproliferative Eigenschaften zugesprochen. In friheren Studien konnte gezeigt
werden, dass Statine Erk5 und Erk5-abhdngige Gene aktivieren kOnnen. Statine
wiederum inhibieren ebenfalls den Mevalonatstoffwechsel, jedoch weiter upstream als
Bisphosphonate. Da Statine zudem osteoanabole Effekte aufweisen, lag die These nahe,
dass auch Bisphosphonate ihre Wirkung Uber den MEKS5/Erk5-Signalweg vermitteln
kdnnten. Die These konnte im Rahmen dieser Arbeit bestdtigt werden: Stickstoffhaltige,
nicht aber stickstofffreie Bisphosphonate aktivieren Erk5 sowohl in Endothelzellen als
auch in Osteoblasten. Es gilt jedoch zu bedenken, dass eine Weiterentwicklung der
Substanzen mit verbesserter Aufnahme in die Zelle zur Vermeidung von Apoptose-
Induktion anzustreben ist.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein Knock-down der FDPS, dem Angriffspunkt
der Bisphosphonate im Mevalonatstoffwechsel, ebenfalls eine Erk5-Phosphorylierung
zur Folge hat. Durch Inhibition der FDPS wird die Prenylierung kleiner G-Proteine wie
Cdc42 unterbunden, was eine verdnderte Funktion der Proteine zur Folge hat. Ein Knock-
down von Cdc42 mittels siRNA flhrt wiederum zu einer Aktivierung von Erk5. Auf diese
Weise wurde nicht nur ein neuer Wirkungsweg der Bisphosphonate identifiziert,
sondern auch ein mdglicher Aktivierungsmechanismus der MEK5/ Erk5-Signalkaskade
aufgedeckt.

Erk5 wandert nach seiner Aktivierung in den Zellkern und beeinflusst dort die
Genexpression. Im Rahmen dieser Arbeit wurden knochenrelevante Gene identifiziert,
die durch Zoledronat-Stimulation induziert werden konnten. Zu diesen zdhlen INPP4B,
das die Osteoklastogenese inhibiert, und PTHLH sowie FOSL1, welche die
Osteoblastogenese fOrdern. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die
Aktivierung des MEK5/ Erk5-Signalwegs durch Zoledronat eine Geninduktion zur Folge
hat, die sowohl die osteoanabole Wirkung unterstitzt, als auch die katabolen Effekte
hemmt. Auf diese Weise konnte neben den bereits bekannten Wirkungswegen der
Bisphosphonate ein neuer identifiziert werden, der auch einen moglichen Ansatz fir

weitere, bisher ungeklarte Effekte von Bisphosphonaten darstellt.
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Abbildung 26: Graphical summary

Nitrogen-containing bisphosphonates (N-BP) inhibit the FDPS which is an important enzyme of
the mevalonate metabolism and provides the prenylation of small G-proteins like Cdc42.
Suppression of protein prenylation leads — through several intermediate steps — to an activation
of the MEK5/ Erk5 signal cascade. Erk5 affects the expression of various genes like INPP4B which
is an inhibitor of osteoclastogenesis or PTHLH and FOSL1 which support osteoblastogenesis.

Osteoporosis is a disease characterised by decreased bone density and increased
fragility. It is one of the most frequent diseases worldwide and leads to a considerable
reduction in quality of life and increased mortality. One option to treat this severe illness
is a therapy based on bisphosphonates. These drugs inhibit bone resorption while
possibly stimulating bone formation. Although a lot of research has been done to
elucidate the cellular mechanisms of bisphosphonates, it remains unclear how they
might mediate for instance osteoanabolic or antitumor effects. One possible
explanation offers the MEKS5/ Erk5 signal cascade which has been implicated in the
regulation of anti-angiogenetic, anti-inflammatory and anti-proliferative effects.

Previous studies have shown that statins can activate Erk5 as well as Erk5-dependent
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genes. Moreover, statins inhibit, like bisphosphonates, the mevalonate pathway further
upstream. In addition, statins show osteoanabolic effects which led to the assumption
that bisphosphonates might mediate some of their effects by the MEK5/ Erk5 signal
cascade as well. Within this thesis, we confirmed this assumption by revealing that
nitrogen-containing, but not non-nitrogen-containing bisphosphonates activate Erk5 in
endothelial cells as well as osteoblasts. But we have to be aware of the need to optimize
the substances to gain a better uptake into the cells and to avoid apoptosis.
Furthermore, it has been shown that a knock-down of the FDPS, which is the molecular
target of bisphosphonates in the mevalonate pathway, induced a phosphorylation of
Erk5 as well. Inhibition of FDPS suppresses the prenylation of small G-proteins such as
Cdc42 which leads to a modified function of the proteins. A knock-down of Cdc42 by
siRNA in turn leads to activation of Erk5. Thus, it has not only been identified a new
molecular target of bisphosphonates, but also a possible activation mechanism of the
MEKS5/ Erk5 signal cascade.

After its activation, Erk5 migrates to the nucleus to influence gene expression. Within
this thesis we identified zoledronic acid to induce bone relevant genes such as INPP4B
which inhibits osteoclastogenesis and PTHLH or FOSL1 which support
osteoblastogenesis. Thus, the activation of the MEK5/ Erk5 signal cascade by zoledronic
acid induces gene induction which might support anabolic and inhibit catabolic effects
in bone. Like this, a new molecular mechanism of action has been identified which might
represent a new approach to understand effects of bisphosphonates that have not been

explained thus far.
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8 Publikation

Eine Auswahl der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse schafft zusammen mit
weiteren Resultaten von Christian Adam der AG Prof. Schmidt sowie unseren
Kooperationspartnern Prof. Jakob und PD Dr. Ebert die Grundlage fiir ein Paper mit dem
Titel ,The MEK5/ERK5 MAPK cascade is an effector pathway of bone-sustaining
bisphosphonates that regulates osteogenic differentiation and mineralisation”. Aktuell
ist der bei der Zeitschrift Bone eingereichte Artikel in Revision und soll aller Voraussicht

nach in Kiirze veroffentlicht werden.

Die Ergebnisse wurden zudem im Rahmen des international anerkannten Kongresses
EORS (European Orthopaedic Research Society) im September 2017 in Minchen
vorgestellt. Aufgrund des grolRen Interesses wurde mir die Prasentation der Daten in
Form eines Kurzvortrags ermoglicht. Zudem ist das Abstract im eCM (Eur Cell Mater)

Journal veroffentlicht worden.
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