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Einflihrung

1. Einfuhrung

1.1 Zusammensetzung des Knochens

Knochen wird zusammen mit Knorpelgewebe zum skelettbildenden Bindegewebe gezahlt. Er
ubt im Organismus verschiedene Aufgaben aus: Durch Muskelansétze kénnen mit seiner Hil-
fe Bewegungen ausgeflihrt werden, er schitzt mit seiner festen Beschaffenheit die inneren
Organe vor aulleren Einflissen, und schlieBlich dient das Knochengewebe als Reservoir flr
Calcium- und Phosphationen, mit deren Hilfe die Homdostase aufrecht erhalten wird. Zwei
Hauptbestandteile machen die Knochenstruktur aus: Die Knochenzellen und die Extra-

zelluldre Knochenmatrix.

1.1.1 Die Extrazellulare Knochenmatrix

Organische (35%) und anorganische (65%) Substanzen bauen gemeinsam die Knochenmatrix
auf. Zu den anorganischen Bestandteilen gehdren an erster Stelle Hydroxylapatitkristalle,
(3Ca3(P04)2)(OH),, des weiteren finden sich Magnesium, Kalium, Chlor, Eisen und Karbo-
nat. Die organischen Knochenanteile bestehen zu 90% aus Typ I-Kollagen, zu 10% aus nicht-
kollagenartigen Proteinen, darunter mit abnehmendem Anteil Osteonectin, Osteocalcin, Sia-
loprotein, Phosphoproteine, Glykoproteine, Proteoglykane, Albumin und weitere Proteine,
welche tberwiegend von Knochenzellen synthetisiert werden (Gorski J.P., 1998).

Zu bestimmten Zeiten der Knochenbildung kommen zusétzlich Spuren von Typ IlI-, Typ V-
und Typ X-Kollagen im Knochen vor (Baron R., 1999).

Typ I-Kollagen wird von Osteoblasten, Odontoblasten und Fibroblasten gebildet (Rossert J. et
al., 2000). Es stellt ein Heterotrimer dar, welches aus zwei identischen o;-Ketten und einer
genetisch verschiedenen o,-Kette aufgebaut ist. Die drei Ketten, Uberwiegend aus den Ami-
nosauren Glycin, Prolin und Hydroxyprolin bestehend, lagern sich mit Hilfe von Wasserstoff-
briickenbindungen zu einer Trippelhelix zusammen (Petrides P.E., 1998). Durch die ge-
ordnete Zusammenlagerung der einzelnen Kollagenfaserbiindel ensteht die typische Struktur
des Lamellenknochens. Wéhrend der Knochenentwicklung und im Zuge der Knochenbruch-
heilung, also wenn neuer Knochen schnell gebildet werden muss, werden die einzelnen Kolla-
genfasern ohne die sonst Ubliche Orientierung nebeneinander gelagert. Dabei entsteht Ge-
flechtknochen (Kadler K.E. et al., 1996).
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Der Kollagenabbau erfolgt durch Kollagenasen, die aufgrund ihres Zink-Bestandteiles auch
als Matrix-Metalloproteinasen (MMP) bezeichnet werden. Sie werden unter anderem von
Fibroblasten, Osteoblasten, Endothelzellen und Tumorzellen gebildet und als inaktive Pro-
enzyme sezerniert. Die MMP-Expression wird durch verschieden Zytokine positiv und
negativ kontrolliert. Die Proenzyme werden mit Hilfe von Proteasen (z.B. Plasmin) aktiviert,
beziehungsweise durch spezifische Gewebsinhibitoren (specific tissue inhibitors of
metalloproteinases, TIMPS) inhibiert (Ries C., Petrides P.E., 1995).

Die aktivierten MMPs spalten das Kollagenmolekiil in zwei Fragmente, welche durch weitere
proteolytische Enzyme abgebaut werden.

1.1.2 Die Knochen bildenden Zellen

Das Knochenmark beherbergt zwei verschiedene Arten von Stammzellen: Hamatopoetische
Stammzellen, aus welchen sich Osteoklasten entwickeln, und nicht-hamatopoetische Stamm-
zellen als Ursprung fur verschiedene gewebsspezifische Zellen wie beispielsweise Osteo-
blasten, Chondrozyten, Myozyten und Adipozyten. Es ist derzeit Mittelpunkt zahlreicher
Untersuchungen herauszufinden, von welchen Faktoren die Differenzierung der Stammzelle
in die eine oder andere Richtung abhéngt, beziehungsweise ob die Zellen zu einem spateren
Zeitpunkt der Entwicklung noch zu einem Wechsel in eine andere Zelllinie in der Lage sind
(Bianco P. et al., 2001).

Wie alle Zellen durchlaufen die werdenden Osteoblasten ausgehend von den pluripotenten
Stammzellen verschiedene Stufen der Differenzierung. Die einzelnen Stadien sind dadurch
gekennzeichnet, dass jeweils verschiedene Oberflachenantigene exprimiert und somit durch
spezifische Antikorper erkannt werden (Bruder S.P. et al., 1998; Joyner C.J. et al., 1997). Es
ist bis heute nicht geklart, aufgrund welcher Einfllsse sich die urspriinglichen Stammzellen
zu multipotenten Stroma-Mesenchymzellen entwicken. Diese Zellen sind im Vergleich zum
Vorganger durch eine enorme Proliferation gekennzeichnet und kdnnen sich unter der Kon-
trolle verschiedener Faktoren zu determinierten Osteoprogenitorzellen differenzieren (Aubin
J.E., 1998).

Aus der Osteoprogenitorzelle entwickelt sich unter den Einflissen von PTH/PTHrP,
1,25(0OH),D3, Glucocorticoiden, Prostaglandinen und verschiedenen Zytokinen der Pré-
Osteoblast, die direkte Vorstufe des Osteoblasten. Er ist im Knochen (berwiegend in un-

mittelbarer Nahe zu reifen Osteoblasten lokalisiert. In diesem Stadium ist zum ersten Mal die



Einflihrung

Aktivitat der Alkalischen Phosphatase messbar. DefinitionsgemaR ist die Zelle vollstandig
zum Osteoblasten ausgereift, sobald sie mit der Biosynthese und der Organisation der Extra-
zellularen Knochenmatrix beginnt (Lian J.B., 1999).

Osteoblasten weisen typischerweise eine kubische Form auf und befinden sich Uberwiegend
in Zellhaufen entlang der Knochenoberflache. GemaR ihrer Hauptaufgabe der Protein-
sekretion beinhalten Osteoblasten einen grofien Nukleus und ein basophiles Zytoplasma mit
stark ausgepragtem Golgi-Apparat und rauhem Endoplasmatischem Retikulum.

Selbst innerhalb der Osteoblasten- Fraktion kénnen noch verschiedene Reifegrade be-
schrieben werden. Kollagen | und Alkalische Phosphatase werden wahrend der aktiven
Sekretionsphase angereichert. Wenn im zweiten Schritt die sezernierte Knochenmatrix, das
Osteoid, mineralisiert wird, werden zusatzliche spezifische Marker wie Osteocalcin und Bone
Sialoprotein exprimiert — eine Eigenschaft, die man sich bei der Darstellung von Zellen mit
der In-situ-Hybridisierung zu nutze macht.

Das Endstadium der Knochen-bildenden Zellen stellen die Osteozyten dar. Es handelt sich
dabei um Osteoblasten, welche im Rahmen der Mineralisierungsvorgénge in der Knochen-
matrix eingemauert werden. Durch lange Zellfortsdtze stehen sie untereinander und mit den
Osteoblasten in Verbindung. Durch dieses System konnen Informationen Uber verschiedene
Reize und zellbiologische Faktoren ausgetauscht werden.

Je élter der Osteozyt ist und je tiefer eingemauert er sich innerhalb der Matrix befindet, desto
weniger proteinbildende Zellorganellen weist er auf. Schliel3lich wird die Zelle im Zuge der
Knochenresorption phagozytiert und abgebaut oder der programmierte Zelltod wird ein-
geleitet.

Neben weiteren Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren (vergleiche Abbildung) spie-
len der Transkriptionsfaktor Cbfal (core binding factor al) und der Wachstumsfaktor Ihh
(Indian Hedgehog) eine Schlisselrolle in der osteogenen Entwicklung (Ducy P. et al., 1997,
Ducy P., 2000). In Osteoprogenitorzellen nur schwach, verstarkt sich die Expression von
Cbfal wéhrend der osteoblastéren Differenzierung, um in Osteozyten wieder herunterreguliert
zu sein. Er fordert das Commitment der Mesenchymalen Stammzelle zur osteogenen Zelllrei-
he bei gleichzeitiger Inhibition der adipozytéren Differenzierung. Im weiteren Verlauf beein-
flusst er positiv die Osteoblastendifferenzierung zum reifen Osteoblasten und kontrolliert die
Produktion von Knochenmatrix-Proteinen in reifen Osteoblasten (Komori T., 2000).

Im Gegensatz zu Cbfal scheint der Wachstumsfaktor Ihh nur die osteoblastare Differenzie-
rung im Rahmen der Chondralen Ossifikation zu beeinflussen. In Ihh-defizienten Mausen

konnten keine Osteoblasten in Knochen entdeckt werden, welche auf chondralem Weg
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entstanden sind, jedoch waren sie in Schadelknochen, Clavicula und Mandibula vorhanden
(St-Jacques B. et al., 1999). Es wird vermutet, dass es sich dabei um einen direkten Effekt von
Ihh auf die Osteoblasten handelt und nicht um eine Folge der fehlenden Chondrozytendiffe-
renzierung (Karsenty G., 1999).

Vor wenigen Jahren wurde mit hCYR61 (human cysteine-rich) ein neues Protein entdeckt,
dessen Produktion in Osteoblasten durch 1,25(0OH),D3 stimuliert wird (Schitze N. et al.,
1998). Es gehort zur Familie der CCN-Proteine (CYR61, CTGF, NOV). Seine bis dato be-
kannten sechs Mitglieder sind in die Regulation von Adhésion, Migration, Differenzierung
und Uberleben von Zellen involviert und tragen zur Regulation verschiedener biologischer
Prozesse wie Angiogenese, Chondrogenese und Tumorgenese bei (Lau L.F., Lam S.C., 1999).
Neuere Erkenntnisse sprechen dafir, dass hCYR61 einerseits die Differenzierung der Osteo-
blasten beeinflusst, andererseits als extrazellulares Molekul in die Kommunikation von

Osteoblasten mit anderen Zellen eingreifen konnte (Lechner A. et al., 2000).
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Abb. 1.1 Osteogene Zelldifferenzierung und wichtige Einflussfaktoren
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1.1.3 Die Knochen resorbierenden Zellen und ihre Funktion

Osteoklasten entwickeln sich wie die Zellen der Monozyten-/Makrophagen-Reihe aus hdma-
topoetischen Stammzellen. Der Transkriptionsfaktor PU.1 fordert die Differenzierung in
Richtung Makrophage/ Osteoklast (Tondravi M.M. et al., 1997). Die Weiterentwicklung in
die eine oder andere Richtung mit entsprechender Expression von Markern erfolgt schon rela-
tiv frih, jedoch kénnen sich Monozyten und Makrophagen unter besonderen Bedingungen
auch noch zu einem spateren Zeitpunkt in Osteoklasten verwandeln (Baron R., 1999). Spezi-
fische Marker fur Osteoklasten und deren Vorldufer sind die Expression von MMP-9 (matrix
metalloproteinase 9) und TRAP (tartrate resistant acid phosphatase).

Fur die Differenzierung der Osteoklasten in Abgrenzung zu den Makrophagen werden c-Fos
und NFxB als weitere Transkriptionsfaktoren bendtigt. Das Fehlen einer dieser Faktoren fuhrt
zu einem Mangel an Osteoklasten und in dessen Folge zu Osteopetrose (Grigoriadis A.E. et
al., 1994, Franzoso G. et al., 1997).

Erst seit neuerer Zeit weill man, dass fir die volistindige Reifung der Knochen-
resorbierenden Zellen in erster Linie zwei Molekile verantwortlich sind, welche von Zellen
der Osteoblastenreihe gebildet werden: M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) und
RANK-Ligand (receptor activator of NF-xB (nuclear factor kappa B) ligand), auch unter den
Namen OPGL (osteoprotegerin-ligand) und TRANCE (TNF-related activation-induced cyto-
kine) bekannt.

In vitro kann allein durch die Zugabe dieser zwei Molekiile zu einer reinen Makrophagen-
Zellpopulation Osteoklastogenese erreicht werden (Lacey D.L. et al., 1998).

M-CSF bindet auf der Oberflache von Makrophagen und Osteoklasten-Vorlaufern an seinen
Rezeptor c-Fms und gewdhrleistet Uberleben und Proliferation der Zellen (Teitelbaum S.,
2000).

Bei RANK-Ligand handelt es sich um ein von Knochenmarksstromazellen, Osteoblasten und
T-Lymphozyten gebildetes membranstandiges Peptid, welches in eine lésliche Form tberfiihrt
werden kann (Hofbauer L.C., Heufelder A.E., 2001). Sein Rezeptor RANK befindet sich auf
der Oberflache von Osteoklasten und Osteoklasten-Vorlauferzellen. Beide Molekule werden
zur TNF-Familie (tumor necrosis factor) gezahlt und stimulieren durch die Kontaktaufnahme
von Osteoblast und Osteoklast, bzw. Osteoklast-Vorlaufer eine Kaskade von Ereignissen, die
zur Osteoklastendifferenzierung fuhrt (Suda T. et al., 1999; Burgess T.L. et al., 1999). OPG
(Osteoprotegerin), der Gegenspieler von RANK, wird innerhalb des Knochens von Zellen der
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osteoblastaren Reihe in hohen Konzentrationen produziert und sezerniert. Er wirkt kompetitiv
als Rezeptorantagonist (,,decoy receptor”) am membranstandigen und sezernierten RANK-
Ligand und hemmt damit die Differenzierung und Fusion von Osteoklastenvorldufern
(Dunstan C.R. et al., 1997; Hsu H. et al., 1999; Hofbauer L.C. et al., 2000).

Bestatigung erhielten diese neuen Ergebnisse durch zahlreiche Tiermodelle: OPG-Knock-out-
Mause entwickeln durch die verstarkte Osteoklastogenese eine frilhe Osteoporose (Bucay N.
et al., 1998; Mizuno A. et al., 1998), Tiere mit einer Uberexpression von OPG sind osteo-
petrotisch (Simonet W. et al., 1997). Damit Ubereinstimmend fiihrt das Fehlen von RANK-
Ligand oder RANK bei Mdusen ebenfalls zu einer schweren Osteopetrose (Kong Y.Y. et al.,
1999).

In vitro- und In vivo-Untersuchungen haben gezeigt, dass Parathormon die Anzahl und Akti-
vitat von Osteoklasten Uber das RANK/RANK-Ligand-System erhoht (Liu B.Y. et al., 1998,
Itoh K. et al., 2000). Ebenso inhibieren 1,25(0OH),D3;, PGE, und Interleukin-11 die Produkti-
on von OPG und stimulieren die von RANK-Ligand (Aubin J.E., Bonnelye E., 2000).

TRAF6 (TNF-receptor-associated factor 6) stellt einen Faktor mit positivem Einfluss auf die
fortgeschrittene Osteoklastogenese dar. Er bindet an die zytoplasmatische RANK-Domaéne. In
seiner Abwesenheit werden die entsprechenden Mé&use ebenfalls osteopetrotisch (Kaji K.,
2001).

Die durch Fusion mehrerer Zellen entstandenen osteoklastaren Riesenzellen enthalten bis zu
20 Nuklei innerhalb einer Zelle. Das Zytoplasma weist zahlreiche Vakuolen (fur lysosomale
Enzyme), einen ausgepragten Golgi-Apparat und viele Mitochondrien auf.

Als unverkennbares Merkmal des aktiven Osteoklasten schlagt sich die Plasmamembran auf
einer Zellseite zu vielen Schlingen zusammen, der ,,ruffled border”, die wiederum durch die
»sealing zone* abgegrenzt wird (Baron R., 1999). Die aufgeworfene Zellmembran ist essen-
tiell fur die Resorptionsfahigkeit des Osteoklasten. C-Src-defiziente Ma&use, welche die
»ruffled membrane* nicht ausbilden kdnnen, sind trotz vorhandener reifer Osteoklasten nicht
in der Lage, Knochen zu resorbieren (Boyce B.F. et al., 1992).

Die aktiven Zellen befinden sich entweder einzeln oder in Gruppen von bis zu flnf Zellen
innerhalb des kalzifizierten Knochens in sogenannten Howship’schen Lakunen, Knochenaus-

sparungen, welche sie zuvor selbst durch Resorption gebildet haben.
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Abb 1.2 Einflisse auf die osteoklastédre Zelldifferenzierung

Die einzelnen Schritte der Knochenresorption stellt man sich derzeit folgendermalien vor:

Der aktive Osteoklast bildet bei seiner Annéherung an die Knochenoberflache die typische,
zentral gelegene ,,ruffled border” aus. Kontraktile Proteine der ,sealing zone* umschlie3en
die aufgeworfene Membran und sorgen uber Integrin-Rezeptoren (awvB3) fir ein festes An-
haften der Zelle an die Matrix (McHugh K.P. et al., 2000). Durch diesen Mechanismus ent-
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steht zwischen dem Osteoklasten und der Knochenoberflache ein abgeschlossener Raum, in
welchem die Resorptionsschritte vorgenommen werden kdnnen. Protonenpumpen im Bereich
der gefalteten Plasmamembran lassen in dem isolierten Kompartment ein saures Milieu von
ca. pH 4,5 entstehen. Gleichzeitig werden lysosomale Enzyme wie TRAP (tartrate resistant
acid phosphatase), Kathepsin K, Kollagenase und Gelatinase sezerniert (Baron R., 1999).
Durch den niedrigen pH-Wert werden die Kristalle aufgeldst, die Matrix wird freigelegt. Nun
kdénnen Enzyme, allen voran Kathepsin K, unter optimalen sauren Bedingungen die ver-
schiedenen Komponenten der Knochenmatrix degradieren (Gowen M. et al., 1999). Welche
exakte Rolle dabei die Metalloproteinasen spielen, ist noch sehr unklar (Teitelbaum S., 2000).
Das abgebaute Knochenmaterial wird anschlieBend von der Zelle endozytiert und auf der
nicht-resorbierenden Seite wieder freigesetzt (Nesbitt S.A., Horton M.A., 1997).

Der Osteoklast kann sich von der Resorptionsstelle entfernen und in einem anderen Bereich
mit dem gleichen VVorgang beginnen.

Kollagenasen
TRAP
Kathepsin K
Gelatinasen

L35

Knochenmatrix

Abb. 1.3 Knochenresorption durch Osteoklasten

Der ausgediente Osteoklast wird der Apoptose unterworfen. Bis zum heutigen Stand ist noch

unklar, welches die adaquaten Signale flr deren Einleitung sind (Roodman G.D., 1999).

9
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Seit wenigen Jahren hat man mit den Bisphosphonaten Medikamente zur Verfigung, welche
den Knochenabbau durch die Osteoklasten hemmen. Sie werden unter anderem in der Thera-
pie der postmenopausalen Osteoporose eingesetzt (Liberman U.A. et al., 1995; Black D.M. et
al., 1996).

1.2 Knochenbildung und Knochenumbauvorgange

Knochengewebe kann sich auf direktem oder indirektem Weg entwickeln (Olsen B.R et al.,
2000). Bei ersterem, der desmalen Ossifikation, wird der Knochen direkt aus Bindegewebe
oder Mesenchym gebildet, bei letzterem, der chondralen Ossifikation, Giber den Umweg eines
knorpeligen Vorstadiums. In beiden Féllen entsteht als primares Knochengewebe Geflecht-
knochen, welcher erst in einem spéteren Schritt unter hoherer funktioneller Beanspruchung in
einen sekundéren Lamellenknochen umgebaut wird. Ohne den Transkriptionsfaktor Cbfal,
welcher fur die Osteoblastendifferenzierung bendtigt wird, kann weder desmale noch
chondrale Osteogenese stattfinden (Otto F. et al., 1997; Komori T. et al., 1997).

1.2.1 Desmale Ossifikation

Typischerweise findet diese Art der Ossifikation im Bereich der Schéadel- und Gesichts-
knochen statt. Mesenchymale Zellen, die spateren Osteoblasten, kondensieren an den Stellen,
an welchen sich die Knochen entwickeln werden und beginnen mit der Sekretion osteo-
blastenspezifischer Proteine. Zuerst wird die Knochengrundsubstanz, das Osteoid gebildet,
anschlieRend Typ | Kollagen, welches im Osteoid zu Kollagenfibrillen aggregiert. Die Mine-
ralisierung der Grundsubstanz erfolgt durch Einlagerung von Calcium und Phosphat in Form
von Hydroxylapatitkristallen. Der auf diese Weise entstandene Bindegewebsknochen wird
sekundar durch "modeling und remodeling™ zu seiner endgultigen Form umgebaut (Rodan
G.A,, 2001; Rahn B.A., 1994).

10
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1.2.2 Chondrale Ossifikation

Bei der chondralen Ossifikation wird zuerst ein Knorpelmodell gebildet, welches dann in ei-
nem zweiten Schritt in Knochen umgewandelt wird (Wagner E.F., Karsenty G., 2001). Die
knorpelige Anlage entsteht dem Bindegewebsknochen ahnlich durch Kondensation mes-
enchymaler Zellen, die sich in diesem Fall zu matrixproduzierenden Chondrozyten (Ex-
pression von Typ Il Kollagen, Typ IX Kollagen, Typ XI Kollagen) differenzieren. Fir die
Kondensation und somit fiir die Chondrogenese wird der Transkriptionsfaktor Sox9 benétigt
(Bi W. et al., 1999; de Crombrugghe et al., 2001). Die anschlieBende Umwandlung der
knorpeligen Anlage in Knochengewebe findet in der Schaftmitte langer Réhrenknochen als
perichondrale, in kurzen Knochen und im Bereich der Epiphysen langer R6hrenknochen als
enchondrale Ossifikation statt.

Bei der perichondralen Ossifikation der Diaphysen wird um den knorpeligen Schaft herum
nach Art der desmalen Knochenbildung direkt aus dem Bindegewebe (Perichondrium) eine
Knochenmanschette gebildet. Durch Anbau weiterer Faserknochenbalkchen kann der Kno-
chen in die Breite wachsen. Gleichzeitig werden die Chondrozyten unter der Knochen-

manschette allmahlich durch priméres Knochenmark ersetzt.

Im Vergleich dazu findet die enchondrale Ossifikation in der epiphyséren Wachstumszone,
also zwischen Diaphyse und Epiphyse statt (Rodan G.A., 2001). Dieser Bereich wird nach der
Anordnung der verschiedenen Zellen bezeichnet. In der Proliferationszone teilen sich
Chondrozyten und ordnen sich séulenartig an, weshalb diese Zone S&ulenknorpel genannt
wird. Verschiedene Faktoren haben Einfluss auf die Chondrozytenproliferation. Als Wachs-
tumsfaktor wirkt beispielsweise IGF-1 (insulin-like growth factor-1). Die dabei entstehenden
Tochterzellen differenzieren zu grof3blasig aufgetriebenen hypertrophen Chondrozyten (Zone
des Blasenknorpels/ Hypertrophie). Ein charakteristisches Merkmal dieser Zellen ist die Ex-
pression von Typ X Kollagen und die gleichzeitig erniedrigte Expression von Typ Il Kollagen
(Karsenty G. et al., 2001). Die neu gebildete Matrix beginnt anschlieend zu mineralisieren.
FGFs (fibroblast growth factor) und PTHrP (Parathyroid hormone related peptide) unter der
Kontrolle von Ihh (Indian hedgehog) iben einen negativen Einfluss auf die Chondrozytendif-
ferenzierung aus (Chung U. et al., 2001; Burke D. et al., 1998; Karaplis A.C., Deckelbaum
R.A.,1998), wobei die Regulation durch PTHrP in mehreren Schritten stattfindet (Kobayashi
T. et al., 2002). Dahingegen scheint der Transkriptionsfaktor Cbfal (core binding factor A)
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positiv in die Differenzierung zu hypertrophen Chondrozyten einzuwirken (Takeda S. et al.,
2001; Ueta C. et al., 2001). Unter der tberwiegenden Kontrolle von VEGF (vascular endothe-
lial growth factor) und Metalloproteinasen (MMP9/ Gelatinase B) wird der Knorpel durch
einspriellende Kapillaren vaskularisiert (Vu T.H. et al., 1998; Haigh et al., 2000). Weiterhin
ist MMP9 auch in die Rekrutierung von Osteoklasten aus der Monozyten/ Makrophagen-
Reihe wahrend der Knochenentwicklung involviert (Engsig et al., 2000). In der nun folgenden
Zone (Eroffnungszone) werden die grofRblasigen Zellen unter Apoptose erdffnet und auf-
gelost. Die zuletzt anschlielende Ossifikationszone ist dadurch gekennzeichnet, dass zum
einen Chondroklasten Knorpeliiberreste resorbieren, zum anderen zu Osteoblasten
differenzierte mesenchymale Vorlauferzellen an der Knorpeloberfliche mit der Ablagerung
der extrazelluldren Knochenmatrix beginnen. Diese besteht tiberwiegend aus Typ | Kollagen.
Als Vorlage fur die Knochenablagerung dient die degradierte Knorpelmatrix.

Vergleichbar mit den VVorgangen der desmalen Ossifikation entsteht auch hier zuerst priméarer
Geflechtknochen. Dieser wird spéter durch Lamellenknochen ersetzt.

Die Tibia stellt einen langen Rohrenknochen dar, bei dem die hier geschilderten VVorgéange

wéhrend der enchondralen Ossifikation exemplarisch studiert werden kdnnen.

Abb. 1.4 Enchondrale Ossifikation, Tibia. Schematische Darstellung der Wachstumszone. a: Proliferationszone/
Zone des Séaulenknorpels. b: Hypertrophie/ Zone des Blasenknorpels. ¢: Eréffnungszone. d: Ossifikationszone.
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1.2.3 Knochenumbau

Sowohl wahrend des Wachstums als auch im Erwachsenenalter finden Knochenanbau und
Knochenresorption nebeneinander statt. Ein Ubergewicht in einem der beiden Schenkel wiir-
de im einen Fall zu extrem massivem, der Osteopetrose vergleichbarem Knochen, im anderen
zu Knochenverlust, beziehungsweise osteoporotischem Erscheinungsbild fiihren. Zusétzlich
tragen die Umbauvorgéange zur Kalziumhomdostase des Blutes bei. Diese Art des "Remode-
ling" wird einerseits durch genetische Vorgaben, andererseits durch mechanische Be-
anspruchungen wahrend des Lebens reguliert.

Nur zwei verschiedene Zellarten scheinen daran beteiligt zu sein: Osteoblasten leisten mit
einer Anbaugeschwindigkeit von 1-2 um/24 h deutlich weniger als Osteoklasten, welche bis
zu 60 um/24 h an Knochen resorbieren (Rahn B.A., 1994).

activation  resorption reversal rencwal mineralisation resting phase

\4

stromal
mesenchymal
precursor cells

osteoclasts lining cells

I
MHHH I
I HH
\
\‘
I
Abb. 1.5 Schematische Darstellung der Knochenumbauvorgénge (mit freundlicher Genehmigung von F. Jakob,
Wiirzburg).

Selbstverstandlich werden Trabekularknochen und Kortikalis dem Remodeling unterworfen.
Obwohl der Anteil an kompaktem Knochen 80% des gesamten Skeletts ausmacht, betragt
dessen Knochenoberflache nur etwa ein Finftel der Oberflache des Trabekularknochens
(Raisz L.G. et al., 1998). Da Remodeling an exponierten Knochenbereichen stattfindet, ver-
wundert es nicht, dass auch die Remodeling-Rate des Trabekularknochen die der Kortikalis
um ein Vielfaches tbertrifft (Rodan G.A., 2001).
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In der Spongiosa findet das Remodeling an der dem Knochenmark anliegenden Oberflache
statt, in der Kompakta in zylindrischen Einheiten, welche radiar um zentral verlaufende Ha-
vers'sche Kandle angeordnet sind (Parfitt A.M., 1994).

Ein solcher kleiner Schauplatz des Remodelings wird als "bone remodeling unit" (BRU) oder
auch "bone multicellular unit” (BMU) bezeichnet. Nach den derzeitigen Erkenntnissen initiie-
ren Osteoblasten, "lining cells”, den Zyklus (Hauge E.M. et al., 2001). Eine Mdglichkeit ist
die Sezernierung von Kollagenasen nach Parathormonstimulation (siehe unten). Diese Enzy-
me entfernen eine diinne Schutzschicht an der Knochenoberflache und machen den Knochen
somit fir resorbierende Osteoklasten verletzlich (Partridge N.C. et al., 1996). Osteoklasten
benétigen fiir die Resorption einer BRU etwa drei bis vier Wochen. Die daran anschlieRende
Neubildung an die Stelle des resorbierten Knochens dauert jedoch drei bis vier Monate. Die
beschriebenen Vorgange bendtigen einerseits eine intensive Kommunikation zwischen den
Zellen der Osteoblasten- und der Osteoklastenlinie, andererseits einen regelmafigen Nach-
schub neuer Zellen. Vermutlich spielt das System um RANK/ RANK-Ligand/ OPG (vgl. Ka-
pitel Knochenzellen) hierbei eine entscheidende Rolle. Auch IGF (Insulin like growth factor)
und TGF-B (Transforming growth factor) stehen im Verdacht, die Kopplung (“coupling™) von
Resorption mit stets daran anschlieBender Knochenbildung zu vermitteln (Mohan S. et al.,
1995; Bonewald L.F., Mundy G.R., 1990).

Verschiedene Hormone und Faktoren greifen regulierend in das Remodeling ein: Parat-
hormon stimuliert bei chronischer Gabe Knochenresorption, in intermittierenden Dosen
jedoch Knochenbildung (Uzawa T. et al., 1995). Calcitonin wirkt in erster Linie direkt in-
hibitorisch auf Osteoklasten (Martin T.J. et al., 1995). Wachstumshormon (GH) erhoht die
IGF-1-Konzentration (Insulin like growth factor) im Blut. Beide Faktoren wirken in geringem
MaRe positiv auf Knochen-Remodeling (Beshyah S.A. et al., 1995). Glukokortikosteroide
inhibieren auf lange Sicht gesehen Knochenformation. Desweiteren greifen Ostrogene und
Androgene in komplexer Weise in den Knochenumbau ein.

Vor wenigen Jahren wurde ein Hormon entdeckt, Leptin, welches in Adipozyten gebildet
wird und eine Gewichts- und Appetit-regulierende Wirkung ausiibt. Im Rahmen einer Adipo-
sitas kommt Leptin im Plasma vermindert vor (loffe E. et al., 1998). Da bereits friher ein
Zusammenhang zwischen erhohtem BMI (body mass index) und erhéhter BMD (bone mine-
ral density) beobachtet worden war (Felson D.T. et al., 1993), wurde nun der direkte Effekt
Leptins auf Knochenbildung untersucht (Ducy P. et al., 2000; Karsenty G., 2000). Tatsachlich

erreichten sowohl Mause mit einem Leptinmangel als auch solche mit einer Defizienz des
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Leptin-Rezeptors, jeweils adipds, eine erhéhte Knochenmasse aufgrund verstarkter Knochen-
bildung. Somit wurde Leptin als ein wichtiges Stimulans der Knochenresorption identifiziert.
Neben den systemisch vorkommenden Hormonen kennt man jedoch auch einige lokale Regu-
latoren des Remodelings (Raisz L.G., 1988). Dazu gehotren verschiedene Zytokine, TGFa
(transforming growth factor), EGF (epidermal growth factor) und Prostaglandine. In den
meisten Fallen werden diese Faktoren von Knochenzellen produziert und vermitteln die Wir-
kung von systemischen Hormonen.

SchlieBlich konnte eine groRe Anzahl an Wachstumsfaktoren im Knochen entdeckt werden.
Fur diese Faktoren, darunter beispielsweise IGF-I, IGF-1I (insulin like growth factor), TGFp
(transforming growth factor), BMP (bone morphogenetic protein), FGF (fibroblast growth
factor) und PDGF (platelet-derived growth factor), wurde ebenfalls eine Expression in Kno-
chenzellen nachgewiesen (Canalis E., 1994). Alle diese Faktoren regulieren in unterschied-
licher und teilweise sehr komplexer Weise die Funktion oder Bereitstellung der verschiedenen
Knochenzellen.

Abgesehen von den verschiedenen bereits genannten Faktoren beeinflussen auch mechanische
Krafte das Remodeling. An den Stellen im Knochen, auf die eine erhdhte Belastung einwirkt,
wird die Knochenbildung vorangetrieben. Dahingegen wird Knochen in weniger belasteten
Bereichen resorbiert (Mosekilde L., 1990). Als typisches Beispiel fiir diesen Prozess soll hier
die Immobilisierung von Patienten angeftihrt werden, bei der es zu verstarkter Knochen-
resorption und abgeschwdchter Knochenbildung kommt, was insgesamt zu einem Knochen-
verlust fuhrt. Der Initialpunkt, so wird spekuliert, konnte in diesem Fall eine Mikrofraktur des
Knochens sein (Mori S., Burr D.B., 1993). Wie die mechanischen Krafte in biochemische
Signale umgesetzt werden, dariiber darf noch spekuliert werden; stretch-sensitive lonenkanale
und Integrine stehen unter anderem zur Diskussion (Rawlinson S.C. et al., 1996; Schmidt C.
etal., 1998).

1.3 Die Regulation des Kalziumhaushalts

Der Kalzium- und Phosphathaushalt des Menschen wird in erster Linie durch die Leistung
dreier Organe bestimmt: Im Darm werden die Mineralstoffe absorbiert, in der Niere aus-
geschieden, und schlielich dient der Knochen als groRes Lager, aus dem die lonen bei Bedarf

freigesetzt werden kénnen.
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Verschiedene Hormone regulieren das Zusammenspiel dieser Organe und sind somit fir die
Mineralstoffnomoostase veranwortlich. Fallt einer der Regulatoren aus oder wird ein Organ
insuffizient, gerat das System aus dem Gleichgewicht und fiihrt zu einer entsprechenden Er-

krankung.

1.3.1 Vitamin D-Hormon

Zu Anfang des 20. Jahrhunderts wurde mit dem Vitamin D eine Substanz entdeckt, mit der
man die weit verbreitete Krankheit Rachitis wirksam behandeln konnte. Erst einige Jahr-
zehnte spater erkannte man nach der Identifizierung des intrazellularen Vitamin-D-Rezeptors
als typischen Steroidhormonrezeptor, dass die Substanz vielmehr zu den Hormonen als zu den
Vitaminen zu zéhlen war.

Ein Teil der Vorlaufer des Vitamin-D-Hormons wird direkt als Vitamin D3 tber die Nahrung
aufgenommen, der Hauptanteil wird jedoch aus den in der Haut gelegenen Speichern fir 7-
Dehydrocholesterol vom Kaorper selbst gebildet.

7-Dehydrocholesterol wird in Keratinozyten der menschlichen Epidermis gespeichert und
unter Sonneneinwirkung (UV-B) zuerst zu Pravitamin D3, anschliefend zu Vitamin D3, dem
Cholecalciferol, umgewandelt (Holick M.F., 1987). Dieser photochemische Vorgang wird
durch die Wellenlange des UV-Lichtes, den Breitengrad, die Dauer der Sonnenlicht-
exposition, das (Auf-) Tragen von Haut-bedeckender Kleidung und Sonnencremes und das
Alter des Menschen beeinflusst (Jakob F., 1999).

Kinder und junge Erwachsene in unseren Breitengraden sind unter normalen Umsténden in
der Lage, durch die tagliche Bildung und Speicherung von Cholecalciferol im Frihjahr,
Sommer und Herbst die in den Wintermonaten aufgrund der unglinstigen Einstrahlung ent-
stehende Vitamin Ds-Mangelproduktion auszugleichen (Holick M.F., 1999).

Von der Haut gelangt das biologisch inerte Cholecalciferol in den Blutkreislauf, wo es, ge-
bunden an das Vitamin D-bindende Protein (DBP), dem systemischen Stoffwechsel zur Ver-
fligung steht.

In der Leber wird Vitamin Dz durch weitgehend unregulierte Hydroxylierung an Cys zu
25(0H)-Vitamin D3 umgewandelt. Auch diese Substanz ist noch biologisch unwirksam und
wird zur Niere transportiert. Die lo-Hydroxylase der Niere stellt das Schlisselenzym in der
Bereitstellung von biologisch wirksamem Vitamin Ds-Hormon dar. Sie hydroxyliert in den

proximalen Tubuluszellen 25(0OH)-Vitamin Ds; zum hormonell aktiven 1,25(0OH),-
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Cholecaciferol (auch unter den Namen 1,25-Dihydroxyvitamin D, Vitamin D-Hormon oder
Calcitriol bekannt; Bringhurst F.R. et al., 1998).

In den letzten Jahren wurde immer wieder beschrieben, dass noch weitere Zellen wie bei-
spielsweise Keratinozyten, Monozyten und Knochenzellen 1a-Hydroxylase exprimieren und
1,25(0H),-Vitamin D3 produzieren kdnnen (Dusso A.S. et al., 1991). Die extrarenale Aktivie-
rung zu 1,25(OH),-Cholecaciferol tragt jedoch nicht in gréferem MaRe zur Kalziumhomdgo-
stase bei, sondern kénnte viel eher eine Rolle in der Regulation von Zellwachstum und Zell-

proliferation spielen.

Haut
UV-B

7-Dehydrocholesterol j—» Prévitamin D; — Vitamin D,

(Cholecalciferol)

Blutkreislauf
Nahrung
Vitamin D, EE——

(Cholecalciferol) 25-Hydroxylase  Leber

v

25(0OH)D,
/ l lo-Hydroxylase Niere
24,25(0H),D, Vitamin D-Hormon
(1,25(0H),D,)

Abb. 1.6 Der Vitamin D-Stoffwechsel des Menschen

Der klassische Vitamin D-Hormon-Rezeptor stellt einen typischen Vertreter der Steroid-
hormonrezeptoren dar (Ozono K. et al., 1991). Das freie 1,25 (OH),-Vitamin D3 wird von der
Zielzelle aufgenommen und interagiert mit dem nukleéren Vitamin D-Rezeptor (VDR). Die-
ser Komplex assoziiert mit dem Retinséure-Rezeptor (RXR) zum Heterodimer, welches mit
einem spezifischen Vitamin D-responsiven Element (VDRE) innerhalb der DNA reagiert
(Holick M.F., 1999). Folge dieser Interaktion ist die Transkription der Vitamin D-responsiven
Gene und damit die Synthese von messenger RNA (mRNA) fiir eine Vielzahl von Proteinen,
die fur den Knochenstoffwechsel von essentieller Bedeutung sind.
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Neben dem intrazelluldren Vitamin D-Hormon-Rezeptor gibt es moglicherweise noch einen
weiteren, membranstandigen Rezeptor, welcher im Darm die schnellen Effekte (Kalziumauf-
nahme) des Vitamin D-Hormons vermittelt (Jakob F., 1999).

Seine Hauptwirkung entfaltet das Vitamin D-Hormon im Dinndarm durch die Bindung an
den klassischen Rezeptor. Es erhdht die Kalziumaufnahme in die Enterozyten, den Transport
durch das Zytoplasma und gibt es schlieBlich ber die basolaterale Membran in die Blut-
zirkulation ab (Wasserman R.H., Fullmer C.S., 1995).

Im Knochen fordert Vitamin D-Hormon die Kalziumfreisetzung bei erniedrigtem Kalzium-
gehalt des Blutes. Einerseits beeinflusst es die Differenzierung der monozytéren Stammzelle
zum reifen Osteoklasten. Andererseits wird der Vitamin D-Rezeptor auch in Zellen der Oste-
oblastenlinie gefunden (Holick M.F., 1999). Seine Aktivierung flihrt zur Expression von
Osteocalcin, Osteopontin, Alkalischer Phosphatase, hCYR61 (Schiitze N. et al., 1998) und
Zytokinen, welche wiederum einen Einfluss auf die Osteoklastenaktivitét ausiiben.
Hauptséchlich in den Nieren kontrolliert Vitamin D-Hormon durch die Expression der 24-
Hydroxylase tber einen feed-back-Mechanismus seinen eigenen Abbau zum 1,24,25(0H)3-
Vitamin D. Es ist sehr wahrscheinlich, dass es auf’erdem direkt in die tubuldre Reabsorption
oder Exkretion von Kalzium und Phosphat eingreift.

AulRer in diesen drei Organen, welche in erster Linie fiir die Vitamin D-vermittelte Regulie-
rung des Kalziumhaushalts verantwortlich sind, wurde die Expression des nukledren VDR in
anderen Geweben/ Zellen nachgewiesen, wo er seine Wirkung auf verschiedene Zell-
mechanismen ausubt.

Beispielsweise wird in VDR-exprimierenden Tumorzellen die Proliferationsaktivitat durch
die Exposition von Vitamin D-Hormon vermindert (Studzinski G.P. et al., 1993).

Die Antwort auf 1,25(0OH),-Cholecalciferol in aktivierten T-Lymphozyten besteht in einer
verminderten Produktion von Interleukin 2.

In der Haut inhibiert 1,25(OH),-Cholecalciferol die Proliferation der Keratinozyten und in-
duziert ihre Enddifferenzierung (Bikle D.D. et al., 2001).

Diese antiproliferativen und immunogenen Wirkungen von Vitamin D-Hormon werden teil-
weise mit der Behandlung der Psoriasis vulgaris bereits erfolgreich therapeutisch ausgenutzt
(Holick, M.F., 1994; 1995), teilweise bieten sie Hoffnung fur zukinftige Behandlungs-

strategien bei Krebserkrankungen.
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1.3.2 Kalzitonin

Das Peptidhormon Kalzitonin wird in den C-Zellen der Schilddriise synthetisiert und in den
Blutkreislauf abgegeben. Neben Kalzitonin entsteht aus dem Kalzitonin-Gen durch unter-
schiedliches Splicing ein zweites Produkt, das ,,Calcitonin gene-related peptide” (CGRP).
Dieses spielt bei der Vasodilatation eine Rolle, seine Bedeutung fiir den Knochenhaushalt ist
ungewiss (Deftos L.J. et al., 1999).

Kalzitonin bindet an einen G-Protein-gekoppelten membranstdndigen Rezeptor, welcher in
der Niere, dem Gehirn und von Osteoklasten exprimiert wird. Dadurch wird der Signalweg
uber die Adenylatzyklase oder alternativ (ber die Phospholipase C eingeleitet (Bringhurst
F.R. et al., 1998). Als Folge der Rezeptorbindung kommt es innerhalb weniger Minuten nach
Kalzitoningabe zu einer Inhibition der Knochenresorption durch Osteoklasten. Zusétzlich zur
Verminderung der Osteoklastenaktivitat werden Kalzitonin von verschiedenen Autoren auch
andere Effekte (antiinflammatorisch, antihypertensiv, neurotransmissiv, urikosurisch,...) zu-
gesprochen, die noch naher untersucht werden mussen.

Aufgrund seiner Hauptwirkung wird Kalzitonin seit einigen Jahren erfolgreich in der Thera-
pie von Krankheiten eingesetzt, bei welchen eine erhthte Knochenresorption in einer Hyper-
kalzamie resultiert (Sexton P.M et al., 1999) und ganz besonders als Antiresorptivum bei Os-

teoporose.

1.3.3 Parathormon (PTH), Parathormon related-peptide (PTHrP) und ihre Rezeptoren

Neben den bereits beschriebenen Hormonen nimmt Parathormon eine dufRerst wichtige Stel-
lung in der Regulation des Kalziummetabolismus ein.

Das aus 84 Aminosauren bestehende Peptid wird von den Nebenschilddrisen als Pra-Pro-
PTH gebildet (Habener J.F., Kronenberg H.M., 1978). Der langere Precursor verliert auf sei-
nem Weg durch die Zelle die Signalsequenzen (insgesamt 31 Aminosduren), wird als reifes
PTH (1-84) in Sekretionsvesikel verpackt und auf ein adéquates Signal hin in den Blutkreis-
lauf sezerniert (Jippner H.W. et al.,, 2001). Die Parathormonsynthese wird durch
1,25(0OH),D3 und Phosphat kontrolliert, die Sekretion durch den Kalziumgehalt des Blutes
(Brent G.A. et al., 1988; Silver J. et al., 1994).
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Die Hauptaufgabe des PTHSs liegt in der Aufrechterhaltung der Normokalzamie im Zu-
sammenspiel mit den anderen Kalzium-regulierenden Hormonen. Dementsprechend resultiert
eine Dysfunktion der Glandulae parathyroideae in Hyper- oder Hypokalzédmie.
Parathormonausschittung bewirkt im Knochen eine Freisetzung von Kalzium und Phosphat.
In diesen Vorgang sind mit Osteoblasten, Osteoklasten und Stromazellen verschiedene Kno-
chenzellen involviert.

In Osteoblasten beeinflusst PTH die zelluldare metabolische Aktivitat, lonentransport, die
Zellbeschaffenheit und die Sekretion verschiedener Proteasen (Juppner H.W., 2001). Je nach
Art der Dosierung (kontinuierlich oder intermittierend) kann Parathormongabe zu ver-
minderter oder vermehrter Knochenmasse filhren (Hock J.M., Gera I., 1992; Neer R.M. et al.,
2001).

Manche Autoren berichteten von direkten PTH-Wirkungen auf Osteoklasten (Ferrier J. et al.,
1986; Teti A. et al., 1991). Es setzt sich jedoch immer mehr die Ansicht durch, dass Oste-
oklasten selbst keine Parathormonrezeptoren exprimieren und die Hormonwirkung indirekt
uber Osteoblasten vermittelt wird (Wong G.L., 1984; Chambers T.J. et al., 1984).

Fir die Kommunikation (coupling) der beiden Zelllinien ist zum einen das RANK/ RANK-
Ligand-System wichtig. Zum anderen konnte nachgewiesen werden, dass Parathormon Osteo-
blasten zur Sekretion verschiedener Enzyme, unter anderem Kollagenase 3, veranlasst
(Partridge N.C. et al., 1996). Dies wird vermutlich bendétigt, um den mineralisierten Knochen
flr die anschlieBende Resorption durch Osteoklasten vorzubereiten.

In der Niere fordert PTH die Wiederaufnahme von Kalzium, inhibiert die Reabsorption von
Phosphat und stimuliert die Aktivitat der la-Hydroxylase (Lau K., Bourdeau J.E., 1995). Die
renale 1,25(OH),D3-Produktion wird angeregt und somit indirekt die intestinale Kalziumauf-

nahme gesteigert.

Seinen Hauptrezeptor (PTH/PTHrP-Rezeptor) teilt Parathormon mit einem nahe verwandten
Peptid, dem PTH-related protein (Schipani E. et al., 1993). Dieses wurde erstmals im Rahmen
von Krebserkrankungen als Verursacher der paraneoplastischen Hyperkalzdmie identifiziert
(Suva L.J. et al., 1987), welche im Blut der Patienten alle fir den Hyperparathyreoidismus
typischen Laborwerte, jedoch normale bis niedrige PTH-Spiegel aufweist (Burtis W.J. et al.,
1990). PTHrP kommt aufgrund alternativen RNA-Splicings in drei Isoformen mit 139, 141

und 173 Aminosduren vor, deren Sequenzen bis zur Aminoséure 131 identisch sind.
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Man ist immer noch im Ungewissen (ber seine kalziumregulierende Rolle im gesunden Men-
schen. Die alleinige Produktion von PTHTrP ist jedenfalls nicht in der Lage, bei Patienten mit
Hypoparathyreoidismus eine Normokalzdmie aufrechtzuerhalten.

Aufgrund der verstreuten Expression von PTHrP in verschiedenen fetalen und adulten Ge-
weben (Ikeda K. et al., 1988) und seiner sehr niedrigen Konzentration im Blut wird ihm eine
Hauptaufgabe als autokriner/ parakriner Faktor zugeschrieben. Bis heute ist sein Mitwirken
unter anderem bekannt bei der Chondrozytenproliferation und -differenzierung in der Wachs-
tumszone des Knochens (Vortkamp A. et al., 1996; Weir E.C. et al., 1996), bei der Relaxation
von glatter Muskulatur (Thiede M.A. et al., 1990; Yamamoto M. et al., 1992), beim Kalzium-
transport durch die mutterliche Plazenta und bei der Laktation durch Kalziumumlagerung von
Knochen in die Muttermilch (Kovacs C.S., Kronenberg H.M., 1997).

Der PTH/PTHrP-Rezeptor (PTH1R) gehdrt wie der strukturell &hnliche Kalzitonin-Rezeptor
zu einer speziellen Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.

Das relativ lange N-terminale Ende des insgesamt 585 Aminosauren umfassenden Rezeptor-
proteins befindet sich extrazellul&r, das kirzere C-terminale intrazellular. Dazwischen durch-
ziehen sieben hydrophobe Helices die Zellmembran.

Obwohl der Aminosaurenaufbau von PTH und PTHrP sehr verschieden ist, weisen die beiden
Peptide eine annahernd gleiche Affinitat zur Bindungsstelle auf (Juppner H. et al., 1991).
Nach der Bindung von PTH (1-34) oder PTHrP (1-36) an den Rezeptor konnen Uber das an-
gekoppelte G-Protein (Guanylnukleotide-binding protein) mindestens zwei verschiedene Sig-
nalwege eingeleitet werden. Einerseits kommt es zur Aktivierung der membranstandigen A-
denylatzyklase mit folgender Erhéhung des intrazellularen cAMPs (cyclic adenosin mono-
phosphate). Andererseits wird die ebenfalls membranstandige Phospholipase C aktiviert, wel-
che aus Phosphatidylinositol das Inositol(1,4,5)trisphosphat (IP3) als intrazelluldren Messen-
ger freisetzt (Abou-Samra A.B. et al., 1992).

In der Niere und im Knochen wirkt PTH als Haupt-Agonist am PTH1-Rezeptor. In anderen
nicht-kalziumregulierenden Geweben, in welchen seine Expression nachgewiesen werden
konnte - in Chondrozyten der Wachstumsfuge, im Gehirn, Leber, Lunge, Herz, Haut und Ho-

den - wird er vorzugsweise durch PTHrP aktiviert.
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Abb. 1.7 Der PTH/PTHrP-Rezeptor (PTH1R)

Es bestand bereits sehr frih die Vermutung, dass neben dem PTH1R noch andere Rezeptoren
fur PTH, beziehungsweise PTHrP existieren konnten. Tatséchlich wurden in den letzten Jah-
ren zwei neue, ebenfalls G-Protein-gekoppelte Rezeptoren entdeckt.

Einer dieser Rezeptoren, der PTH2-Rezeptor, wird durch das hypothalamische Peptid TIP39
(tubular infundibular peptide of 39 amino acids) und durch Parathormon aktiviert (Usdin T.B.
et al., 2000; Hoare S.R. et al., 1999), nicht jedoch durch PTHrP (Usdin T.B. et al., 1995). Ein
weiterer neu entdeckter Rezeptor, der PTH3-Rezeptor, scheint eine starkere Antwort auf
PTHrP als auf zu PTH zu haben (Rubin D.A., Jippner H., 1999).

Die Funktionen dieser Rezeptoren konnten bisher erst teilweise aufgedeckt werden (Dobolyi
A.etal., 2002).

1.3.4 Zusammenspiel der Kalzium-regulierenden Hormone

Nur durch das &uRerst fein aufeinander abgestimmte Zusammenspiel der verschiedenen Hor-
mone kann die Mineralstoffhomdostase, und insbesondere die Kalziumhomoostase aufrecht-
erhalten werden. In die Regulation sind mehrere Feedback-Mechanismen eingebaut, die ge-
fahrliche hyper- und hypokalzamische Zustdnde im gesunden Menschen weitgehend ver-

hindern.
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Abb. 1.8 Regulation der Kalziumhomgostase durch die wichtigsten Kalzium-regulierenden Hormone

1.4 Jansens Metaphysare Chondrodysplasie — Krankheit und Tiermodell

1.4.1 Erbkrankheit des Menschen

Im Jahre 1934 wurde von M. Jansen zum ersten Mal eine Krankheit am Menschen be-
schrieben, welche sich insbesondere durch Abnormalitaten in der Chondralen Osteogenese
und durch Hyperkalzamie auszeichnet (Jansen M., 1934). Wie spéater nachgewiesen wurde,
wird die Krankheit Gber einen autosomal dominanten Modus vererbt (Charrow J., Podznanski
A.K., 1984). Die meisten Falle dieses seltenen Krankheitsbildes treten sporadisch auf. Die
betroffenen Kinder, welche oft das Erwachsenenalter nicht erreichen, fallen groftenteils be-
reits in den ersten Lebensmonaten durch vielfaltige Entwicklungsstérungen auf. Sie sind ex-
trem disproportioniert kleinwiichsig mit kurzen, vor allem unteren Extremitaten, krummen
Beinen, Mikrognathie, prominenten Augen und Wangen und Malpostion der Zahne (Gram
P.B. et al., 1959; De Haas W.H.D. et al., 1969; Jippner H., Schipani E., 1997; Calvi L.M.,
Schipani E., 2000).

Radiologisch fallen zahlreiche Mandibularzysten auf, auBerdem rachitiforme Veranderungen

in den Metaphysen der langen Réhrenknochen, die im Gegensatz zur Rachitis hier zusétzlich
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die Metacarpalia und Metatarsalia betreffen (Frame B., Poznanski A.K., 1980; Silverthorn
K.G. et al., 1987). In den langen Roéhrenknochen findet sich unregelmaRig angeordnet teil-
weise kalzifizierter Knorpel, der in den diaphyséren Bereich hineinragt. Die Schédelbasis und
-kalotte sind sklerotisch. Wéhrend der ersten Lebensmonate enwickeln die Patienten eine sehr
starke, jedoch asymptomatische Hyperkalzamie (Rao D.S. et al., 1979; Kruse K., Schitz C.,
1993). Als typische Begleiterscheinungen werden eine Hypophosphatdmie und vermehrte
Zirkulation von 1,25(0OH),D3; beobachtet. Dennoch liegen die Werte fiir Parathormon und
Parathormon-related-peptide im sehr niedrigen oder nicht mehr messbaren Bereich. Die Akti-
vitat der Alkalischen Phosphatase im Serum und die Osteocalcin-Konzentration sind erhoht,
was eine verstarkte Aktivitat der Osteoblasten widerspiegelt. Eine Intelligenzminderung wur-
de in keinem der bisherigen Félle beschrieben. Nach der Pubertédt verbessern sich die Ab-
normalitdten im Bereich der Wachstumsfugen, die Knorpelmassen in den Metaphysen ver-
schwinden, die Knochen bilden allmahlich normaleres Trabekularnetzwerk aus, obwohl viele
der Deformitaten bestehen bleiben. Zur gleichen Zeit verbessern sich die Blutkalziumwerte.
Sie bleiben jedoch wéahrend des gesamten Lebens immer erhoht.

Die Pathogenese des M. Jansen war lange Zeit unklar, bis im Jahre 1995 zum ersten Mal Mu-
tationen des PTH/PTHrP-Rezeptors beschrieben wurden (Schipani E. et al., 1995). Bis zum
heutigen Zeitpunkt konnten bei verschiedenen an M. Jansen erkrankten Patienten insgesamt
drei Mutationen identifiziert werden, deren haufigste ein Nukleotidaustausch in Exon M2 des
Rezeptorgens ist: H223R (Arginin anstelle von Histidin). Die Folge dieser Mutationen ist ein
Liganden-unabhangiger, konstitutiv aktiver PTH/PTHrP-Rezeptor mit nachfolgender Aktivie-
rung des CAMP-Signalweges (Schipani E. et al., 1996; Parfitt A.M., 1996; Schipani E. et al.,
1999). Die basale cAMP-Anhadufung ist dabei im Vergleich zum Normwert je nach Mutation
um ein Vier- bis Achtfaches erhoht. Die Mutationen scheinen dahingegen keinen Effekt auf
die basale Inositoltriphosphatproduktion tber den Phospholipase C-Signalweg zu haben
(Schipani E. et al., 1999). Da der PTH/PTHrP-Rezeptor vor allem in der Niere, im Knochen
und in der metaphysaren Wachstumsfuge exprimiert wird, erklért dies die typischen, dem
Hyperparathyreoidismus &hnlichen Charakteristika der an M. Jansen erkrankten Patienten.
Eine weitere Bestatigung der Pathogenese ist das Erscheinungshbild transgener Mause, welche
den menschlichen PTH/PTHrP-Rezeptor mit der H223R-Mutation unter der Kontrolle des
al(Il)-Promotors der Ratte exprimieren (Schipani E. et al., 1997). Diese spezifische Ex-
pression des mutierten Rezeptors in der Schicht der proliferierenden Chondrozyten verzégert
ihre Differenzierung in hypertrophische Chondrozyten und flihrt somit zu einem ab-

geschwachten Knochenldngenwachstum.
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Abb. 1.9a: Patientin mit Jansens metaphysarer Chondrodysplasie im Alter von 22 Jahren. b-c: Réntgenaufnahme
der linken Hand eines Patienten mit Jansens metaphysarer Chondrodysplasie im Alter von zehn (b), bzw 22
Jahren (c) (mit freundlicher Genehmigung von E. Schipani, Boston).

1.4.2 Ubertragung aufs Tiermodell (CL2)

Es ist bekannt, dass ein Uberschuss an Parathormon (bei Hyperparathyreoidismus oder auch
durch kontinuierliche Verabreichung von Parathormon erzeugt) zu einer erhohten Anzahl von
Osteoklasten, starkem Knochenumbau und Verminderung der Kortikalis im Knochen fihrt
(Parisien M. et al, 1990; Dobnig H., Turner R.T., 1997). Auf der anderen Seite vergroRert
eine intermittierende Verabreichung von Parathormon die Trabekularknochenmassse durch
verstiarke Knochenbildung (Dempster D.W. et al., 1993; Uzawa T. et al., 1995). Ebenso wei-
sen Patienten mit mildem Hyperparathyreoidismus eine Zunahme der Trabekularknochen-
masse auf (Parisien M. et al, 1990).

Mithilfe eines transgenen Tiermodelles sollte die Rolle des PTH/PTHrP-Rezeptors in der
Vermittlung der verschiedenen Parathormonwirkungen in vivo getestet werden. Unter der
Kontrolle des 2.3kb-Fragments des murinen a1(l)-Kollagenpromotors konnten Mé&use erzeugt
werden, welche einen der bei M. Jansen mutierten PTH/PTHrP-Rezeptoren, HKrk-H223R
(Schipani E. et al, 1995) ausschliel3lich in Zellen der Osteblastenreihe exprimieren (Rossert J.
et al., 1995; Calvi L.M. et al., 2001). Im zweiten Versuchsansatz (CL2), welcher im Folgen-
den naher beschrieben wird, lag das Transgen in vielfaltiger Kopie vor. Das Expressions-

25



Einflihrung

muster des Transgens in diesen mutierten Mé&usen stimmte in den kndchernen Strukturen

weitgehend mit der Expression des nativen PTH/PTHrP-Rezeptors im Wildtyp Gberein.

ATG Stop

al(l) Kollagen-Promotor
| HKrk-H223R |

Hindlll Pvull Pvull Scal

Abb. 1.10a: Schematische Darstellung der bisher identifizierten PTH/PTHrP-Rezeptor-Mutationen bei Jansens
metatphysarer Chondrodysplasie (mit freundlicher Genehmigung von E. Schipani, Boston). b: Konstrukt des
Transgenes mit Anfangs- und Stop-Codon sowie Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme (modifiziert nach E.
Schipani, Boston).

Zum Zeitpunkt der Geburt konnten die transgenen M&use phénotypisch nicht von ihren Wild-
typ-Geschwistern unterschieden werden. Ab einem Alter von etwa zwei Wochen waren hete-
rozygote Tiere der CL2-Linie bereits deutlich kleiner als der Wildtyp. Auffallig waren die
sehr kurzen Extremitaten, des weiteren zeigten sich abnormal lange Z&hne, welche in allen
Féllen durchgebrochen waren (Calvi L.M. et al., 2001). Es gab keine Unterschiede im Serum-
kalziumgehalt, Parathormon war in den transgenen Méausen geringfiigig erniedrigt. Die histo-
logische Analyse ergab eine vermehrte irreguldr angeordnete Trabekularsubstanz im meta-
pyhséren Bereich der langen Roéhrenknochen, welche bis in die Diaphyse und in die Kno-
chenmarkshohle hineinreichte. Dies wurde ab dem Alter von einer Woche beobachtet, er-
reichte einen Hohepunkt vierzehn Tage nach der Geburt und persistierte bis ins Erwachsenen-
alter. Sowohl Anzahl als auch Volumen der Trabekulae waren vermehrt. Dynamische histo-
morphometrische Untersuchungen und In-situ-Hybridisierungen bestatigten die deutlich er-
héhte Anzahl und Funktion von Osteoblasten, beziehungsweise Osteoblasten-Vorlauferzellen.
Die Proliferationsrate der Osteoblasten war in den CL2-Mé&usen deutlich erhéht, zur gleichen
Zeit war die Anzahl apoptotischer Osteoblasten erniedrigt. Im Vergleich zum Wildtyp be-

obachtete man eine dramatische Zunahme an TRAP-positiven multinukledren Zellen. Im
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Alter von vier Wochen wurde in den CL2-M&usen eine erhdhte Porositét der Kortikalis unter
der Anwesenheit vieler Osteoklastenzellen beobachtet. Zwolf Wochen nach Geburt hatte sie
deutlich an Dicke abgenommen. Die Proliferationsrate der Osteoblasten war in diesem
Kompartiment im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert. Marker fir Osteoblasten wurden
im Periosteum vermindert exprimiert, nicht jedoch im Endosteum. Die Untersuchung der
Schédeldecke ergab erhdhte Umbauaktivitdten im endostealen Bereich. Die Dicke der
Kalvarien war im Vergleich zum Wildtyp unverdndert, jedoch war der Schadelknochen poro-
ser und enthielt anteilig am Gesamtvolumen mehr Knochenmarkraum.

Das Gesamtergebnis dieser VVorgénge war eine Zunahme an Trabekularknochen, verbunden
mit einer gleichzeitigen Abnahme der Kortikalisdicke. Mit diesem Tiermodell wurde der
PTH/PTHrP-Rezeptor als wichtiger Vermittler von Parathormon induzierten Knochenauf-

und Knochenabbauvorgéngen identifiziert.

1.5 Kollagenasen — Tiermodell mit Mutation in Kollagenlal

Es ist heute immer noch nicht volistandig aufgeklart, Uber welchen Weg Parathormon Kno-
chenresorption einleitet. Interessanterweise befinden sich keine PTH/PTHrP-Rezeptoren auf
Osteoklasten, sondern nur auf Mesenchymzellen der Osteoblastenreihe und auf Stromazellen
im Knochenmark (Potts J.T., Jr., Juppner H., 1997). So missen in die Vermittlung der Parat-
hormonwirkung weitere Faktoren zwischengeschaltet sein, welche eine Kontaktaufnahme von
Zellen der Osteoblastenreihe mit Osteoklasten erméglichen. Neben RANK, RANK-Ligand
und Osteoprotegerin wird bereits seit langerem Kollagenase 3 (MMP-13), ein Mitglied der
Matrix-Metalloproteinasen, mit Parathormon induzierter Knochenresorption in Zusammen-
hang gebracht (Sakamoto S. et al., 1984; Birkedal-Hansen H. et al., 1993). Dieses Enzym
wird nach Stimulation durch Parathormon von Osteoblasten synthetisiert und sezerniert (Scott
D.K. etal., 1991; Gack S. et al., 1995; Selvamurugan N. et al., 2000).

Eine mogliche Vorstellung ist, dass Osteoblasten zu einem Zeitpunkt Kollagen zum Aufbau
der Extrazellularmatrix produzieren, zu einem anderen Zeitpunkt jedoch Kollagenasen, wel-
che die Knochenmatrix so bearbeiten, dass anschliefend Osteoklasten "andocken™ und den
Knochen mithilfe anderer Mechanismen resorbieren kénnen (Chambers T.J. et al., 1985; Blair
H.C. et al., 1993; Bossard M.J. et al., 1996; Hollidays L. et al., 1997).

Das im Folgenden beschriebene Tiermodell wurde entworfen, um die Aufgabe der Metallo-

proteinasen in Knochenumbauvorgangen naher zu beleuchten (Zhao W. et al., 1999; 2000).
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Die verwendeten Mause (Collal™ **) hatten eine Mutation im Kol la.1-Gen, welches eine
Aminosdurensubstitution in der a1(l)-Kette von Typ | Kollagen zur Folge hat. Diese Mutati-
on verleiht Kollagen I eine Resistenz gegeniiber Kollagenaseabbau in der Helix-Doméne (Wu
H. et al., 1990; Liu X. et al., 1995). Es wurde nun Uber drei Tage hinweg viermal taglich Pa-
rathormon (1-34) uber jeweils eine Kalvarienhalfte der mutierten Maus (rr) und des Wildtyps
(++) subkutan injiziert, anschliefend wurden die Knochen histologisch untersucht und mit-
einander verglichen. In-situ-Hybridisierungen zeigten, dass in beiden Tiergruppen nach Pa-
rathormoninjektion Kollagenasebildung in Osteoblasten und in Fibroblasten des Periosteums
induziert wurde.

Wie erwartet wurde bei den mit Parathormon behandelten Knochen des Wildtyps (++) im
Alter von vier, sechs und vierzig Wochen verstarkte Knochenresorption und ein vergrof3erter
Knochenmarksraum als beim unbehandelten Wildtypknochen (++) beobachtet. Osteoklasten
waren zahlreich vorhanden. Im Gegensatz dazu war zu &hnlichen Zeitpunkten bei den mutier-
ten (rr)-Méausen die Resorptionsantwort auf Parathormongabe deutlich abgeschécht oder gar
nicht vorhanden, und es konnten nur wenige Osteoklasten identifiziert werden. Somit erschien
der mit Parathormon behandelte Knochen der (rr)-Maus beinahe unverandert gegenuber dem
unbehandelten. Zusétzlich wurde die Fahigkeit der verschiedenen Tiere gemessen, auf intra-
peritoneale Parathormoninjektion mit Hyperkalzamie zu reagieren. Im Wildtyp (++) stieg der
Blutkalziumgehalt nach Injektion stark an und war auch nach zehn Stunden noch deutlich
erhoht. Dahingegen war der Kalziumanstieg in der (rr)-Maus deutlich abgeschwacht und nach
drei Stunden schon wieder auf dem Ausgangsniveau angelangt.

Zusammenfassend 18Rt sich aus diesem Tiermodell ableiten, dass Kollagen I-Spaltung durch

Kollagenasen wichtig fur Parathormon-induzierte Knochenresorption ist.
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2. Fragestellung

Bei den hier durchgefiihrten Experimenten wurden zwei bereits charakterisierte Tiermodelle
miteinander kombiniert (CL2-Transgen und Kollagen 1-Mutation).

Dadurch konnte ein neuartiges Modell entwickelt werden, welches zum einen den konstitutiv
aktiven PTH/PTHrP-Rezeptor selektiv in Osteoblasten exprimiert und die anabolen und kata-
bolen Teileffekte des Parathormones in sich vereinigt, zum anderen durch die eingefiihrte
Kollagen I-Mutation eine Resistenz gegen Abbau durch Metalloproteinasen aufweist. Die
Kollagendegradierung durch Kollagenasen wird nach den bisherigen Erkenntnissen als Inital-
punkt fur Knochenresorption betrachtet.

Mit Hilfe dieses Tiermodells sollte in vivo untersucht werden, inwiefern Kollagenspaltung
durch Kollagenasen fiir den CL2-Phanotyp eine Rolle spielt, das heilt in welchem Male Kol-
lagenasen in die Wirkung von Parathormon bei Knochenumbauvorgéngen involviert sind.
Weiterhin stellte sich die Frage, ob die unterschiedlichen Effekte des Parathormons in ver-
schiedenen Knochenkompartimenten in direktem Zusammenhang mit der Kollagenaseaktivi-
tat stiinden.

SchlieBlich konnte ein besseres Verstandnis der anabolen und katabolen Parathormonwirkung
und der zugrungeliegenden Mechanismen therapeutische Konsequenzen beim Einsatz von

Parathormon im Rahmen der Osteoporosetherapie nach sich ziehen.
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3. Material

3.1 Mausezucht/ Histologie

3.1.1 Tiere

Mause der Linie FVB/ N (mé&nnlich, hemizygot fir eine mutierte humane PTH/PTHrP-
Rezeptor-cDNA, eingeflhrt durch ein 2,3 kb-Fragment des Kollagen 1a1-Promoters, E. Schi-
pani, Boston), Mduse der Linie C57BL/ 6 (weiblich, homozygot fir Collal-Mutation (rr),
S.M. Krane, Boston), Futter: The Richmond standard® (PMI Nutrition International, Brent-
wood, MO, U.S.).

3.1.2 Reagenzien

Isofluran: I1soFlo® (Abbott Laboratories, North Chicago, IL, U.S.), Calcein (Sigma, St. Louis,
MO, U.S.), Demeclocycline (Sigma), Formamid (fisher scientific, Fair lawn, NJ, U.S.), ED-
TA (Sigma), Xylenes (fisher scientific), Hamatoxylin (fischer scientific), Eosin Y (fisher
scientific), Phloxin B (fisher scientific), Ethylalkohol (AAPER Alcohol and chemical Co.,
Shelbyville, KY, U.S.), TRAP-Farbung: Leukocyte Acid Phosphatase (Sigma), Methylgreen
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, U.S.), Mountant Medium: Cytoseal ™ XYL (Stephens
scientific, Kalamazoo, Ml, U.S.), NaCl (fisher scientific), KCI (fisher scientific), Na,HPO4 X
7 H,O (fisher scientific), KH,PO, (fisher scienitfic), Formaldehyd (Acros, NJ, U.S.), Gel/
mount ™ (Biomeda, Foster City, CA, U.S.).

3.1.3 Gerate

1 ml Syringe tuberculin B-D® (Becton Dickinson & Co, Franklin Lakes, NJ, U.S.), Precision
Glide®Needle 27,5G (Becton Dickinson & Co), Mikrotom Leica RM 2025 (Nussloch, GER),
Processor: Hypercenter XP (Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, U.S.), Warmhalteplatte fiir
Objekttrager (fisher scienific), Histo centre 2 ( Thermo Shandon), Waage: Brain-
weigh®B300D (Ohans scale corp., NJ, U.S.), pH-Meter: Accumet basic AB15 (fisher scienti-
fic).
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3.1.4 Losungen

10 x PBS: 80 g NaCl, 2 g KClI, 11,5 g Na;HPO,4 x 7 H,0, 2 g KH,PO4, 900 ml H,0, pH auf
7,3 eingestellt.
10% PBS gepuffertes Formalin: 100 ml 37% Formaldehyd, 100 ml 10 x PBS (pH 7,2), 800
ml ddH,0, pH auf 7,0 eingestellt.
20% EDTA in H,0: 200 g EDTA auf 1 | H,O aufgefullt, pH auf 7,5 eingestellt.

3.2 Genotypisierung

3.2.1 Reagenzien

Tris-free base (fisher scientific), Sodium dodecyl sulfate SDS (fisher scientific), Proteinase K
(Roche, Basel, CH), Isopropanol (fisher scientific), Phenol (fisher scientific), Chloroform
(fisher scientific), Natriumacetat (fisher scientific), Pstl incl. Puffer Nr. 3 (New England Bio-
lab, Beverly, MA, U.S.), EcoRlI incl. Puffer H (Promega, Madison, WI, U.S.), Standard-
marker BSTEIl (New England Biolab), Agarose (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, U.S)), Ethidiumbromid (Sigma), Dialyseschlauch (Gibco Life Techn., Gaithersburg,
MD, U.S.), Labeling Kit (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, U.S), *P (New England
Nuclear/ PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA, U.S.), Sephadex Saulen (Amersham Bio-
sciences), Szintillationsfllssigkeit Scinti Verse® (fisher scientific), Pvull konz. (Boehringer
Mannheim, GER), Sphl konz. incl. Puffer M (Roche), Orange G (Sigma), Natriumcitrat (fi-
sher scientific), Hybridisierungsflissigkeit Quick Hyb (Stratagene, Cedar Creek, TX, U.S.),
Lachssperma-DNA (Sigma), sonstige Reagenzien wie oben.

3.2.2 Gerate

Zentrifuge 5417C (Eppendorf, Hamburg, GER), Zentrifuge 5415D (Eppendorf), Fisher VVor-
tex Genie 2 (fisher scientific), Szintillationszéhler LS60001C (Beckman Coulter, U.S.), Was-
serbad Isotemp 202 (fisher scientific), Elektrophorese System (fisher scientific), UV-Licht-
Photographie Multilmage ™ Light Cabinet und Alpha Imager ™ 2200 (Alpha Innotech Corp.,
San Leandro, CA, U.S.), Chromatographiepapier (Whatman, Newton, MA, U.S.), Nitro-
zellulosemembran (Osmonics, Minnetonka, MN, U.S.), Ofen (National Appliance Company,
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Portland, OR, U.S.), Hybridisierungsinkubator Model 1000 (Robbins Scientific Corp.,
Sunnyvale, CA, U.S.), Schittler Sucroagitator (Boots-Celltech Diagnostic limited), Film

Biomax MS (Eastman Kodak Comp., Rochester, NY, U.S.), sonstige Geréte wie oben.

3.2.3 Losungen

Lyse-Puffer: 100 ml 1 M Tris-Puffer pH 8,0, 10 ml 0,5 M EDTA pH 8,0, 20 ml 10% SDS-
Losung, 40 ml 5 M NaCl, 830 ml ddH,0.
1 M Tris-Puffer pH 8,0: 121,4 g Tris, mit ddH,0 auf 800 ml auffillen, pH auf 8,0 einstellen.
TAE-Puffer: 242 g Tris base, 57,1 ml Essigsaure, 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0, in ddH,0 16-
sen und auf 5 | aufftllen.
TE-Puffer: 500 pl 1 M Tris pH 7,5, 100 ul 0,5 M EDTA pH 8,0, 50 ml ddHO.
Denaturierungslosung: 50 ml 10 M NaOH, 303 ml 5 M NaCl, mit ddH,0 auf 1 | aufgefullt
(Raumtemperatur).
Neutralisierungslosung: 300 ml 5 M NaCl, 121,14 g Tris, pH-Wert auf 7,0 einstellen und mit
ddH,0 auf 1 | aufgefillt (auf 60°C aufgewérmt).
20x SSC-Lo6sung: 701,2 g NaCl, 352,8 g Natriumcitrat, mit ddH,O auf 1 | aufgefillt.
Waschldsung I: 100 ml 20x SSC, 10 ml 10% SDS, mit ddH,0 auf 1 | aufgefllt.
Waschlosung 11: 25 ml 20x SSC, 10 ml 10% SDS, mit ddH,0 auf 1 | aufgefullt.

Sonstige Ldsungen wie oben.

3.3 Transformation und Plasmid-Préparation

3.3.1 Reagenzien

Zellen MAX Efficiency® DH50™ Competent Cells (Life technologies, Grand Island, NY,
U.S.) Hefeextrakt (Difco/ Beckton Dickinson, Le pont de Claix, F), Bactor Trypton (Difco/
Beckton Dickinson), KCI (fisher scientific), MgCl, (fisher scientific), MgSQO, (fisher scienti-
fic), Glukose (Life technologies), Trypton Peptid (Difco/ Beckton Dickinson), Ampicillin
(fisher scientific), Bacto™ Agar (Difco/ Beckton Dickinson), NaOH (fisher scientific), KOAc
(fisher scientific), CsCI (fisher scientific), 1-Butanol saturated with 1 M NacCl (fisher scienti-
fic), Glycerol (fisher scientific), Restriktionsendonukleasen Xhol, Xbal, BamHI, HindlllI,
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Pstl, Avrll, Smal, Clal incl. entsprechende Puffer 1-4 (New England Biolab), sonstige Rea-

genzien wie oben.
3.3.2 Gerate

Elektroporation Gene pulser (Bio-rad Laboratories, Hercules, CA, U.S.), Incubator shaker
(New Brunswick Scientific Co, Inc., Edison, NJ, U.S.), Sterilisator Amsco Eagle Series (Ste-
ris, Mentor, OH, U.S.), Induction drive centrifuge J-6M (Beckman coulter, Fullerton, CA,
U.S.), Seihtuch softwipe cheese cloth (American fiber and fishing Inc., Albemarle, NC, U.S.),
Versiegelungsgerat (Gelman Sciences Inc., Ann Arbor, Michigan, U.S.), Ultrazentrifuge L8-
55M (Beckman Coulter), 10 ml Spritze und 19 G Nadel (Beckton Dickinson), Savant Speed
vac concentrator (Global Medical Instrumentation, Albertville, MN, U.S.), Photometer

(Beckman Coulter), sonstige Gerate wie oben.

3.3.3 Losungen

SOC-Medium: 5 g 0,5% Hefeextrakt, 20 g 2% Bacto Trypton, 0,58 g 10 mM NacCl, 2,5 mM
KCI, 2 g 10 mM MgCly, 2,46 g 10 mM MgSQO,, 3,6 g 20 mM Glukose.

LB-Medium: 10 g Trypton Peptid, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, mit ddH,O auf 1 | aufgefillt,
nach der Autoklavierung pro liter LB-Medium 500 pg Ampicillin zugefugt.

LB-Medium-Agar-Platten: 10 g Trypton Peptid, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 15 g Bacto Agar,
mit ddH,O auf 1 | aufgeflllt, Autoklavierung, Zufiigen von 500 pug Ampicillin
und Ausgieen in Petrischalen.

Losung 1: 25 mM Tris pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0, 50 mM Glukose.

Losung I1: 0,2 M NaOH, 1% SDS.

Losung 111: 150 ml Essigsdure, 294,5 g KOACc.

3.4 In situ-Hybridisierung

3.4.1 Reagenzien

pGEM®-3Z Vector (Promega, Madison, WI, U.S.), 5 x TSC-Puffer (Promega), 100mM DDT
(Promega), jeweils 10 mM rATP, rCTP, rGTP (Promega), DEPC Diethylpyrocarbonat (Fluka
Chemie AG, Buchs, CH), *S-UTP (New England Nuclear), Rnasin (Promega), T-3 RNA-
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Polymerase (Ambion, Austin, TX, U.S.), T-7 RNA Polymerase (Promega), SP-6 RNA Poly-
merase (Promega), RQ1 Rnase free DNAse (Promega), Sephadex-Saulen mini Quick Spin™
RNA Columns (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, U.S.), Paraformaldehyd 96% (Ac-
ros, NJ, U.S.), RNAse away (Molecular Bioproducts Inc., San Diego, CA, U.S.), Proteinase K
(Roche), HCI (fisher scientific), TEA Triethanolamin (Sigma), Acetic Anhydrid (Sigma),
Formamid (fisher scientific), Denhardt's solution (Amersham Biosciences), Dithiothreitol
(Sigma), Photoemulsion (Eastman Kodak Company), Entwickler und Fixans EDF/ EDP pho-

tochemicals (Eastman Kodak company), sonstige Reagenzien wie oben.

3.4.2 Gerate

Parafilm® (American National Can, Menasha, WI, U.S.), Biomax single emulsion (Eastman

Kodak), Audioradiography Cassette FBAC1417 (fisher scientific), sonstige Gerate wie oben.

3.4.3 Losungen

4% Paraformaldehyd/ PBS-L6ésung: 540 ml auf 60°C aufgewarmtes ddH,O, 600 ul 10 M
NaOH, 24 g Paraformaldehydpulver zufligen und auf der
Waérmeplatte zur Losung bringen, dann 60 ml 10x PBS,
600 ul DEPC, pH auf 7,2 eingestellt.

Hybridisierungsldsung: 25 ml 50% Formamid, 10 mM TrisCl pH 7,6, 200 pug/ ml tRNA, 1 X
Denhardt’s Ldsung, 10 % Dextransulfat, 600 mM NacCl,
0,25% SDS, 5,25 ml ddH,0.

Sonstige Losungen wie oben.

34



Methoden

4. Methoden

4.1 Mausezucht und Auswahl der Experimentméause

Die Mduse der durchgeflihrten Experimente entstammten zwei verschiedenen Linien: Bei den
transgenen Mé&usen mit dem mutierten PTH/PTHrP-Rezeptor (H223R) handelte es sich um
Nachkommen der Linie FVB/ N, dahingegen stammten die Méause mit der Mutation in Kolla-
gen lal aus der Linie C57BL/ 6.

Aufgrund der phanotypischen Auspragungen der verschiedenen Mutationen wurden fiir die
Untersuchung der Fragestellung Nachkommen gebildet, welche heterozygot fiir das CL2-
Transgen waren, jedoch die Kollagen I- Mutation in beiden Allelen vorliegen hatten (CL2+/
rr). Als geeignete Kontrollen sollten solche Tiere innerhalb desselben Wurfes gelten, welche
das Transgen exprimierten, jedoch die Kollagen I-Mutation nicht aufwiesen (CL2+/--), sol-
che, welche negativ fir das Transgen waren, jedoch homozygot in Bezug auf die Kollagen I-
Mutation (CL2-/rr) und schlieBlich reine Wildtypen ohne Mutation (CL2-/--). Wenn mdglich
wurden jeweils gleichgeschlechtliche Tiere miteinander verglichen, ganz besonders ab einem
Alter von Uber 20 Tagen.

Da weibliche CL2-transgene Mause nur unzureichend Nachkommen zeugen konnen, bzw.
diese sehr friih postnatal versterben und auflerdem auch noch entsprechende Kontrollmause
bendtigt wurden, blieb als mogliche Genkonstellation des Experimentelternpaares nur folgen-
de: Vater (CL2+/r-), Mutter (CL2-/r-). Die erste Zeit wurde damit verbracht, Nachkommen
flr geeignete Elternteile zu zeugen. Die neugeborenen Méuse verblieben postpartal fir etwa
drei Wochen bei ihrer Mutter. Nach zwei Wochen wurden sie unter Isofluran-Anésthesie
durch Metallklammern am Ohrknorpel markiert, und ein Stiick Schwanz zur Genotypisierung
wurde entnommen. Im Alter von sechs Wochen erreichten die Jungen ihre Fertilitdt und konn-
ten bei geeigneter Genkombination fir die weitere Kreuzung verwendet werden.

Fir die beschriebenen Experimente wurden die Mause im Alter von zwei bis vier Wochen
durch kraniale Dislokation getotet.

Um eine dynamische Knochenhistomorphometrie durchfihren zu kénnen, wurden einem Teil
der Mduse vor der Totung im Alter von vier Wochen zuvor zwei verschiedene Fluorochrom-
I6sungen intraperitoneal injiziert.

Sieben Tage vor Totung erfolgte die Injektion von Calcein (20 mg/ kg Korpergewicht); zwei
Tage vor Totung wurde Demeclocycline (20 mg/ kg Korpergewicht) injiziert.
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Mit Hilfe dieser Fluorochrome konnten spater die Mineralisierungsrate als Parameter fur die
Osteoblastenfunktion und die Knochenbildungsrate fiir die gesamten Vorgénge durch Osteo-
blasten und Osteoklasten ausgemessen werden. Die Totung und Préparation dieser Individuen
fand zum Schutz der Fluorochrome unter bestmoglichem Lichtausschluss statt. Die fir die
Knochenmorphomtetrie bestimmten Objekte wurden, in Aluminiumfolie eingeschlagen, zur

Auswertung ins Labor von R. Chiusaroli/ R. Baron (Yale University; CT) geschickt.

4.2 Anfertigung der Gewebsschnitte/ Farbungen

Die Maus wurde mit Isofluran anasthesiert und durch kraniale Dislokation getdtet. Das Kor-
perfell wurde entfernt und das Peritoneum grol3flachig erdffnet, um ein mdglichst gutes Ein-
dringen der Fixationslosung in sémtliche Korperbereiche zu ermdglichen. Als Fixans diente
10%iges, mit PBS gepuffertes Formalin. Die Maus verblieb vollstdndig bedeckt fur ein bis
zwei Tage in der Losung.

Anschliefend wurde je nach Gewebeart weiterverfahren: Bereits kalzifizierter Knochen
(grundsatzlich bei postnatalen Objekten) musste vor der Anfertigung von Paraffinschnitten
entkalzifiziert werden. Dies geschah tber zwei Wochen hinweg in 20%iger EDTA-L6sung
(pH 7,5), die regelmalig ausgetauscht wurde. Wenn der Knochen nach friihestens 12 Tagen
fihlbar weich geworden war, wurde unter mikroskopischer Betrachtung mdglichst viel tber-
flissiges Weichteilgewebe entfernt. Im Fall der unteren Extremitét sollten dabei Kniegelenk
mit Femuranschnitt, die Tibia in ihrer gesamten Ausdehnung, anliegende Fibula, FulRgelenk
und FulRwurzelknochen erhalten bleiben. Um nach dem Dekalzifizierungsvorgang Schnitte
der Schadeldecke anzufertigen, wurde dem Kopf transversal, 3 mm parallel zur Sutura coro-
naria mit einer Rasierklinge ein 4 mm dickes Stiick des Os parietale mit darunterliegenden
Weichteilen entnommen. Andere Gewebe wie Leber oder Milz, die nicht dekalzifiziert wer-
den missen, konnten direkt dem Processing zugeftihrt werden.

Beim Processing (maschinell) wurde das Gewebe durch Spilung in verschiedenen Alkohol-
konzentrationen dehydriert, mit Xylene als organisches Ldsungsmittel gespilt und mit Paraf-
fin infiltriert. Im Anschluf daran konnte es in Paraffin eingebettet werden.

Mit dem Mikrotom wurden die Objekte 5 um dick geschnitten und auf Objekttrager gebracht.
Besonderen Wert wurde darauf gelegt, dass die Tibia mit beiden anschliefenden Gelenken als
Langsschnitt dargestellt wurde, um spéter bestmdgliche Vergleiche zwischen den einzelnen

Schnitten ziehen zu kdnnen. Pro Gewebe wurden bis zu 50 Schnitte angefertigt.
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Je nach Weiterbehandlung fand eine Hitzefixierung bei 65°C fur 15-60 min statt. Die bei der
Schnittfihrung entstandene Wasserschicht zwischen Paraffinschnitt und Objekttréager ver-
dunstete dabei.

Einige Schnitte aus jeder Gewebereihe wurden routinemalig mit Hadmatoxylin-Eosin geférbt.
Dafiir wurde folgendes Protokoll verwendet: Zur Deparaffinierung: 3 x 2 min Inkubation in
Xylene; 3 x 2 min in 100% Ethanol; 2 min in ddH,0; anschlielfende Farbung: 2 min in Hama-
toxylin; im warmen Leitungswasser bis zur Blaufarbung abspulen; in ddH,O spilen; 2 min in
70% Ethanol; 30 s in Eosin-Phloxin; 3 x 2 min in 100% Ethanol; 3 x 2 min in Xylene; mit
Deckglasern deckeln.

Die TRAP-Farbung (tartrate resistant acid phophatase) wurde folgendermafen durchgefihrt:
Zur Vorbereitung der ersten Losung wurden 0,5 ml Fast Red-Garnet GBC Basislosung mit
0,5 ml Natriumnitritldsung gemischt. Nach zwei Minuten wurden 45 ml 37°C warmes ddH,0,
0,5 ml Naphthol AS-BI Phosphorsaurelésung, 2,0 ml Acetatlésung und 1,0 ml Tartratldsung
hinzugefiigt. Es folgte die Equilibrierung bei 37°C fiir 10 min. Nachdem die Schnitte fur 30 s
im Citratfixans fixiert worden waren, wurden sie mit ddH,O abgespilt und dann 1 Stunde
unter Lichtabschluss in der zubereiteten Lésung inkubiert. Wéhrendessen wurde die zweite
Losung vorbereitet: In weiteren Behaltern wurden dafiir 0,5 ml FBB Alkalische Losung mit
0,5 ml Natriumnitritlésung gemischt, anschliefend 2 min stehen gelassen. Danach wurden auf
37°C vorgewarmte 45 ml ddH,0, 0,5 ml Naphthol AS-BI Phosphorséurelésung, 2 ml Acetat-
I6sung und 1,0 ml Tartrat hinzugefiigt. Auch hier erfolgte die Equilibrierung bei 37°C fir 10
min. Nach einstlindiger Inkubation in der ersten Losung wurden die Schnitte fiir eine weitere
Stunde in dieser zweiten Losung inkubiert. Zum Schluss wurden die Objekttrager mehrmals
mit ddH,O gespult. Als Kontrolle wurden parallel dazu Schnitte mit den gleichen Lésungen,
jedoch unter Weglassen des Tartrats geféarbt, welche wie erwartet eine unspezifische An-
farbung verschiedenster Enzyme vorwiesen. Zur besseren Kontrastierung wurden die Schnitte

teilweise mit Methylgrin gegengeférbt.
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4.3 Genotypisierung

4.3.1 DNA-Gewinnung und Extraktion

Zur Gewinnung der DNA wurde den Mausen unter Isofluran-Narkose ein ca. 2 cm langes
Stiick Schwanz abgeschnitten. Uber Nacht wurde der Schwanz in einer Losung aus 700 pl
Lyse-Puffer und 5 pl Proteinase K bei 55°C verdaut.

Am folgenden Tag wurden die ungeldsten Bestandteile (Haut, Knorpel,...) abzentrifugiert, der
Uberstand in neue Tubes gefiillt. Durch Hinzufiigen von Isopropanol und eventuell kurzem
Aufbewahren auf Eis erreichte man die Prazipitation der DNA. Diese wurde vorsichtig mit
einer Pipettenspitze in eine neue Tube Ubertragen und bei 37°C in 500 pl ddH,0 geldst. Meh-
rere Schritte des Mischens und Zentrifugierens mit Phenol/ Chloroform-L&sung sorgten fiir
die Reinigung der DNA. AbschlieRend wurden die Phenolreste durch reines Chloroform voll-
standig entfernt. Nach diesem letzten Reinigungsschritt prézipitiert die DNA erneut durch das
Hinzufiigen von 50 pl Natriumaceteat und ca. 1 ml Isopropanol. Der Uberstand nach Zentri-
fugation wurde entfernt, das Pellet mit 70% Ethanol gespult und getrocknet. Je nach ge-
wiinschter Konzentration und vorhandener DNA-Menge wurde es spater in 50 oder 100 pl

ddH,0 resuspendiert.

4.3.2 Herstellung der radioaktiv markierten Probe

Die DNA-Fragmente (cold probe), welche als Templates fur die Herstellung der radioaktiv
markierten Probe benutzt wurden, werden als Insert in Plasmiden aufbewahrt, aus denen sie
gelegentlich neu gewonnen werden mussten. Fir den Verdau mit Restriktionsenzymen wur-
den folgende Verhaltnisee verwendet: Fur Pstl-Probe: 10 pl DNA, 5 pl Pstl-Enzym, 5 ul Puf-
fer 3", 30 ul ddH,O. Fur die Sphl-Probe: 10 pl DNA, 5 pl Enzym EcoRlI, 5 pl Promega Puf-
fer "H", 30 ul ddH,O. Der Verdau fand bei 37°C fur mindestens vier Stunden statt. Das Vo-
lumen wurde mit ddH,O auf 500 pl erweitert, die Fragmente in verschiedenen Phenol/ Chlo-
roform-Abstufungen aufgereinigt und prézipitiert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol
gespult und in 70 pl ddH,O resuspendiert. Anschlieend wurde der Verdau auf ein 1%iges
Agarose-Gel aufgetragen. Nach der Gel-Elektrophorese konnte das Insert unter UV-
Beleuchtung (Ethidiumbromid!) ausgeschnitten, in Dialyse-Tubes gefullt und bei 100 V in 1x

TAE-Puffer elektrolutiert werden. Es folgte die Prazipitation mittels Natriumacetat und Iso-
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propanol, anschlieBend die Spulung mit 70%igem Ethanol. Zur Kontrolle, dass es sich um das
richtige Fragment handelte, wurde ein kleines Probevolumen mit entsprechenden Restrikti-
onsenzymen verdaut und elektrophoretisch aufgetrennt. Im Vergleich zu einem Standard-
marker wie BSTE-II konnte somit die Grol3e bestimmt werden.

Zum "Labeln" der Probe (radioaktive Markierung) wurden 3 ul der aufgetauten Template-
DNA auf ein Volumen von 5 pl verdiinnt. Zu Beginn wurde die DNA zusammen mit 2,5 pl
Primer-Losung finf Minuten lang gekocht und dadurch die DNA denaturiert. AnschlieRend
wurden bei Raumtemperatur nacheinander folgende Substanzen hinzugefiigt: 5 pl Labelling
Puffer (enthalt verschiedene Nukleotide), 1 pl Klenow Polymerase, 9 pl ddH,O. Nach kurzem
Vermischen und Zentrifugieren wurden 2,5 pl der mit 3P radioaktiv markierten Cyti-
dintriphosphatnukleotide, dCTP-*P hinzugegeben. Wahrend der zehnminiitigen Inkubation
bei 37°C wurde der komplementdare DNA-Strang mit eingebauten radioaktiven dCTPs ge-
bildet. Die Reaktion wurde mithilfe von 2,5 pl 0,2 M EDTA zum Stillstand gebracht. EDTA
bildet dabei Komplexe mit Metallionen, welche fiir die Enzymaktivitat benétigt werden. Zur
Verdlnnung der relativ stark konzentrierten Probe wurden 25 ul TE-Puffer hinzugeflgt. Als
letzter Schritt wurde die Probe durch eine Sephadex-Sdule zentrifugiert, um die un-
gebundenen Nukleotide zu entfernen. Anhand eines kleinen Probevolumens konnte der

Szintillationszéhler die Starke der Radioaktivitat in der neugebildeten Probe bestimmen.

4.3.3 Southern Blot

Zur Restriktion der extrahierten DNA wurde die in Wasser geldste DNA fir ca. 6-8 Stunden
bei 37°C inkubiert. Dabei wurden folgende Verhaltnisse flir den Verdau angesetzt:

Fur die Bestimmung des Jansen-Transgenes: 10 ul der resuspendierten DNA, 2 pl Restrikti-
onsenzym Pvull, 5 pl Puffer M, 33 pl ddH,O (Gesamtvolumen 50 pl).

Fur die Bestimmung der Kollagen-Mutation: 10 pl der resuspendierten DNA, 1 pl Restrikti-
onsenzym Sphl, 3 pl Puffer M, 16 ul ddH,O (Gesamtvolumen 30 pl).

In der Zwischenzeit wurden zur Herstellung eines 1%igen Agarosegels 300 ml TAE-Puffer
(1x) und 3 g Agarose-Pulver erhitzt und in eine entsprechende Form mit 2 mm dicken Kam-
men (beziehungsweise 1 mm dicken Kd&mmen fiir den Sphl-Blot) ausgegossen. Zur spéteren
Anféarbung der Banden im UV-Licht wurden dem noch fliissigen Gel 10 pl Ethidiumbromid
zugesetzt. Als das Gel nach etwa einer Stunde gehartet und die DNA aulRerdem verdaut war,

wurde eine Elektrophoresekammer mit 2 | TAE-Puffer (1x) und 10 pl Ethidiumbromid ge-
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flllt, das Gel in die Kammer gesetzt und die K&mme entfernt. Bevor die verdaute DNA auf
das Gel aufgetragen werden konnte, wurden den einzelnen Proben ca. 3-5 ul Orange G (1/10
des Gesamtvolumens) zur F&rbung und als Laufmittel zugesetzt. Das Gel wurde nun mit 40 pl
der Jansen-Transgen-DNA, bzw. 30 pl der Kollagenl-Mutations-DNA geladen. Als Stan-
dardmarker wurden 10 pl BSTE-II verwendet. Meistens tiber Nacht (ca. 8-12 Stunden) wurde
die restringierte DNA bei 18 mA/ 32 V elektrophoretisch nach ihrer GréRe aufgetrennt.

Am néachsten Tag wurde das Gel aus der Box entfernt und eine UV-Licht-Photographie an-
gefertigt. Hiermit konnte die Menge und die Restriktion der DNA eingeschatzt werden.
Aulerdem diente es zur GrolRenbestimmung der einzelnen Banden durch Vergleich mit einem
geeigneten photographierten Mafstab.

Zur Denaturierung der im Gel verteilten DNA wurde dieses eine Stunde mit Denaturierungs-
I6sung gespilt, mit ddH,O abgewaschen und fur 60-90 min in Neutralisierungslésung ge-
schwenkt.

Als nachster Schritt wurde der Transfervorgang (Blotting) vorbereitet: Uber einen groRen
Glasbehalter (gefullt mit 20x SSC) wurde eine Glasplatte gelegt, Gberspannt mit zwei Schich-
ten Chromatographiepapier, welches zuvor in 20x SSC angefeuchtet worden war. Das Gel
wurde von der Neutralisierungslosung direkt mit der Kopfseite nach unten auf das Papier ge-
bracht. Darauf wurde eine in dH,O und 20x SSC getauchte Nitrozellulosemembran gelegt.
Die Nitrozellulosemembran enthalt Aminogruppen mit positiver Ladung. Deshalb wird die
aufgrund seiner Phosphatgruppen negativ geladene DNA auf die Membran transferiert. Wei-
tere Schichten von angefeuchtetem Chromatographiepapier folgten. Den Abschlul} bildeten
ein hoher Stapel saugfahige Papiertlicher und eine Glasplatte mit ca. 500 g Masse zur Kom-
pression. Zu den Seiten hin wurde die Membran mit Plastikfolie abgedichtet. Bei den einzel-
nen Schritten wurde grofiten Wert darauf gelegt, nie Lufblasen zu erzeugen, bzw. diese zu
eliminieren. Der anschlielende Transfer der DNA in die Membran erfolgte iber Nacht (mind.
12 h).
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Gewicht —p 0,5kg

Glasplatte —Y

Papiertucher —» Chromatographiepapier

Plastikfolie - Nitrozellulosemembran

Glasplatte Gel mit DNA

Glasbehdlter —p /\/—C\/\;\/\ Chromatographiepapier
20 x SSC

Abb. 4.1 Aufbau des Southern Blots. DNA-Transfer.

Am folgenden Tag wurde die Lage der Geltaschen zur spéteren Orientierung auf der Memb-
ran markiert, diese anschlief3end bei 80°C fir mind. 2 h gebacken, um die transferierte DNA
auf der Membran langfristig zu fixieren.

Im nachsten Schritt wurde die Membran mit Hilfe von dH,O an die Wande einer Hybridisie-
rungstube geklebt, anschliefend ca. 14-15 ml Quick-Hyb-L6sung hinzugefligt. Durch die dar-
in enthaltenen Wirkstoffe wurde einerseits der unspezifische Hintergrund erniedrigt (Den-
hardt's Losung), andererseits konnte durch Dextransulfat eine Viskositatserhéhung und "Auf-
dehnung" der DNA-Strénge erreicht werden. Die Prahybridisierung zur Verminderung un-
spezifischer Bindungen fand fur mind. 10 min im auf 68°C vorgewé&rmten Hybridisierungs-
inkubator statt. Gleichzeitig wurde die notwendige Menge der radioaktiv markierten Probe
(10° counts/ ml Quick-Hyb) mit 100 pl Lachssperma zehn Minuten lang gekocht, kurz auf Eis
aufbewahrt und anschlieBend zur Membran in der Tube hinzugefugt. Die Hybridisierung
erfolgte unter standiger Rotation fur mind. 1 h bei 68°C im Hybridisierungsinkubator.

Danach wurde der nicht gebundene Anteil der Probe durch sanftes Waschen (jeweils 30-45
min) in verschieden stark konzentrierten Waschlésungen von der Membran entfernt. Je nach
gewinschter Sauberkeit konnte mit der Temperatur, Dauer und Salzgehalt des Waschvor-
ganges gespielt werden.

Die nun auf der Membran radioaktiv markierten Banden wurden auf einem einfach be-
schichteten Rontgenfilm dargestellt. Je nach der zu erwartenden Stérke des Signals wurde der

Film bei -80°C zwischen sechs Stunden und sieben Tagen belichtet.
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Durch Vergleich mit dem Standardmarker in der UV-Photographie konnte auf dem Rontgen-
film die GroRe der dargestellten Banden/ Fragmente bestimmt und so auf den Genotyp der

Maus geschlossen werden.

4.4 Transformation und Plasmid-Praparation

Die Transformation der gewlinschten DNA erfolgte entweder durch Heat Shock oder mit Hil-
fe der Elektroporation.

Zur Heat Shock-Transformation wurden bereits kompetente Zellen unter Kéltebedingungen
mit der zu transfizierenden DNA zusammengebracht. Sie wurden 45 s lang bei 42°C hitze-
geschockt, anschlieBend wieder auf Eis gebracht und dem SOC-Medium zugefihrt.

Alternativ dazu wurde gelegentlich bei besonders empfindlicher DNA die Transformation
mittels Elektroporation durchgefuhrt. Bei diesem Verfahren wurden 1-5 pl Plasmid-DNA zu
100 pl der Zellen zugefiigt und das Gemisch in eine Elektroporation-Kuvette gefiillt. Das Ge-
rat pulste fur ca. 5-8 s unter den Einstellungen 2,5 kV, 25 uF, 400 Ohm. Sofort nach Be-
endigung der Elektroporation wurden die Zellen dem SOC-Medium zugefuhrt.

Nach diesem Schritt wurde fiur die jeweils erhaltenen neu transformierten Zellen nach glei-
chem Muster weiterverfahren: Zuerst wurden sie eine Stunde lang bei 37°C inkubiert, an-
schlieend wurden LB-Medium-Agar-Platten mit jeweils 150 pl der stufenweise verdinnten,
transformierten DNA beimpft. Die Platten enthielten neben dem Néhrboden Ampicillin, ge-
gen welches die erfolgreich transformierten Zellen durch einen entsprechenden Genabschnitt
resistent waren und sich somit ungehindert vermehren konnten. Uber Nacht bildeten sich ein-
zelne Zellklone, die am nachsten Tag geerntet werden konnten.

Diese Zellen wurden fir die nun folgende Plasmid-Préparation verwendet. Ampicillin ent-
haltendes LB-N&hrmedium wurde mit einem einzelnen Zellklon beimpft und anschlieRend bei
ca. 10 ml Gesamtmenge zuerst fur eine Stunde, dann tber Nacht in 1 I Medium bei 37°C im
Schittler zur Vermehrung der Zellen inkubiert. Am nachsten Tag konnten die reichlich ver-
mehrten Zellen durch Zentrifugation (4,2 Rotor; 4200 rpm; 4°C; 20 min) gewonnen werden.
Die Lyse erfolgte durch den Zusatz alkalischer Substanzen: Zuerst wurden die Zellen in 40 ml
der "Losung I" resuspendiert, danach wurde unter leichtem Schwenken 80 ml frisch zu-
bereitete "Losung II" hinzugegeben. Sobald die Fllssigkeit Klar und viskés war, wurde
"Losung 1™ hinzugefugt, diesmal bis zur kompletten Vermischung kraftig geschattelt und

anschlieBend 20 min lang zentrifugiert (4,2 Rotor; 4200 rpm; 4°C). Der Uberstand wurde
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durch mehrere Lagen eines Seihtuches gefiltert, anschliefend wurde Isopropanol zur
Prézipitation hinzugefugt und die Flussigkeit flr kurze Zeit bei -20°C aufbewahrt. Zur Ge-
winnung der Nukleinsduren wurde erneut zentrifugiert (4,2 Rotor; 4200 rpm; 4°C; 15 min).
Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt, das Pellet mit 70% Ethanol gespiilt, getrocknet und
in 7,5 ml TE resuspendiert.

Da sich unter den so extrahierten Nukleinséduren neben der plasmidischen DNA auch noch die
chromosomale Zell-DNA befand, wurde mit dem folgenden Verfahren der Equilibriumzentri-
fugation im Casiumbromid/Ethidiumbromid-Gradienten die DNA gereinigt: Dazu wurden
dem resuspendierten Pellet 9,5 g CsClI beigefligt und durch leichtes Anwarmen in Ldsung
gebracht. Nach Hinzufiigen von 1 ml Ethidiumbromid (10 mg/ ml) wurde die Mischung in
Kleinere Plastikzentrifugentubes umgefullt, der Deckel versiegelt und 48 h lang ultrazentri-
fugiert (25°C; 55000 rpm). Unter Betrachtung im UV-Licht konnten nun verschiedene
Banden wahrgenommen werden: Bei der oberen Bande handelt es sich um die chromosomale,
lineare DNA, welche durch verstarkte Bindung von Ethidiumbromid schwerer ist und sich
somit im Gradienten von der plasmidischen, zirkularen DNA entfernt. Die untere Bande be-
steht aus der gewinschten zirkuldr geschlossenen Plasmid-DNA. Sie wurde mit Hilfe einer
Spritze vorsichtig aufgezogen und in frische Tubes geftillt.

Im néchsten Schritt musste das Ethidiumbromid wieder entfernt werden. Dies geschah durch
mehrmaliges Mischen und Abpippettieren von 1-Butanol (gesattigt mit 1 M NaCl). Das Casi-
umbromid wurde ber Nacht durch Dialyse in 4-5 | TE entfernt. AnschlieRend konnte die
fertig aufgereinigte Plasmid-DNA mit Isopropanol und 3 M Natriumacetat durch Zentri-
fugation préazipitiert werden. Das Pellet wurde erneut mit 70% Ethanol gespllt, getrocknet
und in 0,5-1 ml TE gel6st. Die Konzentration und Reinheit der DNA wurde photometrisch bei
260 nm nach dem Lambert-Beerschen Gesetz bestimmt (10 ul Plasmid-DNA in 1 ml TE
gegen TE; Quotient aus Extinktion bei 260 nm und Extinktion bei 280 nm als Indikator fir
die Reinheit der DNA).

Zur Kontrolle der Plasmid-Praparation wurden Verdaus mit Restriktionsenzymen durch-

gefiihrt und die Fragmente mit bekannten Daten verglichen.
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4.5 In situ-Hybridisierung

4.5.1 Herstellung der Riboprobes

Die sense-DNA, welche fiir die Herstellung der radioaktiv markierten Riboprobes (anti-sense)
verwendet wurde, wird als Plasmid (ringférmig) bei -80°C aufbewahrt und musste deshalb in
einem ersten Schritt linearisiert werden. Dafur wurden folgende Restriktionsenzyme ver-
wendet: Kollagen Typ | - Linearisierung mit Enzym Hindlll; Osteocalcin/ Bone gla protein -
Linearisierung mit Enzym Xbal; Alkalische Phosphatase - Hindlll; Kollagenase 3 - Hindlll;
Osteopontin - EcoRI; PTH1 rec/ R15B - BamHI; TRAP - Clal; Kollagenase 4 - BamHI. Die
DNA wurde mit den entsprechenden Enzymen unter Zugabe von geeignetem Puffer und Was-
ser verdaut. Zur Aufreinigung erfolgte die Extraktion mit Phenol/ Chloroform, anschlieRende
Prézipitation, Spllung und Resuspendierung in ddH,O (vgl. Kapitel DNA-Gewinnung und
Extraktion). Zur Kontrolle wurde eine kleine Probe elektrophoretisch auf einem Agarose-Gel
aufgetrennt und unter UV-Beleuchtung photographiert.

Fur jede einzelne der anzufertigenden Riboprobes wurden folgende Mengen zusammenpippe-
tiert: 2,0 pl 5x TSC-Puffer; 1,0 pl 100 mM DTT; je 0,5 pl rATP, rCTP, rGTP; 3,0 ul in
DEPC resuspendierte **S-UTP; 0,5 pl Rnasin; 1,0 pl der entsprechenden Plasmid-DNA; 1,0
pl Polymerase (je nach Plasmid T3, T7 oder Sp6). Das Gesamtvolumen von 10 pl wurde bei
37°C zuerst fir eine Stunde, nach Hinzuftigen von weiteren 1,0 ul Polymerase fiir eine weite-
re Stunde inkubiert. Nach Ablauf der zweiten Stunde wurden 0,5 g Rnasin und 0,5 pl DNAse
hinzugefigt und erneut fir 15 min bei 37°C inkubiert. Die Aktivitat der Polymerase wurde
danach durch Hinzufugen von 7 pl 0,5 M EDTA, 14 pl 5x NTE und 38 pl DEPC gestoppt.
Die Zentrifugation durch Sephadex-Saulen entfernte nicht gebundene Nukleotide. Im Szintil-
lationszéhler wurde die Starke der Radioaktivitat der hergestellten Probe gemessen. Diese

wurde dann bis zur einmaligen Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

4.5.2 Vorbehandlung vor der Hybridisierung

Um einen optimalen Hybridisierungsgang zu ermdglichen, missen die Gewebsschnitte mit
Hilfe verschiedener Losungen vorbehandelt werden. Dazu gehort die Fixierung mit Paraform-
aldehyd und die "Durchldcherung” der Zellwand mit Hilfe von Proteinase K.
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Da es sich bei RNA um eine sehr empfindliche Struktur handelt, wurden alle verwendeten
Behalter direkt vor ihrem Gebrauch mit einer speziellen Losung (RNAse away) ausgesplilt,
um eventuell vorhandene RNAse zu entfernen. Aus diesem Grunde wurden auch die einzel-
nen Losungen erst direkt vor dem Gebrauch zubereitet.

Die auf den Objekttragern getrockneten Schnitte wurden deparaffiniert und rehydriert: 3 x 5
min in Xylene, 3 X 1 min in 100% Ethanol, 5 min in PBS. AnschlieBend wurden die Gewebs-
schnitte der Reihe nach in folgenden Lésungen bei Raumtemperatur inkubiert: 15 min in 4%
Paraformaldehyd/ PBS- L6sung; 5 min in PBS; 15 min in 10 pg/ ml Proteinase K/ PBS; 10
min in 4% Paraformaldehyd/ PBS- Losung; 5 min in PBS; 10 min in 0,2 N HCI; 5 min in
PBS; 10 min in 0,1 M Triethanolamin (pH 7,5) + Acetic Anhydrid; 5 min in PBS; 5 min in
70% Ethanol; 5 min in 95% Ethanol. AbschlieBend wurden die so vorbereiteten Gewebs-

schnitte luftgetrocknet und standen fur den folgenden Hybridisierugsvorgang zur Verfligung.

4.5.3 Hybridisierung

Zur Hybridisierung der zelluldaren RNA im Gewebe mit den angefertigten Riboprobes wurde
Hybridisierungslosung hergestellt, welche aliquotiert bei -20°C fur langere Zeit aufbewahrt
werden kann.

Durch Erwarmen der Hybridisierungslosung wurde das enthaltene SDS verflissigt. Anschlie-
Rend wurden fir die einzelnen Schnitte folgende Proportionen zusammenpippetiert: 100 pl
Hybridisierungslésung; 5 pl 1 M DTT; je nach Radioaktivitat ca. 5 pl Riboprobe (Verhéltnis:
10° cpm/ pl). Um die Riboprobe zu denaturieren, erfolgte eine dreiminiitige Inkubation bei
85°C. Sofort im Anschluss daran wurde das zu hybridisierende Gewebe je nach GrolRe mit
ca. 80 pl der erhitzten Losung vollstandig bedeckt und mit einem Parafilmstreifen luftblasen-
frei verschlossen. Mit den weiteren Schnitten/ Probes wurde entsprechend verfahren. Die
Hybridisierung fand uber Nacht bei 55°C in einer feuchten Kammer statt (50% Formamid).

4.5.4 Post-Hybridisierung

In mehreren Waschvorgédngen mit niedrig konzentrierten Salzlésungen wurde die un-
gebundene Riboprobe entfernt. Dabei wurden auch die Anteile der Probe entfernt, welche
aufgrund eines nur teilweise komplementaren Transkripts duRerst schwach ans Gewebe ge-

bunden waren.
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Zur schonenden Entfernung des Parafilmstreifens wurden die Objekttrager vorsichtig bei
Raumtemperatur in 1x SSC plaziert. Sobald sich der Parafilm vollstandig geldst hatte, durch-
liefen die Schnitte nacheinander folgende Lésungen: 5 min in 2x SSC, 50% Formamid, 52°C;
5 min in 2x SSC, 50% Formamid, 52°C; 1 min in 2x SSC, Raumtemperatur; 1 min in 2x SSC,
RT; 30 min in 2x SSC, 30 pug/ml RNAse A, 37°C; 1 min in 2x SSC, RT; 1 min in 2x SSC,
RT; 5 min in 2x SSC, 50% Formamid, 52°C; 3 min in 70% Ethanol, 0,1x SSC, RT; 3 min in
80% Ethanol, 0,1x SSC, RT; 3 min in 95% Ethanol, 0,1x SSC, RT; kurzes Spilen in dH,0;
1 min in 70% Ethanol, RT; Lufttrocknung.

Um eine grobe Einschdtzung der Signalstarke vornehmen zu kénnen, wurden im Anschluss
daran Rontgenfilme unterschiedlich lange (mehrere Stunden bis mehrere Tage) bei Raum-
temperatur belichtet. Fir die Dauer der endgiltigen autoradiographischen Belichtung durch
Photoemulsion wurde die flr die Rontgenaufnahme optimale Belichtungszeit mit dem Faktor

drei multipliziert.

4.5.5 Detektion des radioaktiven Signals

Mit Hilfe der Autoradiographie kann das radioaktive Signal im Gewebe direkt (in situ) dar-
gestellt werden. Selbstverstandlich mussten die nun folgenden Schritte unter absolutem Licht-
abschluss in der Dunkelkammer erfolgen.

Die Photoemulsion und 20% Glycerol wurden bei 45°C 45 min lang vorgewarmt, an-
schlielend vorsichtig unter Vermeidung von Luftblasenbildung miteinander vermischt und im
45°C warmen Wasserbad inkubiert. Die Objekttrager mit dem hybridisierten Gewebe wurden
nun einzeln dreimal in die Photoemulsionslésung getunkt und fir mehrere Minuten zum Ab-
laufen Uberschissiger Flissigkeit auf einer entsprechenden Vorrichtung plaziert. Sie wurden
dann in Boxen einsortiert, in welchen sich Dessikant zur Entfeuchtung befand. Diese Boxen
wurden in mehrere Schichten Aluminiumfolie eingeschlagen (Lichtausschluss) und zum An-
trocknen der Flussigkeit fir 24 Stunden bei Raumtemperatur, danach entsprechend der fest-
gelegten Zeit bei 4°C gelagert. Dabei wurden die Behélter die gesamte Zeit Gber immer in
derselben Orientierung senkrecht gelagert, um ein ungewolltes FlieRen der Emulsion in ver-
schiedene Richtungen zu vermeiden.

Vor der Entwicklung (meistens etwa drei bis acht Tage spéter) wurden die Boxen fiir mindes-
tens 30 min bei Raumtemperatur aufbewahrt. In der Dunkelkammer wurden die Objekttrager

herausgenommen und zuerst fiir 2 min in Losung entwickelt, dann 4 min lang fixiert.
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Nach der Spulung in dH,O wurden die Schnitte mit Himatoxylin-Eosin gegengeférbt: 2 min
in Hamatoxylin; 4-5x Spilen mit dH,0; 3 min in Eosin; 1 min in 70% Ethanol; 3x 1 min in
100% Ethanol; 3x 1 min in Xylene. Die fertigen Schnitte wurden gedeckelt.

Mit Hilfe von 70%igem Ethanol wurde die stdrende Photoemulsion vorsichtig von der Riick-
seite der Objekttrager entfernt.
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5. Ergebnisse

5.1 Genotypisierung

5.1.1 Southern Blot

Anhand der Southern Blot- Methode wurden die Mé&use genotypisiert. Die Darstellung des
Transgens (CL2+) mithilfe der Probe Pstl gelang problemlos, da das Transgen in den ent-
sprechenden Tieren in vielfacher Kopie vorliegt. In der Rontgenfilmdarstellung konnte bei
den transgenen Mausen eine sehr starke und deutliche Bande nachgewiesen werden, die sich
bei einer FragmentgroRe von 1,2 kb befand. Beim Wildtyp fehlte diese Bande.

Schwieriger gestaltete sich die Bestimmung der Genotypen bezuglich der Kollagen I-
Mutation. Hierbei war es auflerst wichtig, zwischen homozygoten und heterozygoten Mausen
unterscheiden zu koénnen. Die dargestellte Bande des Wildtyps befand sich bei einer Frag-
mentgrole von 9 kb, die der Mutation bei 3 kb. Entsprechend wurden bei einer heterozygoten
Maus beide Banden dargestellt.

T 1T 1T I-

1,2 kb

Abb. 5.1 Southern Blot-Analyse zur Genotypisierung. a: Identifizierung der transgenen Mause (CL2). Die Ban-
de fur das Transgen (CL2+) befindet sich bei 1,2 kb. b: Identifizierung der Kollagen I-Mutation (r). Bei einer
GroRe von 3 kb erscheint die Bande der Mutation (r) , die des Wildtyps (-) zeigt sich bei 9 kb.
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5.1.2 Auswahl der Mause flr die weiteren Experimente

Insgesamt wurden im Untersuchungszeitraum aus der erforderlichen Elterngeneration ca. 15
Wiirfe mit jeweils zwischen vier und 13 Nachkommen geboren. Aus dieser Tochtergeneration
wurden aufgrund des Genotyps und des Geschlechts die Mause fir weitere Untersuchungen
ausgewahlt. Die folgende Ubersicht zeigt beispielhaft die Auswahl aus den verschiedenen
Warfen.

Wurf 1c); geboren am 01.12.00; getotet im Alter von zwei Wochen:

CL1129m (CL2+/r-) CL1130m  (CL2-/--)
CL1131m  (CL2+/--) CL1132m  (CL2+/rr)
CL1133w (CL2+/r-) CL1134w  (CL2+/rr)
CL1135w  (CL2+/r-) CL1136w  (CL2-/--)

Wurf 1d); geboren am 24.01.01; get6tet im Alter von vier Wochen nach Fluorochrominj.:

CL1190f  (CL2+/rr) CL1191f  (CL2-/-)
CL1192f  (CL2-/r-) CL1193f  (CL2-/r-)
CL1194m  (CL2-/-) CL1195m  (CL2+/r+)

CL1196m  (CL2+/-) CL1197m  (CL2-/r-)

Wurf 19); geboren am 04.02.01; get6tet im Alter von vier Wochen nach Fluorochrominj.:

CL1221m  (CL2+/rr) CL1222m  (CL2+/-)
CL1223m  (CL2+/r-) CL1224w  (CL2+/r)
CL1225m  (CL2-/rr) CL1226w  (CL2+/r)

Wurf 1h); geboren am 14.02.01; get6tet im Alter von zwei Wochen:

CL1241m  (CL2-/rr) CL1242f  (CL2+/r-)
CL1243m  (CL2-/r) CL1244m  (CL2+/r-)
CL1245m  (CL2+/r-) CL1246f  (CL2+/-)

CL1247f  (CL2+/rr)
CL1249f  (CL2+/r-)

CL1248m  (CL2+/r-)

m: mannlich; w: weiblich; fett: fiir genauere Untersuchungen ausgewahlte Tiere
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5.1.3 Nachweis der Kollagenresistenz

Da in dem Experiment Tiere aus zwei verschiedenen Méauserassen gekreuzt wurden, sollte
erneut die Resistenz des mutierten Kollagens fur Kollageneaseaktivitat nachgewiesen worden.
Hierflr wurde Kollagen aus Schwaénzen extrahiert und mit rekombinanter muriner Kollage-
nase 3 enzymatisch verdaut.

CL1190f CL1191f CL1192f CL1193f CL1194m
(CL2+/1) (CL2-4+H) (CL2-4H) (CL2-/rH) (CL2-4++H)

APMA activated o + B + " + = + = +
r-mmonse WIVIP-13
(
—
| - P —— -
ol —m
L S e e — B85 B
3l —™ — ¥ . :—‘:
T A
\ R —— —_— e

Abb. 5.2 Kollagenverdau durch Kollagenasen. Zu beachten: Die hier verwendeten +-Zeichen entsprechen dem
Fehlen der Kollagen-Mutation (entsprechend dem Zeichen - im fortlaufenden Text) (mit freundlicher Ge-
nehmigung in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um S.M.Krane, Boston).

5.2 Phanotyp der Mause (makroskopisch)

Die neu gewonnenen Mause mit der doppelten Mutation (CL2+/rr) waren lebensféhig.

Bereits im Alter von etwa 14 Tagen und noch starker im weiteren Verlauf zeigten die einzel-
nen Mause jedoch makroskopisch deutliche GroRRenunterschiede. Es ist bekannt, dass die
transgenen Méuse (CL2+) im Vergleich zum Wildtyp kleiner und schméchtiger sind. Im Ver-
gleich der verschiedenen Genkombinationen erwiesen sich bei diesen Experimenten die-

jenigen Méuse innerhalb desselben Wurfes regelmaRig als die kleinsten, welche sowohl das
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Transgen vorliegen hatten, als auch homozygot fiir die Kollagen I-Mutation waren (CL2+/rr).
Konsistent mit allen bis dato erhaltenen Ergebnissen kann man die Rangordnung der GroRen
folgendermallen beschreiben. Der reine Wildtyp (CL2-/--) war etwa gleich grolR wie
(CL2-/r-). Eventuell leicht Kleiner oder auch von der gleichen GroRe erschien (CL2-/rr). Die
transgene Maus (CL2+/--) fiel im Vergleich dazu deutlich kleiner aus (in Ubereinstimmung
mit den vorherigen Beobachtungen zum CL2-Transgen). Als nachstkleineres Tier folgte
(CL2+/r-). SchlieBlich zeichnete sich die Experimentmaus (CL2+/rr) durch die mit Abstand
geringste GrolRe aller Tiere aus. Neben den Extremitaten manifestierte sich der Genotyp auch
in der Grolie des Kopfumfanges.

Die GroRen der einzelnen Mé&use variierten minimal entsprechend den natlrlicherweise vor-
handenen geschlechtsspezifischen Unterschieden. Diese Variationen lagen jedoch in einem
Rahmen, wie es auch beim Wildtyp vorkommt. Insgesamt waren die GrdRenunterschiede so
betrachtlich, dass man in den meisten Fallen durch rein makroskopische Betrachtung der
Mause genotypisch zumindest zwischen dem CL2-Wildtyp (CL2-), der transgenen Maus
(CL2+) und der doppelten Mutation (CL2+/rr) differenzieren konnte.

Die Ursache fiir die GréRRenunterschiede schien tGberwiegend in den verkirzten Extremitaten
zu liegen.

Rontgenaufnahmen der Tibia verschiedener Tiere bestatigten die signifikanten GréRenunter-
schiede. Weiterhin zeigten sie eine vermehrte Strahlendichte im Bereich der Metaphysen der

rr-Mause.
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Abb. 5.3 Beispiele fir die Groenunterschiede. a: Auf der linken Seite ein mannlicher reiner Wildtyp (CL2-/--),
rechts eine mannliche Maus mit der doppelten Mutation (CL2+/rr). b: Am linken Bildrand der reine ménnliche
Wildtyp (CL2-/--), in der Mitte ein transgenes Weibchen (CL2+/--), auf der rechten Seite ein Mannchen mit der
doppelten Mutation (CL2+/rr).

Abb. 5.4 Rontgenaufnahmen der Tibia. a: Wildtyp (CL2-/--). b: CL2-/rr. c: CL2+/--. d: CL2+/rr

Da das CL2-Transgen auch in starkem MaRe in Odontoblasten exprimiert wird, wurden die
Zahne (besonders die Inzisoren) makroskopisch miteinander verglichen. Die Experiment-
mause mit der doppelten Mutation (CL2+/rr) zeigten, &hnlich wie von den transgenen Mé&usen
(CL2+/--) her bekannt, abnormal grof3e und lange Inzisoren. Im Vergleich zum Wildtyp wirk-
ten sie gelblich verfarbt und unregelmaRig in ihrer Konsistenz. Bei allen Tieren waren sie

durchgebrochen.
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5.3 Darstellung des Knochenaufbaus in der H.E.-Farbung

5.3.1 Tibia

In der H&matoxilin-Eosin-Farbung der Tibia liel} sich in der Experimentmaus (CL2+/rr) im
Vergleich zum Wildtyp (CL2-/--) und zur transgenen Maus (CL2+/--) eine deutliche Zu-
nahme an Trabekularknochen nachweisen.

Bereits im Alter von zwei Wochen befand sich verstirkt Substantia spongiosa in der Meta-
physe. Sie reichte ausgehend von der Wachstumsfuge sehr weit in den diaphyséaren Bereich
hinein, so dass die Knochenmarkshéhle dadurch deutlich verkleinert war. Die zahlreichen
Knochenbélkchen wuchsen in dichter Anordnung ohne erkennbares Muster ins Lumen vor.
Insgesamt nahm die Menge an Trabekularknochen ausgehend vom Wildtyp ber die trans-
gene Maus (CL2+/--) bis hin zur Experimentmaus (CL2+/rr) stetig zu. Die Kontrollmaus mit
der alleinigen Kollagen I-Mutation (CL2-/rr) verhielt sich dahingegen in diesem Alter histo-
logisch wie der Wildtyp.

Das sekundare Ossifikationszentrum erschien in der Experimentmaus (CL2+/rr) verkleinert
und dichter mit Knochenbélkchen durchsetzt als im Wildtyp (CL2-/--) und in der transgenen
Maus (CL2+/--). Das in den beiden letztgenannten spérlich vorhandene Knochenmark in der
Epiphyse war in der Experimentmaus (CL2+/rr) vollstandig verschwunden.

Ein herausragender Unterschied in der Charakterisierung der transgenen Maus (CL2+/--) im
Vergleich zum Wildtyp (CL2-/--) war die Abnahme des Kortikalknochens gewesen. In der
Experimentmaus (CL2+/rr) schien dieser &hnlich diinn auszufallen. Aufgrund der weit in die
Knochenmarkshdohle hineinragenden und das Lumen begrenzenden Trabekulae fiel es jedoch
aulerst schwer, Kortikalis als solche auf langerer Strecke von Trabekularknochen abzu-
grenzen.

Mit zunehmendem Alter verstarkten sich die beschriebenen Merkmale. Im Alter von vier
Wochen waren die Trabekulae in den Experimentmausen (CL2+/rr) bereits so weit vor-
gewachsen, dass sie das gesamte Knochenmarkslumen ausfllten. Die Tibia bestand in ihrer
ganzen Lénge nur noch aus Substantia spongiosa. In ihrer gesamten Ausdehnung und durch
die Betrachtung unzahliger L&ngsschnitte kontrolliert, konnte keine geschlossene Knochen-
markshohle, sondern nur noch einzelne kleine Knochenmarksinseln zwischen den Trabekulae

identifiziert werden.
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Das sekundére Ossifikationszentrum war ebenfalls mit Substantia spongiosa geftllt und wirk-
te leicht komprimiert. Uber die Dicke der Kortikalis lie sich im Alter von vier Wochen end-
gultig keine Aussage mehr machen, jedoch reichten die Knochentrabekel bis an den seitlichen
Rand der Diaphyse heran.

Im Vergleich zu den Kontrolltieren setzten sich die im Alter von zwei Wochen beschriebenen
Beobachtungen somit fort. Der Unterschied zwischen den Experimenttieren (CL2+/rr) und
den transgenen Mausen (CL2+/--) war bei vier Wochen alten Tieren um so deutlicher, als
dass der Phénotyp der transgenen Mé&use (CL2+/--) wie bekannt in diesem Alter relativ
schwach ausgepragt ist. Erneut lieBen die Mause mit der alleinigen Kollagen I-Mutation
(CL2-/rr) keine offensichtlichen Unterschiede im Knochenaufbau der Tibia im Vergleich zum
Wildtyp (CL2-/--) erkennen.

Zu einem spéteren Zeitpunkt wurden die Experimente durch zusétzliche Untersuchungen bei
heterozygoten Mausen erganzt. Transgene Tiere, welche heterozygot fiir die Kollagen I-
Mutation waren (CL2+/r-), wiesen im Alter von vier Wochen ebenfalls mehr trabekuldren
Knochen auf als die rein transgenen Méause, jedoch war bei ihnen die Knochenmarkshéhle nie
komplett obliteriert wie bei den Experimentmdausen (CL2+/rr). Das Vorliegen eines mutierten
Allels reichte somit bereits teilweise fir die beschriebenen Veranderungen aus.

5.3.2 Knochen des HinterfulRes

Das histologische Bild der FuBwurzelknochen entsprach qualitativ demjenigen der Tibia.

Im Alter von zwei Wochen bestanden beispielsweise Talus und Kalkaneus des Wildtyps
(CL2-/--) jeweils aus einer sehr dicken duBeren Schicht Substantia compacta, welche eine
Knochenmarkshohle mit vielen Fettzellen einschloss. Im Vergleich dazu war das Knochen-
markslumen in der transgenen Maus (CL2+/--) wie zu erwarten deutlich verringert und mit
Knochenbélkchen durchzogen. Es waren jedoch noch einige grofRere Knochenmarksbereiche
vorhanden. In der doppelt mutierten Maus (CL2+/rr) war die Knochenmarkshohle bereits
zwei Wochen nach Geburt durch die starke Vermehrung des Trabekularknochens vollstandig
obliteriert.

Schnitte der vier Wochen alten M&use bestétigten diese Ergebnisse. Es fiel dabei das extreme
Ausmald der Substantia spongiosa in der Experimentmaus (CL2+/rr) auf, welche bis an die
Knochengrenzen reichte und fur kompakten Knochen keinen Raum mehr zu lassen schien.

Die Histologie weiterer FuBknochen zeichnete sich durch entsprechende Befunde aus.
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Abb. 5.5 H.E.-Farbung der proximalen Tibia zwei Wochen alter Mduse in 1,25 facher VergroRerung. Dargestellt
sind histologische Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a), der Kollagen I-Mutation (CL2-/rr) (b), der transgenen
Maus (CL2+/--) (c) und der Experimentmaus (CL2+/rr) (d).
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Abb. 5.6 H.E.-Farbung der proximalen Tibia zwei Wochen alter Méuse in 5 facher VergréRerung. Histologische
Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a), der Kollagen I-Mutation (CL2-/rr) (b), der transgenen Maus (CL2+/--) (c)
und der Experimentmaus (CL2+/rr) (d).
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Abb. 5.7 H.E.-Farbung der Fulknochen (Talus/ Kalkaneus) zwei Wochen alter M&use in 5 facher (a-d) und 25
facher (e-h) Vergroerung. Histologische Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a und e), der Kollagen I-Mutation
(CL2-/rr) (b und f), der transgenen Maus (CL2+/--) (c und g) und der Experimentmaus (CL2+/rr) (d und h).
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Abb. 5.8 H.E.-Férbung der proximalen Tibia vier Wochen alter Mause in 1,25 facher VergroRerung. Histo-
logische Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a), der Kollagen I-Mutation (CL2-/rr) (b), der transgenen Maus
(CL2+/--) (c) und der Experimentmaus (CL2+/rr) (d).

58



Ergebnisse

Abb. 5.9 H.E.-Féarbung der proximalen Tibia vier Wochen alter M&use in 5 facher VergroRerung. Histologische
Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a), der Kollagen I-Mutation (CL2-/rr) (b), der transgenen Maus (CL2+/--) (c)
und der Experimentmaus (CL2+/rr) (d).
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Abb. 5.10 H.E.-Férbung der distalen Tibia mit Sprunggelenk und FuRwurzelknochen vier Wochen alter M&use
in 1,25 facher VergroBerung. Histologische Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a), der Kollagen I-Mutation
(CL2-/rr) (b), der transgenen Maus (CL2+/--) (c) und der Experimentmaus (CL2+/rr) (d).
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Abb. 5.11 H.E.-Farbung des Talus vier Wochen alter M&use in 5 facher (a-d) und 25 facher (e-h) Vergréferung.
Histologische Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a und e), der Kollagen I-Mutation (CL2-/rr) (b-f), der transgenen
Maus (CL2+/--) (c-g) und der Experimentmaus (CL2+/rr) (d und h).
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Da in den langen Rohrenknochen offensichtlich nur noch stark eingeschrénkt Blutbildung
stattfinden konnte, wurden Leber und Milz als mdgliche Orte Extramedullarer Hdmatopoese
untersucht. Bereits makroskopisch erschienen die beiden Organe der doppelt mutierten Tiere
(CL2+/rr) vergroRert. In der H.E.-Farbung lielen sich sowohl in der Leber als auch in der
Milz Bereiche mit Himatopoese nachweisen.

Abb. 5.12 H.E.-Farbung der Leber in 10 facher (a) und der Milz in 15 facher (b) VergroRerung einer Experi-
mentmaus (CL2+/rr) im Alter von vier Wochen mit Extramedulldrer Blutbildung.
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5.3.3 Schadelknochen

Als Beispiel fur desmale Ossifikation wurden Schnitte der Ossa parietalia angefarbt.

Die bereits beschriebene und hier nachvollziehbare Zunahme an Knochenporositat der trans-
genen Méuse (CL2+/--) lieR sich fur die Experimentmause (CL2+/rr) nicht steigern. Die
Schédelknochen wirkten vielmehr kompakter und in ihrem Gesamtdurchmesser etwa gleich
dinn wie die der transgenen Maus. Die beiden Knochenblatter waren im medialen Bereich
nicht nur durch Knochenmark, sondern durch mit Knochenbdlkchen durchsetzte Knochen-
marksbereiche voneinander getrennt. Dadurch wurde die Struktur des Schadelknochenaufbaus
aufgelockert.

Da es jedoch sehr schwierig ist, Schadelknochen immer im exakt identischen Winkel zu
schneiden, kann hierbei ein schnitttechnisch bedingter Artefakt nicht vollstandig aus-

geschlossen werden.

5.3.4 Zahne

Da bereits von den transgenen Mausen (CL2+/--) Zahnabnormalitaten bekannt waren, stellte
sich die interessante Frage, ob diese auch in den Experimentmé&usen (CL2+/rr) prasent waren.
Tats&chlich zeichneten sich sowohl Molaren als auch Inzisoren durch vergleichbar un-
geordnete Strukturen aus. Die Schichten des Amelins und Dentins gingen teilweise un-
strukturiert ineinander Uber, beziehungsweise fehlten vollstandig.

Sehr aufféllig war die riesenhafte Ausdehnung der Z&hne in der doppelt mutierten Maus
(CL2+/rr). Die wohl kaum mehr in den Rahmen eines Schnittartefakts zu z&hlende Zahnver-
groRerung ragte um so mehr ins Auge des Betrachters, als dass die Kopfe der Experiment-
mause, entsprechend dem oben beschriebenem Phéanotyp, kleiner als die des Wildtyps

(CL2-/--) und der transgenen Maus (CL2+/--) waren.
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Abb. 5.13 H.E.-Féarbung der Schadelknochen zwei Wochen alter M&use in 5 facher Vergroerung. Histologische
Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a), der transgenen Maus (CL2+/--) (b) und der Experimentmaus (CL2+/rr) (c).
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Abb. 5.14 H.E.-Farbung der Z&hne (Inzisor und Molar links) zwei Wochen alter Méuse in 2,8 facher Ver-
groRerung. Histologische Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a), der transgenen Maus (CL2+/--) (b) und der
Experimentmaus (CL2+/rr) (c).
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5.4 In-situ-Hybridisierung

Es wurden In-situ-Hybridisierungen der Tibia angefertigt, um die einzelnen Zellen differen-
zieren zu kénnen und um ihre Lokalisation innerhalb des Knochens zu beschreiben.

Die ersten Versuche wurden mit insgesamt acht verschiedenen *S-markierten cRNA-
Nukleotidverbindungen durchgefiihrt, welche spezifisch Zellen der Osteoblasten-, be-
ziehungsweise der Osteoklastenlinie identifizieren konnten. Dabei wurden die unten be-
schriebenen Ergebnisse alle mehr oder weniger deutlich bestatigt. Trotzdem wurden die
Experimente spéter aus technischen Griinden auf vier représentative und gut zu beurteilende
Marker reduziert: Osteocalcin und Kollagen | wurden als Marker flr Osteoblasten verwendet,
wobei die Osteocalcin-positiven Zellen als vollstandig ausgereifte Osteoblasten betrachtet
werden koénnen. Als Osteoklastenmarker fungierten TRAP (tartrate resistant acid
phosphatase) (reife Osteoklasten) und Kollagenase 4 (MMP9).

In den In situ-Hybridisierungen mit Osteocalcin und Kollagen | als radioaktiv markierte
cRNA-Sonde fiel das Signal in den genotypisch verschiedenen zwei bis vier Wochen alten
Mausen annahernd gleich stark aus. Absolut wirkte es in den Experimentmausen (CL2+/rr)
im Vergleich zum Wildtyp (CL2-/--) und zur transgenen Maus (CL2+/--) zwar vor allem in
der Tibia und auch im Talus leicht verstarkt, dies spiegelte jedoch eher die Zunahme der Tra-
bekulae und die Obliteration der Knochenmarkshohle wider. Bezogen auf das vorhandene
Knochenvolumen schien die relative Zahl der Osteoblasten in den Experimentmausen ver-
glichen mit dem Wildtyp eher abgenommen denn zugenommen zu haben.

Anders verhielt es sich in den Experimenten zur Identifizierung der Knochen-resorbierenden
Zellen (TRAP und Kollagenase 4 als Marker).

In den Experimentmdusen (CL2+/rr) konnte im Vergleich zu den Kontrolltieren eine deut-
liche Signalverstarkung in allen untersuchten Knochen beobachtet werden. Zum einen nahm
die absolute Zahl an Zellen der Osteoklastenlinie zu, zum anderen verstarkte sich zusétzlich
die Intensitat des Signals. Erneut bestétigte die grof3ziigige Verteilung der radioaktiv markier-
ten Zellen innerhalb der Knochen die extreme Ausdehnung der Knochensubstanz in den Ex-
perimenttieren (CL2+/rr). Aber auch bezogen auf das Knochenvolumen wiesen die Tiere,
sowohl im Vergleich zum Wildtyp also auch zu den transgenen Mdusen (CL2+/--), eine deut-
liche Zunahme der TRAP- und Kollagenase 4- positiven Zellen vor, welche sich auf der ge-
samten Knochenoberflache, also im Trabekularknochen und im Bereich der Kortikalis nieder-

schlug.
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Abb. 5.15 In situ-Hybridisierung mit **S-markierter Osteocalcin-cRNA in einem Ausschnitt der proximalen
Tibia vier Wochen alter Mause. Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin und Eosin gegengefarbt. Dargestellt sind
Aufnahmen in Dunkelfeldmikroskopie in 5 facher Vergréerung. Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a), der Kolla-
gen I-Mutation (CL2-/rr) (b), der transgenen Maus (CL2+/--) (c) und der Experimentmaus (CL2+/rr) (d).
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Abb. 5.16 In situ-Hybridisierung mit **S-markierter Osteocalcin-cRNA des Talus vier Wochen alter Mause. Die
Schnitte wurden mit Hamatoxylin und Eosin gegengefarbt. Dargestellt sind Aufnahmen in Dunkelfeldmikro-
skopie in 5 facher VergroRerung. Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a), der Kollagen I-Mutation (CL2-/rr) (b), der
transgenen Maus (CL2+/--) (c) und der Experimentmaus (CL2+/rr) (d).
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Abb. 5.17 In situ-Hybridisierung mit **S-markierter TRAP-cRNA in einem Ausschnitt der proximalen Tibia vier
Wochen alter Mduse. Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin und Eosin gegengefarbt. Dargestellt sind Auf-
nahmen in Dunkelfeldmikroskopie in 5 facher Vergrofierung. Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a), der Kollagen
I-Mutation (CL2-/rr) (b), der transgenen Maus (CL2+/--) (c) und der Experimentmaus (CL2+/rr) (d).
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Abb. 5.18 In situ-Hybridisierung mit **S-markierter TRAP-cRNA des Talus vier Wochen alter Méuse. Die
Schnitte wurden mit Hamatoxylin und Eosin gegengefarbt. Dargestellt sind Aufnahmen in Dunkelfeldmikro-
skopie in 5 facher VergrélRerung. Schnitte des Wildtyps (CL2-/--) (a), der Kollagen I-Mutation (CL2-/rr) (b), der
transgenen Maus (CL2+/--) (c) und der Experimentmaus (CL2+/rr) (d).
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Zur Vervollstandigung und Kontrolle dieser Ergebnisse wurden bei ausgewéhlten Tieren zu-
satzlich TRAP-Farbungen durchgefihrt. Bei dieser enzymatischen Reaktion lieen sich unter
dem Lichtmikroskop in den Experimentmausen (CL2+/rr) erneut sehr viele positive Zellen
erkennen, welche der Knochenoberflache anhafteten. Somit wurden die Ergebnisse der In-
situ-Hybridisierungen auf Proteinebene bestétigt.

Alle hier vorgefundenen Beobachtungen waren in den Experimenten mit zwei und vier Wo-

chen alten Tieren konsistent.

Abb. 5.19 TRAP-Farbung der proximalen Tibia (a) und des Talus (b) einer Experimentmaus (CL2+/rr) im Alter
von vier Wochen in 30 facher VergrofRerung.
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5.5 Histomorphometrie des Knochens

Die bisher beschriebenen qualitativen Veranderungen der Experimentmduse wurden durch
Messungen im Labor von R. Chiusaroli/ R. Baron, Yale (CT), quantifiziert.

Im Vergleich zum Wildtyp (CL2-/--) und zur Kollagen I-Mutation (CL2-/rr) war in den Expe-
rimentméusen (CL2+/rr) ebenso wie in den transgenen Mausen die Dicke der Kortikalis auf
etwa die Hélfte reduziert. Diese Verdanderung war hoch signifikant. Die Periostale Minerali-
sierungsrate (periosteal mineral apposition rate) als Korrelat der Osteoblastenfunktion im
kortikalen Knochensegment verhielt sich fir die Experimentmause (CL2+/rr) erneut ahnlich
wie fir die transgenen Tiere (CL2+/--): Signifikante Erniedrigung im Vergleich zum Wildtyp
(CL2-/--) und der Kollagen I-Mutation (CL2-/rr).

Somit bewirkte die Kollagen I-Alteration der transgenen Mause im Bereich des Kortikal-
knochens keine zusatzlichen Veranderungen und konnte nicht einmal in geringem Malie den
transgenen Phanotyp (CL2+/--) korrigieren.
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Abb. 5.20 Histomorphometrie der Kortikalis, Tibia. a, P < 0,05 gegen Wildtyp (CL2-/--).
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Auch im Bereich des Trabekularknochens konnten statische und dynamische knochen-
morphometrische Untersuchungen die bereits qualitativ beschriebenen Ergebnisse bestétigen.
Wie es aufgrund der eindrucksvollen Histologie zu erwarten gewesen war, zeichneten sich die
Experimenttiere (CL2+/rr) durch eine deutliche Vermehrung des trabekuldren Knochen-
volumens aus.

In der dynamischen Histomorphometrie zeigten vier Wochen alte CL2-/rr-Mduse im Ver-
gleich zum Wildtyp (CL2-/--) eine Abnahme der Knochenbildungsrate und der trabekuldren
Mineralisierungsrate (,,mineral apposition rate”), einem Index der Osteoblastenfunktion.
Ebenso nahmen diese beiden Parameter in den doppelt mutierten M&usen (CL2+/rr) im Ver-
gleich zu den rein transgenen Tieren (CL2+/--) ab, waren jedoch immer noch signifikant gro-
Rer als im Wildtyp (CL2-/--).

Die Anzahl der Osteoklasten im Trabekularsegment war in den Experimentm&usen (CL2+/rr)
ebenso wie in der Kollagen I-Mutation im Vergleich zum Wildtyp und zu den transgenen
Mausen (CL2+/--) deutlich erhoht. Gegenlaufig dazu verhielt sich die Anzahl der Osteo-
blasten.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die Inhibierung der Kollagenase abhéngigen Kolla-
genspaltung die Osteoblastenaktivitdt im Trabekularknochen abschwécht und die Osteo-
klastenfunktion teilweise verhindert. Diese beiden Effekte resultieren in einer Zunahme des

Trabekularvolumens.
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Osteoblastenoberflache/ Knochenoberflache
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Abb. 5.21 Histomorphometrie des Trabekularknochens, Tibia. a, P < 0,05 gegen Wildtyp (CL2-/--). b, P < 0,05
gegen transgene Maus (CL2+/--).

Bei den dynamischen Messungen im Bereich der Schadelknochen imponierte in der Experi-
mentmaus (CL2+/rr) eine mit der transgenen Maus vergleichbare reduzierte Mineralisierungs-
rate im inneren und &ulleren periostalen Bereich. Ebenso war die Porositét in diesen beiden
Mausen anndhernd gleich hoch und im Vergleich zum Wildtyp deutlich erhéht.

Somit konnte wie bereits im Kortikalknochen kein statistisch fassbarer Unterschied zwischen

den transgenen Mé&usen (CL2+/--) und den doppelt mutierten Tieren (CL2+/rr) gefunden wer-

den.
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Abb. 5.22 Histomorphometrie der Schadelknochen. a, P < 0,05 gegen Wildtyp (CL2-/--). b, P < 0,05 gegen
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Abb. 5.20-5.22 Die statistische Analyse der histomorphometrischen Messungen wurde mit ANOVA durch-
gefuhrt mit P < 0,05 als signifikant. a: signifikanter Unterschied zum Wildtyp (CL2-/--). b: signifikanter Unter-
schied zur transgenen Maus (CL2+/--). Die Messungen und statistischen Berechnungen wurden von R. Chiusa-

roli, Yale University, New Haven (CT) U.S. durchgefiihrt; mit freundlicher Genehmigung.
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6. Diskussion

Um in vivo die Rolle der Matrixmetalloproteinasen fur Parathormon induzierte Knochenum-
bauvorgénge (uber den PTH/PTHrP-Rezeptor abhéngigen cAMP-Signalweg) zu untersuchen
und die bisherigen Erkenntnisse zu bestétigen, wurden Mause erzeugt, welche einerseits auf-
grund eines in Osteoblasten exprimierten konstitutiv aktiven PTH/PTHrP-Rezeptors (CL2+)
in ihrem Knochenaufbau verandert sind (Calvi L.M. et al., 2001) und andererseits eine Muta-
tion im Gen fir Kollagen | aufweisen, welche zu einer Resistenz seines Proteins gegeniiber
Abbau durch Kollagenasen fiihrt (Wu H. et al., 1990; Liu X. et al., 1995).

Das Enzym Kollagenase 3 steht schon seit langerer Zeit im Verdacht, an den durch Parat-
hormon induzierten Knochenumbauvorgéngen beteiligt zu sein (Sakamoto S. et al., 1984;
Selvamurugan N. et al., 2000). Erst vor kurzem konnte eine kollaborierende Arbeitsgruppe
unter Leitung von S. Krane durch die Generierung der Kollagen |1 mutierten Mause
(Col1a.1™ ™) nachweisen, dass die genetisch veranderten Tiere im Vergleich zum Wildtyp
auf Parathormongabe mit deutlich verminderter Knochenresorption reagieren (Zhao W et al.,
1999).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Kollagen I- Spaltung durch Metalloproteinasen eine
wichtige Rolle in der durch Parathormon eingeleiteten Knochenresorption spielt.
Durch die erstmals durchgefiihrte Kreuzung der transgenen (CL2+) mit den Collol™ % -
Mausen ergab sich die Moglichkeit, Tiere zu untersuchen, welche auf der einen Seite selektiv
in Osteoblasten einen konstitutiv aktiven PTH/PTHrP-Rezeptor mit folgender Einleitung des
cAMP-Signalweges und, je nach Knochenkompartiment, teilweise katabolem, teilweise
anabolem Effekt aufweisen, auf der anderen Seite jedoch gegen die Parathormonwirkung auf
osteoklastare Knochenresorption (tber die Kollagendegradierung durch Metalloproteinasen)
resistent zu sein scheinen.

Eine entscheidende Frage war in diesem Zusammenhang, inwiefern Resorption mit nach-
folgendem Knochenaufbau gekoppelt ist, beziehungsweise ob ein eingeschrankter Knochen-

abbau Verénderungen in der Knochenneuformation nach sich ziehen wiirde.

In der Versuchsanordnung wurden Tiere zweier verschiedener Mauselinien miteinander ge-
kreuzt. Aufgrund einer solchen Rassenmischung kann es zu Schwankungen in der Aus-

pragung verschiedener Merkmale kommen. Die signifikanten Unterschiede, die sich bei der
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Untersuchung der Mé&use ergaben, waren wohl zu stark, als dass sie sich mit solchen "Ver-
mischungserscheinungen™ vereinbaren lie3en.

Dennoch wurden zur Sicherheit Versuchstiere tiber mehrere Generationen hinweg mit einer
der beiden Rassen zuruickgekreuzt. Dabei konnten bis zum jetzigen Zeitpunkt keine auf-
falligen Verénderungen festgestellt werden, so dass ein "Rassenmischungsartefakt” aus-

geschlossen werden kann.

Die Experimentmaus (CL2+/rr) sollte aufgrund der Fragestellung in erster Linie mit der
transgenen Maus (CL2+/--) verglichen werden. Zum besseren Verstandnis der Vorgange
wurden zusatzlich Vergleiche zum Wildtyp (CL2-/--) und zur reinen Kollagen I- Mutation
(CL2-/rr) gezogen.

Das Optimalziel war es, die Experimentmaus und die drei verschiedenen Kontrolltiere aus
einem Waurf zu isolieren, um sicher zu stellen, dass die Tiere nicht aufgrund der GroRie des
Wurfes oder anderer &uRerer Einfliisse Unterschiede in der Reifung und im Wachstum auf-
zeigten. Auch geschlechtsspezifische Differenzen in der Knochenbeschaffenheit kénnen sich
bei Mdusen ab etwa einem Alter von zwei bis drei Wochen manifestieren. Deshalb sollten die
Versuchstiere moglichst gleichgeschlechtlich sein.

Da es dulerst schwierig war, all diesen Forderungen gerecht zu werden (ein Wurf enthalt fur
gewohnlich zwischen vier und dreizehn verschiedengeschlechtliche Jungtiere), mussten je-
weils geeignete Individuen aus verschiedenen Wiirfen ausgewahlt werden. Erst durch die Ge-
samtauswertung vieler Vergleichspérchen fugte sich das "Ergebnispuzzle” zusammen. Weg-
weisend zeigten sich dabei auch die Untersuchungen an heterozygoten Méausen (CL2-/r+),
welche die Ergebnisse der eigentlichen Versuchstiere in zu erwartender Weise bestatigen
konnten (nicht dargestellt). Insgesamt wurden die Resultate als so eindeutig erachtet, dass bei
den weiteren Versuchen aus Zeitgriinden auch Tiere verschiedener Wurfe miteinander ver-

glichen wurden.

Fir die Durchfihrung der Untersuchungen wurden die Zeitpunkte zwei und vier Wochen
nach Geburt ausgewéhlt. Zwei Wochen, da von den transgenen Mausen (CL2+) ein besonders
starker Phé&notyp in diesem Alter bekannt war, dessen Auspragung im weiteren Verlauf ab-
nahm, um sich im Alter von drei Monaten erneut zu verstarken.

Es stellte sich heraus, dass sich die Experimenttiere (CL2+/rr) jedoch bereits im Alter von
zwei Wochen durch einen stark abweichenden eigenen Phanotyp auszeichneten, welcher tber

mehrere Wochen hinaus konstant blieb. Demzufolge eigneten sich vier Wochen alte adulte
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Mause aufgrund der zu diesem Zeitpunkt sehr starken Unterschiede besonders gut flr die ver-
gleichenden Untersuchungen.

Da nach neueren Erkenntnissen die Kollagen I-mutierten M&use mit zunehmendem Alter
Abnormalitaten in verschiedenen Organbereichen aufweisen (Zhao W. et al., 2000) und au-
Rerdem fur die transgenen Mause (CL2+) geringfugige Schwankungen der phénotypischen
Merkmalsauspréagung bekannt sind, ware eine weitere Untersuchung zu einem spéateren Zeit-
punkt eine winschenswerte Erganzung der bisher durchgefiihrten Experimente. Ver-
anderungen beim Knochenumbau konnten auf langere Sicht deutlicher zum Tragen kommen

als in der kurzen Zeit von vier Wochen nach Geburt.

Fur die Genotypisierung der Mause wurde die bewéhrte Southern Blot-Methode ausgewahlt
(Schipani E. et al., 1997). Sie wurde trotz des hohen Zeitaufwands vor allem deshalb einer
Genotypisierung mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) vorgezogen, da sie zu sehr zuver-
lassigen Ergebnissen fuhrt und auBerdem mit ihrer Hilfe zwischen homozygoten und hetero-
zygoten Tieren unterschieden werden kann. Dies war fiir den Nachweis der Kollagen I-

Mutation unerlasslich.

Die Auswahl der Knochen fiir die Untersuchungen erfolgte aus verschiedenen Grinden.
Stellvertretend fur lange Réhrenknochen wurde die Tibia ausgewertet. Ebenso wie die kurzen
FuBknochen entsteht sie durch chondrale Ossifikation aus dem Mesoderm.

Dagegen entwickeln sich die Knochen der Schadeldecke direkt aus dem mesenchymalen Bin-
degewebe, welches die Anlage des Gehirns umgibt, also tber desmale Ossifikation.

Bei den platten Schadelknochen kann am ehesten durch histologische Betrachtung die Aktivi-
tat der Knochen resorbierenden Zellen eingeschétzt werden. Erhohte Porositat entspricht hier-
bei verstéarkter Osteoklasten-Aktivitat und umgekehrt.

Es ware fur die Bestatigung der Ergebnisse interessant gewesen, alle ausgewéhlten Knochen
im Alter von zwei und vier Wochen zu untersuchen. Leider fehlen bisher histologische Aus-
wertungen der Kalvarien zum Zeitpunkt vier Wochen, da die entsprechenden Kdopfe zur

histomorphometrischen Auswertung versandt wurden.
Die histologischen Schnitte wurden mit dem Mikrotom 5 um dick geschnitten. Bei der unte-

ren Extremitat konnten im Bereich der Tibia durch "Cross-section-Schnitte” fir die ver-
gleichende Analyse sehr gut geeignete Knochenquerschnitte erzielt werden.
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Die FulRknochen wurden leider nicht immer im exakt gleichen Winkel getroffen, was jedoch
mehr zu asthetischen denn wissenschaftlich relevanten Unterschieden bei den Bildern fihrt.

Im Gegensatz dazu konnte ein leicht abweichender Schnittwinkel durch die Schédelknochen
in Bezug auf die Knochendicke durchaus einen nicht vorhandenen Unterschied zwischen den
Tieren vortauschen, beziehungsweise einen vorhandenen Uberdecken. Da es praktisch unmag-
lich ist, gerade bei den Experimenttieren mit ihren sehr kleinen und eventuell auch verformten
Kopfen eine konstant gleiche Schnittfihrung zu gewahrleisten, sollten dafiir um so mehr

Schédelknochen untersucht und miteinander verglichen werden.

Die neu generierte Experimentmaus (CL2+/rr) zeichnete sich im Vergleich zu den ver-
schiedenen Kontrolltieren durch mehrere Besonderheiten aus.

Die vermehrte trabekuldre Knochensubstanz der transgenen Mause (Cl2+/--) war auf die
Féahigkeit des Parathormons zuriickgefihrt worden, unter bestimmten Bedingungen, einen
anabolen Effekt auf den Knochen auszutliben. Die Experimentmaus (CL2+/rr) wies nun im
Vergleich dazu eine weitere signifikante Zunahme an Trabekularknochen auf, welche ab ei-
nem Alter von etwa vier Wochen einen osteopetrotischen Phanotyp mit vollstandiger Oblite-
ration der Knochenmarkshohle bewirkte.

Fur die zusétzliche trabekuldre Knochenzunahme in der Experimentmaus gibt es grundsétz-
lich verschiedene Erklarungsmoglichkeiten. Eine davon ist eine verstarkte Aktivitat der Oste-
oblasten mit Knochenneubildung. Dagegen sprechen bei diesen Versuchen jedoch einerseits
die erniedrigte Anzahl an Osteoblasten in der Experimentmaus (CL2+/rr), andererseits die im
Vergleich zur transgenen Maus (CL2+/--) verminderte Knochenbildungsrate und Mineralisie-
rungsrate, einem direkten Parameter flr die Osteoblastenfunktion.

Weitere mogliche Erklarungen fur das vermehrte Knochenvolumen der Experimentmé&use
finden sich in einer verminderten Bereitstellung oder Dysfunktion der Osteoklasten.
Verschiedene Autoren haben bereits friher die Hypothese aufgestellt, dass Kollagenase 3 eine
wichtige Rolle bei der Osteoklastenrekrutierung, beziehungsweise ihrer Aktivierung nach
Parathormonstimulation spielt (Scott D.K. et al., 1992; Zhao W. et al., 1999).

In den hier durchgefiihrten Experimenten konnte mit Hilfe der In situ-Hybridisierung und der
TRAP-Farbung eine sehr groRe Osteoklastenpopulation im Trabekulaknochen dargestellt
werden. In gleicher Weise bestatigten auch die histomorphometrischen Messungen, dass es
sich um kein Problem der Osteoklastenrekrutierung handeln konnte.

Somit bleibt als mogliche Interpretationsmoglichkeit der Ergebnisse, dass zwar Osteoklasten

zahlreich vorhanden sind, diese jedoch nicht ihrer Hauptaufgabe, der Knochenresorption,
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nachkommen kdénnen und deshalb, aufgrund eines ,,antiresorptiven Effekts* der Kollagen I-
Mutation, das trabekuldre Knochenkompartiment vergroRert ist.

Dies stimmt mit den bisherigen Erkenntnissen zur Aktivitat der Kollagenasen uberein. Da-
nach kann Knochensubstanz erst dann effektiv von Osteoklasten abgebaut werden, wenn zu-
vor eine Bearbeitung der Oberflache durch Kollagenasen stattgefunden hat (Chambers T.J. et
al., 1985).

Bezogen auf dieses Tiermodell kénnte dies folgendermalien aussehen:

Auf der einen Seite haben wir es mit einem konstitutiv aktiven PTH/PTHrP-Rezeptor zu tun,
dessen Aktivitat nicht nur die beschriebenen Veranderungen der Knochenstruktur hervorruft,
sondern auch Osteoblasten zur Sekretion von Kollagenase 3 anregt. Eine sehr hohe Ex-
pression von Kollagenase 3 war in den transgenen Tieren (CL2+/--) mittels In situ-
Hybridisierungen nachgewiesen worden (Calvi L.M. et al., 2001) und kann in gleicher Weise
fur die Experimentmaus (CL2+/rr) vorausgesetzt werden, da bei der Einfiihrung der
Kollagen I-Mutation nicht das Enzym selbst, sondern das Substrat genetisch verandert worden
war. Aullerdem war die Kollagenresistenz durch erneuten enzymatischen Verdau mit Kolla-
genase 3 nachgewiesen worden.

Kollagenase 3 und die weiteren Kollagenasen konnen jedoch in der Experimentmaus
(CL2+/rr) ihre lytische Aktivitat nicht entfalten, da die Kollagenmatrix aufgrund der ein-
geflihrten Mutation eine Resistenz gegenliber Degradierung durch Metalloproteinasen auf-
weist. Gemall der Hypothese konnen infolgedessen die vorhandenen Osteoklasten keine
effektive Knochenresorption durchfiuhren. Die erhdhte Anzahl der Osteoklasten in der
Experimentmaus (CL2+/rr) und in der Maus mit der Kollagen I-Mutation (CL2-/rr) kdnnte in
diesem Erklarungsansatz als kompensatorisch betrachtet werden und wird vermutlich Gber
einen negativen Regelmechanismus hervorgerufen.

Das erhohte Knochenvolumen im Trabekularbereich setzt sich nach dieser Hypothese aus
mehreren Komponenten zusammen. Zum einen aus dem beschriebenen anabolen Einfluss des
konstitutiv aktiven PTH/PTHrP-Rezeptor, zum anderen aus der wegen der Kollagen I-

Mutation partiell gehemmten osteoklastaren Knochenresorption.
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Knochen-
bildung Kollagenasen

Knochen - Kollagen 1

Abb. 6.1 Die Rolle der Kollagenasen in der Parathormon abhéngigen Knochenresorption: Osteoblasten expri-
mieren einen konstitutiv aktiven PTH/PTHrP-Rezeptor mit anabolem Effekt einerseits und Sekretion von Kolla-
genasen andererseits. Aufgrund der Mutation ist jedoch Kollagen I resistent gegeniiber Abbau durch Kolla-
genasen, so dass die zahlreich vorhandenen Osteoklasten den Knochen nicht effektiv abbauen kénnen.

Interessanterweise konnte der fir die Experimentmaus (CL2+/rr) vermutete Resorptionsdefekt
zu keiner signifikanten Veranderung im Bereich der Kortikalis fiihren. Wie in den transgenen
Mausen (CL2+/--) war auch in den Experimentmausen (CL2+/rr) eine deutliche Abnahme der
periostalen Mineralisierungsrate zu verzeichnen. Die Dicke der Kortikalis war ann&hernd
gleich. Somit Uberwog im Bereich des Kortikalknochens der katabole Effekt des Parat-
hormons. Offensichtlich hat die fehlende Kollagenspaltung im Bereich des Kortikalknochens
keinen Einfluss auf den CL2-Phanotyp. Oder anders beschrieben: Kollagenasen wirken als
Downstream-Effektoren des Parathormons im Trabekularknochen, nicht jedoch im Bereich
der Kortikalis.

Es muss jedoch die Einschrankung gemacht werden, dass der Untersuchungszeitpunkt von
4 Wochen postnatal relativ friih gewéhlt war. Es ist eventuell vorstellbar, dass fir die Aus-
wirkung der osteoklastdren Dysfunktion auf den Kortikalknochen mit einem Alter von vier
Wochen noch nicht gentigend Zeit vorhanden war, um dort in dhnlicher Weise wie im Trabe-
kularknochen einzuwirken.

Ob sich in einem Alter von mehreren Monaten der antiresorptive Effekt der Kollagen I-
Mutation im Bereich der Kortkikalis wenigstens durch eine geringfugige Dickenzunahme

manifestieren wirde?
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Als Erganzung sollen an dieser Stelle die histologischen Befunde der Schadeldeckknochen
angefuhrt werden.

In diesen durch desmale Ossifikation entstandenen Knochen kann besonders gut auf osteo-
Klastare Aktivitat geschlossen werden. Der Porositatsgrad der platten Schadelknochen korre-
liert mit der Aktivitat der Osteoklasten.

Typischerweise war in der Kalvaria der transgenen Tiere (CL2+/--) die Knochenbildungsrate
im Endosteum erhoht und im Periosteum erniedrigt. Insgesamt zeichnete sich der kompakte
Schadelknochen durch eine erhéhte Porositét aus.

Die histologischen und histomorphometrischen Untersuchungen der Experimenttiere
(CL2+/rr) konnten die bei den transgenen Mausen beschriebenen Veranderungen im Bereich
der Schéadelknochen flr die Experimenttiere (CL2+/rr) bestatigen. Auch hier lieR sich im
Vergleich zum Wildtyp und zur Kollagen I-Mutation eine verminderte innere und &uf3ere
periostale Mineralisierungsrate nachweisen.

Zusétzlich wurde in den Experimentmdusen (CL2+/rr) ebenfalls eine signifikant erhohte
Knochenporositat deutlich, die bei einem vermuteten Osteoklastendefekt auf den ersten Blick
doch uberraschte und erstaunlicherweise im Gegensatz zu den bisherigen Beobachtungen bei
den Kollagen I-mutierten M&usen (CL2-/rr) stand (Zhao W. et al., 1999).

Somit zeigte sich, dass in ahnlicher Weise wie im Kortikalknochen die zuséatzliche Ein-
fuhrung der Kollagen-Mutation im Bereich der Schadelknochen keine weiteren Aus-
wirkungen auf den CL2-Ph&notyp hatte. Zumindest konnte die Resistenz gegen Kollagen-
abbau in diesem Kompartiment die dramatische Reduktion der Mineralisierungsrate und
Kortikalisdicke nicht ausgleichen, welche in den Mdausen beobachtet wird, die den konstitutiv

aktiven PTH/PTHrP-Rezeptor exprimieren.

Man kann es auch von einer anderen Seite betrachten: Die Kollagen I-Mutation weist im Zu-
sammenhang mit dem CL2-Transgen einen gewissen antiresorptiven Effekt auf, beeinflusst
jedoch nicht in gleichem MaRe desssen anabole Wirkungen. Obwohl die Einflihrung der Kol-
lagen-Resistenz bei den CL2+-Mé&usen die Knochenbildungsrate und Mineralisierungsrate
vermindert, ist die Funktion der Osteoblasten im Vergleich zum Wildtyp immer noch deutlich
verstarkt.

Der Mechanismus Knochenformation folgt Knochenresorption, beziehungsweise auf ver-
minderte Knochenresorption folgt eingeschrankte Knochenformation scheint in diesem Tier-
modell teilweise entkoppelt zu sein (Mundy G.R., 1999).
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Hier einige zusatzliche Aspekte, weshalb sich die Mutationen in verschiedenen Knochen-
kompartimenten unterschiedlich auswirken kénnten:

Die ausgewahlten Knochen entstehen auf embryologisch unterschiedlichen Wegen. Osteo-
klasten waren sowohl in den Schadelknochen, als auch im Bereich der kortikalen Tibia offen-
sichtlich in der Lage, trotz partieller Osteoklastendysfunktion und unverénderter Knochen-
bildungsrate eine Knochenreduktion herbeizufuhren. Ist es Zufall, dass gerade der Schaft lan-
ger Rohrenknochen durch perichondrale, also eine mit der desmalen Ossifikation verwandten
Verknocherungsart entstent? Moglicherweise spielt die Wirkung der Kollagenasen im Rah-
men der desmalen Ossifikation keine so entscheidende Rolle wie bei der enchondralen, bei
welcher eine starke Expression von Kollagenase 3 in der distalen Wachstumszone beobachtet
werden kann (Gack S. et al., 1995).

Weiterhin bietet der Trabekularknochen im Rahmen des Remodelings eine viel groRere An-
griffsflache fir Kollagenasen und eine hohere Knochenumbaurate als die Kortikalis (Rodan
G.A,, 2001). Demzufolge kann ein Defekt hier schneller deutlich werden.

Einen zusétzlichen Einfluss kann die unterschiedliche Umgebung austiben, in welcher sich die
Knochenzellen befinden. Im trabekuldren Bereich befinden sich die Knochenzellen in un-
mittelbarer Ndhe zu Knochenmarkszellen, die mit der Bildung von Zytokinen direkt in die
Knochenumbauvorgénge eingreifen koénnen. Dagegen werden die in der Kortikalis
lokalisierten Knochenzellen aufgrund ihrer relativen Distanz zum Knochenmark iberwiegend
durch systemische Hormone kontrolliert (Mundy G.R., 1999).

Auf jeden Fall scheinen sich die beiden Mutationen in verschiedenen Knochen in unterschied-

lichem Ausmald zu tberlagern.

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass die einzelnen Knochenzellen unter anderem durch
das RANK/ RANK-Ligand-System in steter Kommunikation zueinander stehen (Suda T. et
al., 1999; Liu B.Y. et al., 1998). So konnen ein Mangel oder Defekt der einen oder anderen
Zelllinie Uber das Kommunikationssystem unmittelbar zur entsprechenden positiven oder
negativen Ruckkopplung in Bezug auf die Zelldifferenzierung fuhren.

In diesem Fall kdnnte damit die erhdhte Anzahl der Osteoklasten erklart werden. Eine interes-
sante Erganzung der Experimente ware die Darstellung der Expression von RANK, be-
ziehungsweise RANK-Ligand in den verschiedenen Knochen mit Hilfe von In situ-

Hybridisierungen.
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Eine weitere Uberlegung besteht darin, dass durch die Wirkung der Kollagenasen ver-
schiedene biologisch aktive Liganden aus der Knochenmatrix freigesetzt werden kodnnen,
welche in komplexer Weise auf die Rekrutierung und Aktivitat verschiedener Knochenzellen
Einfluss nehmen. Mangelnde Matrixdegradierung in den mutierten Mausen wirde
demzufolge diesen Prozess unterbrechen und zu verdnderten Knochenumbauvorgéngen
fuhren.

Beispielsweise konnten solche Substanzen als adaquates Signal fir die Einleitung der Apop-
tose bei Osteoklasten wirken. Dies wére eine weitere Erklarungsmoglichkeit fur die vermehrte
Anzahl der Osteoklasten. Mit Hilfe einer TUNEL-F&rbung zur Darstellung apoptotischer Zel-
len kdnnte dieser Aspekt naher untersucht werden.

Weiterhin konnen durch Kollagenspaltung Integrinbindungsstellen freigelegt werden. Somit
konnte die Abschwachung der Kollagenasen die Osteoklastenaktivitat beeinflussen, indem
weniger Bindungsstellen entstehen, an welche Osteoklasten mit ihrem o, f33- Integrin binden

kdnnen.

Die Experimentmause unterschieden sich von den anderen Tieren durch ihre geringe Grolie.
Bereits die transgenen Méuse (CL2+) wiesen (wie bekannt) deutlich kleinere Extremitéten als
der Wildtyp auf, was auf die zusatzliche moderate Expression des konstitutiv aktiven
PTH/PTHrP-Rezeptors in Chondroblasten zurtickgefiihrt worden war. Daflr war bereits zu
einem friiheren Zeitpunkt eine verspétete Chondrozytendifferenzierung mit folgender Extre-
mitatenverkirzung nachgewiesen worden (Schipani E. et al., 1997).

Da jedoch fir die Experimentm&use (CL2+/rr) ein unveréndertes Expressionsmuster des
Transgenes (CL2) vorausgesetzt werden darf, verwundert es, dass diese Tiere durch einen
noch kleineren Phénotyp gekennzeichnet waren.

Die wahrscheinlichste Erklarung daflr liegt nicht in einer veranderten Wachstumsfuge, son-
dern vielmehr in den in diesem Tiermodell gestérten Kochenumbauvorgéngen. Es ist bekannt,
dass die L&nge der Knochen nicht allein durch die Wachstumsfugen, sondern insbesondere
nach dem Abschluss des eigentlichen Kdrperwachstums durch Remodeling-Vorgange be-
stimmt werden. In den Experimentmausen war der Knochenumbau in komplexer Weise ge-
stort und konnte somit zu dem kleinen Phénotyp fuhren.

Nach dieser Erklarung wird offenkundig, warum die GroRenunterschiede der Vergleichstiere
mit zunehmendem Alter immer deutlicher wurden.

Im Ubrigen zeichnen sich viele osteopetrotische Méause durch einen kleinen Phéanotyp mit

kurzen Extremitaten aus.
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Wenn man von einem partiellen Defekt der Osteoklasten ausgeht, wiirde man am ehesten ei-
nen erniedrigten Kalziumgehalt des Serums bei gleichzeitig kompensatorisch erhdhtem Parat-
hormonspiegel erwarten, wie es bei osteopetrotischen Phanotypen normalerweise der Fall ist.
Aus diesem Grund werden derzeit als Erganzung der Experimente Kalzium- und Parat-
hormonbestimmungen im Blut der verschiedenen Méause durchgefihrt. Bis zum jetzigen Zeit-
punkt konnten dabei keine Auffalligkeiten festgestellt werden. Die Werte der transgenen
Mause (CL2+/--) und der Experimentmduse (CL2+/rr) befinden sich in einem dem Wildtyp
vergleichbaren Bereich, was flr eine eher moderate osteoklastére Dysfunktion spricht.

Im Vergleich zu anderen osteopetrotischen Tiermodellen waren in den Experimentméusen
(CL2+/rr) in allen Féllen die Zahne durchgebrochen.

Da Osteoklasten flr den Zahndurchbruch eine wichtige Rolle spielen, wird einmal mehr deut-
lich, dass deren Funktion nur teilweise gestort sein kann und noch eine Restaktivitat vor-
handen ist, beziehungsweise die Wirkung in verschiedenen Knochenbereichen voéllig ver-
schieden ausfallen kann.

Die weiteren Verdnderungen in der Zahnstruktur kénnen mit denjenigen in den transgenen
Mausen (CL2+) verglichen werden (Calvi L.M. at al., 2001), weil Osteoklasten innerhalb der
Zahne keine Rolle spielen und deshalb die Kollagen I-Mutation keine unmittelbare Aus-

wirkung auf die Zahnbeschaffenheit haben dirfte.

Selbstverstandlich stellt sich wie bei allen Tiermodellen auch hier die Frage, inwieweit die
Ergebnisse auf den Menschen Ubertragbar sind.

Tatsachlich gilt gerade die Maus als sehr gut geeignetes Tiermodell fir Untersuchungen am
Knochen, da nicht nur die Knochenmorphologie, sondern auch molekularbiologische Fakto-
ren weitgehend mit denen im Menschen Ubereinstimmen.

Fur die Entwicklung der transgenen Mause (CL2+) wurde der humane mutierte PTH/PTHrP-
Rezeptor der Jansen-Erkrankung verwendet (Schipani E. et al., 1995).

Bei der Generierung der Kollagen I-Mutation-Mé&use wurde ganz bewusst das Substrat und
nicht das Enzym verandert, um einer moglichen gréReren Vielfalt der murinen Kollagenasen
im Vergleich zu den humanen entgegenzuwirken. Trotzdem stellte sich spéter heraus, dass die
Aminosduren einer bestimmten Kollagenase in Maus und Ratte nur etwa zur Halfte mit denen
der menschlichen identisch sind und das Kollagenmolekil an einer zusatzlichen Stelle
schneiden kdnnen (Henriet P. et al., 1992; Krane S.M. et al., 1996).
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Darin konnte neben anderen Faktoren die Beobachtung begriindet sein, dass sich in den
Kollagen I-mutierten Mausen erst im Laufe der Zeit ein ausgepragter Phénotyp herausbildet.
Die zusétzliche Schnittstelle konnte in den ersten Lebenswochen gerade noch ausreichen,
trotz der Mutation gentigend Kollagen zu degradieren.

Da es sich bei den Experimenten in erster Linie um Grundlagenforschung handelt, spielt die-
ser kleine Unterschied weniger bei der Ubertragung der Versuche auf den Menschen eine
Rolle. Wichtiger ist in diesem Zusammenhang, dass durch dieses neue Tiermodell Hinweise
fir aktuelle klinisch-therapeutische Strategien gewonnen werden kénnen.

Im Rahmen der Osteoporosetherapie wurden zusatzlich zur Kalzium- und Vitamin D-
Prophylaxe in den letzten Jahren immer wieder neue therapeutische Konzepte vorgelegt.

Zum einen nitzt man sehr gerne die antiresorptiven Effekte der Bisphosphonate aus, um dem
eigentlichen Hauptproblem der Osteoporose, dem gesteigerten Knochenabbau, beizukommen
(Liberman U.A. et al., 1995; Black D.M. et al., 1996). Es ist jedoch bis heute nicht geklart, ob
nicht die antiresorptiven Effekte der Bisphosphonate in der Osteoporosetherapie Uber den
bereits erwahnten Kopplungsmechanismus die fur den Patienten wichtige Knochenneubildung
einschranken konnen.

Zum anderen stellt die Verabreichung von Parathormon in regelméfi3iger Dosierung (tagliche
subkutane Injektionen) eine andere therapeutische Mdglichkeit dar, von welcher in mehreren
Studien bei postmenopausalen Frauen ein deutlicher positiver Effekt in Bezug auf das relative
Frakturrisiko und die mittlere Knochendichte nachgewiesen werden konnte. Es fuhrt zu einer
Zunahme des Trabekularknochens, veréndert jedoch nicht die kortikale Knochenmasse (Neer
R.M. et al., 2001). Die offensichtlich ausbleibende anabole Wirkung auf diesen Knochen-
bereich konnte nach dem hier dargestellten Tiermodell Folge einer Zunahme der Knochen-
resorption sein, die nicht in adaquater Weise durch Knochenneubildung kompensiert wird.
Fur die Therapie der Osteoporose bedeutet dies, dass die additiven Wirkungen von Parat-
hormon und einem Knochenresorptionshemmer (beispielsweise Bisphosphonate) im Rahmen
einer Kombinationstherapie optimal ausgenutzt werden kénnten. Der Vergleich der Experi-
mentmause (CL2+/rr) mit den transgenen Tieren (CL2+/--) und dem Wildtyp (CL2-/--) zeigt
deutlich, dass trotz Abschwachung der Osteoklastenaktivitat die Osteoblastenpopulation noch
verstérkt funktionsfahig sein kann.

Demzufolge stellt sich die Kombination aus Parathormon und antiresorptiven Substanzen als

aulerst sinnvolle Therapie der postmenopausalen Osteoporose dar.

87



Diskussion

Zusammenfassend l&sst sich Folgendes sagen:

Die Beeintrachtigung der Kollagenasenaktivitat bei transgenen Méausen, welche in Osteo-
blasten einen konstitutiv aktiven PTH/PTHrP-Rezeptor exprimieren, fuhrt zu einer signi-
fikanten Zunahme des Trabekularknochens. Diese ist die Folge einer verminderten Knochen-
resorption bei zwar zahlenmégig vielen, doch in ihrer Aktivitét eingeschrankten Osteoklasten.
Gleichzeitig ist die Osteoblastenaktivitét in der doppelt mutierten Maus (CL2+/rr) geringer als
in den rein transgenen Mausen (CL2+/--), jedoch im Vergleich zum Wildtyp (CL2-/--) immer
noch deutlich erhoht.

Im Bereich des Kortikalknochens bringt die Einflhrung der Kollagen I-Mutation im Ver-
gleich zur CL2+ transgenen Maus keine zusatzlichen Veranderungen.

Damit konnte in vivo nachgewiesen werden, dass Matrixmetalloproteinasen wichtige Ver-
mittler der parathormonabhé&ngigen Knochenresorption sind und dass das dafur notwendige
Signal Gber den auf Osteoblasten exprimierten PTH/PTHrP-Rezeptor erfolgt.

Die vorgestellten Daten unterstiitzen die Hypothese, dass Kollagenasen als Downstream-
Effektoren des Parathormons im Trabekularknochen, nicht jedoch im Periost wirken.
SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass eingeschrankter Knochenabbau unter bestimmten
Bedingungen durchaus kompatibel mit einer verstarkten Knochenneubildung ist.

Selbstverstandlich ist es naturwissenschaftlich duRRerst erstrebenswert, die molekularen Wir-
kungsweisen von Hormonen und Enzymen im Laufe der Zeit immer besser zu erfassen und
die Atiologie bestimmter Krankheiten zu beschreiben.

Dariiber hinaus muss jedoch die unmittelbare klinische Relevanz einer derartigen Forschung
betont werden.

Experimente an geeigneten Tiermodellen als Erganzung zu klinischen Studien sind in der
heutigen Zeit fiir ein effizientes Therapiemanagement der meisten Krankheiten unerlasslich.
In diesem Fall konnte es flr die Therapie der Osteoporose aufgezeigt werden.

Weiterhin ist dieses Tiermodell ein Beispiel dafiir, wie durch die Ausnutzung verschiedener
Erkenntnisse und deren Kombination ein groRerer Gesamtzusammenhang dargestellt werden
kann.

Wenn man zukinftig durch zusatzliche geeignete Modelle nicht nur die Einzelrollen, sondern
immer mehr das Zusammenspiel der vielen verschiedenen Faktoren beim Knochenumbau
aufklaren kénnte, wére es durchaus denkbar, weitere Stoffe zu entwickeln, die durch eine se-
lektive Inhibition der Schlisselfaktoren Volkskrankheiten wie die Osteoporose noch besser

als bisher maéglich behandeln kdénnten.

88



Zusammenfassung

7. Zusammenfassung

Die In vivo Expression des konstitutiv aktiven PTH/PTHrP-Rezeptors in Osteoblasten flhrt
einerseits zu einer starken Volumenzunahme des Trabekularknochens, andererseits zu einer
reduzierten Dicke der Kortikalis bei verminderter periostaler Mineralisierungsrate (CL2+-
Mause). Um die Rolle der Kollagenasen im Rahmen von Parathormon-induzierten Knochen-
umbauvorgéngen naher zu untersuchen, wurden transgene CL2+-Mause mit solchen gekreuzt,
die aufgrund einer Mutation im Gen fir Kollagen lal eine Resistenz gegen Abbau durch
Kollagenase 3 und andere Kollagenasen aufweisen (r) und auf Parathormonstimulation mit
einer deutlich abgeschwachten Knochenresorption reagieren.

Mithilfe verschiedener histologischer Techniken wurden Tibia, FuRwurzelknochen und die
Knochen der Schédeldecke von zwei und vier Wochen alten Tieren untersucht.

Die so generierten Experimentméuse (CL2+/rr) waren im Alter von zwei bis vier Wochen
makroskopisch durchweg kleiner als die Vergleichstiere.

Sie zeichneten sich im Bereich der Tibia und der FufRwurzelknochen durch eine im Vergleich
zum Wildtyp (CL2-/--) und zur transgenen Maus (CL2+/--) signifikant erhohte trabekulére
Knochenmasse aus. Die trabekuldre Knochenbildungsrate der Experimentmause (CL2+/rr)
war verglichen mit der transgenen Maus (CL2+/--) leicht reduziert, verglichen mit dem Wild-
typ (CL2-/--) jedoch signifikant erhoht. Mit Hilfe von In situ-Hybridisierungen und TRAP-
Farbungen konnte in den doppelt mutierten Méusen (CL2+/rr) eine sehr groRe Osteoklasten-
population nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen der Kortikalis und der Schédelknochen erbrachten fir die Experiment-
maus (CL2+/rr) zu diesen Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zur transgenen Maus
(CL2+/--).

Da zum einen viele Osteoklasten vorhanden waren, zum anderen keine Zunahme der Kno-
chenformation im Kortikalknochen festgestellt werden konnte, kann der beschriebene Phano-
typ nur durch eine Dysfunktion der Osteoklasten erklart werden. Aufgrund der Kollagen I-
Mutation und der damit verbundenen verminderten Kollagendegradierung konnen die zahl-
reichen Osteoklasten in diesem Knochenkompartiment keine effektive Knochenresorption
durchfthren.

Somit konnte nachgewiesen werden, dass Kollagenasen eine entscheidende Rolle bei der Pa-
rathormon induzierten Knochenresorption spielen und als Downstream-Effektoren des

PTH/PTHrP-Rezeptor im Trabekularknochen, nicht jedoch im Periost agieren.
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Zusammenfassung

SchlieRlich verdeutlichen die Untersuchungen, dass verminderte Osteoklastenaktivitat unter

bestimmten Bedingungen durchaus mit verstarkter Knochenbildung vereinbar ist.
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