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1. Einleitung

Die Bildung von Knochen bei Wirbeltieren ist ein Prozess, der durch verschiedene
Enzyme und Metabolite in einem streng geregelten System bewerkstelligt wird [1, 2].
Krankheiten wie Hypophosphatasie sind das Resultat einer Entgleisung dieses Sytems,
insbesondere des Zusammenspiels von TNSALP, ENPP1 und ANKH und des
Metaboliten PPi (s. 1.1). Deswegen ist es von groler medizinischer Relevanz, diese

Prozesse soweit moglich in ihrer gesamten Komplexitit ndher zu erforschen.

1.1 Hypophosphatasie

Die Hypophosphatasie ist eine genetische Erkrankung die sich hauptsichlich durch eine
Beeintrachtigung der Knochenmineralisation zeigt [3]. Die Erstbeschreibung erfolgte im
Jahr 1948 durch Rathbun bei einem dreiwochigen Kleinkind das den Folgen der
Erkrankung, vor allem rachitisartigen Knochendeformititen und Krampfanfille, spater

erlag [4, 5].

Der Schweregrad der Erkrankung kann sehr unterschiedlich sein und wurde als direkt mit
dem Alter des Patienten bei Beginn der Erkrankung assoziiert beschrieben [4]. Dadurch
lasst die Krankheit sich in 6 Gruppen aufteilen, je nach Zeitpunkt der ersten
Symptommanifestation [3]. Prinzipiell geht ein friiher Beginn mit einem gravierenderen

Verlauf einher [4].

Der genetische Defekt betrifft die gewebe-unspezifische alkalische Phosphatase
(TNSALP) im chromosomalen Genlocus 1p36.1, die durch Punktmutationen ihre
Funktion einbiiit [6, 7]. Bis dato (Januar 2019) sind iiber 383 unterschiedliche
Mutationen in der von E. Mornet gepflegten ,, Tissue Nonspecific Alkaline Phosphatase
Gene Mutations Database* registriert, sie sind aber nur teilweise vollstdndig funktionell
charakterisiert (http://www.sesep.uvsq.fr/03_hypo mutations.php). Der Schweregrad der
Erkrankung wiederum hiangt von der Mutation und dem dadurch resultierenden Verlust

an restlicher Enzymaktivitét ab [8].



Form / Schweregrad

Manifestation

. Perinatal-fetale schwere Form

Schwerste Verlaufsform mit

- ausgeprigter Hypomineralisation
- Knochendeformitéten

- Storungen des
Kalzium/Phosphatmetabolismus

- Krampfanfalle

- sekundére Lungenhypoplasie

Prognose intrauterin oder perinatal infaust

° Perinatal-fetale milde Form

Auffallig

- pranatal durch Achsverbiegung der langen
Rohrenknochen

- postnatal durch geringe bis keine
Symptome

Langzeitprognose unklar

° Infantile Form

Manifestation im Sauglingsalter mit
- ausgepragten Rachitiszeichen

- pramature Kraniosynostose

- Irritierbarkeit, Krampfanfille,
Schluckstdrungen
-Nephrokalzinose

Prognose meist innerhalb eines Jahres
infaust

° Kindliche Form

Manifestation typischerweise nach einem
Jahr

- Kleinwuchs, Gedeihstérungen

- Zeichen einer Rachitis

- Auffilligkeiten in Bewegungsabldaufen
- chronische Schmerzen der unteren
Extremititen

- vorzeitiger Zahnverlust

- Appetitlosigkeit, Ubelkeit,
Verdauungsprobleme

. Adulte Form

Manifestation typischerweise im mittleren
Lebensalter

-Osteomalazie, Chondrokalzinose,
Osteoarthropathie, Ermiidungsfrakturen

- Nackensteifigkeit, Pseudomeningismus

- milde Rachitis im Kindesalter

° Odontohypophosphatasie

Manifestation durch
- vorzeitiger Zahnverlust
- ausgeprégter Karies

Skelettbeteiligung fehlt meist

Tab. 1 Einteilung der Hypophosphatasie nach Schweregraden, modifiziert nach Beck et al. 2003 [3]




Die Inzidenz der Erkrankung wird auf 1:100 000 geschétzt, jedoch ldsst sich eine genaue
Aussage nur schwer treffen, da aufgrund der schwierigen Diagnosestellung, besonders
bei leichteren Fillen, eine hohe Dunkelziffer zu erwarten ist [3]. Bei médfigen bis leichten
Krankheitssymptomen wird die Inzidenz anhand molekular-genetischer Schéatzungen auf
weit hdufigere 1:6370 in Europa betitelt [9]. Bei diesen Formen wurden auch dominante
Vererbungsformen dokumentiert, was sowohl den leichteren Verlauf als auch das
haufigere Auftreten erkldrt. Autosomal dominante Formen werden hiufig durch
Mutationen verursacht, die eine dominant negative Wirkung auf der Proteinebene
bewirken [5]. Tatsdchlich wurden bei unterschiedlich schwer betroffenen Patienten
gleiche Mutationen als rezessives oder dominantes Vererbungsmuster dokumentiert und
bei den Eltern einiger Patienten mit schwerer rezessiver Form der Hypophosphatasie
wurden nachtrdglich in der genetischen Analyse leichte dominante Formen der
Erkrankung diagnostiziert [10]. Letztlich ist eine Korrelation von Genotyp und Phanotyp
bei der Hypophosphatasie zum Teil moglich, insbesondere die Unterscheidung zwischen

schwerem, moderatem und mildem Verlauf [3, 10, 11].

Die Diagnose erweist sich ofters als schwierig, da die Bandbreite der Symptome sehr grof3
ist und es unter den verschiedenen Formen der Krankheit nicht selten zu
Uberschneidungen in der Krankheitsmanifestation kommt [8]. Dazu kommt, dass die
Hypophosphatasie von anderen Erkrankungen des Skelettsystems abgegrenzt werden
muss. Differenzialdiagnostisch kommen hier abhédngig vom Alter des Betroffenen, vor
allem Rachitis, Osteoporose, Osteogenesis imperfecta, Morbus Paget, Achondroplasie,

Parodontose und Knochentumoren in Betracht [8].

Eine kurative Therapie ist fiir Patienten mit HPP noch nicht moglich. Es gibt aber erste
Erfolge klinischer Studien zur Enzymsubstitution bei lebensbedrohlich erkrankten
Kindern und auch erste Daten fiir Heranwachsende und Erwachsene [12-15]. Noch immer
jedoch beruhen die derzeitig routinemdfig im klinischen Alltag verwendeten
therapeutischen MaBBnahmen im Moment auf der symptomatischen Behandlung [8]. Dazu
gehoren die Lebensqualititsverbesserung durch entziindungshemmende Medikamente
wie nicht-steroidale Antirheumatika, phosphatarme Diét, sportliche Betdtigungen zur

Starkung des Knochenmetabolismus oder auch gezielte interventionelle Eingriffe wie



zum Beispiel neurochirurgische Eingriffe bei chronisch erhdhtem Hirndruck infolge

vorzeitiger Verknocherung der Schidelnédhten [8].

1.2 Zusammenspiel von TNSALP, ENPP1 und ANKH bei der
Knochenmineralisierung

Die Knochenmineralisierung ist ein genauestens geregelter Prozess, bei dem
verschiedene Enzyme und Substrate in einem engen Gleichgewicht miteinander

interagieren.

Der Ossifikationsprozess beginnt nach aktueller Kenntnis in den sogenannten
Matrixvesikeln, Membranausstiilpungen abstammend von Chondrozyten und
Osteoblasten [16-18]. Hier verbindet sich Phosphat mit Kalzium in einem ersten
Mineralisierungsschritt zu Hydroxylapatit [17, 19]. Mit der Ruptur der Vesikel beginnt
der zweite Schritt, bei dem das Hydroxylapatit sich in der Matrix deponiert und die

Grundsubstanz der Knochenstruktur bildet [17, 19].

Eine wesentliche Rolle scheint dabei den Phosphatasen zuzukommen [19]. Die TNSALP
(Tissue Non-specific Alkaline Phosphatase) gilt dabei, zusammen mit ENPP1
(Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase) und ANKH (ankylosis, progressive
human homolog) als zentrale Regulierungseinheit von inorganischem Pyrophosphat
(PPi), einem potenten Mineralisierungshemmer [17, 19]. Dies zeigt sich unter anderem
im Krankheitsbild der Hypophosphatasie, wo aufgrund eines Defektes der TNSALP
abnorme PPi Konzentrationen erreicht werden, welche mit der Mineralisierungsstorung
in Verbindung gebracht werden [8, 16]. Des Weiteren konnten anhand von
Mausmutanten in Abwesenheit von den Phosphatasen TNSALP und PHOSPHOI1
extreme Mineralisierungsdefizite bis hin zur volligen Abwesenheit von mineralisiertem

Gewebe nachgewiesen werden [19].

Die Bildung von Hydroxylapatit unterliegt zu einem wesentlichen Teil dem
Gleichgewicht von Pyrophosphat, einem effektiven Hemmer der Ossifikation, und
Phosphat, einem Grundbaustein von Hydroxylapatit [16, 17, 19]. Die Generierung von
Phosphat aus Pyrophosphat erfolgt iiber die alkalische Phosphatase durch hydrolytische
Spaltung [16, 17, 19]. Dieses Enzym arbeitet in enger Kollaboration mit dem



extrazelluldren Enzym Enppl, welches Pyrophosphat aus ATP generiert und ANKH,
einem transmembrandren Kanal, der PPi aus der Zelle in die Matrix schleust [17, 20].
Enppl und ANKH kommt demnach die Bereitstellung des Substrates fiir die TNSALP zu
[17]. TNSALP katalysiert die Weiterprozessierung zu Phosphat [17]. TNSALP und
ENPP1 wurden beide sowohl in der Zellmembran als auch in den Matrixvesikeln
nachgewiesen, wogegen ANKH nach aktuellem Wissensstand nur in der Zellmembran

vorkommt [17]. Eine schematische Darstellung zeigt die Abb.1.
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Abb.1: Zusammenspiel von TNSALP, ENPP1 und ANKH bei der Knochenmineralisierung sowie Einfluss von PPi auf
die Bildung von Hydroxylapatit (entnommen aus Harmey et al. 2004 [17]). Mit Erlaubnis von Elsevier COPYRIGHT
2004

Bei einem Uberangebot von PPi erfolgt die Inhibierung der Ossifikation nicht nur direkt
[21], sondern auch indirekt auf genetischer Ebene iiber eine Uberexpression von
Osteopontin (OPN), einem Glycoprotein mit ebenfalls hemmenden Eigenschaften auf die
Hydroxylapatitbildung [17]. Des Weiteren hemmt PPi auf intrazellulirer Ebene die
Expression von ANKH und ENPP1 [17].



Ein Minderangebot von PPi wird dementsprechend mit einer {iiberschiessenden
Verkndcherung, die bis zur Ossifikation des Weichteilgewebes gehen kann, assoziiert

[17, 21].

1.3 Gewebe-unspezifische alkalische Phosphatase (TNSALP)

Die alkalische Phosphatase (AP), oder auch orthophosphorische Monoester
Phosphohydrolase genannt [22], wurde erstmals von Robison im Jahre 1932 mit der

Kalzifikation der Knochen in Verbindung gebracht [23].

Es existieren mindestens vier wesentliche Isoformen des Enzyms; die germinale, die
plazentare, die intestinale und die gewebe-unspezifische alkalische Phosphatase
(TNSALP), die vor allem in Leber, Niere und Knochengewebe existiert, allerdings
ubiquitir vorkommt [22]. Die exakte Funktion der verschiedenen alkalischen
Phosphatasen ist bis heute nicht vollstindig verstanden [22, 24]. Sie wiederum werden
mittlerweile als eigene Subgruppe einer Enzym-Superfamilie, zu denen unter anderem
auch die Cofaktor-unabhingigen Phosphoglycerat-Mutasen gehoren angesehen, die alle
strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen [24].

Die verschiedenen Isoformen sind, bis auf wenige Ausnahmen homodimerische Enzyme
bei denen jedes aktive Zentrum drei Metallionen, zwei Zinkionen und ein Magnesiumion
besitzt [24]. Das Ektoenzym ist via Glycosylphosphatinositol an die Zellmembran
gebunden [25]. Unterscheiden lassen sie sich durch enzymspezifische Eigenschaften wie

Inhibitor-Spezifitit, Hitzestabilitdt oder Denaturierung durch Urea [26].
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Abb.2: Kiristallstruktur der humanen plazentdren Isoform der alkalischen Phosphatase mit den Metallionen in den
aktiven Zentren der 2 Monomere (blau und griin) und der Kronendoméne (braun) sowie der N-terminalen Helix (rot)
[27] Die plazentére Form ist zu 74% homolog mit der TNSALP (Abbildung aus Mornet et al 2001) [28]. Mit Erlaubnis
der American Society for Biochemistry and Molecular Biology (ASBMB)

Im Jahre 1989 gelang es Weiss et al. bei Patienten mit schwerer Hypophosphatasie eine
erniedrigte Aktivitit der TNSALP in Fibroblasten bei normaler RNA-Expression
nachzuweisen [29]. Zehn Jahre spiter stellten Fedde, K.N. et al. fest, dass Mause mit
Knock-out der alkalischen Phosphatase die metabolischen Symptome und Skelettdefekte
der Hypophosphatasie bei Kindern aufwiesen [30]. Dadurch war die Beteiligung der
TNSALP am Kalzifierungsprozess und Knochenmetabolismus anzunehmen.

2001 kartographierte Mornet et al. die Mutationen bei Hypophosphatasie der alkalischen
Phosphatase anhand des Modells der plazentaren alkalischen Phosphatase und zeigte so
eine enge Verbindung des Krankheitsbildes der Hypophosphatasie und ihren
verschiedenen Schweregraden mit unterschiedlichen Mutationen und dadurch bedingten

Funktionsverlusten der TNSALP [28].



Abb.3: Darstellung der TNSALP auf PLAP-Struktur Basis mit links den affektierten Bereichen bei der
Hypophosphatasie: aktives Zentrum und Umgebung (rot), Homodimere Zwischenliicke (violett), Kronendoméne (blau)
und kalziumbindendes Zentrum (gelb) mit rechts jedesmal den moglichen Mutationen, unterteilt in schwere —(rot) und
leichte (gelb) Verlaufsmutationen. Abbildung aus Mornet et al. 2001 [28]. Mit Erlaubnis der American Society for
Biochemistry and Molecular Biology (ASBMB)



1.3.1 Substrate der TNSALP

Bei Patienten mit Hypophosphatasie kann man erhohte Werte von Pyridoxal 5'-Phosphat
(PLP) und Pyrophosphat (PPi) im Serum sowie Phosphoetanolamin (PEA) in Serum und
Urin messen [16, 31, 32]. Die dephosphorylierte Form von PLP, Pyridoxal (PL) ist
normalerweise unauffillig, kann aber bei sehr schweren Verldufen erniedrigt sein [6, 33,
34]. Dadurch liegt nahe, dass PLP, PPi und PEA Substrate der TNSALP darstellen
konnten [6, 28].

- Pyridoxal 5’-Phosphat (PLP)
Pyridoxalphosphat oder auch Vitamin Be ist durch seine Vielseitigkeit mit das
wichtigste Coenzym im Stoffwechsel der Aminosduren und so auch
unerldsslich fiir den Stoffwechsel der neuronalen Mediatoren [35]. Um im
Gehirn allerdings die Bluthirnschranke passieren zu kdnnen muss es zuerst
von der TNSALP zu Pyridoxal dephosphoryliert werden um dann intrazellulér
wieder in das bendtigte Coenzym PLP umgewandelt zu werden [33, 34]. Bei
der Hypophosphatasie gewinnt es dadurch an Bedeutung, da durch den
relativen intrazelluldiren Mangel, bedingt durch den Enzymdefekt, die
Synthese verschiedener neuronaler Botenstoffe wie vor allem GABA,
Dopamin, Serotonin, Glycin und Histamin nur eingeschrénkt stattfinden kann
[33]. Vermutlich koénnen so die als Vitamin B6 responsiv beschriebenen
cerebralen Anfille bei schwer betroffenen HPP-Patienten, aber auch
Konzentrationsstérungen, Angstlichkeit oder auch Depressivitit zumindest

teilweise erklart werden [36, 37].

CHO ?H
OH
HaC” N7

Abb. 4: Strukturformel von Pyridoxal 5’-Phosphat. Bildauszug aus der Arbeit von Whyte MP,

Endocrine Reviews 1994 [16], mit Erlaubnis von Oxford University Press.



Anorganisches Pyrophosphat (PP1)

Zusammen mit Kalzium ist Phosphat der Hauptbestandteil des anorganischen
Knochenanteiles. Es kommt in unterschiedlichen Formen in den Zellen im
menschlichen Korper vor [35]. Eine davon ist das Pyrophosphat, das eine
besondere Rolle im Knochenmineralisierungsstoffwechsel spielt [38]. PPi
wird unter anderem durch Hydrolyse durch ENPP1 aus ATP unter Bildung
von AMP gewonnen, kann aber auch bei der Aktivierung von Fett- oder
Aminosduren und der Biosynthese von Carbaylphosphat anfallen [35].

Beim Knochenstoffwechsel féllt PPi eine ambivalente Rolle zu. Einerseits
wird es von der TNSALP zum organischen Phosphat (Pi) hydrolysiert und
kann so in den Matrixvesikeln mit Kalzium unter Bildung von Hydroxyapatit
zur Mineralisierung der Knochen beitragen [38]. Andererseits ist es in der
Pyrophosphatform ein effektiver Hemmer eben dieser Assoziation von
Kalzium und anorganischem Phosphat und wirkt so als Inhibitor der
Knochenmineralisierung [17]. Im Falle der Hypophosphatasie ist der Abbau
von PPi zu Pi gestort und fiihrt so zu einer unphysiologischen Hemmung der
Kalzifierung wodurch sich vermutlich die typischen osteomalazie- und
rachitisdhnlichen Symptome der Krankheit erklédren lassen [38].

Des Weiteren geht man davon aus, dass die anfallenden Pyrophosphatkristalle
durch Ansammlung/Ablagerung zu einer chronischen immuninduzierten

Inflammation in Gelenken und Knochen fiihren [39].

o
O=l'>—0—l|>=0
OH OH

Abb. 5: Strukturformel von Pyrophosphat. Bildauszug aus der Arbeit von Whyte MP, Endocrine

Reviews 1994 [16], mit Erlaubnis von Oxford University Press.

Phosphoethanolamin (PEA)

Obwohl Phosphoethanolamin bei Hypophosphatasiepatienten erhoht ist,
besteht bis heute noch kein gesicherter Nachweis einer Beteiligung an der
Pathogenese der Hypophosphatasie. Vielmehr ist ein Anstieg der Urin- und

Serumwerte von PEA auch bei anderen Knochenerkrankungen zu verzeichnen
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und so ist PEA auch als pathognomischer Marker der Erkrankung nicht
ausschlieBlich verwertbar [16]. Der Grund fiir den Anstieg der Werte ist noch
nicht hinreichend geklért, allerdings geht man davon aus, dass dies durch
einen vermehrten Abbau der Proteinankereinheiten auf Phosphatidylinositol-
Glycan-Basis bedingt sein konnte [16].

Weiterhin gibt es Berichte iiber eine mdgiche epileptogene Wirkung von PEA

bei Hypophosphatasiepatienten [30].

®)

H

NH,CH,CH;~0—P=0

o—v—

H

Abb.6: Strukturformel von Phosphoethanolamin. Bildauszug aus der Arbeit von Whyte MP, Endocrine

Reviews 1994 [16], mit Erlaubnis von Oxford University Press.

1.4 Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase (ENPP1)

Die Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase gehort zu der Familie der
Nukleotid Pyrophosphatasen/Phosphodiesterasen, auch als NPPs oder PC-1 bekannt [20].
Das korresponierende Gen besteht aus 25 Exons und ist auf Chromosom 6 lokalisiert [20].
Zusammen mit sechs anderen Enzymen gehort das Klasse II transmembrandre
Glycoprotein zu den Katalysatoren der Hydrolisierungsreaktion von 5’-Phosphodiester in
Nukleotiden [40]. Ein weiteres Mitglied der Enzymfamilie ist ENPP2, das mit dem
karzinogenen- sowie metastasierenden Potential von RAS-transformierten Zellen (G-

Protein RAS; Rat Sarcoma) in Verbindung gebracht wird [41].

Die Tertidrstruktur von ENPP1 ist bis dato nicht komplett entschliisselt. Zwar sind die
intrazelluldren und katalytischen Doménen oberflachlich bekannt, doch sind die nicht-

katalytischen Ektodoménen nicht ginzlich erforscht [42].
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ADbb. 7: Strukturmodell des katalytischen Zentrums von NPPs; es handelt sich bei dem Beispiel um die Sekundérstruktur
von NPP1 der Maus. Abbildung aus Gijsbers et al, 2001 [43]. Mit Erlaubnis der American Society for Biochemistry
and Molecular Biology (ASBMB)

Lokalisiert ist ENPP1 in den Matrixvesikeln verschiedenster Gewebe, vor allem jedoch
in Knorpel und Knochen [20]. Die Rolle von ENPP1 in der Knochenmineralisation ist die
Hydrolysierung von PPi aus ATP [44]. Bei einer reduzierten ENPP1 Enzym-Aktivitét
durch Mutationen, resultiert eine unkontrolierte Mineralisation nicht nur in
Knorpelgewebe [20], sondern auch in Gewebe das prinzipiell nicht an den
Knochenmineralisierungsprozess gebunden ist. So wird auch die idiopathische infantile
arterielle Kalzifikation mit einem Funktionsverlust des Enzyms in Verbindung gebracht
[45]. Tatsdchlich liegt das Gleichgewicht zwischen Kalzium und Phosphat in
extrazelluldrer Flissigkeit der spontanen Kristalisierungssittigung sehr nahe [45]. So
kommt der Inhibierungsfunktion von ENPP1 durch die Bereitstellung von PPi eine
besondere Bedeutung auch ausserhalb des Knochenstoffwechsels zu [45]. In ENPP1
Knock-out Méuseversuchen, auch als tiptoe walking mice bekannt, konnte man eine
spontane Entwicklung eben dieser unkontrollierten Knorpel-, und Gelenkverkalkung in
Form von progressiver intervertebraler Ankylose, peripherer Gelenkhyperostose und

artikularer Knorpelverkalkung beobachten [1].

Des Weiteren wird bei einer ENPP1-Uberfunktion eine negative Insulinrezeptor-

Modulation vermutet, die zu einer systemischen Insulinresistenz fiihrt [40]. Bei
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iibergewichtigen Patienten konnte eine erhohte ENPPI1-Expression im Fettgewebe
festgestellt werden [40]. Die resultierende Insulinresistenz betrifft dabei nach neueren
Erkenntissen nicht nur Muskel und Leber, sondern auch das Fettgewebe [40]. Der
Wirkungsmechanismus wird mit einer Modulierung durch physikalische Interaktion mit
der a-Untereinheit des Insulinrezeptors sowie einer Inhibierung der -Untereinheit durch

ENPP1 erklart [40].

1.5 Ankylosis, progressive human Homolog (ANKH)

Der transmembrandre Kanal ANK (Ankylosis, progressive) wurde erstmals im Jahr 2000
bei der Maus mit dem Krankheitsbild einer generalisierten progressiven Ankylose
(progressive Ankylosis) assoziiert [2, 46]. Hierbei handelt es sich um eine progressive
Versteifung der Gelenke, bedingt durch Ablagerung von Hydroxyapatitkristallen im
Knorpel und der Synovia der Gelenke mit nachfolgender Entziindungsreaktion und
Knorpelerosion [46]. Die Versteifung der Gelenke wird schlussendlich durch
fusionierende Osteophyten bedingt [46].

Abb.8: Bildauszug aus der Arbeit von Prof. Dr. P. Niirnberg [47].

Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung des ANKH Kanals nach heutigem Verstéindnis mit 12 konsekutiven
Helices. Die hellgrauen Strukturen stellen die hydrophoben Helices dar, welche mit der Zellmembran interagieren, die
Schwarzen demnach die, die den inneren Teil des Kanales, bestehend aus 6 Helices, darstellen. Mit Erlaubnis der

Nature Publishing Group COPYRIGHT 2001
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Die Lokalisation wird auf dem Chromosom 5p15 vermutet [48]. Die genaue Struktur des
Proteins ist aktuell noch nicht komplett bekannt, aus diversen Forschungsberichten ergibt
sich allerdings eine grofe Bestindigkeit der Gensequenz (bis zu 82%) unter vielen
Wirbeltieren wie Mensch, Maus, Zebrafisch, u.a [47, 48]. Es handelt sich nach aktuellen
Erkenntnissen warscheinlich um ein transmembranires Kanalprotein bestehend aus 492

Aminoséuren, das je nach Hypothese aus 10-12 konsekutiven Helices besteht [2, 46, 47].

Die Sequenzanalyse von ANK zeigt im kodierenden Bereich eine alternierende
Hydrophobie der konsekutiven Helices [46, 47]. Dies ldsst darauf schliessen dass es sich
bei den hydrophoben Anteilen um die Strukturen handelt, die mit der Zellmembran
interagieren, wéihrend die restlichen Strukturen das Innere des Kanales bilden [47].
Letztere sind nach aktuellem Verstindnis demnach so angeordnet, dass die stirker
polarisierten Stellen zum Zellinneren gerichtet sind [47]. Somit resultiert ein positives
Potential, welches an der Kanal6ffnung im Zellinneren am starksten ausgepragt ist [47].
Dies konnte relevant sein, um die Funktion dieses Kanals besser nachvollziehen zu

konnen.
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Abb.9: Bildauszug aus der Arbeit von Prof. Dr. P.Niirnberg [47]
Dargestellt ist die globale Hydrophobie der Helices, welche sich mit einer deutlichen Alternierung zeigt. Mit Erlaubnis

der Nature Publishing Group COPYRIGHT 2001
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Aktuell wird ANK, sowie die Variante beim Menschen ANKH (Ankylosis, progressive
human Homolog) als transmembranirer Transporter von Pyrophosphat gesehen, der den
positiv geladenen Metaboliten zum Zelldusseren befordert [2, 46-48]. Diese Theorie wird
unterstiitzt durch den Nachweis, dass die Prdsenz von ANK die extrazelluldre
Konzentration von PPi erhoht [2]. Erhohte intrazelluldre Werte von PPi konnten in Zellen
beobachtet werden, die einen genetischen Defekt im Bereich des Genlokus von ANKH
auf Chromosom 5p aufwiesen [46]. Des Weiteren legen verschiedene Untersuchungen
nahe, dass einige Krankheiten mit pathologischen Depostitionen von Kristallen aus PPi
oder Hydroxyapatit im Gewebe, sowie mit Knochenmineralisierungsstorungen mit einem

Defekt des Transporters einhergehen [46-48].

Beim Menschen wird das Protein unter anderem mit Mineralisierungspathologien wie der
autosomal dominant vererbten Form von Kraniometaphysealer Dysplasie
(Craniomethaphyseal Displasia, CMD) [47], sowie der ebenfalls autosomal dominant
vererbten Krankheit Calcium Pyrophosphate Dihydrate Deposition Disease (CPPD) in
Verbindung gebracht [48]. Hierbei kommt es, durch Punktmutationen im Bereich der
Doménen der inneren Kanalhelices, warscheinlich zu einer Funktionsstorung des Kanals
[47]. Allerdings sind die Theorien im Bereich der Pathophysiologie noch relativ divergent
[2, 46-48]. Unklar bleibt, ob ANKH neben PPi noch andere Metaboliten transportiert
[46].

1.6 Der Mevalonat-Pathway

Die tierische Zelle hat einen natiirlichen Bedarf an verschiedenen Substanzen, die dem
Aufbau der Zelle dienen. So fungiert zum Beispiel Cholesterin als Baustein der
Zellmembran [35]. Cholesterin wird in 30 enzymatischen Reaktionen aus Acetyl iiber den

Mevalonat- Pathway hergestellt [35, 49].

Die Bedeutung des Mevalonat-Pathway resultiert nicht zuletzt aus der Erkenntnis, dass
Zwischenprodukte wie Isopentenylpyrophosphat die Grundstufe zu sehr vielen
verschiedenen zellinternen Syntheseprozessen sind [35, 49-51]. Das heutige Wissen
basiert maf3geblich auf den Arbeiten von Joseph L. Goldstein und Michael S. Brown, die

hierfiir 1985 den Nobelpreis erhielten. In den letzten Jahren wurden mehrere Endprodukte
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identifiziert, die ihren Ursprung im Mevalonat-Pathway finden [50]. Abhdngig vom
Zeitpunkt der Einschleusung in neue Synthesewege handelt es sich hierbei um sterole
(ausgehend von Cholesterol) und nicht-sterole (ausgehend von Isoprenlipiden) Produkte

[49].

Die Biosynthese der Isoprenlipide erfolgt durch Coenzym A aktiviertes Acetyl (Acetyl-
CoA) [35]. Dieses wird in einem ersten Schritt zu Acetoacetyl-CoA synthetisiert und in
zwei weiteren iber B-Hydroxy-B-Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) zu Mevalonat
weiterprozessiert [35]. Uber drei weitere Schritte wird Mevalonat erst anhand von
Pyrophosphat aktiviert und schliesslich zu Isopentenylpyrophosphat synthetisiert [35] (.
Abb.10).

Die Reduzierung von HMG-CoA zu Mevalonat wird von der HMG-CoA Reduktase
katalysiert und gilt als der Geschwindigkeit bestimmende Schritt der Cholesterinsynthese
[35, 50]. Tatséchlich stellt die HMG-CoA-Reduktase eines der am meisten regulierten
Enzyme in der Natur dar [50], hier setzen die meisten hemmenden und induzierenden

Regelmechanismen an [35, 50, 51].

Diese Regulierung geschieht auf mindestens drei verschiedenen Ebenen. Einerseits
inhibiert Cholesterin {iber das Sterolregulationselement 1 (SRE-1) die Transkription der
Enzyme auf Genebene und somit die Expression der mRNA [52]. Bei den regulierten
Genen handelt es sich hauptséchlich um die HMG-CoA-Reduktase und Synthase, sowie
um den LDL-Rezeptor [35, 50].

Andererseits agiert ein zusétzlicher Mechanismus direkt auf die HMG-CoA-Reduktase
selbst. So fordert Cholesterin den Abbau des Enzyms im endoplasmatischen Retikulum
und verringert so seine Halbwertszeit [35, 53]. Interssant ist weiterhin, dass die Aktivitit
desselben Enzyms von einer AMP-aktivierten Proteinkinase abhingig ist, welche
wiederum von AMP oder ADP stimuliert wird [35, 50]. Diese inaktiviert die HMG-CoA-
Reduktase durch Phosphorylierung. Hierdurch wird bei Energiemangel die
Cholesterinsynthese gedrosselt [35].

Letztendlich unterliegt die zellinterne Synthese aber auch dusserlichen Einfliissen auf die

Zelle. Da Cholesterin zu einem bedeutenden Teil auch exogen zugefiihrt wird, muss die
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Zelle ihre eigene Produktion daran anpassen [35, 50]. Dies wird durch die Expression und

Einbau in die Zellmembran des LDL Rezeptors reguliert [50].

Isopentenylpyrophosphat wird in fiinf weiteren Schritten durch kontinuierliche
Rekombination sukzessiv zu Cholesterin prozessiert [35]. Zuerst wird durch Kombination
von Isopentenylpyrophosphat und seinem Isomer Dimethylallylpyrophosphat
Geranylpyrophosphat  hergestellt [35]. Durch Transferierung eines weiteren
Isopentenylpyrophosphat entsteht Farnesylpyrophosphat, wovon schliesslich zwei zu
Squalen kondensieren [35]. Cholesterin ensteht schlussendlich iiber weitere 22

Teilreaktionen aus dem Squalen [35].

Aus Cholesterin entstehen schlussendlich Steroidhormone und Gallensduren [35]. Aber
auch die Nebenprodukte dieser Synthesen sind wichtige Metabolite fiir den Organismus.
Hier handelt es sich unter anderem um Sterole, Dolichole, Ubiquinone, Isoprenoide und
Carotenoide [49, 50]. Diese fungieren als N-Glycosydierung von Proteinen (Dolichole),
tragen zum Elektronentransport in den Mitochondrien bei (Ubiquinone), verankern
Proteine in der Zellmembran (Isoprenoide) und fangen freie Radikale ab (Carotenoide)

[49].

Seit der Erkenntnis iiber die weitreichende Bedeutung des Mevalonat Pathways gibt es

zahlreiche Optionen hier therapeutisch und prophylaktisch einzugreifen.

So hat beispielsweise die Entdeckung von Pilzmetaboliten wie Mevinolin oder
Compactin, potenten Hemmstoffen der HMG-Reduktase, die Therapiemdglichkeiten in
der Medizin erweitert [54]. Derivate dieser Metabolite werden seither als Statine unter
anderem wirkungsvoll in der Bekdmpfung von Hypercholesterindmie eingesetzt [35] und

zeigen sich protektiv bei kardiovaskuldren Erkrankungen [49].
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Abb.10: Schematische Darstellung des Mevalonatpathway mit den wichtigsten regulatorischen Enzymen: HMG-CoA
Snthase sowie Reduktase und der LDL-Rezeptor, wodurch die Eigensynthese sowohl an die eigene Produktion selbst

als auch an die exogene Zufuhr per LDL angepasst werden kann. Auszug aus der Arbeit von Goldstein und Brown,

1990 [50]. Mit Erlaubnis von Springer Nature COPYRIGHT 1990

Der Mevalonatzyklus scheint auch in verschiedenen essentiellen Prozessen von Tumoren

eine Rolle zu spielen. Die Zellteilung ist Ras/Rho-abhéngig und wird von Statinen durch

Inhibierung der Farnesylierung von Proteinen verlangsamt [55]. Des Weiteren wirken
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Statine zytostatisch auf Leukdmiezellen durch Inhibierung der Isoprenoidproduktion

[56].

Von groBerer Wichtigkeit im Kontext dieser Arbeit sind allerdings die Auswirkungen der
Manipulation des Mevalonatzyklus auf den Knochenstoffwechsel und die

Differenzierung von Stammzellen und deren osteogenem Differenzierungspotential.

Bisphosphonate werden in der heutigen Medizin vor allem in der Osteoporosetherapie
eingesetzt [57]. Nach ihrer molekularen Wirkungsweise konnen die Bisphosphonate in
zwei Gruppen eingeteilt werden: PPi-dhnliche Metabolite sowie Clodronat, und die
potenteren nitrogenhaltigen Isoprenoid-Analoga wie Zoledronat [58]. Aufgenommen
wird der Wirkstoff vorwiegend durch die Osteoklasten, die die Bisphosphonate aus dem
Knochen I6sen, wo sie durch ihre Affinitdt zu Hydroxyapatit abgelagert werden (Abb.11)
[59]. Uber die Hemmung der Enzyme Farnesyl und Geranylgeranyldiphosphat-Synthasen
greifen diese in den Mevalonatzyklus ein und inhibieren somit die Farnesylierung
wichtiger Enzyme, vor allem kleiner GTPasen [60]. Dies bewirkt durch Inhibierung der
Prenylierung (Farnesylierung, Geranylgeranylierung) von Ras/Rho-Proteinen vor allem
in Osteoklasten eine Reduzierung der Zellproliferation, eine Schwichung des
Zytoskeletts und die Einleitung der Apoptose und somit einer Reduzierung der
Knochenresorption [58, 60]. In hoheren Konzentrationen konnen hiervon auch andere

Zellen, unter anderem Osteoblasten , betroffen sein [57].

Die Wirkung von Zoledronat ist abhdngig von Dosis und Wirkzeit. Tatsdchlich unterstiitzt
zum Beispiel eine Zoledronatbehandlung von osteogenen Stammzellen im uM Bereich
tiber einen Zeitraum von 3-6 Stunden die osteogene Differenzierung, wéhrend eine

Exposition liber 2-3 Tage zur Apoptose der Zellen fiihrt [61].
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Abb.11: Strukturformel von (C) Clodronat und (H) Zoledronat. Auszug aus der Arbeit von Colin R. Dunstan et al. [59].
Mit Erlaubnis von Springer Nature COPYRIGHT 2007
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Abb.12: Wirkungsweise der Bisphosphonate: Die Molekiile binden an das Knochenmaterial und werden von den
Osteoklasten aus dem Knochen gelost (A). Ein anderer Aufnahmeweg besteht {iber Liposome wo sie per Phagozytose
von Makrophagen aufgenommen werden (B). Auszug aus der Arbeit von Colin R. Dunstan et al. [59]. Mit Erlaubnis

von Springer Nature COPYRIGHT 2007

Des Weiteren zeigen Bisphosphonate in vitro antiangiogene Effekte welche vermutlich
zu deren antitumordsen Wirkung sowie zu den typischen Nebenwirkungen wie der
Kieferosteonekrose beitragen konnten [61, 62]. Letztere wurde vor allem nach einer

langeren, hochdosierten Therapie mit Bisphosphonaten beschrieben [59].
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Die verschiedenen Auswirkungen von Bisphosphonaten auf den Metabolismus der Zelle
deuten die Komplexitidt des Mevalonatzyklus an. Auch in der Literatur wéchst die
Evidenz fiir seine Involvierung in multiplen Synthesewegen (s.0.). Im Rahmen dieser
Arbeit sind besonders die Regulierung der Funktionalitit verschiedener Proteine der
Osteogenese, Differenzierung und Apoptose interessant [61, 63]. Dadurch nimmt der
Mevalonatzyklus auch eine wichtige Stellung in osteopathologischen Fragestellungen

ein.

1.7 Ziel der Arbeit

Mit Hilfe der Untersuchungen in dieser Arbeit soll versucht werden, das komplexe

Zusammenspiel der verschiedenen Enzyme und deren Substraten néher zu erforschen.

Bei dieser Arbeit sollen die Einfliisse von PPi auf die osteogene und adipogene
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen makroskopisch, mikroskopisch sowie
auf die Expression verschiedener osteogener Marker (ANKH, ALP, ENPP1, Osteocalcin
(OC) und Osteopontin (OP)) untersucht werden.

Unsere Hypothese war, dass die Verdnderungen der Konzentrationen von Phosphaten aus
dem purinergen Stoffwechsel und dem Mevalonat-/Isoprenoidstoffwechsel im zelluldren
Mikromillieu das osteogene Verhalten Mesenchymaler Vorlduferzellen beeinflusst.
Hierbei sollte die Konzentration von PPi direkt oder indirekt durch Beeinflussung von
Enzymen oder Kanilen verdndert werden. Es sollten dabei PPi-Zugabe selbst, Hemmung

des Enzyms ENPP1 und Hemmung der ATP-freisetzenden Kanéle zum Einsatz kommen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Gerit Hersteller

AxionCam MRC Zeiss, Jena

Biofuge pico Heraeus Holding GmbH, Hanau

BioPhotometer 6131 Eppendorf AG, Hamburg

Brutschrank Heraeus Holding GmbH, Hanau

dNTP set peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Electrophoresis power supply EU243 PeQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Elektrophoresekammern PeQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Gelkammern PeQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Heizblock MR 3001 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Heraeus Lamin Air HA 2472 GS Heraeus Holding GmbH, Hanau

Herasafe Heraeus Holding GmbH, Hanau

Herasafe KS Heraeus Holding GmbH, Hanau

Kamera Canon Deutschland GmbH, Krefeld

Kiihlzentrifuge Biofuge fesco Heraeus Holding GmbH, Hanau

Megafuge 1.0 Heraeus Sepatech GmbH, Osterode

Mikroskop Axiowert 25 Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Mikroskop Wilovert® Helmut Hund, Wetzlar

Mikrowelle SHARPR-613 Sharp Electronics (Europe) GmbH,
Hamburg

Mikroplate-reader Tecan Sunrise ELISA | TECAN, Crailsheim

reader

Mixer Uzusio VTX-3000 A.Hartenstein Gesellschaft fiir Labor-
und Medizintechnik GmbH, Wiirzburg

Multipipette Eppendorf AG, Hamburg
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Orion II Nicroplate Luminometer

Berthold Detection Systems GmbH,

Pforzheim

pH-Meter pH540 GLP

WTW GmbH, Weilheim

PCR-Maschine Thermocycler MJ
Research PTC-200

Biozym Diagnostic GmbH, Hessisch
Oldendorf

PCR-Maschine Thermocycler Primus

MWG-Biotech, Ebersberg

PCR-Maschine Thermocycler Primus 25

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Pipetboy

Brand Health GmbH, Frankfurt am Main

Pipetboy accu-jet® pro

Brand Health GmbH, Frankfurt am Main

Pipette Eppendorf research 0,1-0,25 ul

Eppendorf, Hamburg

Sonopuls

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,

Berlin

Spannungsgerit E§35; 300V-500mA

Consort, Turnhout, Belgien

Spannungsgerdt Model 200/2.0 Power
Supply

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Spannungsgerdt Pharmacia LKB-ECPS
3000/150

GE Healthcare, Miinchen

UV-Tisch fiir Agarose-Gelfotos

LTF Labortechnik,

Wasserburg/Bodensee

Waage Ohaus

Waagen Scout, Renchen

Wasserbad GFL 1083

Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel

Zentrifuge fiir PCR-Tubes Sprout

Biozym Scientific GmbH, Hessisch

Oldendorf
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2.1.2 Verbrauchbares

Verbrauchbares

Hersteller

DMEM/Hams F12 (1:1)

Biochrom AG, Berlin

DMEM/Hams F12 (1:1) PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich
DMEM High Glucose (4,5g/1) PAA Laboratories GmbH, Pasching,

w L-Glutamine

Osterreich

Falcon R6hrchen (25ml, 50ml)

Greiner bio-one, Essen

Fetales Kélber Serum (FCS)

Biochrom AG, Berlin

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

Biochrom AG, Berlin

McCoy’s 5SA modified Medium
w2,2g/l NaHCO3

Biochrom AG, Berlin

Microliter Syringues

Hamilton Messtechnik GmbH, H6chst

Mikropipetten 0,5-10ul

Eppendorf AG, Hamburg

Mikropipetten 10-100 pl

Greiner Bio-one, Essen

Mikropipetten 100-1000 pl

Greiner Bio-one, Essen

PBS Dulbecco w/o Ca*", w/o Mg**

Biochrom, Berlin

peqGOLD 100 bb DNA Leiter

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

peqGOLD 1 kb DNA Leiter

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

PCR SoftTubes (0,2ml)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch

Oldendorf

Reactions Tubes

Greiner bio-one, Essen

UVette®

Eppendorf, Hamburg

Zellabkratzer (24cm, 30cm)

Biochrom, Berlin

6-well Platten

Greiner Bio-one, Essen
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2.1.3 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Agarose peqGOLD Universal

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Alizarin red S

Chroma-Gesellschaft Schmidt&Co.,
Stuttgart

Ascorbat

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

Chloroform (Dichloromethan)

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

DEPC-H>O

Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe

Dexamethasone Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

DMSO AppliChem, via Hartenstein GmbH,
Wiirzburg

dNTP peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Ethanol Applied Biosystems Deutschland GmbH,
Darmstadt

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

GoTaq® Flexi Puffer (5x) Promega GmbH, Mannheim

HCl Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe

HPLC-H»0 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Hygromycin B PAA Laboratories GmbH, Colbe

IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine)

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

Indomethacin Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

Insulin Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

Isopropanol Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe

Methanol Applied Biosystems Deutschland GmbH,
Darmstadt

MgCl» Promega GmbH, Mannheim

MMLV-Puffer (5x) Promega GmbH, Mannheim

NaCl AppliChem, via Hartenstein GmbH,
Wiirzburg

Natronlauge 2M Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe

Oligo-dT Primer

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
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Paraformaldehyd (4%)

Merck KGaA, Darmstadt

Penicillin/Streptomycin

PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich

Phosphoetanolamin Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Miinchen

Probenecid Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Miinchen

Pyridoxalphosphat Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Miinchen

Pyrophosphat Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Miinchen

Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2',4'-
disulfid Séure

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

Reaktionspuffer S (10x)

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

ROTI®-Quant (5x)

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Thymidin 5 'monophosphat p-

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

nitrophenylester

Tris AppliChem, via Hartenstein GmbH,
Wiirzburg

Trypsin-EDTA PAA Laboratories GmbH, Linz,
Osterreich

Tryptan blue Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

Trizol® REAGENT Invitrogen, Lifetechnologies.com

Zoledronat Novartis Pharma GmbH, Niirnberg

3- Glycerophosphat

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

3-Mercaptoethanol

Sigma-AdIrich GmbH, Miinchen

3-y Methylentriphosphat

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
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2.1.4 Kits

Alkaline Phosphatase Kit

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

NucleoSpin® RNA II

Macherey-Nagel GmbH, Diiren

2.1.5 Enzyme

MMLV-Reverse Transkriptase (200 U/pl)

Promega GmbH, Mannheim

GoTaq® DNA-Polymerase (5U/ul)

Promega GmbH, Mannheim

Tag-Dna-Polymerase (5U/ul)

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

2.1.6 Primer
Primer Sense antisense Liange | Ta | MgCl: | Taq
[bp] | [°C] | [n]

Haushaltsgene

EFla AGGTGATTATCCTGA | AAAGGTGGATAGT | 234 55 2
ACCATCC CTGAGAAG

EEFIA | CTGTATTGGATTGCC | AGACCGTTCTTCCA | 369 54 2 PL

1 ACACG CCACTG

EEF1A | CTGTATTGGATTGCC | AGACCGTTCTTCCA | 369 54 2 Pro

1 ACACG CCACTG
Adipogene Primer

LPL GAGATTTCTCTGTAT | CTGCAAATGAGAC | 276 51 1 PL
GGCACC ACTTTCTC

FABP4 | AACCTTAGATGGGGG | ATGCGAACTTCAGT | 177 60 2 PL
TGTCC CCAGGT

PPARy | GCTGTTATGGGTGAA | ATAAGGTGGAGAT | 351 61 4 PL

’ ACTCTG GCAGGCTC
Osteogene Primer

oC ATGAGAGCCCTCACA | GCCGTAGAAGCGC | 293 60 0 PL
CTC CGATA
CTC GGC

OP ACCCTTCCAAGTCCAA | GTGATGTCCTTGTA | 400 58 0 PL

GC
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CBFA1 | TCCGCACCGACAACT | CGTCCACTCCAATC | 240 60 PL
T TC

DMP1 | TAACCTGCTTTACATT | TGCTGGACATTACA | 223 44 PL
C CTT

PHEX | AAGCTGGACCAAGCA | TGGGGGTAGAGTC | 325 57 PL
ACACT TGGTGTC

BSP AATGAAAACGAAGAA | ATCATAGCCTACGT | 450 54 PL
AGCG AGCCT
AAG TGT

SOST | CAGGCGTTCATGATG | TACTCGGACATTG | 155 60 PL
C GTC

ALP GCTGAACAGGAACAA | AGACTGCGCCTGG | 441 57 PL
CGTGA TAGTTGT

ALP TGGAGCTTCAGAAGC | ATCTCGTTGTCTGA | 483 51 Pro
TCAAC GTACCA
ACCA GTCC

ENPP1 | AAAGTTGCAAAGGTC | TGGATACAATCCG | 491 55 PL
GCTGT GTGACAA

ENPP1 | AAAGTTGCAAAGGTC | TGGATACAATCCG | 491 55 Pro
GCTGT GTGACAA

ANKH | AAAGCCGTCCTGTGTATG | CAGGGATGATGTCGTG | 412 55 PL
GT AATG

ANKH | AAAGCCGTCCTGTGTATG | CAGGGATGATGTCGTG | 412 55 Pro
GT AATG

Anmerkung:

- PL: Taq von peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

-Pro: Taq von Promega GmbH, Mannheim

Bedeutung der Primerabkiirzungen sowie in Klammern der Hersteller

EFla (Biomers):

EEF1AT (Biomers):

LPL (Biomers):

FABP4 (Biomers):

PPARy2 (Biomers):

Elongation Factor 1 alpha

Eucariotic Elongation Factor 1 Alpha 1
Lipoproteinlipase

Fatty Acid Binding Protein 4

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors

Gamma 2
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OC (Operon): Osteocalcin

OP (Biomers): Osteopontin

CBFAI1 (Biomers): Core Binding Factor Alpha 1

DMP1 (Eurofins MWG Operon):  Dentin Matrix acidic Phosphoprotein 1

PHEX (Eurofins MWG Operon):  Phosphate regulating Endopeptidase homolog, X-

linked
BSP (Biomers): Bone morphogenic Protein
SOST (Biomers): Sclerostin
ALP (Biomers): Alkalische Phosphatase
ALP (Operon): Alkalische Phosphatase

ENPP1 (Eurofins MWG Operon): Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase

ANKH (Eurofins MWG Operon):  Ankylosis, progressive Homolog

2.1.7 Material fiir Gelelektrophorese

-Ladepuffer fiir Gelelektrophorese 6,85 M Glycerol
1 mM EDTA
4,6 mM Xylencyanoblau
3,7 mM Bromophenolblau
ad 50 ml ddH20

-10x TBE-Puffer fiir Gelelektrophorese 890 mM Tris
890 mM Borséure
20 mM EDTA (pH 8,0)
ad 11 ddH>O
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2.1.8 Sonstiges

-PBS + Proteaseinhibitor (25:1) 8,0 g/l Natriumchlorid
0,2 g/l Kaliumchlorid
1,4 g/l Dinatriumhydrogenphosphat
0,27 g/l Kaliumhydrogenphosphat
ad 1000 ml ddH»O
25:1 mit Complete EDTA-free Protease-
Inhibitor-Cocktail (1 Tablette/2ml H20)
Roche GmbH (Mannheim)

-1M Tris
Fiir 200 ml: 24,22¢ Tris base
160 ml ddH>0O

pH unter dem Abzug mit rauchender

HCI einstellen
pH=8.0 » 8.4ml HCI
Anschliessend Auffiillen des Volumens auf 200ml mit ddH,O

Zur Erstellung von 200mM Tris pHS8.0, 1% Triton wurde die hergstellte
Stocklosung (ImM) 1:5 mit ddH>O verdiinnt und mit Triton versetzt.

Fiir 100 ml: 1,0 ml Triton
20 ml 1M Tris pH 8.0
79 ml ddH,O
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Verwendete Zellen: humane mesenchymale Stammzellen und SAOS
Fir die Experimente wurden zwei verschiedene Zelllinien verwendet.
Einerseits die humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) sowie die

Osteosarkomzelllinie SAOS.

= hMSC: Die Stammzellen wurden aus frischen Hiiftkopfen isoliert. Diese
stammten von Patienten die sich einer chirurgischen Hiiftkopfresektion im
Orthopiddiezentrum des Konig-Ludwig Hauses Wiirzburg, zum Beispiel
im Rahmen einer Hiiftkopfprothesenimplantation, unterzogen
(Ethikvotum: Ethik 06/30/2010 auf der Basis 84/2001). Die zeitnah
isolierten Zellen wurden anschliessend in 175 cm? Zellkulturflaschen
ausgesdht. Bis zur Konfluenz verblieben die Zellen unter regelmiBigem
Mediumwechsel in diesen Flaschen. Dann konnten sie fiir die jeweiligen
Versuche erst abgeldst und neu verteilt werden.
Die hMSCs sind multipotente Zellen die sich unter den richtigen
Bedingungen in verschiedene Richtungen entwickeln konnen. Neben den
Differenzierungswegen zu Chondrozyten oder Myozyten waren in diesen
Experimenten erstens die adipogene, aber vor allem die osteogene
Differenzierung von Bedeutung. Das Standardmedium zur Zellversorgung
war DMEM-Hams F12 Medium. Als Zusdtze wurden auf 500 ml Medium
50 ml FCS, 5ml Penicillin/Streptomycin und 500 pl Ascorbat hinzugefiigt.

= SAOS:Bei den Zellen handelt es sich um SAOS, eine Osteosarkom
Zelllinie (ATCC-Nr.: HTB-85) [64]. Damit sind die SAOS ceine
Krebszellinie und somit immortalisiert. Die Handhabung gleicht jener der
hMSCs. Unterschiede gibt es allerdings in puncto benétigtes Medium und
Zeitpunkt der Ablosung und Neuverteilung. Tatsdchlich wurden die
verwendeten SAOS-Zellen wegen threm spontanen
Differenzierungspotential bereits bei einer maximalen Konfluenz von 60-

80% gesplittet. Das Standartmedium zur Zellversorgung war das Mc
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Coy’s 5SA modified Medium w2,2g/l NaCOs. Als Zusitze wurden auf 500
ml Medium 50ml FCS und 5ml Penicillin/Streptomycin hinzugefiigt.

2.2.1.2 Zellversorgung

Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO; kultiviert.
Jegliche Manipulation wurde unter sterilen Bedingungen an der sterilen
Werkbank durchgefiihrt.

Der Mediumwechsel fand alle 3-4 Tage statt. Nach Absaugen des
verbrauchten Mediums wurde das Neue hinzugegeben. Dabei hing die
Menge im Allgemeinen vom jeweiligen Flaschenkaliber respektiv vom
Well ab. Prinzipiell fiillte man in 25 cm? Flaschen 5 ml, 75 cm? Flaschen
17 ml, 175cm? Flaschen 25 ml und in ein Well 3 ml Medium ein. Das
jeweilige Medium wurde erst im Wasserbad auf Zimmertemperatur erhitzt

um den schonenden Umgang mit den Zellen zu gewéhrleisten.

- hMSC:Die Versuche mit mesenchymalen Stammzellen wurden in 25 cm?
Flaschen und in 6-well Platten ausgefiihrt. Die Heranziichtung der Zellen
fand in 175 cm? Flaschen statt.

Vom wiederholten Ablésen mit EDTA-Trypsin und erneutem Aussdhen
wurde bei hMSCs abgesehen da dadurch eine vorzeitige Alterung der
Zellen zustande kam. Nach dem ersten Abldsen aus den ersten 175 cm?
Ziichtungsflaschen wurden die Zellen in aller Regel in die definitiven
Behiltnisse fiir die Versuche iiberfiihrt. Dadurch bestand der Unterhalt

dieser Zellen zumeist alleinig aus dem 3-4 tigigen Mediumwechsel.

- SAOS:Die Versuche mit den Zellen der SAOS-Zelllinie wurden in 25 cm?
Flaschen und in 6-well Platten ausgefiihrt. Die Heranziichtung der Zellen
fand in 75 cm? Flaschen statt.

Im Gegensatz zu den hMSCs wurden die SAOS-Zellen regelmiBig

gesplittet. Das verbrauchte Medium wurde abgesaugt und nach
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einmaligem Spiilen mit PBS die Zellen mit EDTA-Trypsin von den
jeweiligen Flaschen gelost. Nachdem unter dem Mikroskop der sichtbare
Beweis fiir die Ablésung zu erkennen war, wurde die enzymatische
Reaktion durch Zugabe von FCS-haltigem Medium gestoppt. Nach einer
Uberfiihrung in ein 50ml-Falconrdhrchen folgte die Zentrifugation von 5
min bei 1200 Umdrehungen/Minute. Der Uberstand wurde abgesaugt und
die Zellen in 20 ml neuem Medium resuspendiert und danach auf die neuen
Flaschen im gewiinschten Verhiltnis (normalerweise 1:4) verteilt. Dafiir
wurden 5 ml Resuspension in jede Flasche pipettiert. Bei 75cm? waren

davor schon 12ml Medium vorgelegt worden.

2.2.1.3 Differenzierungsversuche unter Stimulation mit PPi, PPADS und [3-
ymeATP

In einem Teil der Versuche wurden die hMSCs einer osteogenen
Differenzierung unterzogen und dabei verschiedenen ausgewdihlten
Substanzen (PPi, PPADS, B-ymeATP) ausgesetzt. Durchgefiihrt wurde der

Versuch in 25 cm? Flaschen sowie in 6-wells.

Die parallel zu den Differenzierungen angelegte Kontrolle bestand aus
Zellen, die die Standardbehandlung mit DMEM/Hams F12 Medium

zusétzlich

-FCS (50ml / 500ml Medium),
-Penicillin/Streptomycin (5ml / 500ml Medium),
-Ascorbat (500ul / 500ml Medium)
mit oder ohne Zusatzsubstanz erhalten haben.
Die osteogene Differenzierung erfolgte anhand des DMEM High Glucose
Medium
zusitzlich
-FCS (50ml / 500ml Medium),
-Penicillin/Streptomycin (Sml / 500ml Medium),
-Ascorbat (500ul / 500ml Medium).
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-B-Glycerophosphat (5ml / 500ml Medium) und
-Dexamethason (50u1 / 500 ml Medium)
wurden beim Mediumwechsel stets frisch dazugegeben.
Die adipogene Differenzierung erfolgte anhand des DMEM High Glucose
Medium
zusitzlich
-FCS (50ml / 500ml Medium),
-Penicillin/Streptomycin (Sml / 500ml Medium).
-IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine)
(500u1/500mIMedium),
-Insulin (500 pl / 500 ml Medium),
-Dexamethason (500ul / 500 ml Medium) sowie
-Indomethacin (500 pl / 500 ml Medium)

wurden beim Mediumwechsel stets frisch dazugegeben.

Die adipogene Differenzierung wurde nur im Differenzierungsversuch mit
PPi durchgefiihrt. Bei PPADS und B-ymeATP wurde allein die osteogene

Differenzierung betrachtet.

Die Stimulierungsversuche erstreckten sich iiber 4 Wochen mit einer
intermedidren Ernte nach 2 Wochen, wobei die Zellen geerntet und zur
RNA-Extraktion und histochemischen Férbungen verwendet wurden.
Dabei wurden die Zellen bei jedem Mediumwechsel mit PPi (1uM) bei
dem einen Versuch, respektiv mit PPADS (25uM) und B-ymeATP
(100uM) bei dem Anderen belastet.

2.2.1.4 Expositionsversuche mit PPADS und 3-ymeATP

Sowohl hMSC als auch SAOS wurden fiir diese Versuche verwendet. Die
Zellen wurden dabei in 25 cm? Flaschen 24 Stunden PPADS 50uM oder
B-ymeATP 300 uM exponiert und anschlieBend zur RNA-Extraktion

geerntet.
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Verwendet wurde fiir -hMSC das DMEM /Hams F12 Medium mit
-FCS (50ml / 500ml Medium),
-Penicillin/Streptomycin
(5ml/500mIMedium),
-Ascorbat (500ul / 500ml Medium)

-SAOS das McCoy’s 5A modified Medium mit
-FCS (50ml / 500ml Medium)
-Penicillin/Streptomycin
(5m1/500ml Medium)

2.2.1.5 Expostitionsversuche mit Probenecid

Sowoh]l hMSCs als auch SAOS wurden fir diese Versuche verwendet. Die

Zellen wurden dabei in 25 cm? Flaschen 48 Stunden Probenecid 1,25mM

exponiert und anschlieBend zur RNA-Extraktion und AP-

Aktivititsmessung geerntet.

Verwendet wurde fir

- hMSC das DMEM /Hams F12 Medium mit
-FCS (50ml / 500ml Medium),
-Penicillin/Streptomycin
(5ml / 500ml Medium),

-Ascorbat (500ul / 500ml Medium)

-SAOS das McCoy’s 5A modified Medium

mit
-FCS (50ml / 500ml Medium)
-Penicillin/Streptomycin

(5ml/500ml Medium)
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2.2.1.6 Zellzahlbestimmung

Da es fiir die meisten Versuche von Bedeutung war, die exakte Zellzahl zu
wissen die ausgesit wurde, soll die Methode nicht unerwéhnt bleiben. In
der Tat, eine Gleichbehandlung der einzelnen Versuchelemente fangt mit
dem Aussden einer approximativ gleichen Zellzahl fiir jede Flasche
respektiv jedes Well an.

Hierzu wurden aus der gut durchmischten Zellsuspension vor dem
Aussden 50ul Zellen mit 50ul Tryptanblaulosung in einem Eppendorf-
Reaktionsgefa3 vermischt.

Die Neubauer-Zahlkammer wurde erst mit Ethanol 70% gereinigt und mit
einem Deckglas versehen. Nachdem man sich vergewissert hatte dass das
Deckglas durch den Kapillareffekt ausreichend haftete, pipettierte man in
eine Haélfte circa 10ul Zellsuspension. Unter dem 10x Objektiv des
Mikroskops wurden nun die Zellen in den 4 grof3en Quadraten gezéhlt und
anschliessend der Mittelwert dieser Werte genommen.

Dann wurde der Wert mit dem Verdiinnungsfaktor (2) und dem Faktor fiir
das Volumen der Neubauer Zihlkammer (10%) multipliziert.

Formel: (Mittelwert der geziihlten Zellen) - 2 - 10* = Zellzahl /ml

Tote Zellen waren anhand der offensichtlichen Blaufarbung zu erkennen,
was sich durch ihre folgliche Membranpermeabilitit ergab, und wurden
daher nicht mitgezéhlt

Hiermit konnte jetzt berechnet werden, wieviel Zellsuspension in die
einzelnen Flaschen und Wells pipettiert werden musste um eine gewisse

Zellzahl zu erreichen.

2.2.1.7 Apoptose-Messung

Um auszuschliessen dass der Unterschied zwischen den mit Probenecid
behandelten und den unbehandelten Zellen ein Resultat eines Absterbens

dieser Zellen war, wurde eine Apoptose-Messung durchgefiihrt.
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Der Test beruht auf einer Messung der Caspase-Aktivitit in einem
Zellenverband. Die zugegebene Substanz, das Caspase-Substrat
Caspase-Glo 3/7 wird demnach von den Caspasen gespalten und
Aminoluciferin wird freigesetzt. Dieses wiederum ist ein Substrat flir die
Luziferase, welches am Luminometer eine Luciferasereaktion provoziert.
Das freigesetzte Licht kann dann gemessen werden. Dementsprechend ist
das Leuchten umso stiarker ausgeprigt, je mehr Zellen in der Apoptose sind
[65].

Zur Durchfiihrung wurden die Zellen in einer sterilen 96well-Platte
ausgesdht. Pro Well waren 1000 Zellen vorgesehen. Nach einer 48h-
Stimulation mit Probenecid wurden dann 100ul Caspase-Substrat in Puffer
hinzugefiigt. Unter dem Luminometer wurde dann schliesslich das

Resultat gemessen.

2.2.2 Enzymaktivititsmessungen

2.2.2.1 Enzymassay der alkalischen Phosphatase (AP)

Dieser Versuch wird benutzt um die Aktivitit der alkalischen Phosphatase
in einer Zellpopulation zu bestimmen.

Die Zellen wurden in 6-Wells ausgesidht um sie am Tag der Konfluenz fiir
den Versuch zu ernten. Zuerst wurden die Zellen mittles Zellschaber in
300ul eiskaltem PBS (0 °C) mit Protease-Inhibitor (im Verhiltnis 1:25)
abgekratzt und in 1,5ml Tubes iiberfiihrt. Der Protease-Inhibitor verhindert
die Degradation der Proteine der Zellen nach dem Aufbrechen durch Serin-
und Cysteinproteasen. Um die Zellmembran aufzubrechen und die
intrazelluldren Proteine zu erhalten und vom Zellschrott zu trennen,
werden die Zellen zuerst mittels Sonopuls bei 80% der Starke sonifiziert
und anschlieBend in der Kiihlzentrifuge bei 4°C und 10 000 U/min fiir 10
min abzentrifugiert. Vom Uberstand werden 150pl in ein fiir die Messung
spezifisches Messgefdll gegeben. Die Messungen der Proben erfolgten

durch das Klinische Labor des Konig-Ludwig-Hauses.
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Der zweite Teil des Versuches bestand in der Normierung der
Aktivititswerte anhand einer Proteinkonzentrationsbestimmung der
einzelnen Proben. Anhand von Roti®-Quant, verdiinnt 1:5 in ddH>O, und
BSA wurde eine Standardreihe angelegt indem 200ul pro Well Roti®-
Quant und Oul, 0,4ul, 1ul, 2ul, 3ul, 4ul BSA in jeweils 2 Wells gefiillt
wurden. AnschlieBend wurden 200u] Roti®-Quant pro Well vorgelegt und
pro Probe jeweils in 2 Wells eine bestimmte Menge des restlichen
Uberstandes pipettiert. Durch die Doppelbestimmung wurde die
Genauigkeit der Messung erhoht. Die jeweilige Menge von zugegebenem
Uberstand variierte je nach Proteingehalt zwischen 1ul und 4pl, damit der
beobachtete Farbumschlag immer innerhalb der Standardreihe blieb. Die
Messung erfolgte schlussendlich mit einem Photometer bei 620 nm.
Anhand dieser Werte konnte dann die eigentliche Proteinbestimmung der
einzelnen Proben rechnerisch bestimmt werden. Das entgiiltige Ergebnis
konnte nach der Miteinbeziechung der Aktivitdtsbestimmung in U/ug
Protein bestimmt werden.

Der Versuch basiert auf dem Stoff Coomassie Brilliant-Blue G250, der bei
Proteinkontakt seinen Zustand von kationisch nach anionisch éndert und
so einen Farbumschlag provoziert (Gebrauchsanweisung Roti®-Quant,
Roth).

Eine Abwandlung des Experimentes bestand darin, die direkte Wirkung
einer Substanz auf die alkalische Phosphatase zu bestimmen.
Normalerweise dient dieser Versuch ndmlich dazu, die Auswirkungen
einer Zellstimulation mit einer Substanz auf das besagte Enzym zu
untersuchen.

Man kann aber auch unbehandelte Zellen ernten, sonifizieren und
anschliessend die zu untersuchende Substanz in der bendtigten
Konzentration in die Messrohrchen dazugeben. Eine dementsprechende
Anpassung des hinzugegebenen sonifizierten Uberstandvolumens, um

150u] Endvolumen zu erreichen, ist vorausgesetzt.
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2.2.2.2 Aktivititsmessung von ENPP1

Der Zweck dieses Experimentes bestand darin sowohl die jeweilige
Aktivitdt von ENPP1 zu messen, sowie den Effekt der Hemmsubstanzen
von ENPP1, PPADS und B-ymeATP zu beobachten. Die Durchfiihrung
wurde nach dem in der Publikation von Chen-Ni Chin et al. [66],
beschriebenen Prinzip durchgefiihrt.

Bei diesem Versuch wurden je nach Verfiigbarkeit sowohl hMSC als auch
SAOS-2 und HEK-293 verwendet. Letztere wurden freundlicherweise
laborintern zur Verfiigung gestellt sodass eine eigene Betreuung der Zellen
nicht nétig war. Es handelt sich um Humane embryotische Nierenzellen
(Human Embryonic Kidney) mit einem adhdrenten Wachstum.

Zur Vorbereitung der Proben wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und anschliessend mit 1ml Trypsin-EDTA bei 37°C in 5
Minuten abgeldst. Das Uberfiihren in ein Falcon mit Zellkulturmedium
stoppte die Enzymreaktion ab. Es folgte eine erste Zentrifugation mit 1200
U/min fiir 5 min. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen zur ersten
Waschung mit PBS resuspendiert. Die zweite Zentrifugation und
Waschung entsprachen der Ersten. Nach der zweiten Waschung folgte eine
erneute Zentrifugation bei 1200 U/min fiir 5 min. Nach Absaugen des
Uberstandes wurde das Pellet, abhingig von seiner GroBe in 300-500 pl
200 mM Tris, pH 8.0; 1% Triton durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren
lysiert, in Eppendorf-ReaktionsgefdB3e transferiert und auf Eis gelagert.
Nach 10-miniitiger Zentrifugation bei 2000 U/min und Raumtemparatur
wurde vom  Uberstand eine Proteinkonzentrationsbestimmung
durchgefiihrt. Zum Verfahren der Konzentrationsbestimmung, siche Punkt
2.2.1.2 Enzymassay der alkalischen Phosphatase (AP).

Mit der Proteinkonzentrationsbetimmung wurde das bendtigte
Proteiniiberstand-Volumen bestimmt um auf 200ul Reaktionsvolumen je

nach Verfligbarkeit 100ug oder 200 pg Protein zu erhalten.
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-Positivkontrolle
Die benétigte Menge Protein wurde anschliessend mit PBS/Protease-
Inhibitor Losung (1:25) auf 192ul aufgefiillt und mit 8ul Substrat
(Thymidine 5’monophosphat p-nitrophenyl ester) auf 200 pl aufgefiillt.

-Negativkontrollen
> Negativkontrolle ohne Protein
Es wurden PBS/Protease-Inhibitor Losung 192ul mit 8ul Substrat auf
200pul aufgefiillt
>Negativkontrolle ohne Substrat
Es wurde die fir 100pg benétigte Menge Protein auf 200ul mit
PBS/Protease- Inhibitor aufgefiillt.

-Inhibierungsproben mit PPADS / B-ymeATP
Pro Zellreihe wurden fiir jeden Inhibitor 3 Konzentrationen ausgetestet
(jeder Versuch n=3). Dabei wurde die einzusetzende Menge Protein mit

der entsprechenden Menge Inhibitor am Ende mit PBS/Protease-Inhibitor
auf 192ul aufgefiillt:

Menge Inhibitor

-Fir PPADS: 25uM » 10ul von 500puM in 200ul
50uM » 20ul von 500uM in 200ul
100uM » 40pul von 500uM in 200ul

-Fiir B-ymeATP: 50uM » 3,3ul von 3mM in 200ul
100uM » 6,6ul von 3mM in 200ul
300puM » 20ul von 3mM in 200pl
Im Endeffekt sah das Pipettierschema fiir alle verwendeten Zellproben fiir

die Inhibierungsproben folgendermallen aus:
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Fir PPADS

PBS/PI ENPP1-
PPADS [c] PPADS [ul] Protein [c]

(auffiillen auf) Substrat
25uM 10ul 100pg 182ul 8ul
50uM 20ul 100pg 172ul 8ul
100uM 40ul 100pg 152ul 8ul

Fiir B-ymeATP
PBS/PI ENPP1-
B-ymeATP | 8 ymeATP [ul] Protein [c]

[c] (auffiillen auf) Substrat
50uM 3,3ul 100pg 182ul 8ul
100uM 6,6ul 100pg 172ul 8ul
300uM 20ul 100pg 152ul 8ul

Dabei mussten folglich zu pipettierende Menge an Protein und PBS/PI in
Bezug auf Proteinkonzentration im Uberstand der extrahierten Proteine
aufeinander abgestimmt werden. Fiir jede Inhibitorkonzentration und Zelle
wurde der Ansatz dreifach angesetzt.

Das Substrat fiir ENPP1 wird am Ende des Pipettiervorgangs in einer
bestimmten Reihenfolge dazugegeben, die verinnerlicht werden muss.
Damit beginnt ndmlich die eigentliche Reaktion und der Abbruch der
Reaktion nach einer Stunde sollte moglichst der gleichen Reihenfolge
entsprechen.

Die Reaktion wurde gemif Publikation bei 37°C im Hitzeblock aublaufen
lassen. Hier war in dem Moment auch eine Lichtexposition verhindert, da

PPADS sich durch Lichteinwirkung desintegriert.
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Das Experiment beruht auf dem Prinzip, dass das Substrat, Thymidine-
5’monophosphat p-nitrophenyl ester von ENPP1 hydrolisiert wird. Diese
Substanz hat dann eine gelbliche Farbe, die bei 405 nm messbar ist.

Nach einer Stunde Laufzeit beendete man die Reaktion mit Zugabe von
20ul 1M NaOH.

Von jeder Probe wurden nun 100pul in eine 96well Platte pipettiert und im
Photometer bei 405mm gemessen.

Die Auswertung der Daten ermdglicht es die Aktivitdtsabnahme respektiv

—Zunahme des Enzyms relativ zur nativen Aktivitdt darzustellen.

2.2.3 Zytologische Fiarbungen

Alle Firbungen wurden unter dem Lichtmikroskop bei gleicher
VergroBerung beobachtet. Verdnderungen konnten aus logistischen

Griinden leider nicht mittels Lichtspektrumsanalyse objektiviert werden.

2.2.3.1 Alizarin-Rot-Fdrbung

Diese Féarbung dient dem Nachweis der Mineralisierung der Zellen im
Rahmen der osteogenen Differenzierung.

Die 1%ige Farbelosung an sich bestand aus 0,25g Alizarin-Red S (Alizarin
sulfosaures Natrium), das in 25 ml destilliertem H>O und 250 pl 25%igem
Ammoniak aufgeldst wurde.

Fiir die Farbung wurden die Zellen erst mit PBS gewaschen und nach dem
Absaugen vom PBS 10 Minuten lang mit eiskaltem Methanol (0°C) fixiert.
Anschliessend wurde nach erneutem Absaugen mit destilliertem H2O das
restliche Methanol abgewaschen und die Zellen fiir 2 Minuten mit der
Férbelosung inkubiert. Dann hat man mit destillietem H>O die
iiberschiissige Fiarbelosung entfernt und das Deckglas feucht in
Glycerinegelatine eingebettet. Unter dem Resultat wurde das Ergebnis

dann begutachtet und photographiert.
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2.2.3.2 Alkalische Phosphatase Fdrbung

Die Expression der alkalischen Phosphatase konnte man anhand des
Alkaline Phosphatase, Leukocyte Kit No. 86C von SIGMA farblich
darstellen.

Fiir die Fixierungslosung gab man zu 2,5 ml Citrate Solution 6,5 ml Aceton
in eine Glasflasche. Anschliessend kamen noch 800ul 37%
Formaldehydlosung hinzu. Die Losung wurde im Kiihlschrank bei 2-8°C
bis zu 4 Wochen aufbewahrt und bei Gebrauch auf Raumtemparatur
aufgewérmt.

Der erste Schritt bei der Farbung war die Herstellung der Farbungslosung.
Pro well vermischte man in einem frischen Reaktionsgefd3 20 ul FBB-
Alkaline Solution und 20 pl Sodium Nitrite Solution und lie die
Mischung 2  Minuten inkubieren. Danach gab man die
Diazoniumsalzldsung in ein mit Alufolie abgedunkeltes Falconréhrchen
mit 900 pl destilliertes H>O. Anschliessend pippetierte man noch 20 ul
Naphtol-AS-BI Alkaline Solution zur verdiinnten Diazoniumsalzlosung.
Zur Fixierung saugte man das Medium griindlich von den Zellen. Dies war
wichtig, weil hier keine Waschung mit PBS erfolgte. Fiir 30 Sekunden
inkubierte man jetzt die Zellen mit der Fixierungslosung. Dann wurde 3
Mal mit destilliertem H>O abgewaschen.

Anschliessend inkubierte man 15 Minuten lang jedes Well mit 900 pl
Fixierungslosung wobei die Farbung vor direktem Lichteinfluss bewahrt
werden musste. Nach Ablauf der Zeit wurde die Fiarbung abgesaugt und
das Deckglas in Glyceringelatine eingebettet um unter dem Mikroskop

ausgewertet werden zu konnen.

2.2.3.3 Olrotfiirbung

Die Olrotfirbung ist eine Fettfirbung, die die Fettvakuolen der Zellen rot
anfarbt und so ein Zeichen fiir eine adipogene Differenzierung ist.
Zur Herstellung der Fiarbelosung wurde erst eine Stammldsung angelegt

indem 0,5g Oilred O in 100 ml 99% Isopropanol geldst wurden. Diese

43



verdiinnte man dann zu einer 0,3% Gebrauchslosung indem man 6 Teile
Stammldsung mit 4 Teilen destilliertem H>O vermischte und 24 h stehen
lie3. Nach Filtrieren war die Gebrauchslosung 4 Wochen haltbar.

Zum Anféarben der Zellkerne verwendete man die Himalaun- Farbelosung.
Diese wurde hergestellt indem man 1 g Himatoxylin in 1 1 bidestilliertem
H>0O, bei Bedarf unter Erhitzung, I6ste und anschliessend 0,2 g
Natriumiodat hinzugab. Dann wurden noch unter Umschiitteln 50 g
Kaliumaluminiumsulfat hinzugegeben. Nach der Zugabe von 50g
Chloralhydrat wurde mit 1g Zitronensédure der Farbumschlag von Rot zu
Violett herbeigefiihrt. In einer Glasflasche aufbewahrt ldsst sich diese
Féarbelosung lange aufbewahren.

Fiir die Zellfarbung spiilte man die Zellen einmal mit PBS und fixierte sie
anschlieBend mit 4% Paraformaldehyd. Dann wurde noch einmal mit
destilliertem H>O nachgespiilt und 10 Minuten mit der Oilred-Farbelosung
inkubieren gelassen. Nach erneutem Spiilen mit destilliertem H>O farbte
man nun die Zellkerne, indem man die Himalaun-Farbung fiir 1 Minute
auf die Zellen gab. Anschliessend wurden die Proben mit Leitungswasser
abgewaschen und in Gylceringelatine eingebettet und unter dem

Mikroskop ausgewertet.

2.2.4 Methoden zur RNA-Expressionsanalyse

2.2.4.1 RNA- Isolation und Aufreinigung

Die Isolation der RNA aus den osteogen differenzierten Zellen erfolgte
anhand von TRIZOL®Reagent Invitrogen um eine vollstindigere Lyse
trotz Kalkkruste zu gewihrleisten. Zur Aufreinigung sowie Isolation bei
nicht osteogenen Differenzierungsversuchen wurde das Kit Total RNA
Isolation, Nucleo Spin RNA II (Macherey-Nagel, Diiren) gemal
Handbuch verwendet.

Wegen der verwendeten fliichtigen Giftstoffe war die Extraktion nur unter

dem Giftabzug moglich.
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Der erste Schritt bestand im Absaugen des Kulturmediums der Zellen aus
den Flaschen. In eine 25¢cm? Flasche wurden 1ml Trizol pipettiert und die
Zellen anschliessend mit einem Zellschaber abgetragen. Die Suspension
wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Pipette sowie
Zellschaber wurden iiber Nacht zum ausdampfen unter der Hood belassen.
An dieser Stelle war eine Lagerung bei -80°C einige Monate moglich.
Nach 5-mintitiger Inkubation wurden 200ul Chloroform dazugegeben und
anschliessend 15 Sekunden mithilfe des Vortex homogenisiert. Nach einer
weiteren Inkubation von 2-3 Minuten bei Raumtemparatur wurden die
Reaktionsgefifle bei 4°C und 4500 U/min 15 Minuten zentrifugiert.

Von der provozierten Phasentrennung wurde die erste obere, wéssrige
Phase in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefdll gegeben. Der Rest wurde
im halogenhaltigen organischen Abfall entsorgt und die Reaktionsgefil3e
zum Abdampfen iiber Nacht unter dem Abzug gelassen.

Mit 500ul Isopropanol bewirkte man die RNA-Féllung aus der wéssrigen
Phase. Optional war an dieser Stelle die Lagerung tiber Nacht bei -20°C
moglich.

Auf eine 10-miniitige Inkubation folgte eine neue Zentrifugation bei 4°C
und 4500 U/min fiir 10 Minuten.

Der Uberstand wurde in die halogenhaltigen organischen Abfille
verworfen und der RNA Kit von Invitrogen angehédngt. Hierzu wurde das
erhaltene Pellet so schnell wie mdglich in 350l LysisPuffer mit 3,5 pl B-
Mercaptoethanol resuspendiert und gemdf Handbuch aufgereinigt.
Schlussendlich wurde die RNA in 60ul RNAsefreiem H>O eluiert und bei
-20°C gelagert.

2.2.4.2 RNA- Konzentrationsbestimmung

Bevor man zur cDNA-Synthese vorschreiten konnte musste zuerst die
RNA-Konzentration gemessen werden. Dazu wurden 2l isolierte RNA in
48ul ddH>0 verdiinnt und zum Messen in eine Kunstoff-Kiivette gegeben.

Zur Messung im Eppendorf BioPhotometer 6131 wurden im Modus
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ssRNA die FEinstellungen zur Dilution (2ul Probe und 48ul Diluent)
bestdtigt. Zum Nullabgleich wurde die zur Dilution verwendete Substanz
bei den eingestellten Bedingungen gemessen. Die so erhaltenen Messwerte
gaben die RNA-Konzentration dann in pg/ul an. Drei Werte waren ausser
dem Messwert noch von besonderer Bedeutung. Zum einen sollte das
Verhiltnis der Extinktionswerte bei 260nm und 280nm E2e0280 mdglichst
zwischen 1,8 und 2 liegen. Dann sollte, um eine moglichst aussagekriftige
Messung zu erhalten, der Wert der Extinktion bei 260nm Ezg sich
zwischen 0,1 wund 1,0 befinden. Schlussendlich war bei der
Extraktionsmethode mit Trizol noch der Extinktionswert bei 320nm E3zo
wichtig, denn dieser gab Aufschluss T{iber eine mdgliche
Phenolkontamination der Probe, was in der folgenden cDNA-
Synthese durch Proteinkoagulationen zu Problemen gefiihrt gehabt haben

konne. Dieser Wert sollte somit moglichst niedrig gehalten werden.

2.2.4.3 cDNA-Synthese

Nachdem die RNA Konzentration bestimmt wurde, konnte die cDNA
Synthese folgen. Diese bestand aus zwei Schritten:

= Zuerst wurden 2ug RNA zusammen mit 1 ul Oligo-dT und RNAse-
freiem H20 in ein PCR-Tube pipettiert und 10 Minuten bei 70°C
inkubiert. Dies hatte zur Folge dass die Oligo-dTs sich an den
RNA-Strang haften konnten und nachher so als Initiator der
Reversen Transkriptase fungieren. Um zu gewihrleisten, dass
diese Anhaftung erhalten blieb war es wichtig die Tubes
unmittelbar nach der Erhitzung auf Eis zu konservieren.

* Im zweiten Schritt wurden dann 7ul eines angelegten Mixes
zugefligt, der pro Tube 5Sul S5xReverse-Transkriptase-Puffer,
0.625ul  dNTPs, 0.375u] H>O und 1pl MMLV-Reverse
Transkriptase enthielt. Darauthin wurden die PCR-Tubes noch

einmal in der PCR-Maschine eine Stunde auf 42°C erhitzt und am
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Ende wihrend 10 Minuten bei 94°C die Inaktivierung des Enzyms
herbeigefiihrt.
Anschliessend konnte das Produkt noch verdiinnt werden, um eine
moglichst effiziente Ausbeute der RNA-Extraktion zu ermoglichen. Eine
2-fache Verdiinnung auf 1pg umgeschriebene RNA /Tube war iiblich, aber
auch eine 4-fache Verdiinnung auf 0.51g umgeschriebene RNA/Tube war
noch PCR-tauglich.

2.2.4.4 Polymerase-Ketten Reaktion

Um herauszufinden, welche Gene in einer Zellpopulation wie stark
exprimiert werden bedarf es einer Reaktion, die Kary Banks Mullis im Jahr
1983 erfand und fiir die er 10 Jahre spéter den Nobelpreis fiir Chemie
erhalten hat.
Dank des Bakteriums Thermus aquaticus und seiner hitzeresistenten Tag-
Polymerase ist die Grundlage fiir die Polymerase — Ketten Reaktion gelegt.
Diese ist im Wesentlichen eine zyklische Abfolge einer Grundreaktion.
Diese besteht aus 3 Elementen:
= Das Erste ist die Denaturierung des DNA-Stranges, da dieser
aufgebrochen werden muss um eine Replikation zu ermoglichen.
Dazu wird bei einer kurzzeitigen Erh6hung der Temparatur auf
94°C die cDNA in zwei Einrelstriange zerlegt.
= Esschliesst sich die Annealing-Phase an, wo sich die Primer an die
DNA heften und so den fiir sie spezifischen Bereich fiir die Taq-
Polymerase kennzeichnen.
Diese Phase ist sehr spezifisch. Hier unterscheiden sich die
einzelnen Primer hinsichtlich Annealing-Temparatur voneinander.
= In der Polymerisierungsphase stellt die Tag-Polymerase nun, den
Primern folgend, aus dNTPs einen komplementéiren Strang dieses
Bereiches her.
Hier  unterscheiden sich die Primer noch einmal

indirektvoneinander. Je nachdem wie grof3 der zu transkribierende
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Bereich ist braucht die Tag-Polymerase linger. Man geht von 1000

BasePairs pro Minute als Arbeitstempo des Enzyms aus.

Dieser Zyklus wiederholt sich nun 20-40 mal, je nach Primer und
nachzuweisendem Genprodukt. Je hoher die Zyklenzahl umso ofter arbeitet das
Enzym, was zu einer exponentiellen Vermehrung des Produktes fiihrt, bis es zu
einer sogenannten Sattigungskurve kommt, die méglichst vermieden werden soll,
da zu diesem Zeitpunkt kein zuverldssiger Vergleich der einzelnen Samples mehr
moglich ist.

Der Vorteil der PCR besteht in der extrem hohen Sensitivitédt. Theoretisch kann
man eine einzige Kopie eines Genes nachweisen, eine geniligend hohe Zyklenzahl

vorausgesetzt [67, 68].

Der PCR-Ansatz wurde stets wie folgt pipettiert:
= Fiir die Tag-Polymerase von peQLab:
39.3ul H2O (variabel)
Sul 10xPuffer
0.5ul ANTP
0.5ul Primer (sense)
0.5ul Primer (antisense)
2ul MgClz (variabel)
0.2pul Tag-Polymerase

* Fiir die Tag-Polymerase von Promega:
29.3ul H20O (variabel)
10ul 5xGreen Puffer
0.5ul ANTP
1ul Primer (sense)
1 ul Primer (antisense)
o6ul MgCl, (variabel)
0.2ul Tag-Polymerase
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Die Menge an MgCl> unterscheidet sich von einem Primer zum anderen. Diese
Divergenzen miissen dann {iber eine Anpassung der Mengen an zugegebenem
Wasser ausgeglichen werden.

Pro PCR-Tube wurden 2ul cDNA verwendet.

Neben den eigentlichen Samples wurde auch eine Negativprobe in den PCR-
Vorgang mit hineingenommen. Hierbei handelte es sich um ein PCR-Tube in den
statt 2ul cDNA die gleiche Menge HPLC H>O hineingegeben wurde. Dies hatte
als Sinn einen falsch-positiven Ausschlag der PCR zu erkennen und somit eine

ungewollte Kontamination der PCR durch fremde DNA auszuschliessen.

2.2.4.5 Gelelektrophorese

Um das Produkt der PCR und somit das Resultat der Untersuchung sichtbar zu
machen trug man die fertige PCR schlussendlich auf ein Agarosegel auf und setzte
es unter Spannung. Das Gel wurde durch Auflosen von 1,5g Agarose in 100ml
0.5x TBE-Puffer hergestellt. Zur Beschleunigung der Auflésung wurde der Puffer
in einer Mikrowelle so lange erhitzt bis das Pulver sich im Puffer geldst hatte. Um
die DNA sichtbar zu machen war es notwendig dem Gel 20ul Ethidiumbromid
hinzuzufiigen. Dieses setzte sich in der DNA fest und machte sie so unter UV-
Licht sichtbar.

Damit man die Proben nachher auftragen konnte, musste man anhand von
Kédmmen im Gel Taschen hinterlassen wo diese hineinpipettiert wurden.

Je nach verwendeter Tag-Polymerase musste man vor dem Auftragen das Produkt
noch mit dem Glycerinhaltigen Probenpuffer vermischen. Bei der Tag-
Polymerase war dieser schon im Puffer mitinbegriffen. Der mitaufgetragene
Marker sorgte dafiir, dass spdter die Identifizierung des erwarteten Produkts
anhand seiner Grof3e moglich war. Durch ihre Tragheit und Sperrigkeit wanderten
grolle DNA-Fragmente langsamer unter der angelegten Spannung zum Pluspol.

Die jeweilige Spannung betrug zwischen 60-120 V maximal.
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3. Ergebnisse

3.1 Osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen unter Stimulation
mit Pyrophosphat

Der gedankliche Ansatz dieses Experimentes war, die Auswirkungen einer Pyrophosphat
(PPi)-Stimulation auf die osteogene Differenzierung an sich, sowie im Speziellen auf die
nicht Gewebe-spezifische alkalische Phospatase zu beobachten. Zur Dokumentation
wurden sowohl auf zytologischem Niveau die Differenzierung mit Alizarin-Rot Férbung,
ALP-Firbung und Olrot-Firbung (2.2.3.1-2.2.3.3) begutachtet als auch auf RNA Ebene
mittels PCR (s.2.2.3.4) veranschaulicht.

Die Stammzellen wurden jedesmal nach 2, respektiv 4 Wochen geerntet und ausgewertet.

Die Olrot-Fiarbung wurde allerdings nur bei den 2-Wochen Ernten durchgefiihrt.

Alizarin-Rot Firbung

- 2 Wochen

Ohne PPi

Abb.13: Alizarinfiarbung nach 2 Wochen osteogener Differenzierung der MSCs mit/ohne PPi Stimulation
mit Kontrolle
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- 4 Wochen

Ohne PPi Mit PPi

Kontrolle

Abb.14: Alizarinfarbung nach 4 Wochen osteogener Differenzierung der MSCs mit/ohne PPi Stimulation
mit Kontrolle

Diese Féarbung fiihrt die Mineralisierung der Zellen vor Augen indem sie die von den
osteogen differenzierten Zellen gebildete Calciumphosphatsalze rot anfarbt. Durch diese
Methode werden auch Mikrokristalle sichtbar, die normalerweise fiir das Lichtmikroskop

nicht erfassbar wéren [69].

Die Farbungen nach 2 Wochen lassen einen leichten Unterschied zwischen osteogener
Differenzierung und Kontrolle erkennen, die typische Anfarbung der Kristalle fehlt aber
noch weitestgehend. Diese sind erst nach 4 Wochen eindeutig zu erkennen. Ein klarer
Unterschied zwischen den Zellen, die eine Stimulation mit Pyrophosphat hatten und jenen

ohne, ist weder nach 2, noch nach 4 Wochen zu beobachten.
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ALP-Firbung

- 2 Wochen

Ohne PPi

Abb.15: ALP-Féarbung nach 2 Wochen osteogener Differenzierung der MSCs mit/ohne PPi Stimulation
mit Kontrolle

- 4 Wochen

Abb.16: ALP- Féarbung nach 4 Wochen osteogener Differenzierung der MSCs mit/ohne PPi Stimulation
mit Kontrolle

Im Gegensatz zur Alizarinrotfarbung zeigen sich bei der ALP-Firbung die Unterschiede
zwischen differenzierten und nicht-differenzierten Zellen schon nach 2 Wochen. Obwohl
auch in der Kontrolle einige wenige angefarbte Zellen zu erkennen sind, ist der

Unterschied doch selbstdarstellend. Nach 4 Wochen verschwindet bei der osteogenen
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Differenzierung der klare Umriss der gefdrbten Zellen wegen der fiir den Farbstoff schwer
zu durchdringenden Kalkschicht, die sich in der Alizarinfarbung gezeigt hat. Auch in
dieser Farbung bleibt ein Unterschied zwischen mit Pyrophosphat behandelten und

unbehandelten Zellen nicht erkennbar.

Olrot-Firbung

- 2 Wochen
Ohne PPi Mit PPi
. ; { l ﬁ\ = -..
Kontrolle Foiali e air e :
e t\."'" "
i E-" “."f- by
b G e

Abb.17: Olrot-Firbung nach 2 Wochen adipogener Differenzierung der MSCs mit/ohne PPi Stimulation
mit Kontrolle (n=3)

Auch bei der adipogenen Differenzierung zeigt sich die Differenzierung, hier mit den rot
gefarbten Lipidtropfchen im Zytosol. Eine ganz leichte Anfarbung der Kontrolle ist zu
verzeichnen, aber der Unterschied ist dennoch prignant. Ein Unterschied zwischen
stimulierten und nicht-stimulierten Zellen ist bei dieser Firbung ebenso wenig zu

erkennen.
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PCR -2 Wochen

Kitrl O.D.
- + = +
Referenz (EEF1A1)
Osteocalcin (osteogen)
Osteopontin (osteogen)
Core Binding Factor Alpha 1 (osteogen)
Alkalische Phosphatase (osteogen)
Ankylosis, progressive Homolog (osteogen)
Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase
(osteogen)
Dentin Matrix acidic Phosphoprotein 1 (osteogen)
Bone Sialoprotein (osteogen)
Phosphate regulating Endopeptidase homolog,
X-linked (osteogen)
Ktrl AD.

- + = -
Referenz (EEF1A1)
Lipoproteinlipase (adipogen)
Peroxisome Proliferator-Activated Receptors Gamma 2
(adipogen)
Fatty Acid Binding Protein 4 (adipogen)

Abb. 18: PolyChain Reaktion der einzelnen osteogenen und adipogenen Marker bei osteogen (gekennzeichnet mit O.D) und adipogen
(gekennzeichnet A.D.) differenzierten Zellen mit (gekennzeichnet +) und ohne (gekennzeichnet -) Pyrophosphat Stimulation (1uM)
mit den jeweiligen Kontrollen (gekennzeichnet Ktrl) nach 2 Wochen (n=3)
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Auf Genexpressionsebene ist bei der osteogenen Differenzierung nach 2 Wochen kein
eindeutiger Trend festzustellen. Die Hochregulation bei PHEX lie83 sich nicht bestatigen.
Wihrend der Auswertung der Experimente ist eine sehr grofle Variabilitét der Expression
der verschiedenen Gene aufgefallen. Sowohl in der Kontrolle als auch in der osteogenen
Differenzierung unterschieden sich die Genexpressionen der einzelnen Chargen von
hMSC:s teilweise erheblich voneinander, was einen Vergleich extrem schwierig machte.

In der adipogenen Differenzierung hingegen zeigt sich ein homogenes Bild der
Hochregulation der untersuchten adipogenen Markergene in den differenzierten Zellen.
Dies wird auch in den anderen Experimenten bestétigt.

Ein reproduzierbarer Unterschied zwischen mit Pyrophosphat behandelten und
unbehandelten Zellen ist weder in der osteogenen, noch in der adipogenen
Differenzierungsreihe nachweisbar. Bemerkenswert ist, dass ENPP1 offenbar im Rahmen
der osteogenen Differenzierung herunterreguliert wurde, wéhrend die PHEX-Expression

anstieg.

PCR -4 Wochen

Ktrl O.D.

Referenz (EEF1A1)

Osteocalcin (osteogen)

Osteopontin (osteogen)

Core Binding Factor Alpha 1 (osteogen)
Alkalische Phosphatase (osteogen)

Ankylosis, progressive Homolog (osteogen)

Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase
(osteogen)

Dentin Matrix acidic Phosphoprotein 1 (osteogen)
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Ktrl O.D.

Referenz (EEF1A1)

Bone Sialopotein (osteogen)

Phosphate regulating Endopeptidase homolog,
X-linked (osteogen)

Abb. 19: PCR der einzelnen osteogenen Marker bei osteogen (gekennzeichnet mit O.D) differenzierten Zellen mit
(gekennzeichnet +) und ohne (gekennzeichnet -) Pyrophosphat Stimulation mit den jeweiligen Kontrollen

(gekennzeichnet Ktrl) nach 4 Wochen (n=3)

Auch nach 4 Wochen ist keine reproduzierbare Zu- oder Abnahme der osteogenen Gene
zu beobachten. Eine Beeinflussung der Genexpression unter PPi - Einfluss 14sst sich nicht

verzeichnen.

Zusammenfassend bietet sich ein komplexes Bild einer zytologisch offensichtlichen

osteogenen und adipogenen Differenzierung. Allerdings zeigt sich im Gegensatz dazu,
abgesehen von den  adipogenen  Markern, eine  wenig  ausgeprigte
Genexpressionsinderung in den untersuchten Markergenen. Eine wesentliche
Beeinflussung der osteogenen respektiv adipogenen Differenzierung durch PPi ist aus

diesen Experimenten nicht ersichtlich.

3.2 Enzymaktivititsmessung der alkalischen Phosphatase in SAOS2 im Verlauf
der Zeit

Nachdem man bei den SAOS2 P62 eine drastische Aktivitdtsverringerung der alkalischen
Phosphatase zu verzeichnen hatte, wurden die Daten der Kontrollen bei den
darauffolgenden Experimenten mit SAOS2 systematisch gesammelt und schlussendlich

gegeniibergestellt. Dabei gab es 2 voneinander unabhéngige Populationen, die allerdings

aus technischen Griinden nicht linger als Passage 29 verfolgt werden konnten.
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Enzymaktivitat im Verlauf der Passagen 12-29
von zwei SAOS2 Populationen im Vergleich

3500

3000

2500

m SAQS2, zweite Population

U/ug Protein

B SAOS2, erste Populaiton

P12/P13 P14/P16 P17/P26 P21/29
Passagen der SAOS2

Abb.24: Enzymaktivitdtsmessung der alkalischen Phosphatase in SAOS2 Zelllinien im Verlauf der Zeit. In Rot die
erste Population mit den entsprechenden gemessenen Passagen und in Blau die zweite ausgewertete Population (n=3)

In der Darstellung verzeichnete man fiir die erste Population eine leichte Diminution der
Enzymaktivitit bis zur Passage 26. Die beobachtete Erhohung in Passage 29 ist allerdings
aufgrund einer groflen Fehlerbelastung nur beschriankt verwertbar.

Die zweite Population verringert die Aktivitét bis Passage 14, erhdht sie dann aber wieder
leicht bis Passage 21.

Zusammenfassend sieht man eine leichte Enzymaktivititsabnahme in den ersten
Passagen, die allerdings in den spiter gemessenen Passagen wieder zunimmt. Eine

komplette Aktivititsabnahme wie bei den SAOS P62 ist nicht zu verzeichnen.

3.3 Einfluss von PPi, PLP, Probenecid, Vitamin D3 auf die Enzymaktivitit der
alkalischen Phosphatase

Als Versuchszellen wurde hier die SAOS-Zelllinie verwendet. Der Versuch wurde so
angelegt, dass die Messungen zwei verschieden oft gesplittete, sprich gealterte SAOS-
Populationen verglichen. Die Population bei Passage 10 wurde nachfolgend als ,,neu*

bezeichnet und die Passage 62 als ,,alt™.
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Die Zellen wurden fiir 24 Stunden mit dem jeweiligen Substrat inkubiert und
anschliessend geerntet um der AP-Aktivitdtsmessung zugefiihrt werden zu konnen

(s.2.2.2.1).

Die ausgewerteten Dateien wurden in einem Diagramm dargestellt.

Enzymaktivitiit der alkalischen Phosphatase bei Metabolitenstimulation iiber 24 h
in SAOS2

Enzymaktivitat alkalische Phosphatase
SAOS2 neu/alt nach 24 h Stimulation

500 466
400 -
338
350 -
£
£ 300 - 274
i 250 -
189
Z 200 -
D
150 -
100 -
50 -
0 2 2 2 1
O = T T T T T T T T T 1
Q S
& & Qe S
> & & F JF » ¥ ¥F & L
< ¢ N & & > fz}\'
Metaboliten

Abb.20: Diagrammdarstellung der Aktivitét der alkalischen Phosphatase bei SAOS2 P10 verschiedenen Alters (P.10
vs P62) nach 24 Stunden Stimulation mit Pyrophosphat(PPi, 1uM), Pyridoxalphosphat (PLP, 1uM), Probenecid (Prob.,
1,25mM) und Vitamin D3 (Vit.D3, 100 nM) mit jeweils der entsprechenden Kontrolle (n=1)

58



Enzymaktivitat alkalische Phosphatase
SAOS2 neu/alt nach 24 h Stimulation-Prozent

120.00
100.00
100.00 -
€ 84.22
2
2 80.00 - 72.54
o
£ 58.69
'.,E, 60.00 -
° 40.54
& 40.00 -
E
S
20.00 -
0.00 0.53 0.34 0.35 0.17
000 i T T T T T T T T T
A 5 ; .
@ XQQ\ X \? &60 "\VQO) @ QQ\ X \3 &60 "\VQ’))
NN O NY X X AN N\ X N
e 2 Q X > ? I\ x> X
¢ ¢ ¢ on & > X
Metaboliten

Abb.21: Darstellung der Aktivitdt der alkalischen Phosphatase in Prozent (n=1)

Das Diagramm zeigt neben einer starken Abnahme der AP-Aktivitit bei der dlteren

SAOS-Population auch eine deutliche Hemmung der Enzymaktivitit unter Probenecid

und Vitamin D3 bei der jliingeren Generation.

Als Konsequenz auf dieses Experiment wurden die darauffolgenden Wiederholungen nur
noch mit der Population der Passage 10 angesetzt und die AP-Aktivitdt der Zellen wurde

in regelmifigen Abstinden gemessen, um eine eventuelle Abnahme der AP-Aktivitit im

Laufe der Alterung dokumentieren zu kénnen.
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Das Experiment wurde mit den SAOS2 wiederholt, diesmal bei Passage 14.

Enzymaktivitat Alkalische Phosphatase
SA0S2-P14 - U/ug Prot.
800
700
611.13 57701
- 600 : 54G.47
o
& 500 477.67
E
5 400 335.55
300
200
100
0
Medium Ppi PLP Prob. Vit.D
Metaboliten
Enzymaktivitat Alkalische Phosphatase
SAOS2-P14 - Prozent
140
120
190 QQTQ‘)
100 88[44
77|34
2 80 T
[J]
S
& 60 54791
40
20
O T T T
Medium Ppi PLP Prob. Vit.D
Metaboliten

Abb.23: Diagrammdarstellung der Aktivitét der alkalischen Phosphatase bei SAOS2P14 nach 24 Stunden Stimulation
mit Pyrophosphat(PPi, 1uM), Pyridoxalphosphat (PLP, 1uM), Probenecid (Prob., 1,25mM) und Vitamin D3 (Vit.D3,
100nM) mit jeweils der entsprechenden Kontrolle (n=3)
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Auch bei diesem Versuch ist ein dhnliches Resultat zu beobachten. Die
Enzymaktivititsverringerung bei Pyridoxalphosphat 1uM und Probenecid 1,25mM
entsprechen denen aus dem vorherigen Versuch erwarteten Werten, wobei die Hemmung
bei Pyrophosphat 1uM und Vitamin D3 100nM weniger intensiv ausfdllt wie bei den
SAOS2 P10.

3.4 Stimulation von SAOS2-Zellen mit Probenecid fiir 48 Stunden und
Auswirkungen auf die alkalische Phosphatase

Um die beobachtete Aktivititsverminderung der alkalischen Phosphatase unter

Probenecid  1,25mM-Behandlung zu  untersuchen  wurde  sowohl  eine

Enzymaktivitdtsbestimmung nach 48 Stunden als auch eine PCR-Untersuchung von ALP,

ANKH und ENPP1 durchgefiihrt.

3.4.1 Enzymaktivititsmessung

Enzymaktivitat alkalische Phosphatase in SAOS2 nach
48h Probenecid-Stimulation

800

700

600 I

500 -

N
o
o

L

i

Protein
w
o
o
Il

U/pg
o
o

100 -

Kontrolle Probenecid

Abb.25: Enzymaktivitdtsmessung der alkalischen Phosphatase in SAOS2 Zellen nach 48 h Probenecid-Stimulation (n=3)
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Nach 48 Stunden Probenecid 1,25mM Stimulation beobachtete man eine signifikative

Abnahme der Enzymaktivitit in SAOS2 Zellen.

3.4.2 PCR von ALP, ANKH und ENPP1

Kitrl +P Ktrl = +P Ktrl | +P

Referenz (EEF1 A [ —i—
ALP [ am—

NP pr——
ANKH — —

SAOS2 P21 SAOS2 P26 SAOS2 P29

Abb.26: PCR-Analyse der Gene ALP, ENPP1 und ANKH von 3 SAOS2 Chargen nach 48 h Probenecid-Stimulation (gekennzeichnet
+P) mit entsprechender Kontrolle (gekennzeichnet Ktrl)

Nach einer Stimulation mit Probenecid fiir 48 Stunden konnte man bei allen 3 Versuchen
eine leichte Verringerung der ALP- und ENPP1 Expression erkennen. Fiir ANKH waren

die Ergebnisse nicht kohérent.

3.4.3 Apoptose-Messung von SAOS2 nach 48 h Probenecid-Stimulation

Um auszuschliessen dass die verzeichnete Verringerung der Aktivitdt nicht auf einen
Verlust an Zellen durch apoptotische Vorgéinge zuriick zu fiihren ist, wurde im Anschluss

eine Apoptose-Messung (s.2.2.1.6) durchgefiihrt.

Apoptose SAOS2 P21
nach 48h Probenecid-Stimulation

10000

5000
M Probenecid 48h

Apoptoserate

® Mediumkontrolle

Proben

Abb. 27: Apoptoserate von SAOS2 P21 Zellen nach 48 h Pobenecid-Stimulation mit Mediumkontrolle
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Eine signifikative Erh6hung der Apoptoserate war im Vergleich zur Mediumkontrolle

nach 48 Stunden Probenecid-Stimulation nicht zu beobachten.

3.5 Effekte einer Kurzzeitbehandlung mit Zoledronat bei humanen Stammzellen

Da Zoledronat einen bedeutenden Einfluss auf die osteogene Differenzierung hat [63, 70],
stellte sich die Frage wie die Expression von ALP, ENPP1 und ANKH nach einer

Exposition von 3 Stunden mit anschliessender osteogener Differenzierung reagieren.

Der Versuch der Zoledronat“dusche®, einer kurzzeitigen Exposition der Zellen von 3-6

Stunden mit anschliessender Differenzierung iiber 2, respektive 4 Wochen, wurde nicht
selbst durchgefiihrt. Hierflir wurde die konservierte RNA respektive cDNA von fritheren
Versuchen, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Jakob und dessen

Arbeitsgruppe, zur Auswertung herangezogen [61, 71].
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MSC 414, 2 Wochen MSC 414, 4 Wochen MSC 418, 2 Wochen

DMEM OK. 20 50 | DMEM OK. | 20 50 |DMEM | 20 50

Referenz

ALP

ENPP1

ANKH

MSC 418, 4 Wochen MSC 419, 2 Wochen MSC 419, 4 Wochen

DMEM O.K. 20 50 | DMEM OXK. 20 50 |DMEM O.K.f 20 50

Referenz

ALP

ENPPI

ANKH

Abb. 28: PCR-Auswertung von ALP, ENPP1 und ANKH bei osteogen Differenzierten Zellen mit 20uM sowie 50 uM
Zoledronat (gekennzeichnet: 20; 50) sowie den zugehdrigen Mediumkontrollen (gekennzeichnet: DMEM) und
osteogenen Kontrollen (gekennzeichnet: O.K.) Bei den MSC 418, 2 Wochen konnte aus technischen Griinden eine
osteogen differenzierte Kontrolle nicht beigefiigt werden.
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In der PCR findet man einerseits eine Hochregulation von ALP sowohl in der osteogenen
Kontrolle als auch in der Zoledronat Stimulation. Einen signifikanten Unterschied
zwischen osteogener Kontrolle und mit Zoledronat behandelten Zellen sieht man jedoch
nicht.

Bei ENPP1 sind die Ergebnisse widerspriichlicher. Bei den MSCs 414 2 Wochen, 418 2
Wochen Differenzierungen prisentiert sich eine leichte Abnahme der Genexpression
verglichen mit der Kontrolle. Bei allen anderen bleibt die Expression konstanter oder
nimmt sogar zu (419 2 Wochen).

Bei ANKH werden keine signifikanten Verdnderungen verzeichnet.

3.6 ENPP1-Aktivitatsmessung mit PPADS und B-y Methylentriphosphat als
Hemmsubstanzen

Um den Effekt einer ENPP1 Suppression zu veranschaulichen wurden die Substanzen
PPADS und -y Methylentriphosphat als Hemmsubstanzen identifiziert [72]. Um den
Effekt zu belegen, wurde eine ENPP1-Aktivititsmessung (s.2.2.2.2) mit verschiedenen
Zelltypen und Substanzkonzentrationen von PPADS und B-y Methylentriphosphat
durchgefiihrt. Bei den Zelltypen handelte es sich um humane mesenchymale

Stammzellen, SAOS-Zellen und HEK-293.

Die Resultate wurden anhand von Diagrammen veranschaulicht.

ENPP1 Aktivitdt mit PPADS - Prozent

120
100 A
\ == MSCmit
80 PPADS
== SAOS mit
60 PPADS

HEK mit

40 \\ _ PPADS
20 o — ‘
0 . ‘\E\?‘ .

Grundaktivitat 25 50 100
UM PPADS

ENPP1 Aktivitdt in Prozent

Abb.29: Aktivitdtsmessung von ENPP1 bei Hinzufligen von verschiedenen Konzentrationen von PPADS
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ENPP1 Aktivitdt mit meATP - Prozent

120

100 7\

< === MSCmit
P meATP
= 80
£ ={l=SAOS mit
]
2 60 = meATP
2
=}
= HEK mit
o 40 % meATP
z o
20
vV\
O T T T 1
Grundaktivitat 50 100 300
1M B-ymeATP

Abb. 30: Aktivitditsmessung von ENPP1 bei Hinzufiigen von verschiedenen Konzentrationen von B-y
Methylentriphosphat

Sowohl bei Hinzugabe von PPADS als auch bei -y Methylentriphosphat wurde eine
signifikante Abnahme der ENPP1- Grundaktivitdt gemessen. Bei PPADS ist die Aktivitét
bei der niedrigsten getesteten Konzentration von 25uM schon bei allen verwendeten
Zellen auf einen Wert um 20% gesunken. Somit ist PPADS ein offensichtlich potenterer
Hemmstoff als B-y Methylentriphosphat, der fiir das gleiche Inhibierungsergebnis
Konzentrationen bis zu 300 uM bendtigt.

Nachdem das Resultat weitere 2 Mal bestétigt worden war, konnten sowohl PPADS als
auch  B-y  Methylentriphosphat  als  Hemmstoffe @ von  ENPP1 den
Differenzierungsversuchen mit mesenchymalen Stammzellen und Versuchen zur RNA-
Extraktion nach 24 Stunden PPADS respektiv B-y Methylentriphosphat Stimulation
zugefiihrt werden.
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3.7 Osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen unter ENPP1
Inhibition

In diesem Experiment galt die Aufmerksamkeit den Auswirkungen einer Inhibition des

Enzyms ENPP1 mit PPADS und B-y Methylentriphosphat auf die osteogene

Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen. Dabei wurde sowohl eine

zytologische Auswertung als auch eine Genexpressionsanalyse anhand PCR-Methode zur

Dokumentation verwendet.

Die erste Ernte erfolgte nach 2 Wochen und die Zweite nach 3 Wochen und 4 Tagen.

Zytochemische Firbung und Auswertung

Welliibersicht — 2 Wochen

Kontrolle [-ymeATP  PPADS Kontrolle R-ymeATP PPADS

Kontrolle

Osteogene
Differenzierun

Abb.31: Welliibersicht der osteogenen Differenzierung der MSCs unter ENPP1-Inhibition nach 2 Wochen. Links:
Alizarin-Rot S Farbung, rechts: ALP-Firbung
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Welliibersicht - 3 Wochen 4 Tage

Kontrolle R-ymeATP PPADS Kontrolle B-ymeATP PPADS

Kontrolle

Osteogene
Differenzieru

Abb. 32: Welliibersicht der osteogenen Differenzierung der MSCs unter ENPP1-Inhibition nach 3 Wochen 4 Tage.
Rechts: Alizarin-Red S Farbung, links: ALP-Farbung. Der Pfeil markiert den schwiécher ausfallenden
Mineralisierungsbeginn unter -y Methylentriphosphat.

Nach 2 Wochen osteogener Differenzierung zeigt sich in der ALP- Farbung ein deutlicher
Unterschied zwischen den differenzierten Zellen und der Kontrolle. Bei der Alizarin-Rot
S Féarbung ist der Unterschied nicht bis nur minimal vorhanden. Makroskopisch ldsst sich
bei keiner der zwei Farbungen ein Unterschied zwischen ENPP1 Inhibition und Kontrolle
feststellen.

Die zweite Ernte musste wegen Zellablosungen von den Deckgldsern nach 3 Wochen und
4 Tagen vorgezogen werden. Urspriinglich war die Ernte nach 4 Wochen geplant. Diese

Komplikation trat des Ofteren wihrend dem Prozess der osteogenen Differenzierung auf.

Man ging davon aus, dass das Abldsen eine Reaktion der Zellen auf den schweren
Kalkmantel war. Besonders betroffen sind die osteogen differenzierten Kontrollen
sowohl in der ALP- als auch in der Alizarin- Firbung, sowie die osteogene PPADS
Stimulation in der ALP-Farbung.

Die ALP-Farbung hat bei den osteogen differenzierten Zellen nach 3 Wochen 4 Tagen
noch an Intensitit zugenommen. Die Differenzierung lésst sich nach 3 Wochen 4 Tagen
auch in der Alizarin Red S Farbung von der Kontrolle abgrenzen. Eindrucksvoll sind die
dunkelrot angefarbten Areale von wo die Mineralisierung der Zellen ihren Lauf nimmt.

Ein Unterschied zwischen PPADS und -y Methylentriphosphat ist in dieser Farbung zu
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erkennen. Wéhrend Kontrolle und PPADS bereits sichtbar mit der Mineralisierung
angefangen haben, ist bei B-y Methylentriphosphat Behandlung zwar wohl ein

Mineralisierungsbeginn (Pfeil), doch ein etwas verzogerter Verlauf zu beobachten.

Alizarin Red S — 2 Wochen

Kontrolle R-ymeATP PPADS

Kontrolle

Osteogene
Differenzierung

Abb.33: Auswertung der osteogenen Differenzierung der MSCs unter ENPP1 Inhibition nach 2 Wochen.
Alizarin Rot S - Férbung

Alizarin Rot S —3 Wochen 4 Tage

Kontrolle B-ymeATP PPADS

Kontrolle

Osteogene
Differenzierung

Abb.34: Auswertung der osteogenen Differenzierung der MSCs unter ENPP1 Inhibition nach 3 Wochen 4 Tagen.
Alizarin Rot S - Féarbung
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Auch unter mikroskopischer Vergroferung ldsst sich in der Alizarin-Red S — Fiarbung
nach 2 Wochen noch kein bedeutender Unterschied zwischen osteogener Differenzierung
und Kontrolle feststellen. Dieser ldsst sich erst nach 3 Wochen 4 Tagen beobachten,
allerdings muss hier bei der Auswertung die Tatsache der Zellablosung beachtet werden.
Der beobachtete Unterschied zwischen PPADS und B-y Methylentriphosphat nach 3
Wochen 4 Tagen ist zwar auch mikroskopisch erkennbar, ein direkter Vergleich mit der

osteogen differenzierten Kontrolle ist allerdings nicht moglich.

ALP-Firbung — 2 Wochen

Kontrolle R-ymeATP PPADS

P
L o e

Kontrolle

Osteogene
Differenzierung

Abb. 35: Auswertung der osteogenen Differenzierung der MSCs unter ENPP1 Inhibition nach 2 Wochen.
ALP - Farbung

ALP-Farbung — 3 Wochen 4 Tage

Kontrolle R-ymeATP

Kontrolle

Osteogene
Differenzierung

Abb. 36: Auswertung der osteogenen Differenzierung der MSCs unter ENPP1 Inhibition nach 3 Wochen 4 Tagen. ALP
— Féarbung
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Die ALP-Farbung lédsst schon nach 2 Wochen eine Abgrenzung zwischen Kontrolle und
Differenzierung zu. Unter dem Mikroskop ist nach 2 Wochen kein Unterschied zwischen

osteogener Kontrolle, PPADS und -y Methylentriphosphat Stimulation zu erkennen.

Nach 3 Wochen 4 Tagen besteht das Problem der Zellablosung in der osteogenen
Kontrolle sowie der osteogenen PPADS Stimulation. Dadurch 14sst sich hier keine oder
eine weniger ausgepragte Anfarbung antreffen. Bei der osteogenen Kontrolle kann man
trotzdem die Mineralisierung beobachten.

Insgesamt deutet sich gegeniiber der 3-y Methylentriphosphat Stimulation eine verstérkte

Mineralisierung auf Zellniveau durch die Hemmung von ENPP1 unter PPADS an.

PCR-Auswertung

Nach 2 Wochen, respektiv nach 3 Wochen und 4 Tagen wurde auch RNA fiir die

Genexpressionsanalyse anhand PCR aus MSCs isoliert. Der Fokus lag auf den Enzymen

ALP und ENPP1 sowie auf dem Membrankanal ANKH.

PCR-Auswertung — 2 Wochen

Ktrl. Ktrl. Ktrl. 0.D 0.D 0.D
PPADS meATP PPADS meATP

e ————

Abb.37: PCR- Darstellung osteogene Differenzierung von MSCs unter ENPP1- Inhibierung nach 2 Wochen
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PCR-Auswertung — 3 Wochen 4 Tage

Ktrl. Ktrl. Ktrl. 0.D 0.D 0.D

PPADS meATP PPADS meATP
| ———
e

Abb.38: PCR- Darstellung osteogene Differenzierung von MSCs unter ENPP1- Inhibierung nach 3 Wochen 4 Tage

In der PCR-Auswertung nach 2 Wochen erkennt man bis auf einen Anstieg der ALP-
Expression bei der osteogenen Differenzierung keine signifikativen Verdnderungen.

Bei 3 Wochen 4 Tagen hingegen erhoht sich neben der ALP auch die Regulation von
ENPP1 bei der osteogenen Differenzierung unter 8-y Methylentriphosphat Stimulation.
Bei ALP ist der Anstieg deutlicher ausgeprigt als bei ENPPI, und es besteht im
Gegensatz zu den Ergebnissen nach 2 Wochen eine Differenz zwischen der Stimulation
mit PPADS und B-y Methylentriphosphat; die Expression der osteogenen Differenzierung
unter PPADS-Stimulation ist eher riickldufig im Vergleich zu der 2 Wochen Analyse,
wogegen der Wert der osteogenen Differenzierung unter B-y Methylentriphosphat

Stimulation zunimmt.

3.8 24 Stunden Stimulation von SAOS-Zellen und humanen Stammzellen mit
ENPP1 Inhibitoren

Um die kurzfristige Auswirkung der ENPP1 Substrat-Antagonisten PPADS und 8-y
Methylentriphosphat auf die Genexpression der Zellen zu untersuchen, wurden humane

Stammzellen und SAOS-Zellen fiir 24 Stunden mit den Inhibitoren inkubiert. Danach



wurde die RNA extrahiert und fiir die PCR-Analyse in cDNA umgeschrieben und

weilterverwendet.

MSC

M PPADS R-ymeATP

Referenz (EEF1A1)

ENPP1

ANKH

ALP

Abb.39: PCR- Darstellung 24 h Stunden Stimulation von MSCs mit ENPP1-Inhibitoren
(n=4)

SAOS

M PPADS  B-ymeATP

Referenz (EEF1A1)

ENPP1

ANKH

ALP

Abb.40: PCR- Darstellung 24 h Stunden Stimulation von SAOS mit ENPP1-Inhibitoren
(n=3)
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Bei den PCR-Auswertungen féllt sowohl bei den SAOS-Zellen als auch den MSCs
einerseits eine Steigerung der ANKH- und ENPPI-Expression bei B-y
Methylentriphosphat im Vergleich zu der Kontrolle und der Stimulation mit PPADS auf,
wobei die ANKH- Uberexpression bei den SAOS-Zellen nicht ganz so deutlich ist.
Andererseits wird auch eine Reduktion der ALP-Expression bei der B-y
Methylentriphosphat Behandlung deutlich.

Insgesamt betrachtet sind die Ergebnisse bei den mesenchymalen Stammzellen besser zu

beobachten als bei der SAOS-Zelllinie.
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4. Diskussion

4.1 Stimulation der HMCS mit PPi- Auswirkungen auf zytologischer und
genomischer Ebene

In dem ersten Experiment wurde die Auswirkung von Pyrophosphat auf die osteogene
und adipogene Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen untersucht.
Wihrend die osteogene Differenzierung mittels Alizarin Rot und ALP-Férbung teilweise
schon nach 2 Wochen nachgewiesen werden konnte (s. Abb.14, 15), blieb die erwartete
Suppression der osteogenen Differenzierung unter PPi — Behandlung aus. Auch auf
Genexpressionsebene konnte eine Suppression der osteogenen Marker, insbesondere der
TNSALP, entweder nicht nachgewiesen oder nicht reproduziert werden (Abb.18, 19).
Dies entspricht nicht der allgemeinen Annahme, dass eine libermiBige Exposition von
PPi die Knochenmineralisation iiber Inhibierung der Hydroxyapatit Deposition effektiv
hemmt [31, 45, 73, 74].

Die Griinde hierfiir konnen vielfaltig sein. Wéhrend bei den PCR Ergebnissen sicherlich
methodische Griinde (Ungenauigkeiten beim Pipettieren sowie Aufbereitung der DNA
u.a.) in Betracht gezogen werden miissen, kommen fiir die zytologischen Ergebnisse auch
andere Faktoren hinzu. Eine Vermutung ist, dass eventuell die TNSALP-Aktivitit der
Zellen gereicht hat, um das hinzugegebene PPi zu hydrolysieren. Das Nachstellen der
Mineralisierungsbedingungen in vitro konnte dadurch erschwert werden, dass das
Microenvironment in unmittelbarer Ndhe der Zelloberfliche ganz andere
Konzentrationen der Reaktionspartner erfordert, die man nur durch z.B. Knockdown oder
Uberexpression der jeweiligen beteiligten Enzyme erreichen kénnte. Das Ausbleiben von

Anderungen auf der Ebene der Genexpression ist dann eine logische Konsequenz.

4.1.1 Die Einfliisse der osteogenen Differenzierung und PPi auf die PCR Analyse

Verschiedene Genexpressionsmuster lassen sich fiir bestimmte Gene mit Prozessen wie
der osteogenen Differenzierung in Verbindung bringen. In diesem Abschnitt sollen die
verwendeten sogenannten osteogenen Marker vorgestellt und das jeweilige Resultat

diskutiert werden.
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ALP, ANKH und ENPP1

Die drei Proteine ALP, ANKH und ENPP1 wurden in den Kapiteln 1.3, 1.4 und
1.5 vorgestellt. Der Schwerpunkt ihrer Katalysierungsarbeit liegt in der
Homdostase von Pyrophosphat (s. Kap. 1.2). Dadurch wird der
Mineralisationshemmer PPi zu organischem Phosphat prozessiert und so
zusammen mit Hydroxylapatit in die Mineralisierung der Extrazellularmatrix
eingeschleust [17].

Bei einer osteogenen Differenzierung wird in anderen Arbeiten eine Erhdhung der
Expression von ALP wiéhrend der frithen Phasen des Differenzierungsvorganges
berichtet [75-81]. Dies konnte in diesem Experiment nur andeutungsweise
beobachtet werden. Nach Frank et al. erreichte die ALP-Expression ihre hochsten
Werte innerhalb der ersten Woche um anschliessend abzufallen, wihrend die
Mineralisierung zunahm [78]. Dies wurde auch von Strauss et al. beobachtet [80].
Alvarez Perez et al. spricht dagegen von einer Erhohung wéhrend der Periode von
Tag 7 bis 21 der osteogenen Differenzierung. Von einer Abnahme wéhrend der
Mineralisierung wird hier nicht berichtet [77]. Vor diesem Hintergrund war der
Analysezeitpunkt fiir dieses Gen moglicherweise ungiinstig gewdhlt, da nach 2
Wochen womoglich die Expression wieder deutlich niedrigere Werte erreicht hat.
Eine Beeinflussung der Expression durch PPi wird unter diesen Umstidnden
ebenfalls schwierig zu beurteilen.

Die beiden zusitzlichen Enzyme der Phosphathomdostase ENPP1 und ANKH
werden ebenfalls mit der osteogenen Differenzierung in Verbindung gebracht.
Eine Beteiligung an der Mineralisierung geht bei ENPP1 aus verschiedenen
genetischen Krankheitsbildern hervor, die mit einer Verringerung der ENPP1
Aktivitdt einhergehen. Hierzu gehdren pathologische Verkalkungen von
Ligamenten [82] und Gefdllen [45]. Auch bei ANKH weisen genetische
Mutationen mit dem resultierenden Phénotyp auf eine Beteiligung im
Mineralstoffwechsel hin [46-48].

Nam et al. zeigte im Zusammenhang mit einer ENPP1 Minderexpression eine
Hemmung der Differenzierung zu Osteoblasten [83]. Allerdings wird keine

Uberexpression des Enzyms wihrend der Differenzierung angegeben, sondern der
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fehlende Ubergang von Priiosteoblasten zu Osteoblasten bei verringerter ENPP1-
Expression. Kaur et al. stellten hier allerdings bei osteogener Differenzierung von
Mesenchymalen Stammzellen der Ratte eine Abnahme der Expression nach 14
Tagen fest [84]. Dies findet sich auch in der PCR-Analyse nach 2 Wochen im
Rahmen dieser Arbeit wieder, was fiir eine Differenzierung der Zellen zu
Osteoblasten sprechen konnte (Abb. 18). Auch findet man eine leichte Abnahme
der Genexpression unter PPi Behandlung, sowohl bei der Kontrolle als auch bei
der osteogenen Differenzierung.

ANKH erreicht nach Kirsch et al. seine maximale Expression nach 3 Tagen
Differenzierung [85]. Hier wird eine signifikante Abnahme von osteogenen
Markern und der Mineralisierung bei einer Osteoblasten Zelllinie mit
verminderter ANKH-Aktivitdt festgestellt [85]. Wie bei ALP ist hier der
Zeitpunkt der Analyse warscheinlich ungiinstig gewihlt.

Langjéhrige Erfahrungen mit der in vitro osteogenen Differenzierung aus dem
Labor der Orthopédischen Klinik sprechen dafiir, dass der Prozess der osteogenen
Differenzierung und das Ausmall der Mineralisierung nicht immer kongruent
verlaufen. Einige so genannte osteogene Marker werden in der Phase des
Ubergangs vom Osteoblasten zum Osteozyten wieder vermindert exprimiert, die
ALP gehort sicher dazu. Neben der interindividuellen Schwankungsbreite der
Donor-Zellen kommt auch hinzu, dass die 2D-Zellkultur die Verhiltnisse nur
ungeniigend widerspiegelt. Aus den hier diskutierten Experimenten kann jedoch
festgestellt werden, dass der Versuch, die PPi-Konzentrationen zu modulieren
keine wesentlichen Interaktionen zwischen den hauptsidchlich an der PPi-
Homdostase beteiligten Enzymen erkennen ldsst. Moglicherweise kommt den
Veranderungen der mineralisierungshemmenden Peptide z.B. von Osteopontin,
Osteocalcin und FGF23 eine grofere Bedeutung in der Modulation der

Mineralisierung zu, wie im Folgenden zu diskutieren sein wird.
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Osteocalcin (OC)

OC, oder Bone Gla Protein, wird von Osteoblasten sekretiert und findet sich in
relevanter Konzentration in der extrazelluldren Knochenmatrix in seiner y-
carboxylierten Form [86]. Diese bindet an Hydroxylapatit, wogegen die
uncarboxylierte Form als hormoneller Botenstoff auf den Glucosestoffwechsel
der Zellen Einfluss nimmt [86, 87]. OC nimmt im erwachsenen Knochen bis zu
2% aller Proteine in der Extrazelluldrmatrix ein [88]. Vitamin D3 nimmt iiber eine
entsprechende Bindungsstelle im Promoter Einfluss auf die Expression des
zugehorigen Genes; Yoon et al. zufolge ist dieser Stimulus positiv [89], neueren
Ergebnissen zufolge allerdings iiber indirekten Weg hemmend [90]. Uber ein
weiteres responsives Element im Promoter nimmt die Regulation {iber Osteoblast-
specific transcription factors (Osf2/Cbfal) Einfluss [91].

OC wird im spdten Stadium des Osteoblasten/Osteozyten sekretiert und
schlieBlich beim Ubergang zum reifen Osteoblasten herunterreguliert [76, 79].
Somit wird das Gen kurz vor der Phase der Mineralisierung verstirkt exprimiert;
Nakamura et al. beschreibt eine Erh6hung der OC Genexpression nach 2 Wochen
in vitro [79]. Das nicht-kollagene Protein verfiigt liber negativ-regulatorische
Einfliisse auf die Knochenproduktion, die allerdings eher als Steuerung der
Verknocherung und nicht als Blockade zu verstehen sind [92, 93].

OC wird heutzutage als regulatorisches Protein der Mineralisierung verstanden
und seine Sekretion geht dieser voraus [79]. Nakamura et al. belegte dariiber
hinaus die Moglichkeit, OC als Marker der osteogenen Differenzierung zu
verwenden [79]. Tatsdchlich wird OC als einer der spezifischsten Marker der

Entwicklung zum Osteoblasten gesehen [80, 94-96].

Die Resultate dieser Arbeit zeigen nach 2 Wochen keine Erhohung der OC
Expression bei den Zellen unter osteogener Differenzierung gegeniiber der nicht
differenzierten Kontrolle (Abb.18). Nach 4 Wochen zeigt sich eine erhdhte
Expression unter osteogener Differenzierung. Auch ein Unterschied zwischen
PPi- behandelten Zellen und osteogener Kontrolle ist zu vermerken (Abb.19).

Diese Zunahme wiirde fiir einen erhohten Knochenstoffwechsel sprechen [88].
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Eine verminderte Expression von OC bei der osteogenen Differenzierung unter
PPi Behandlung konnte auch auf eine verspitete Differenzierung zu Osteoblasten
hindeuten. Dies wiére eventuell zuriickzufiihren auf die verminderte Expression
von ENPP1 nach 2 Wochen (s.0.) wie schon von Nam et al. beschrieben [83].
Der Zeitpunkt der beobachteten Erhéhung der Expression ist laut Nakamura et al.
sowie Cameron et al. eher spét [76, 79], wihrend anderen Berichten zufolge
dhnliche Verlaufsmuster beobachtet wurden [77, 97]. Auch die fehlende
Expression bei der Kontrolle ist bei dem Osteoblasten spezifischen Protein
nachvollziehbar.

Die Verminderung der Expression unter PPi konnte daher auf einen verminderten
Knochenumsatz hindeuten, oder aber als reflektorische Herabregulierung von OC,
um weniger dessen hemmenden Eigenschaften ausgesetzt zu sein. Dies konnte
dazu beitragen, auch in einem Umfeld mit PPi der dadurch zustande kommenden
Mineralisationshemmung  entgegenzuwirken.  Angesichts der fehlenden
Mineralisationsstorungen unter PPi Behandlung auf zytochemischem Niveau

(Abb.13, 14, 15, 16), konnte dies einen Kompensationsmechanismus darstellen.

Core-binding factor subunit alpha 1 (CBFA1)

Bei CBFAI (core-bining factor subunit alphal), oder auch RUNX2 (Runt-related
transcripton factor 2) genannt, handelt es sich um ein zellinternes Nuklearprotein
der Familie der Runt/CBFA Transkriptionsfaktoren [95]. Es wird nach aktuellem
Wissenstand als zentraler Transkriptionsfaktor im Prozess der osteogenen
Differenzierung gesehen [91]. Das Protein erhoht die Expression der meisten von
Osteoblasten exprimierten Gene und steuert die Differenzierung von Osteoblasten
[98]. Hierzu gehoren u.a. OC, wo es im Promoter an ein OSE2 (osteoblast-specific
cis-acting element) bindet und somit die Expression positiv beeinflusst [86, 91],
sowie Osteopontin (OP) [99] und COL1A1 (Kollagen Typ 1) [76]. Somit tragt das
Protein neben der Differenzierung auch zur Aufrechterhaltung der

Osteoblastenfunktionen bei [95].
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Auch wurde die Erhéhung der Expression von CBFA1 wéhrend der osteogenen
Differenzierung als zeitgleich mit OC und OP beschrieben [79].

Die Expression von CBFAT gilt als essentiell fiir die Osteoblastendifferenzierung,
Schwankungen im Verlauf der osteogenen Zellreifung sind im Normalfall nicht
in relevantem Ausmal} vorhanden [98].

In den PCR Untersuchungen konnte nach 2 Wochen osteogener Differenzierung
kein Unterschied zwischen Kontrolle und MSCs im Differenzierungsmedium
festgestellt werden. Dies deckt sich mit den Informationen aus der Literatur, da es
vor allem an spiteren Zeitpunkten der Differenzierung zusammen mit OC und OP
hochreguliert wird. Nakamura et al. berichtet zwar von einer relativ frithzeitigen
Erhohung der mRNA ab Tag 6 der Differenzierung, allerdings féllt diese auch
wieder zusammen mit der Expression von OC und OP [79]. Nach 4 Wochen zeigt
sich allerdings kein wesentlicher Unterschied. Eine verringerte Expression unter
PPi-Zugabe bei der Kontrolle lieB sich unter osteogener Differenzierung nicht
beobachten. Hieraus kann man zumindest schlieBen, dass das osteogene
Committment auch unter den gegebenen Bedingungen prinzipiell erhalten bleibt.
Die Prisenz von CBFAIl bei der Kontrolle spricht wiederum dafiir, dass
prinzipiell ein osteogenes Committment vorliegt (s.0.). Die fehlende
Mineralisierung und fehlende OC-Expression sprechen dafiir, dass nachgeordnete
osteogene Signalkaskaden fiir die weitere osteogene Reifung der Zellen noch
nicht stattgefunden haben. Die Beobachtung kann dafiir stehen, dass die
Stammzellen teilweise spontan in ein osteogenes Commitment eintreten.

Die verminderte Expression von CBFA1 unter PPi im Kontrollmedium koénnte
darauf hindeuten, dass dieses niedrige Niveau eines spontanen Committment
vermindert wird, eine Aussage, die gezielt zu liberpriifen bliebe. Im Nachhinein
wire dies ein relativ bedeutsamer Befund, wenn man annidhme, dass eine
tiberhohte Konzentration von PPi das osteogene Commitment bereits zu Beginn

verhindert.
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Bone Sialoprotein (BSP) und Osteopontin (OP)

BSP gehort zusammen mit OP zu den Sialoproteinen. Sie stellen 8-12% der
extrazelluldren nicht-kollagendsen Proteine in der Knochenmatrix dar [100].
Zusammen unter anderem mit Dentin Matrix Protein 1 (DMP1) werden sie heute
zu den SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand Interacting Glycoproteins)-
Proteinen gezéhlt, die zu den nicht-kollagendsen Extrazelluldrproteinen der
Knochenmatrix gehoren und hier Schliisselrollen in der Knochenbildung
iibernehmen [101, 102]. Herring und Kent konnten BSP zum ersten Mal im Jahre
1972 aus bovinem Kortikalknochen isolieren [93]. In spiteren Arbeiten
kristallisierte sich dann heraus, dass es sich bei diesem Experiment, anders als bis
dahin angenommen, um zwei Proteine handelte, die dhnliche Eigenschaften
aufweisen: BSP und OP [99, 103, 104]. Beide sind stark phosphorylierte und
sulfatierte Glycoproteine [105]. Die Phosphorylierung hat eine Auswirkung auf
die Bindungsaktivitéit an der Extrazellularmatrix [93, 106]. Fiir Osteopontin weil3
man, dass Polypeptide aus diesem Protein Substrate fiir die Dephosphorylierung
durch die AP darstellen und den Mineralisierungsvorgang wesentlich

beeinflussen [107].

BSP

Die Expression von BSP limitiert sich auf mineralisiertes Gewebe, Gewebezonen
mit Mineralisierungspotential, sowie hypertrophe Knorpelzellen [108]. Eine
Erhohung der Genexpression von BSP findet man vor allem bei einer de novo
Synthese von Knochenmaterial [108]. Die Regulierung der Expression erfolgt
unter anderem iiber das Osteoblasten ,,Master““-gen (cis Ganss et al. [93]) CBFA1,
das auch hier iiber eine entsprechende Promotorregion im Genom verfiigt (c.f.
Kapitel CBFAT1) [91].

Nach aktuellem Wissensstand besteht die Moglichkeit, dass BSP im

Knochenstoffwechsel multiple Aufgaben {ibernimmt.
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Einerseits iibernimmt BSP eine Adhésionsfunktion zwischen Zellen und der
extrazelluliren Matrix [109], so dass dementsprechend ein beglinstigendes
Potential fiir Knochenmetastasen besteht, besonders bei Brustkrebs und dem hier
entstechenden Mikrokalk [93, 110-113]. Auch bei Osteomyelitis mit
Staphylococcus aureus gibt es Hinweise, dass die adhesiven Féhigkeiten eine
entscheidende Rolle bei der Bakterienadhision spielen [114].

Andererseits wird eine regulierende Funktion bei der Bildung von Hydroxyapatit
diskutiert, wobei BSP sogar die Initiierungseinheit darstellen kénnte [115]. Auch
eine Unterstiitzung der Mineralisierung duch Induktion der Differenzierung von
Priaosteoblasten zu Osteoblasten konnte nachgewiesen werden [116]. Unterstiitzt
wird diese Theorie dadurch, dass BSP vor allem bei fertigen Osteoblasten und
Zonen mit erhohtem Knochenmetabolismus, sowie in spédten osteogenen
Differenzierungsphasen, exprimiert wird [93, 117, 118].

In dieser Arbeit zeigte sich weder nach 2 Wochen, noch nach 4 Wochen eine
signifikante, reproduzierbare Steigerung der Expression dieses Proteins. Da der
mikroskopische Phianotyp der Zellen unter osteogener Differenzierung auf eine
erfolgte Mineralisierung hindeutet, ist dieses Ergebnis eher untypisch. Ein
Erklarungsversuch liegt darin, dass, wie Catelas et al. zeigten, die Genexpression
von Zellen nicht nur von ihrem Medium, sondern auch von ihrer physischen
Umgebung abhéngig ist [81]. Da BSP an der Bildung der Extrazelluldrmatrix und
der Integration des Osteoblasten in diese maBgeblich beteiligt ist, konnte dies
einen Einfluss auf die Expression haben. Moglicherweise hat dies spéter in der
frithzeitigen Ablosung verschiedener Zellen von den Zellkulturschalen Ausdruck
gefunden (s. 3.6.).

Andererseits miissen auch die unterschiedlichen Expressionen verschiedener
Gene zwischen verschiedenen MSC-Spendern beriicksichtigt werden. Auch hier
berichten verschiedene Arbeiten {iber signifikante Unterschiede [78, 81]. Hier ist
allerdings zu vermerken, dass die globale Tendenz der Expression unter
osteogener Differenzierung weitestgehend dem gleichen Trend folgt [78, 81, 119].
Isoliert betrachtet ist die verminderte Expression von BSP ein Indiz dafiir, dass
die Zellen sich am Zeitpunkt der PCR-Analyse zumindest nicht komplett zu
Osteoblasten differenziert haben. Dies steht allerdings in Konflikt mit der
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teilweise starken Mineralisierung der osteogen differenzierten Zellen, zu der

Osteoblasten bendtigt werden.

Osteopontin, oder auch SPP-1 wird vor allem im Knochen, aber auch in der Niere
produziert [97, 120]. Allerdings wird OP darliber hinaus in geringeren
Konzentrationen nahezu ubiquitdr exprimiert [99]. Dabei fillt auf, dass das
Protein auffdllig oft an luminalen epithelialen Oberflichen zu finden ist und
hierdurch warscheinlich wichtig fiir die Kommunikation der Zelle mit dem
externen Umfeld ist [120].

Es handelt sich um ein circa 34 kDa grof3es Protein, das im Laufe der Synthese
mehrfach posttranslational modifiziert wird [99]. Die multiplen Mdglichkeiten
zur Phosphorylierung, Glycosylierung und Sulphatierung erlauben es, das Protein
an unterschiedlichen Lokalisationen an die entsprechenden Bediirfnisse
anzupassen [99].

Osteopontin wird mit der Initialisierung von Hydroxyapatitkristallen und so mit
der Mineralisierung der Extrazelluldrmatrix in Verbindung gebracht [77, 96].
Die Regulierung der Expression erfolgt einerseits durch das Osteogenese
Regulatorgen CBFA1 (s.0.) iiber das entsprechende Promoterelement [91].
Andererseits kommt auch 1,25 Dihydroxyvitamin D3 eine positive Regulierung
der Expression des Proteins zu [121].

In der Literatur wird angenommen, dass phosphoryliertes Osteopontin einen
hemmenden Einfluss auf die Bildung von Hydroxyapatit hat [99, 122-125].
Rezente Erkenntnisse haben ergeben, dass OP selbst warscheinlich ein Substrat
der TNSALP ist; diese ist in die Regulierung der Phosphorylierung von
Osteopontin involviert [126]. Auch erkannte man, dass warscheinlich eine
komplexe  Wechselwirkung existiert zwischen unter anderem den
Konzentrationen von PPi/Pi, der phosphorylierten und unphosphorylierten Form
von Osteopontin (p-OP, OP), den 3 Enzymen TNSALP/ENPP1/ANKH und
POSPHOI [127]. Yadav et al. zufolge stimuliert PPi die Expression von Sppl,
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was wiederum zu einem Anstieg von p-OP fiihrt und in eine Hemmung der

Bildung von Hydroxyapatit miindet [127] (s. Abb.41).
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Abb. 41: Die komplexe Zusammenwirkung zwischen Osteopontin(hier OPN), phosphoryliertem Osteopontin

(p-OPN), TNSALP (TNAP), ENPP1 (NPP1), ANKH (ANK) und Phosphol. Ubernommen aus der Arbeit
von Yadav et al. 2014 [127]. Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons , COPYRIGHT 2014

Auch in anderen Systemen wie den Nierentubuli scheint das Protein eine
Mineralisierung und die damit verbundenen Calcium-Oxalatverbindungen zu
unterbinden [123]. Allerdings muss erwihnt werden, dass eine Ubertragung dieser
Erkenntnisse auf das Knochengewebe aufgrund der starken posttranslationalen
Veranderungen von OP nur bedingt mdéglich ist (s.0.).

Des Weiteren wird vermutet, dass OP {iber das o,B; Integrin Einfluss auf die
Adhisions- und Migrationseigenschaften der Zelle nimmt [99, 128].

Es wird fiir die Expression des Proteins ein biphasischer Verlauf wéhrend der
osteogenen Differenzierung beschrieben, bei dem die erste Erhohung der
Expression in der friihen Differenzierung stattfindet, und die Zweite nach der
Initialisierung der Mineralisation in der spéten Differenzierungsphase [80, 81,
99]. Oftmals wird Osteopontin allerdings als Marker fiir die spéte
Mineralisierungsphase betrachtet [97, 98]. Bei Yoon et al. fillt zudem auf, dass
OP nach der spiaten Erhohungsphase abfallt [97].

Nach 2 Wochen zeigt OP in dieser Arbeit zwei relative Erhéhungen der
Expression. Einmal im Kontrollmedium ohne PPi Behandlung, sowie unter

osteogener Differenzierung mit PPi Behandlung. Wéhrend die Erhohung der OP

84



Expression unter PPi Aktivitdt durchaus mit den Berichten von Yadav et al.
vereinbar ist, stellt die erhohte Expression in der Kontrollpopulation ein
unerwartetes Ergebnis dar, allenfalls das bereits oben diskutierte osteogene
Committment konnte hierfiir eine Erklarung liefern.

Nach 4 Wochen ist ein minimaler Unterschied zwischen osteogener
Differenzierung und Mediumkontrolle erkennbar, bei ersterer besteht eine leichte
Hochregulation. Auch hier bietet sich ein Bild der Expression eines osteogenen
Markers in der Kontrollpopulation. Die Zyklenzahl der PCR-Analyse erscheint in
diesem Fall zu hoch gewidhlt, was zu einer Beeintrichtigung der
Interpretationsmoglichkeiten fiithrt. Gegebenfalls konnte eine Kontamination
vorliegen bei insgesamt nur niedrig exprimierten Genen. Wiére es
dementsprechend zu einer Kontamination gekommen, konnte die Expression
nachvollziehbar sein. Unter PPi- Behandlung wire die Osteopontin Expression
auch im  Kontrollmedium  gestiegen. Insgesamt ist bei allen
Interpretationsversuchen zu bedenken, dass eine wesentliche Anderung des
Einflusses von Osteopontin auf die Mineralisierung auf der Proteinebene durch
Dephosphorylierung reguliert wird, was durch die hier verwendeten Methoden
nicht wirklich zu erfassen ist, sich aber relevant auf das Ergebnis der

Mineralisierung auswirken kann.

Dentin Matrix Protein 1 (DMP1)

Dentin Matrix Protein 1 (DMP1) oder auch AG-1, gehort zusammen mit OP und
BSP zu den Proteinen der SIBLINGS-Familie [101] (s.BSP/OP). DMP1 ist nicht
spezifisch fiir Knochen. Vielmehr wird es in mehreren Zellen aus mineralisierten
Geweben, unter anderem auch in Zdhnen, wo es urspriinglich entdeckt wurde,
exprimiert [129].

Als Mitglied der SIBLING-Familie [101] nimmt DMP1 Einfluss auf die
Mineralisation, enchondrale und intramembranése Verkndcherung sowie auf auf
die Dentinogenese [75, 129, 130]. Es existieren in der Knochenmatrix

verschiedene Isoformen, die eine unterschiedliche Wirkung auf die Bildung von
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Hydroxylapatit haben [131]. Die Isoformen entstehen wahrscheinlich durch
proteolytische Spaltung durch PHEX (Phosphate regulating Endopeptidase
Homolog, X-linked) [101]. Andere Autoren sehen das Bone Morphogenic Protein
1 (BMP1) als entsprechenden Katalysator an [132]. Gericke et al. gehen davon
aus, dass das Protein je nach proteolytischer Prozessierung, Phosphorylierung
(Tartaix et al.) [131, 133], aber auch Gewebelokalisation einen anderen Einfluss
auf den Hydroxylapatit Haushalt hat. So iibernimmt laut Tartaix et al. die nicht-
phosphorylierte Form von DMP1 eine fordernde Aufgabe bei der Hydroxylapatit-
Nukleation, wéahrend eine Phosphorylierung mit 29.7 Phosphate/mol zu einer
effektiven Hemmung von Hydroxylapatit fithrt [133].

D’Souza et al. haben in ihrer Arbeit beobachtet, dass die Expression von DMP1
wiéhrend der Entwicklung von Odontoblasten erst anstieg, um dann mit
Mineralisierungsbeginn wieder abzunehmen. Des Weiteren haben sie festgestellt,
dass in Osteoblasten eine dhnliche Entwicklung zu beobachten war [134]. Auch
bei Cameron et al. beginnt die DMPI1-Expression in der spiteren
Differenzierungsphase ab 14 Tagen [76].

In der vorliegenden Arbeit zeigt DMP-1 nach 2 Wochen keine
Expressionsverdnderung zwischen Kontrolle und osteogener Differenzierung,
was mit den Berichten in der Literatur vereinbar ist [76, 134]. Ein Unterschied in
der Genexpression von DMP1 zwischen Behandlung mit und ohne PPi ist im
Rahmen dieser Arbeit auch nicht zu verzeichnen.

Nach 4 Wochen ist erwartungsgemal eine leichte Erhdhung der Expression unter
osteogener Differenzierung zu verzeichnen. Des Weiteren féllt eine Abnahme der
Expression bei der osteogenen Differenzierung unter PPi- Behandlung auf. Diese
ist schwierig zu interpretieren, da das Verhéltnis der vorliegenden Isoformen von
DMP-1 nicht bekannt ist. Wird DMP1 vorrangig als mineralisationshemmendes
Protein interpretiert, konnten dhnliche Riickschliisse wie bei OC (s.0.) gezogen
werden, wo eine Minderexpression des Gens eine Gegenregulation auf die
Mineralisationshemmung durch PPi darstellen konnte. Betrachtet man allerdings
die DMP-1 Expression als eine heterogene Coexistenz mehrerer Isoformen mit
unterschiedlichen Auswirkungen auf die Mineralisierung, wire eine Analyse der

genaueren Zusammensetzung des extrazelluldren Proteingemischs unabdingbar.
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Immerhin bliebe die Arbeitshypothese zu testen, ob PPi die Reifung von
Osteoblasten zum Osteozyten hemmt, da DMP-1 als ein Marker des Ubergangs
zum Osteozyten gilt [135].

PHEX

PHEX (Phosphate regulating Endopeptidase Homolog, X-linked) oder PEX
wurde im Rahmen von Nachforschungen tiber HYP (X-linked hypophosphatemic
rickets) entdeckt und mit dieser Erkrankung in enge Verbindung gebracht [136].

Es gehort zu den Zink-Metalloendopeptidasen, ist ein membranassoziiertes
Glycoprotein und kommt vor allem in mineralisiertem Gewebe vor [101, 137,
138]. Die Bindung an die Zellmembran erfolgt iiber ASARM (Acidic Serine
Aspartate Rich MEPE associated motif), wobei MEPE (Matrix Extracellular
Phosphoglycoprotein) zu der SIBLING-Familie gehort [138]. Es ist anzunehmen
dass das Protein eine entscheidende Rolle wihrend der osteogenen
Differenzierung von Zellen iibernimmt [137].

Des Weiteren wurde eine Verbindung zwischen PHEX und dem Osteomalazie-
Phanotyp von an HYP-erkrankten Maiusen festgestellt [139]. Miao et al.
vermuten, dass PHEX indirekt auf die Mineralisation Einfluss nimmt, indem es
die Synthese und Deposition von Knochenmatrixproteinen reguliert;
moglicherweise 1ibt es eine modulierende Wirkung auf die Mineralisierung aus,
indem es die proteolytische Regulationskaskade fiir FGF23 in Gang setzt, dessen
Peptide ebenfalls mineralisationshemmend wirken [139].

Dariiber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass PHEX Einfluss auf den
Energiestoffwechsel hat [140].

In der Literatur wird das Protein als Marker des reifen Osteoblasten angesehen
[141].

Die Expression im Knochengewebe wird ab dem Zeitpunkt der Mineralisierung
beschrieben; bei der Entwicklung von Méusen war dies ab Tag 15 der Embryo-
Entwicklung der Fall [142].
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In dieser Arbeit konnte sich die osteogene Differenzierung in Punkto PHEX-
Expression schon nach 2 Wochen klar von der Kontrolle abheben. Einen
Unterschied gab es mit oder ohne PPi- Behandlung zu diesem Zeitpunkt nicht.
Dieser ist allerdings nach 4 Wochen zu beobachten.

Die Expression von PHEX spricht einerseits fiir eine Prdsenz von reifen
Osteoblasten, andererseits wird in der Literatur hiermit auch eine bevorstehende
Mineralisation in Verbindung gebracht [141]. Letzteres konnte in vitro bestitigt
werden.

Bei der Expression von PHEX muss erwidhnt werden, dass die Ergebnisse nicht

reproduzierbar waren, so dass die Aussagekraft eingeschréankt ist.

4.1.2 Allgemeines

Frank et al. veranschaulichten mit ihrer Arbeit die grole Heterogenitdt der humanen
Stammzellen in punkto Genexpression [78]. Wenngleich die Tendenz der
Expressionsverdnderungen unter osteogener Differenzierung fiir die Gene gleich bleibt,
stellen diese Unterschiede in der Genexpression eine betréchtliche Herausforderung beim
Vergleich verschiedener Stammzellkulturen dar. Dadurch sind Ahnlichkeiten in
Genexpressionsmuster weniger offensichtlich zu erkennen und beeintrichtigen somit die

Reproduzierbarkeit der Experimente.

Global kann man festhalten, dass die Mineralisierung in dieser Arbeit auch auf dem
Niveau der Genexpression als Folge der Induktion osteogener Differenzierung
nachvollziehbar ist. Dies wird gestiitzt durch die Unterschiede die sich in der Alizarin-,
respektive in der ALP-Firbung darstellen.

Ein nachvollziehbarer Effekt unter PPi- Behandlung konnte auf genregulatorischer Ebene
bei der Mehrzahl der untersuchten Gene nicht sicher festgestellt werden. Da diese
Ergebnisse jedoch nur bedingt reproduzierbar waren, blieben die wenigen Hinweise auf
Regulation durch exogene Zugabe von PPi durch eine Erh6hung der n-Zahlen fiir die

einzelnen Experimente zu belegen oder zu falsifizieren.

88



4.2 Einfliisse von PPi, PLP, Probenecid und Vitamin D auf die Aktivitat der
TNSALP

Neben den Langzeitauswirkungen von PPi auf die osteogene Differenzierung von
Stammzellen, wurden auch die kurzfristigen Effekte iiber 24h auf die Enzymaktivitét
untersucht. Derartige Experimente wurden auch unter PLP und Vitamin D gefiihrt, die
eine Rolle in der osteogenen Differenzierung und dem Mineralisationsprozess einnehmen
[16, 143]. Probenecid wurde als Hemmer des lonenkanals ANKH [46] ins Experiment

aufgenommen, um so die Auswirkungen auf die Aktivitdt von TNSALP zu untersuchen.

Bis auf die Minderung der Aktivitdt unter Probenecid sind die beobachteten erniedrigten
Enzymaktivititen zwar im Trend reproduzierbar, aber nicht signifikant. Dem Resultat
dieser Untersuchung nach zu urteilen, wiirde eine Suppression des ANKH Kanales und
die damit zusammenhdngende Erhohung des intrazelluliren PPi-Gradienten einen
hemmenden Einfluss auf die TNSALP Enzymaktivitit haben. Die Ergebnisse sind
immerhin insoweit interpretierbar, als eine Hemmung des ANKH-Kanals dazu fiihren
sollte, dass intrazelluldr eine erhebliche Anreicherung von Phosphaten des
Mevalonatstoffwechsels stattfinden sollte, insbesondere auch PP1i, da es nicht mehr in das
Zellkulturmedium abgegeben werden kann. Dies akkumulierte PPi gelangt entsprechend
dem Vorgehen bei der Zellprédparation in den Versuchsansatz und kann auf diese Weise
zu einer Hemmung der effektiv gemessenen AP-Aktivitdt fiihren. Damit ist auch auf
indirekte Weise bewiesen, dass eine Hemmung des ANKH-Kanals zu einer Reduktion

der extrazellularen PPi-Konzentration fiihren sollte [71].

Die nur minimale Enzymaktivitit der dlteren SAOS Population konnte an einer
Entdifferenzierung der Krebszelllinie liegen. Diese konnte zu einer Minderexpression
und damit zu einer erniedrigten Enzymaktivitét fiihren.

Eine systematische Analyse der Evolution der Enzymaktivitdt im Laufe der Zellalterung
erfolgte mit einer neuen SAOS-Zellreihe. Hier konnte in der Tat eine abnehmende
Aktivitét festgestellt werden.

Dieses Ergebnis konnte die Theorie unterstiitzen, dass die Abnahme der TNSALP

Expression im Laufe einer Entdifferenzierung der Zellen erfolgte. Das Ergebnis ist auch
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wichtig fiir die Laborarbeit insofern, als man nunmehr genau tiber die Zeitpunkte und die
Problematik weil3, wenn dieses Zellsystem fiir Analysen rund um die TNSALP verwendet
wird.

Bei dem zweiten Experiment verblieb eine restliche TNSALP Aktivitét, warscheinlich
aufgrund einer kiirzeren Experimentlaufdauer. Eine zusétzliche Beobachtung war, dass
die Zellen sich mit zunehmender Passage schneller teilten. Die in der Kultur entstehenden
Veranderungen wurden nach ihrer erklarenden Charakterisierung in die Interpretation der

Ergebnisse und in das Setting der Experimente mit einbezogen.

4.3 Einfliisse von Probenecid Stimulation iiber 48 Stunden auf die TNSALP

Um die beobachtete Aktivititsminderung von TNSALP unter Probenecid zu
verdeutlichen und auch auf genetischer Ebene zu studieren wurde der Versuch iiber einen
langeren Zeitraum durchgefiihrt.

Es zeigte sich sowohl die erwartete Hemmung der Enzymaktivitidt von TNSALP, als auch
auf dem Niveau der Genregulation eine Verminderung sowohl der Expression von
TNSALP als auch von ENPP1. Diese Beobachtung wére teilweise mit den Vorstellungen
der Literatur {iber die Zusammenarbeit der Enzyme ANKH, TNSALP und ENPP1 zu
erklaren (s. Kap.1.2) [17]. Die intrazellulire PPi-Konzentration steigt infolge der
Inhibierung des ANKH-Kanales, was zu einer Drosselung der Transkription von ENPP1,
aber auch von ANKH fiihrt [127]. Wie auch bei den oben diskutierten anderen
Verdnderungen der Genexpression bliebe die Signifikanz der beschriebenen Ergebnisse
durch eine Erhohung der n-Zahl zu konsolidieren. Da Probenecid als Uricosuricum fiir
die Therapie im Menschen zugelassen ist, wéire Zuriickhaltung angezeigt, bei Patienten
mit Hypophosphatasie dieses Medikament einzusetzen, da es zu einer weiteren Reduktion

der ALPL Expression fiihren kdnnte.
Eine Verringerung der TNSALP-Aktivitdt aufgrund von Apoptose der Zellen konnte

ausgeschlossen werden. In der Arbeit von Frau Graser wird ausserdem diskutiert, dass

der hemmende Einfluss tatsdchlich vom Probenecid und nicht von anderen Substanzen
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wie dem Losungsmittel herstammen konnte, was einen zusitzlichen Faktor der

Interpretation der Ergebnisse ins Spiel bringt [144].

4.4 Einfliisse von Zoledronat auf die Genexpression von TNSALP, ENPP1 und
ANKH

Der Knochenstoffwechsel ist nicht nur abhingig von exogenem oder an der Zellmembran
prozessiertem PPi, sondern u.a. auch von PPi als endogenem Endprodukt des Mevalonat
Pathway [35].

Durch die kurzzeitige und langdauernde Behandlung mit hohen respektive niedrigen
Konzentrationen an Zoledronat sollte eine Inhibierung des Mevalonat Pathways erreicht,
und die Effekte auf die osteogene Differenzierung untersucht werden.

Einen reproduzierbaren Effekt auf die Expression von TNSALP, ANKH und ENPP1
erreicht die Behandlung mit dem Bisphosphonat in dieser Arbeit nicht. Es bleibt
anzumerken, dass eine detaillierte Analyse sich angesichts der heterogenen Referenz-
PCR als schwierig erweist. Eine neuere Arbeit aus dem Labor der Orthopadischen Klinik
in Zusammenarbeit mit Wissenschaftlerlnnen aus der Hautklinik zeigt jetzt, dass
Zoledronat eine ERK5-Aktivierung bewirken kann, die einen erheblichen Beitrag zur
osteogenen Differenzierung leistet, was bisher nicht bekannt war [63]. In
Zusammenschau mit den hier erzielten Daten spricht Vieles dafiir, dass die Effekte auf
die Mineralisierung zwar messbar und relevant sind [71], dass aber ein Teil der seinerzeit
berichteten Ergebnisse auch auf die Aktivierung von ERKS zuriickgefiihrt werden muss
[63].

Die Hemmung des Mevalonat Pathway mit Zoledronat hat somit nicht nur drei, sondern
vier Effekte, solche die stromabwirts in der Hemmung der Farnesylsynthase liegen und
in eine reduzierte oder fehlende Prenylierung von Proteinen miinden, solche die
stromaufwérts der Hemmung liegen und zur Akkumulation von Phosphatderivaten
fithren, die dann vermehrt aus der Zelle ausgeschleust werden und nicht zuletzt Effekte,
die durch Anhdufung des Addukts APPPi entstehen und in Apoptose miinden kénnen und
letztlich auch die ERKS5-Aktivierung [63, 145]. Die Arbeiten von Ebert et al. zeigen, dass
bei der Behandlung von Osteoblasten eine erhdhte Mineralisierung zustande kommt, was

in den klinischen Studien mit Zoledronat moglicherweise gleichzusetzen ist mit der
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nachgewiesenen Erhohung der ,,mineral apposition rate* [61]. Wenn vermehrt PPi in
diesem Zusammenhang aus der Zelle ausgeschleust wird, wiirde dieses bei ausreichend
verfiigbarer AP-Aktivitét in eine vermehrte Mineralisierung miinden. Die hier gezeigten
Experimente demonstrieren, dass diese Vorgiinge jedenfalls kurzfristig keine Anderung

der Genexpression der in die Mineralisierung involvierten Enzyme bewirken.

4.5 Auswirkungen von PPADS und B-ymeATP auf ENPP1 und die
Mineralisierung

Der erste Schritt in diesem Experiment war die objektive Beurteilung des
Hemmpotentiales der beiden ENPPI-Inhibitoren PPADS (Pyridoxalphosphat-6-
azophenyl-2',4'-disulfid Sdure) und B-ymeATP (B-y Methylentriphosphat) auf das Enzym.
Hierbei konnte eine signifikante Hemmung festgestellt werden. Die beiden Substanzen
unterscheiden sich allerdings in der Potenz. Bei 25uM PPADS liegt die restliche
Enzymaktivitdit von ENPP1 noch bei 20%. Um das gleiche Hemmpotential unter B-
ymeATP zu erreichen, wird hier die 4-bis 12fache Konzentration benétigt (s. Kap. 3.5).
B-ymeATP wird als kompetitiver Inhibitor von Ecto-ATPasen gesehen. Die
Methylengruppe in der Phosphodiesterbriicke gibt dem Molekiil eine relative Resistenz
gegeniiber der Hydrolyse durch das Enzym (Joseph et al. [146]).

PPADS ist sowohl ein ineffektiver Inhibitor der Purinoceptoren P2Y; und P2X [147,
148], als auch ein potenter Inhibitor von ENPP1 [149].

In einem zweiten Schritt wurden die Auswirkungen von PPADS und B-ymeATP auf die
osteogene Differenzierung anlaysiert.

Angesichts der friihen Zellablosung und der nur einmaligen Durchfithrung ist eine
Auswertung des Experiments erschwert, in der Tendenz weisen die Ergebnisse auf eine
Modulation der Mineralisierung durch die ENPP1-Hemmstoffe hin, insbesondere unter
B-ymeATP. Es konnen allerdings aus dem einmaligen Versuch keine ernsthaften
Riickschliisse gezogen werden.

Es stellt sich jedoch theoretisch die Frage nach dem Grund der in diesem Experiment
unterschiedlichen Mineralisierungshemmung. Obwohl PPADS sich als potenterer
Hemmstoff herausgestellt hat, findet sich die unter B-ymeATP beobachtete starke
Reduktion der Mineralisierung bei PPADS nicht.
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Einerseits besteht die Mdglichkeit verschiedener Wirkmechanismen. Zwar bewirken
PPADS und B-ymeATP beide eine Hemmung der ENPP1- Funktion, doch sind es
unterschiedliche Molekiile. Die Wirkung von PPADS auf ENPP1 ist noch ungeniigend
beschrieben, allerdings gibt es Berichte {iber den Wirkmechanismus an P2 Rezeptoren;
hier bestehen Hinweise darauf, dass die inhibitorische Wirkung von PPADS auf eine
allosterische nicht-kompetitive Hemmung zuriickzufiihren ist [148]. Hierdurch wird die
Signalkaskade der G-Protein gekoppelten ATP-Rezeptoren (P2Y) und Liganden
gesteuerten lonenkanéle (P2x) empfindlich gestort [150].

Die Hemmung von ecto-ATPasen (eNPPasen und eNTPDasen (ecto-nucleoside
triphosphate diphosphohydrolases)) durch 3-ymeATP ist hingegen untersucht [146]. Ein
Unterschied zu PPADS ldsst sich auf dem Gebiet der P2 Rezeptoren ermitteln. Hier
iibernimmt B-ymeATP eine agonistische Funktion [146]. Diese Tatsache deutet darauf
hin, dass die beiden Substanzen zwar einen dhnlichen Effekt erzielen was ENPP1 angeht,
die Wirkmechanismen jedoch verschieden sind.

Auch ein Unterschied in der Selektivitidt steht zur Debatte. Durch Hemmung oder
Aktivierung zusitzlicher Enzyme konnte dies zu einer verdnderten Wirkung bei der
Mineralisation beitragen.

In der PCR-Analyse zeigt sich nach 2 Wochen eine Zunahme der Expression von ENPP1
unter B-ymeATP Behandlung. Die Expression von ALP ist zu diesem Zeitpunkt in der
osteogen differenzierten Kontrolle zwar sichtbar, allerdings relativ niedrig. Unter PPADS
und B-ymeATP in der osteogenen Differenzierung sieht man hier eine deutliche
Hochregulation. Hier deutet sich schon ein Unterschied gegeniiber der osteogenen
Kontrolle an. Zum Zeitpunkt der Analyse beginnt die Down-Regulation von ALP (s. Kap.
4.1.1), die bei der osteogenen Differenzierung unter ENPPI-Inhibition noch nicht

stattgefunden hat.

Die Verdnderungen der ENPP1-Expression werden bei der zweiten Analyse nach 3
Wochen 4 Tage deutlicher (s. Kap. 3.6. PCR-Auswertung). Unter der osteogenen
Kontrolle ist eine deutliche Zunahme der Expression unter B-ymeATP Behandlung zu
sehen. Zu diesem Zeitpunkt hat sich auch ein deutlicher Expressionsunterschied der
TNSALP zwischen B-ymeATP und PPADS Behandlung gezeigt. Da die TNSALP-

Expression zu diesem Zeitpunkt der osteogenen Differenzierung eigentlich weitgehend
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herunterreguliert sein miisste (s. Kap. 4.1.1), kann die fehlende Downregulierung dieses
Gens unter B-ymeATP Behandlung einen Hinweis auf einen groBlen Impakt auf den
Metabolismus der osteogenen Differenzierung darstellen.

Die ANKH Expression zeigt sich in den verschiedenen Experimenten nicht signifikant

verdandert.

Eine Erhohung der ENPPI1- Expression erscheint wihrend einer Inhibition per se als
sinnvoll. Als Gegenregulation fiir das inhibierte Enzym reagiert die Zelle mit einer
erhohten de novo Synthese. Die Hochregulation von ALP wire in diesem Zusammenhang
dhnlich zu verstehen. Durch den Mangel an PPi aufgrund einer verminderten ENPP1-
Aktivitdt kommt es schlussendlich, mangels Substrat fiir ALP, zu einem Pi-Mangel. Dies
versucht die Zelle mit einer gesteigerten Synthese von ALP zu kompensieren. Dies
konnte auch ein Hinweis darauf sein, dass der PPi Mangel unter 3-ymeATP bedeutender
ist als unter PPADS. Hypothetisch konnte man davon ausgehen, dass die Mineralisierung
mangels Substrat fiir die TNSALP inhibiert wird, als Folge einer mangelhaften
Hydroxylapatit Synthese. Die Hemmung unter B-ymeATP wire in dem Fall eventuell
auch auf andere Synthesewege ausgebreitet, was aufgrund seines allosterischen
kompetitiven Hemmungsmechanismus nicht auszuschliessen ist.

Es gibt darliber hinaus Hinweise darauf, dass ENPP1 die Differenzierung von
Osteoblasten reguliert [83]. So gesehen konnte die verminderte Mineralisierung unter -
ymeATP Ausdruck einer verzogerten osteogenen Differenzierung sein. Die spét erhohte
TNSALP-Expression nach 3 Wochen 4 Tage unter 3-ymeATP Behandlung konnte diese
Theorie unterstiitzen, da dieses Enzym als friiher Marker der osteogenen Differenzierung
gilt (s. Kap. 4.1.1).

Nach dem Schema von Yadav et al. (s. Kap. 4.1.1) [127] scheint der Mechanismus der
Gegenregulation fiir ENPP1 erkldrbar zu sein. Durch die verringerte PPi Konzentration
fallt die Transkriptionsinhibition weg, was in einer gesteigerten Expression resultiert. PPi
steigert weiterhin die Expression von TNSALP, eine Verringerung miisste demnach in
einer Steigerung der ALP-Expression resultieren. Erkennbar wére dies in der PCR-
Analyse nach 24 Std unter 3-ymeATP Behandlung, sowie dezenter unter PPADS.

Die Langzeitauswirkungen der B-ymeATP-Behandlung auf die osteogene

Differenzierung und auf die Expression von ALP sind mit dem Schema allein so nicht
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erklidrbar. Hier miissten ein oder mehrere Regelmechanismen mit betroffen sein. Auch
die fiir die unterschiedlichen Auswirkungen auf die osteogene Differenzierung der Zellen
unter Behandlung mit PPADS und B3-ymeATP sind allein auf die ENPP1-Inhibition nicht
zuriickzufiihren. Eventuell konnten die P2X-, und besonders die G-gekoppelten P2Y
Enzyme, hier eine Rolle iibernechmen. Hier wire auf jeden Fall Anlass fiir weitere

Nachforschungen gegeben, die im Rahmen dieser Arbeit nicht erfasst werden konnten.

4.6 Schlussfolgerung

Die Knochenformation, sowie die osteogene Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen unterliegt einem empfindlichen Gleichgewicht.

Die Arbeit hat gezeigt, dass die verwendeten Zellen auf exogene Einfliisse wie zum
Beispiel erhohte PPi-Zufuhr mit einer verdnderten Genexpression oder Genfunktion
reagieren. Diese verdnderten Genexpressionen anhand der durchgefiihrten in vitro
Experimenten objektiv zu bewerten und auf die Situation in vivo zu iibertragen, gestaltete
sich jedoch als schwierig.

Einerseits zeigten die verwendeten Stammzellen eine sehr hohe Spendervariabilitét auf,
was einen direkten Vergleich der verschiedenen Genexpressionsanalysen erschwerte.
Eine Reproduktivitit und mit ihr die Aussagekraft der Experimente ist hierdurch 6fters
wesentlich beeintrachtigt worden. Dem ist nur mit einer Erhéhung der Anzahl der
Spender und der Experimente zu begegnen oder durch Verwendung genetischer
Mausmodelle, die entsprechende Enzyme iiberexprimieren oder durch Knockout einen
Mangel aufweisen. Die Komplexitit der verschiedenen Facetten der (Gen-)
Regulationsmoglichkeiten ist andererseits auf der Ebene der Homoostase der
Phosphatderivate im Microenvironment und konsekutiv auf der Ebene der Genregulation
enorm und kann sekundir auch die ganze Palette der Rezeptoren des Purinergen
Signalling involvieren, wenn es zum vermehrten oder verminderten Umsatz von ATP
kommt. Im Zellinneren kommt der Mevalonat-Stoffwechsel als weiterer Modulator
hinzu, der iiber die spezifischen Kanile mit dem Microenvironment um die Zelle herum

in Verbindung steht.
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Das Zusammenspiel dieser Komponenten ist noch nicht abschlieend erforscht, wovon

regelmiBige neue Erkenntnisse auf diesem Gebiet zeugen (z.B. Yadav et al. 2014) [127].

Letztlich bleiben viele Fragen offen beziiglich des genauen Ablaufs der osteogenen
Differenzierung, aber auch speziell in der Pathophysiologie zahlreicher Krankheiten,
welche ein Ungleichgewicht der Komponenten des Knochenmetabolismus beinhalten.
Die Arbeit zeigt hiermit auch den gro3en Bedarf an Forschung, der auf dem Gebiet des

Knochenstoffwechsels trotz vieler rezenter Erkenntnisse weiterhin besteht.

5. Zusammenfassung

Die Enzyme TNSALP (Tissue Non-Specific Alkaline Phosphatase), ENPP1
(Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 1) und ANKH (Ankylosis,
progressive human homolog) bilden zusammen eine zentrale Regulierungseinheit fiir den
Pyrophosphat (PPi)-Stoffwechsel der Zelle [17, 19].

Storungen dieses genau geregelten Prozesses resultieren in schwerwiegenden
Erkrankungen, wie z.B. bei der Hypophosphatasie [3]. Dieser meist autosomal rezessiv
vererbten Erkrankung liegt eine durch genetische Mutationen beeintrachtigte Funktion
der TNSALP zugrunde, wodurch sich die PPi- Konzentration im Microenvironment der
Zelle erhoht. Diese kann im Knochengewebe zu schweren Mineralisierungsstérungen
fihren [17, 19].

Andere Krankheiten, mit erniedrigten PPi- Konzentrationen, werden mit pathologischen
Verkalkungen in verschiedensten Geweben in Verbindung gebracht [1, 47]. Diese gehen
unter anderem auf genetische Defekte von ENPP1 zuriick [1].

Auch der Mevalonat-Pathway trigt zur Komposition des Microenvironments beziiglich
der Homoostase von Phosphaten bei [35, 50]. Hier bestehen auch medizinisch relevante
Einflussmoglichkeiten, zum Beispiel durch Bisphosphonate, bei der sogenannten

Volkskrankheit Osteoporose.

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer PPi-Belastung auf die in vitro

Mineralisierung von Mesenchymalen Stammzellen untersucht, wobei Modulatoren der
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Enzymaktivitét fiir ALP und ENPP1 und der Aktivitit des PPi-Kanals ANKH sowie des
Mevalonatstoffwechsels zum Einsatz kamen (PPi, Pyridoxalphosphat (PLP), Probenecid,
Vitamin D, PPADS (Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2¢,4¢-disulfid Saure) und B-
ymeATP (B-y Methylentriphosphat)).

Die Resultate zeigen, dass die Modulation der PPi-Konzentration bei der osteogenen
Differenzierung von hMSCs in vitro keine eindeutigen Effekte bewirkt. Geringe
Anderungen des Genexpressionsmusters sind letztlich nicht auszuschliessen, blieben
jedoch aufgrund der hohen Spendervariabilitit durch eine erhohte Anzahl von

Experimenten zu beweisen.

Diese Arbeit zeigt insgesamt eine unerwartet geringe Auswirkung einer exogenen und
endogenen Modulation der PPi-Konzentration sowohl mit Blick auf die rein
physikalischen Phdnomene der Mineralisierung, als auch mit Blick auf die untersuchte
Genregulation der wichtigsten beteiligten Proteine, was moglicherweise die hohe
Kompensationskapazitit der Systeme unter physiologischen Bedingungen reflektiert.
Untersuchungen auf proteomischer Ebene, besonders mit Blick auf die Prozessierung von
Polypeptiden mit Mineralisierungs-modulierender Wirkung wiirden moglicherweise
genaueren Einblick vermitteln.

Eine genauere Untersuchung der Einfliisse von ENPP1 erscheint fiir die Zukunft
vielversprechend. Allerdings treten hier, besonders auch durch die verwendeten
Hemmstoffe der ENPP1, die Phinomene der Vernetzung des Stoffwechsels der
Phosphate (inklusive ATP und seiner Metabolite) mit dem Purinergen Signalling deutlich
zutage. Diese Vernetzung generiert durch ihre Komplexitidt sowohl klinisch als auch
zellbiologisch/biochemisch erhebliche Interpretationsprobleme, die zukiinftige Arbeiten
auflosen miissen. Dabei sollte besondere Aufmerksamkeit auf zwei fiir HPP-PatientInnen
klinisch in Zukunft potentiell bedeutsame Ergebnisse gelegt werden, die moglicherweise
ungiinstigen Auswirkungen einer Therapie mit Probenecid auf die ALPL Expression und

die Steigerung der ALPL Expression unter Hemmstoffen des Enzyms ENPPI.

Keywords: Hypophosphatasie, TNSALP, ENPP1, ANKH, PPi, PPADS, 3-ymeATP
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