Aus der Orthopédischen Klinik und Poliklinik
der Universitidt Wiirzburg

Direktor: Professor Dr. med. M. Rudert

Aufklarung der Funktion von CYR61/ CCN1 in Osteoblasten und
Osteoklasten

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultit
der

Julius-Maximilians-Universitit Wiirzburg

vorgelegt von

Benedikt Markus Schroter

aus Koln

Wiirzburg, Mirz 2009



Referent:  Prof. Dr. rer. nat. N. Schiitze
Koreferent: Prof. Dr. med. R. Meffert
Dekan: Prof. Dr. med. M. Frosch

Tag der miindlichen Priifung: 12.10.2009

Der Promovend ist Arzt.



Fur meine Eltern






INHALTSVERZEICHNIS

INNAItSVEErZEICHIS .eeeeeneeeeerieeeeeeeeeeeeeseeesereessesessssssessesssssssssssssssessssssssee

1 EINICITUNG..ccciiiirrriiiiiinniinsinnnricssssnsicsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss

1.1  Zellen des Knochenstoffwechsels

1.2 hCYR61 und die CCN Familie

1.3 Funktionen des Proteins hCYR61

1.4  Bedeutung der CCN —Familie im Knochenstoffwechsel
1.5  Aufbau und Funktionsdomdiinen des hCYR61

1.6  Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

J\Y (13 110X 53 1 OO RRPON

2.1 Zellkultur
2.1.1  Humane fetale Osteoblasten hFOB
2.1.2  Raw264.7 Makrophagen
2.1.3  MCSF-abhingige Knochenmarksmakrophagen
2.2 RNA-Isolierung
2.3 c-DNA-Synthese
24 PCR
2.5  Gel-Elektrophorese und Gel-Auswertung
2.6  Western Blot
2.6.1 Elektrophoresebedingungen
2.6.2 Blotting
2.6.3  Stripping:
2.7  Immunohistochemie

2.8  Histochemie

2.8.1  Tartrat Resistente Saure Phosphatase (TRAP) Fiarbung:

ErgebniSSe..nnuuciicnneciinisensennsnensnncsnensnnsssesssascssessssssssesssassssessssssssssssasnne

3.1  Auswahl von hCYRG61 beeinflussten Genprodukten

\Y

12

12

12

12

13

13

14

14

15

15

15

18

18

19

19

20



3.2 Uberpriifung der Kandidaten und Konzentrationsreihe 20

3.3  Funktion nach Einfrieren und Auftauen 23
3.4  Identifikation der Funktionsdomdnen 23
341 Gli2 24
342 Gli3 26
3.4.3 Patched 28
344 MAL 30
345 BMPRIA 32
346 HES2 34

3.5  Effekt von hCYRG61 auf murine RAW264.7 Makrophagen mittels Western Blot. 36
3.6  Vorbehandlung mit hCYRG61 von 24 Stunden 37

3.6.1 Westernblot der phosphorylierten und totalen Kinase P38 in RAW264.7 Zellen. 38

3.6.2 ERK 1/2 (MAPK 1/2) 39
3.63 INK 40
3.64 IkB 41
3.6.5 S6-Kinase 42
3.7  Gleichzeitige Stimulation mit hCYRG61 43
3.7.1  p38 44
3.7.2  p38 45

3.8  Effekt von hCYRG61 auf die Proliferation von murinen Knochenmarksmakrophagen

mittels Immunhistochemie 46

3.8.1 Der Effekt von hCYR61 auf die Expression des Calcitoninrezeptors in MCSF

abhédngigen Knochenmarksmakrophagen der Maus. 48

3.9  Effekt von hCYRG61 auf die Fusion von murinen RAW264.7 Makrophagen 48

4 DISKUSSION cuuccieeeiiitiiiiniiiiineinintecsnteissateissstessssnesssseesssssessssssssssessssssssssssssssssssssasssssassssans 50
4.1  Methodische Problematik 50
4.1.1  Zellkultur 50
4.1.1.1  Humane fetale Osteoblasten (hFOB) 50

\4



4.1.1.2  RAW 264.7 Zellen 51

4.1.1.3  MCSF-abhéngige Knochenmarksmakrophagen 51

412 PCR 52

4.1.3  Western Blot 52

4.2  Eigenschaften des Proteins hCYRG61 53

4.3  Wertung der Ergebnisse im Kontext der aktuellen Literatur 54
4.3.1 Wirkung des Proteins hCYRG61 auf die hFOB Zellen 54
4.3.1.1  Der Bone Morphogenic Protein Signalweg (BMPR1A) 54

4.3.1.2  Der Indian Hedgehog Signalweg. (Gli 2,3, Patch) 56

4.3.1.3  Der Notch Signalweg (HES 2) 57

43.1.4  Insuline like growth Faktor (IGF 2) 58

43.1.5 Kollagen XIV 58

4.3.1.6  Serum Response Faktor Singalweg (MAL) 59

4.3.2 Effekt von hCYRG61 auf Osteoklastenvorlduferzellen 59
43.2.1 Der RANK Signalweg (p38, ERK 1/2, INK,IkB, S6K) 60

4.3.2.2  Integrin a,f; 62

4.3.2.3  Der Calcitoninrezeptor 63

4324  Effekt von hCYR6!1 auf die Fusion von RAW264.7 Zellen 64

4.4  Weitere mégliche Untersuchungen 64

5 ZusammenTasSUNE ....cccceeicriisnrecssssnnicssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 66
LIEETATUL «ouveeennriiiniiiiineicssnnicisnnicsnnissnnessssncsssnesssseessssnesssssessssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssses i
Abbildungsverzeichnis ........cceeeevercncnnrcscnnrcscnnccsnnes RSN ). ¢
DanKSAGUNG ...ccccivvnriiiiisnricssssnnnicssssssnssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns
Curriculum Vitae....uuiiiueiiiiiiiiiniiinineinsintinssneeissnnecsssiscsssesssssesssssesssssesssssessssssssssssssssssssssasssss

Vil



Vil



Identifizierung der Funktionsdoménen von hCYR61 in humanen fetalen Osteoblasten und Effekte des
Gesamtproteins auf Osteoklasten

1 Einleitung

In der alternden Bevolkerung Deutschlands und anderer Industrienationen wird die
Relevanz von Stérungen des Knochen- und Mineralstoffwechsels in der alltiglichen Praxis
zunehmen®®. Am Ubergang des 19. zum 20. Jahrhundert hatte sich die Rachitis zu einer
Volkskrankheit in den Industrienationen Europas entwickelt. So zeigten etwa 80% der
Kinder in den Stidten Europas und der USA Symptome dieser Erkrankung. Die Rachitis
wurde durch die Entdeckung des antirachitischen Faktors durch McCollum’' und die
Behandlung mit UV-Licht therapierbar. Zu der bedeutsamsten Krankheit des
Knochenstoffwechsels ist heute die Osteoporose geworden™. Sie zihlt mit 3-5 Millionen
betroffenen Personen zu einer der wichtigsten Volkskrankheiten in Deutschland®.
Insbesondere Frauen sind betroffen. Sie erkranken 4 -5 Mal hédufiger als Ménner. Eine
Studie in Danemark beziffert die Pravalenz der Osteoporose bei Personen im Alter von 50
Jahren und mehr mit 40,8% bei Frauen und 17,7% bei Minnern'®. Statistisch ist jede 3.
Frau nach der Menopause von einer osteoporosebedingten Fraktur betroffen, wobei die
Inzidenz mit dem Alter exponentiell zunimmt'®. Wihrend die Osteoporose lange mit einem
Knochabbau im Alter gleichgesetzt wurde’ definiert die WHO die Osteoporose als eine
»systemische Skeletterkrankung, bei der es iiber eine kritische Verminderung der
Knochenmasse und der Storung der Knochenarchitektur zu einer verminderten
Bruchfestigkeit des Knochens kommt* '™, Die osteoporotischen Frakturen fiihren zu
irreversiblen EinbuBlen an Lebensqualitit, Folgemorbiditdt, Pflegebediirftigkeit und
erhéhter Mortalitit™. Neben den medizinischen und psychosozialen Folgen kommt es auch
zu erheblichen Belastungen der Gesundheitssysteme. Konservative Schitzungen gehen von
2 - 2,5 Milliarden Euro allein fiir die Behandlung von hiiftgelenksnahen Frakturen in
Deutschland aus®’. Die Zahl der osteoporotischen Frakturen wurde im Jahr 2000 auf 3,9
Millionen in Europa geschétzt, davon allein 179000 Hiiftfrakturen bei den Ménnern und

711000 bei den Frauen” .

Es entstanden direkte Kosten von 31,7 Milliarden Euro. Entsprechend der erwarteten
demographischen Entwicklung wird erwartet, dass sie auf 76,7 Milliarden Euro im Jahr

2050 steigen werden**.

So hat die Weltgesundheitsorganisation die Osteoporose auf Grund der zunehmenden

Brisanz der Fragilititsfrakturen im Zuge der demographischen Entwicklung in den

kommenden Jahrzehnten in die Liste der 10 wichtigsten Erkrankungen aufgenommen®’.
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Die Erkenntnis, dass es sich bei der Osteoporose um ein gesellschaftliches und
Okonomisches Gesundheitsproblem hoher Prioritit handelt, hat zu einer intensiven
Forschung im Bereich des Knochenstoffwechsels im Allgemeinen und der Osteoporose im

Speziellen gefiihrt.

1.1 Zellen des Knochenstoffwechsels

Der Knochen ist ein metabolisch aktives Gewebe, welches einem fortlaufendem Umbau
unterliegt. Die Balance zwischen Resorption von altem Knochen und Formation von
neuem Knochen ist in etwa ausgewogen. Der Knochenstoffwechsel findet an den so

genannten Bone Metabolism Units (BMU) an den Knochenoberflachen statt!”.

Die Knochenformation wird durch die Aktivitit der Osteoblasten gefordert, der Unterhalt
durch die Osteozyten - beide Zellen mesenchymaler Abstammung - und Resorption durch
Osteoklasten myeloischer Herkunft. Die Osteoblasten ersetzen die Oberflichen mit einer
Knochenmatrix — dem Osteoid. Unter normalen Bedingungen dauert die Resorptionsphase
(Osteoklastenphase) 10 Tage. Es folgt eine Formationsphase (Osteoblastenphase) von bis

zu 3 Monaten®,

Abb. 1.1.1: Bone Remodelling, Basic Biology of Bone and Cartilage, Metra Biosystems

Im gesunden Knochen herrscht ein kompliziertes Gleichgewicht zwischen den beiden

Zellarten, welches durch Hormone (Vitamin D, Parathormon, Sexualhormone) und durch
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ein komplexes Netzwerk von Transkriptionsfaktor- abhdngiger Genexpression aufrecht

gehalten wird.

Wichtige Bestandteile des Mikroumfeldes des Knochens (extrazelluldre Matrix), aber auch
Signalmolekiile wie Osteokalzin, Osteopontin, Alkalische Phosphatase und Proteine der so
genannten CCN-Familie, werden durch die Osteoblasten sezerniert. Durch die Wirkung der
Signalmolekiile auf Osteoklasten, Osteoblasten und Endothelzellen wird der

Knochenumbau gesteuert*'.

Die Balance zwischen Knochenauf- und abbau wird durch verschiedene Signalwege
aufrechterhalten, wobei dem OPGL/RANK Zytokinsystem und Osteoprotegerin eine
besondere Bedeutung zukommen. OPGL (Osteoprotegerinligand) - auch bekannt als
RANKL (Rezeptor Aktivator von NFxB Ligand) - wird von Osteoblasten, Fibroblasten
und aktivierten T-Lymphozyten sezerniert. RANKL aktiviert {iber den RANK (Rezeptor
Aktivator von NFkB) die Differenzierung der Osteoklasten. Neben dem zellgebundenen
RANK existiert das Osteoprotegerin, ein sezernierter decoy Rezeptor, der den
Knochenabbau hemmt’’. Die Bedeutung dieses Signalweges wird im Tiermodell deutlich.
Bei transgenen oder Knock-out Miusen mit exzessiver oder defekter Produktion von
RANKL, RANK und Osteoprotegerin zeigen sich die Extrema der skelettalen Phanotypen
in Form von Osteopetrose (targeted deletion of RANKL)*" und Osteoporose (RANKL

Substitution)™.
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pro-resorptiver Faktoren(a)und anaboler Faktoren (b)

Boyle WJ, Simonet S, Lacey DL. Osteoclast differentiation and activation. Nature 2003;
423: 33742

1.2 hCYR61 und die CCN Familie

Das Protein hCYR61 (human cystein rich protein 61) gehort zu der Familie der CCN-
Proteine. Hierbei handelt es sich um multifunktionale, extrazelluldre-Matrix-assoziierte
Signalproteine, die Prozesse der Proliferation, Migration, Adhision und Differenzierung
regulieren. Benannt wurde diese Familie nach den ersten drei Mitgliedern (Cyr61, CTGF
und NOV)®. Weitere Mitglieder sind das WISP1, WISP2 und WISP3''. Die Zuordnung zu
dieser Familie erfolgte duch die Homologien im Aufbau der Proteine. Es handelt sich also
um eine Strukturfamilie. Charakteristisch ist ein Aufbau mit 38 Cysteinresten (mit

Ausnahme von WISP2, siehe Abb 1.2). Die Proteine enthalten neben einer Sezernierungs-
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Signalsequenz vier konservierte Doménen, die je durch ein Exon kodiert werden®® °. Der

modulare Aufbau weist folgende Homologien auf:

Insuline like Growth Factor binding Protein (IGFBP)
Von Willebrand Faktor Typ C
Thrombospondin Typ 1

C-terminaler Cysteinrest

IGFEP-binding oligotnerication cell affackenerd  dinerication

module

L3 IGFEP v WAlebrand  thr covbospordin CT fimection

— I — —EEE— OV RALSCH]

— I — I TG FECCH2

— I — IS MOV OONS

L — WISE1/OCHS

- TSP 2O S

— I — e WIS 3/C O NG
Abb. 1.2: Die Proteine der CCN-Familie

Seit der Entdeckung der CCN Proteine hat man viel liber die Biochemie und die
Expression wihrend der Entwicklung, im gesunden und erkrankten Gewebe gelernt.
Nachdem man urspriinglich glaubte, dass es sich um klassische Wachstumsfaktoren
handelte, haben in vitro Studien und besonders Versuche mit transgenen und Knock-out

Miusen zu neuen Einsichten in die Aktivititen der CCN Proteine gefiihrt'"”.

1.3 Funktionen des Proteins hCYR61

Das Protein CYR61 wurde als erstes Mitglied der CCN- Familie als immediate early Gen
bei der Stimulation von Fibroblasten der Maus mit Wachstumsfaktoren identifiziert™®. Die
humane Variante hCYR61 wurde erstmalig 1997 / 1998 unter anderem von der

Forschungsgruppe Schiitze/Jakob beschrieben’. CYR61 wird in verschiedenen Zelltypen
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exprimiert. Es findet sich in gesunden Zellen der Blutgetfif3e, des Muskels, des Knochens
und des Nervensystems, muss aber auch im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen wie
dem Mammakarzinom, dem Glioblastom und auch dem kleinzelligem Lungenkarzinom
gesehen werden*. Die Effekte von CYR61 sind abhingig vom Zelltyp und werden unter
anderem durch Integrine und Proteoglykane vermittelt. So hat CYR61 als Signalmolekiil
der extrazelluliren Matrix Einfluss auf die Proliferation, Zelladhision'’, Migration® und
die Genexpression der extrazelluldren Matrix von menschlichen Endothelzellen. Es bindet

3143 46

sowohl Integrine (0bB3, asP1, oWPs, ombPs) als auch Proteoglykanel6. CYR61 hat eine

starke proangiogenetische Wirkung, welche iiber Integrine vermittelt wird'* ©.

Diese zeigte sich auch in einem Ischimiemodell des Kaninchens®'. Bei Miusen wurde
zuvor schon eine Induktion der Angiogenese und Zunahme des Tumorwachstums durch
CYR61 in vivo nachgewiesen’. Neben dem indirekten Effekt auf das Tumorwachstum
durch die Angiogenese zeigen sich auch direkte Wirkungen. So korreliert die Proliferation
des Mammakarzinoms und die Wahrscheinlichkeit der Metastasierung mit der Expression
von CYR61%® ' Auch in malignen Gliomzellen ist CYR61 hochreguliert'®. Einen
gegenteiligen Effekt findet man beim kleinzelligen Lungenkarzinom. Hier wirkt CYR61
wachstumshemmend”. Somit muss von einer zell- und gewebsspezifischen Wirkung des
Proteins ausgegangen werden. Effekte auf die Chondrogenese zeigen sich im Genprodukt
der Maus in vitro'®. So ist CYR61 direkt in der Lage, mesenchymale Hiiftzellen der Maus
zu Knorpelzellen zu differenzieren®™. Im Frakturkallus der Ratte ist die Expression von
CYRG61 temporir erhoht™. Sowohl der beschriebene Einfluss auf die Chondrogenese, als
auch die verstdrkte Expression beim Knochenaufbau der Ratte deuten auf eine wichtige
Rolle des Proteins hCYR61 im Knochenstoffwechsel hin. Diese Arbeitsgruppe zeigte, dass
hCYR61 ein immediate early Genprodukt in humanen Osteoblasten ist, welches durch 1-
25(0OH)Vitamin D3, Zytokine und Wachstumsfaktoren reguliert wird””. Die Fihigkeit der
Bindung an das Integrin ovBf3 in vitro vermittelt die Signaltransduktion im
Knochenstoffwechsel, da der Vitronektinrezeptor auf Osteoblasten und Osteoklasten
exprimiert wird. Ein Anti-Integrin-Antiserum verhindert die hCYR61 abhéngige Adhésion

und Migration von Endothelzellen™.

Ergebnisse der Forschungsgruppe Schiitze/ Jakob zeigen eine verstirkte Expression bei der

Frakturheilung in einem Tibiamodell des Schafes®’.
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In Kooperation mit der Forschungsgruppe in Aberdeen (Bone Group, Prof. Mike Rogers,
Institute of Medical Sciences, Aberdeen) konnte die Arbeitsgruppe in Wiirzburg eine
Hemmung der Formation von Osteoklastenvorlduferzellen durch einen bisher noch
unbekannten Mechanismus nachweisen. Die Einfliisse sowohl auf das Wachstum von
Osteoblasten, als auch auf die Hemmung der Osteoklastenformation lassen darauf
schlieBen, dass es sich bei CYR61 um einen wichtigen Regulator des Knochenremodelings

handelt"’.

1.4 Bedeutung der CCN —Familie im Knochenstoffwechsel

Neben den oben genannten Effekten des Proteins hCYR61, zeigen auch andere Mitglieder
der CCN-Familie Wirkungen auf den Knochenstoffwechsel. Insbesondere CTGF/CCN?2 ist
hierbei von Bedeutung. Es wird sowohl im Knochen wie auch im Knorpel exprimiert.
CTGF/CCN2 spielt eine Rolle in der Chondrogenese und der enchondralen Ossifikation®.
So wird das CTGF/CCN2 deutlich nachweisbar von proliferierenden Osteo- und

Chondroblasten bei der Frakturheilung exprimiert’®.

CTGF(CCN2) wird durch BMP-2 und TGF- hochreguliert. Die Rolle in der Homdostase
des Knochens und der Knorpelentwicklung zeigt sich auch in einem Mausmodell mit der
funktionellen Deaktivierung des CTGF. So haben CTGF(CCN2)- defiziente Maiuse
multiple skelettale Defekte™.

Im CCN2-null Mutanten findet sich im Vergleich zu dem Wildtyp eine drastische
Reduktion des Osteoblastenphidnotyps. Die exogene Zugabe von CCN2 kann die
attenuierten Eigenschaften der CCN2-null Osteoblasten wiederherstellen. So spielt CCN2
nicht nur bei der Regulation des Knorpels, sondern auch bei der normalen

intermembrandsen Knochenentwicklung eine wichtige Rolle™.

Bei der pseudorheumatischen Dysplasie kann der Effekt von WISP3 (CCNG6)
nachgewiesen werden”. Auch WISP2 (CCN5) wurde als ein Regulator der Funktion von

Osteoblasten und Chondrozyten erkannt™,

Deutliche Expression von NOV (CCN3) wird an den Orten der Chondrogenese gefunden,
an denen es in den spiten Stadien der Chondrozytendifferenzierung und Osteogenese von

Bedeutung sein konnte®”.
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So wird deutlich, dass die CCN —Proteine eine wichtige Rolle im Stoffwechsel des
Knochens spielen und sowohl am Knochen- und Knorpelwachstum als auch am
Knochenstoffwechsel und der Frakturheilung beteiligt sind. Die =zell- und
gewebsspezifischen Unterschiede in der Expression und Funktion der verschiedenen CCN

Proteine deuten jedoch darauf hin, dass sie nicht per se redundant wirken *°.

1.5 Aufbau und Funktionsdoménen des hCYRG61

Die Proteine enthalten neben einer Sezernierungssignalsequenz vier Doménen. Bisher sind

die Effekte der einzelnen Domédnen zum Teil noch spekulativ.

Golg IGFBP Oligomerisierung ? Zell-Adhdsion ? Dimerisierung ?
targefing Bindung?
LS IGFBP v. Willebrand thrombospondin CT
) Domiine Domiine Domine Domiine
Qs hCYR61
Abb. 1.4.1 Struktureller Aufbau des Proteins hCYRG61 mit den charakteristischen Proteindomdnen und

ihrer z.T. noch spekulativen Effekte.

Die N-terminale Signalsequenz

Bei den N-terminalen Aminoséduren zeigte die Forschungsgruppe Schiitze/Jakob, dass diese

wichtig fiir die Sekretion des Proteins CYR61 ist®.

=  Domine I: Die IGFBP Domine

Obwohl die CCN Proteine ein insulin-like growth factor binding protein (IGFBP)

dhnliches Motiv haben, wurde keine Funktion auf den IGF- Signalweg gefunden®.

Die von Willebrand Typ C Doméne (vWC), die Thrombospondin Typ I Doméne und die
C-terminale Doméne werden fiir die Protein-Protein Wechselwirkungen, wie der
Oligomerisation oder der Interaktion mit Molekiilen und Rezeptoren der extrazelluldren
Matrix  verantwortlich gemacht. Wie bereits beschrieben, gehdren zu den

30 63 93

Interaktionspartnern der CCN Proteine Integrinrezeptoren und Proteoglykane®®, aber

auch Wachstumsfaktoren und Zytokine®.
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* Domine II: Die von Willebrand Typ C Domine (vWC)

Der Wachstumsfaktor TGF-§ bindet an der n-terminalen von Willebrand Faktor Doméne
von CCN2°. Die spezifische Interaktion von CYR61 und Integrin avf3 konnte auf der

Domiine IT nachgewiesen werden'*.

Zwischen den Doménen II und III befindet sich die “Hinge-Region”, an der die Spaltung
durch Proteinasen beobachtet wurde. So lassen sich Fragmente von CCN2 in biologischen
Fliissigkeiten finden. Zu diesen Fragmenten z&hlen neben den c- und n-terminalen Hélften

auch die Domine V',

*  Domine III: Die Thrombospondin Doméne
Eine Bindungsstelle von Integrin asp; wurde auf Domine III von hCYR61 entdeckt™.

An der Doméne IIT von CCN2 bindet das LRP1 (Low-density-lipoproterin receptor related

protein 1)>.

=  Domaéne IV: Die c-terminale Doméne

Zwei benachbarte Bindungsstellen fiir Integrin oef; und Heparan Sulfate Proteoglykan
wurden auf der Domine IV endeckt®. Fibronectin bindet an die c-terminale Domine von
CCN2 und verstirkt die Chondrozytenadhision durch Integrin asf;*®. An die c-terminale
Domine von CCN3 bindet Notchl mit seinen epidermal growth factor &hnlichen
Repeats’’. Bei CCN2 zeigte sich eine proliferative Aktivitit. Diese wurde durch die
Wirkung der c-terminalen Doméne auf den Ras/MEK/ERK Signalweg vermittelt*’.

Die c-terminale Doméine von CCN4 (WISP 1) bindet an Fibulin 1C*. Die Stimulation der
Migration von menschlichen Fibroblasten tliber Integrin a,f; wurde durch Cyr61 ohne c-

terminale Domiine erreicht’!.
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TGFp Fibronectin

-

LRP1 Integrins HSPG

ad, a5, 06  aVp3 Syndecan 4,
B1 perlecan

FAK, Akt, ERK

Adhesion, gene expression

Abb. 1.4.2: Darstellung der Signaliibertragung bei Mitgliedern der CCN Familie an den
entsprechenden Domdnen
Leask A, Abraham DJ (2006) All in the CCN family: essential matricellular signaling
modulators emerge from the bunker. J Cell Science 119:4803—4810
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass verschiedene, unterschiedliche biologische
Aktivitdten durch die Interaktionen von diskreten funktionellen Doménen der Proteine der
CCN-Familie vermittelt werden™. Vielfach ist der Mechanismus der Wirkungen noch

ungekldrt. Es ist davon auszugehen, dass wahrscheinlich noch weitere unbekannte

Bindungspartner existieren.

1.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Zielsetzung der Arbeit ist die Identifizierung von Funktionsdoménen von hCYR61 durch
Stimulation von humanen fetalen Osteoblasten (hFOB). In einem zweiten Teil sollen die

Effekte des Gesamtproteins auf Osteoklasten und deren Vorlduferzellen gezeigt werden.

Zum Verstdndnis des molekularen Mechanismus der Funktionen des Proteins hCYR61
wurden verschiedene Teilbereiche des Proteins exprimiert. Entsprechend den bereits
vorher untersuchten Effekten auf ausgewéhlte mRNA-Spezies werden die verschiedenen

Konstrukte auf ihre Funktion tiberpriift.
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Leader IGFBP Von Willebrand Thrombospondin C-terminale
Sequenz Doméne Domadne Domidne Doméne
— -/ — (N —  hCYRE1 Gesamtprotein
— /T Domine 1-3
 Se— Doméne 1-2
[EE— Doméne 4
T Doméne 3
) Domine 2
e o1
Abb. 1.6 Das Gesamtprotein hCYR61 und die verschiedenen Konstrukte.

Bei der Untersuchung der Effekte von hCYR61 auf Osteoklasten, sowie deren
Vorlauferzellen, steht die Rolle von hCYR61 bei der RANKL abhidngigen
Osteoklastenformation im Mittelpunkt. Des Weiteren wird der Effekt von hCYR61 auf die

Expression des Calcitoninrezeptors und Integrin a, 3 Rezeptors untersucht.
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2 Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Humane fetale Osteoblasten hFOB

Humane fetale Osteoblasten (eine durch eine temperatursensitive Mutante (tsA58) des
groBen T-Antigens des SV40-Virus immortalisierte Zelllinie) wurden verwendet, die von
Dr. T.C Spelsberg (Mayo Clinic, Rochester) zur Verfiigung gestellt wurden. Sie wurden
aus einer Primdrkultur humaner fetaler Osteoblasten gewonnen (Harris et al. 1995). Sie
wurden bei 34°C und 5% CO; in 6-Loch-Platten kultiviert. Als Medium dienten 4 ml
DMEM/F12 (Gibco) mit 10% fetalem Kéilberserum (FCS, Gibco), 150mg/l G418,
10000U/1 Penicillin, 10mg/l Streptomycin und 25pg/l Amphotericin B pro Loch. 24
Stunden vor der Stimulation mit hCYR61 wurde das Medium gegen Medium ohne fetales

Kaélberserum getauscht. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt.

2.1.2 Raw264.7 Makrophagen

Die Raw264.7 Zellen der Maus (ein Klon erhalten von Dr lan James, SKB) wurden bei
einer Temperatur von 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 95% und einem CO,-Gehalt von
5% kultiviert. Sie wurden in einer Dichte von 3.6 x 10° Zellen pro 6-Loch-Platte ausgesiit.
Das verwendete Medium bestand aus DMEM, FCS, Glutamin und Penicillin/Strepomycin.

Die Passagen 10 — 27 wurden benutzt. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt.

2.1.3 MCSF-abhingige Knochenmarksmakrophagen

Die Extremitdten von 3 Monate alten Mausen wurden entnommen. Nach dem Entfernen
der Weichteile und des Gelenkknorpels wurden die Knochen in PBS {iberfiihrt. Die nach
dem Ausspiilen des Knochenmarks erhaltene Zellsuspension wurde zentrifugiert. Die so
erhaltenen Zellen wurden 1im  Medium resuspendiert (Alpha MEM +
Penicillin/Streptomycin + Guanin + 10% FCS) und mit 100ng/ml M-CSF auf Petrischalen
gebracht. Nach zwei Nichten im Inkubator bei 37°C und 5% CO, wurden die Zellen
trypsiniert, zentrifugiert und auf einer 24-Loch-Platte ausgesit (2,5x10* Zellen/Loch). Das
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Zytokin M-CSF wurde in einer Konzentration von 25ng/ml zugegeben und RANK-L in

100ng/ml. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt.

2.2 RNA-Isolierung

Verwendet wurde das RNeasy- Kit der Firma Quiagen. Zundchst wurde das Medium
abgesaugt und mit PBS gespiilt. Danach wurden 10ul B-Mercaptoethanol pro Iml RLT-
Puffer gemischt und 350pul in jedes Loch der 6-Loch-Platte gegeben. Im Anschluss wurden
die Zellen mit einem Schaber vom Untergrund geldst. Das Lysat wurde in Eppendorf Caps
iiberfithrt und gemischt. Zu dem Lysat wurden 350ul 70% Ethanol gegeben und durch
Pipettieren gemischt. 700ul der Probe wurden in eine RNeasy mini Sdule gebracht und
diese in einem 2ml Sammelgefd bei 10.000 rpm 15 Sekunden lang zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen. Im néchsten Schritt wurde das Lysat mit 700ul RW1 Puffer
in der RNeasy mini Sdule bei 10.000 rpm 15 Sekunden lang zentrifugiert und dadurch
gereinigt. Der Durchfluss und das Sammelgefa3 wurden verworfen. Dann wurde die Séule
in ein neues Sammelgefd tiberfiihrt und mit 500ul RPE Puffer bei 10.000 rpm 15
Sekunden lang zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die RNA-Silica-Gel Membran
der RNeasy mini Sdule wurde durch Zentrifugieren bei 10.000 rpm fiir 2 Minuten mit
500ul RPE-Puffer getrocknet. Zum Eluieren wurde die Séule in ein neues 1,5ml Eppendorf
Cap gesteckt und 50ul RNAse freies Wasser direkt auf die Membran gebracht und bei
10.000rpm fiir 1 Minute zentrifugiert.

2.3 c-DNA-Synthese

Verwendet wurde das Random Hexamere / M-MLV Reverse Transkriptase der Firma

Promega.

Zunidchst wurden die RNA-Proben auf Eis aufgetaut und das Volumen der RNA-
Suspension ausgerechnet. Gemeinsam mit autoklaviertem HPLC-H,O wurde die
Suspension in ein Eppendorf Cap pipettiert, um ein Endvolumen von 13 pl zu erreichen.
Nach der Zugabe von 1ul Random Hexamere OligoDT-Primer wurde die Probe bei 70°C
im Heizblock 10 Minuten erhitzt und auf Eis 5 Minuten abgekiihlt.
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Dann wurde der Master Mix hergestellt. Dazu wurden der Probe 4 ul 5x M-MLV Puffer, 1
pul 10 mM dNTPsund 1 pl ~ M-MLV Reverse Transkriptase hinzugefiigt. Der Master Mix
wurde dann 10 Minuten bei 25°C gelagert, dann fiir 50 Minuten auf 42°C und fiir 15
Minuten auf 70°C. Nach kurzem Zentrifugieren wurde dann 30ul HPLC-H,O

dazugegeben, so dass ein Endvolumen von 50pl erreicht wurde.

24 PCR

Durch die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde die synthetisierte c-DNA vervielféltigt.
Knochenspezifische Signalwege wurden mit ausgewihlten Primern untersucht. Der Peltier
Thermal Cycler PTC 200 der Firma MJ-Research wurde verwendet. In ein PCR-Gefal3
wurde 1pl c-DNA gegeben. Hinzugegeben wurden 1ul Primer Sense und Antisense.
AulBlerdem wurden noch 3ul 10xPuffer (10 mM Tris(pHS8,4), 50mM KCIl, 1,5 mM MgCI2),
lul ANTP-Mix (2,5 mM je Base von TaKaRa), 0,5u] Taqg-Polymerase (Clone — TAQ-
DNS-Polymerase 5 un/ul von Amersham) und 22,501 HPLC-H20 hinzugefiigt. In
Abhéngigkeit vom Protokoll des jeweiligen Primers wurde die Gesamtmenge von 30ul in

den PCR-Cycler gegeben und bearbeitet.

2.5 Gel-Elektrophorese und Gel-Auswertung

Die Agarose GTQ der Firma Roth wurde in einer Konzentration von 2% benutzt. Es
wurden 2g Agarose in 100ml 0.5 TBE-Puffer (10,8g/1 Tris, 5,8g/1 Borsdure, 10mM EDTA)
in einem Erlenmeyerkolben erhitzt. Der in dem TBE-Puffer gelosten Agarose wurde
Ethidiumbromid (5 pl auf100ml) zugegeben. Sie wurde dann in den Gel-Triager gegossen
und ein Kamm eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden mit einem Ladepuffer (TBE, 60%
Glycerol, 0,4% Xylen Cyanol) im Verhéltnis 10 pl PCR Produkt auf Ipl Ladepuffer
gemischt. Nach Erkalten des Gels wurde der Trédger in eine Elektrophoresekammer gelegt,
der Kamm aus dem Triger entnommen und die Kammern mit 0.5 x TBE gefiillt. Die PCR
Produkte, die durch den Ladepuffer beschwert und gefirbt wurden, wurden dann in die
Vertiefungen des Gels gefiillt. Die Laufzeiten und die angesetzte Spannung wurden
entsprechend der Grofle der Kammer gewihlt. Die Gelelektrophorese lief 25 Minuten bei

120 Volt in einer kleinen Kammer, in einer groen Kammer 45 Minuten bei 140 Volt.
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Die Gelauswertung erfolgte durch das System BioCapt MW der Firma LTF Labortechnik.
Die Banden der Gele wurden mittels UV-Licht sichtbar gemacht. Durch eine in der

Kammer installierte Optik wurde das Bild dann auf den Computer iibertragen.

Nach Justieren der Optik und der Einstellungen wurde das Bild dann gespeichert und
ausgedruckt. Durch das Programm Bio Profil 1D (LTF Labortechnik, Wasserburg) wurden
die Banden quantifiziert. Diese Daten wurden in das Programm Microsoft Excel iiberfiihrt

und zur Tabellenkalkulation verwendet.

2.6 Western Blot

Fiir den Western Blot wurden 18 Loch Criterion Gele (Biorad) und MOPS Running Puffer
(20x Puffer, Biorad) verwendet.

Als molekulare Masse Marker wurden Kaleidoscope gefarbte Standards (Biorad)
eingesetzt. Der Marker bestand aus sieben angefarbten Proteinen mit einem
Molekulargewicht von etwa 200 to 6,5 kDa gebunden an verschiedene Farbstoffe. Es

wurden 8 ul eingesetzt.

Der MagicMarker Protein Standard (Invitrogen) bestand aus acht rekombinanten Proteinen

mit einer Bandbreite von 20 —200 kDa. Es wurden 2,5 ul verwendet.

2.6.1 Elektrophoresebedingungen

Alle Elektrophoresen wurden bei 200V durchgefiihrt. Die Laufzeit der Criterion Gele

betrug etwa eine Stunde.

2.6.2 Blotting

Die PVDF Membran (Amersham Biosciences Hypobond) wurde mit 100% Methanol
behandelt, um die hydrophobische Membran zu durchdringen. Die Membran wurde in
Transfer Puffer (48mM Tris, 39mM Glycine, 0.04% SDS, 20% Methanol) 5 Minuten lang
eingelegt. Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurde das Gel in den Transfer Puffer zur
Aquilibrierung iiberfiihrt. Ein Blotting Sandwich wurde auf dem Semi-Dry Blotting
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System (Biometra) aufgebaut. Alle Komponenten wurden mit Transfer Puffer feucht

gehalten.
Reihenfolge der Komponenten des Blotting Sandwich:

3 x Whatman Filter Papier, 1 x PVDF Membran, 1 x Gel, 3 x Whatman Filter Papier. Der
Transfer wurde bei einer konstanten Spannung von 120mA pro Criterion Gel 2 Stunden

lang durchgefiihrt.

Vor der Inkubation der Membran mit dem priméren Antikorper wurden unbesetzte Stellen

mit einem Protein geblockt, welches nicht an den primiren Antikorper bindet.

Verwendet wurde 5% Magermilchpulver in TBST (50mM Tris, 150mM NaCl und 0,1%
Tween 20) 1 Stunde bei 20°C oder ca. 12 Stunden bei 4°C.

Die Membranen wurden 4x10 Minuten auf dem Riitteltisch in TBST gewaschen. Danach
folgte die einstiindige Inkubation der Membranen mit sekunddrem Antikdrper in 5%

Magermilchpulver in TBST.

Masse Primérer Ver- Inkubationszeit | Sekundérer Verdiinnung
Antikorper diinnung Antikorper

70/85 Phospho P70 1:1000 Uber Nacht Anti-Maus IgG- 1:5000
S6Kinase (TBST + HRP (TBST +
(9206) (Maus) BSA) (Ziege) Milchpulver)
Cell Signaling (25ul in Calbiochem (4ul in 20ml)
Tec. 25ml)

42/44 Phospho p44/42 1:1000 Uber Nacht Anti-Kaninchen 1:5000
MAPK (9101) (H20 + IgG-HRP (TBST +
(Kaninchen) BSA) (Ziege) Milchpulver)
Cell Signaling (25pl in Calbiochem (4pl in 20ml)
Tec. 25ml

70/85 P70 S6Kinase 1:1000 Uber Nacht Anti-Kaninchen  |1:5000
(9202) (TBST + IgG-HRP (TBST +
(Kaninchen) BSA) (goat) Milchpulver)
Cell Signaling (25ul in Calbiochem (4ul in 20ml)
Tec. 25ml

42/44 P42/P44 MAP 1:1000 Uber Nacht Anti-Kaninchen 1:5000
kinase (9102) (TBST + IgG-HRP (TBST +
(Kaninchen) BSA) (Ziege) Milchpulver)
Cell Signaling (25pl in Calbiochem (4pl in 20ml)
Tec. 25ml
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43 Phospho-p38 1:1000 Uber Nacht Anti-Kaninchen | 1:5000
(Kaninchen) ( TBST + IgG-HRP (TBST +
(9211) BSA) (Ziege) Milchpulver)
Cell Signaling (25pl in Calbiochem (4pl in 20ml)
Tec. 25ml)

46/54 Phospho 1:1000 Uber Nacht Anti-Kainchen 1:5000
SAPK/INK (TBST + IgG-HRP (TBST +
(Kaninchen) BSA) (Ziege) Milchpulver)
(9251) (25pul in Calbiochem (4pl in 20ml)
Cell Signaling 25ml)

Tec.

43 P38 (C-20): 1:1000 1h Anti-Kaninchen | 1:5000
sc-535 (TBST) IgG-HRP (TBST +
(Kaninchen) (25ul in (Ziege) Milchpulver)
Santa Cruz 25ml) Calbiochem (4pl in 20ml)
Biotec.

46/54 SAPK/INK 1:1000 Uber Nacht Anti-Kaninchen | 1:5000
(Kaninchen) (TBST + IgG-HRP (TBST +
(9252) BSA) (Ziege) Milchpulver)
Cell Signaling (25ul in Calbiochem (4l in 20ml)
Tec. 25ml)

Abb. 2.5.2: Primdre und sekunddre Antikérper beim Western Blotting

Die verschiedenen primédren und sekundiren Antikorper inklusive ihrer Verdiinnung,

Inkubationszeit und Masse der detektierten Kinase sind in der Abb. 2.5.2 aufgefiihrt

Die Membranen wurden 4x10 Minuten auf dem Riitteltisch in TBST gewaschen. Vor der
HRP Detektion wurde die Membran ein letztes Mal 10 Minuten lang in TBST gewaschen.
Das Signal wurde mittels SuperSignal Extended Dura chemiluminescent substrate (Pierce,
Rockford, IL) detektiert. Gleiche Anteile Luminol/Enhancer Losung und feste Peroxid
Losung wurden unmittelbar vor der Verwendung gemischt. Ausreichend Arbeitslosung
wurde hergestellt, um den Blot vollstindig zu bedecken - mindestens aber 0,125ml/cm?’.
Die Membran wurde mit der Super Signal Substrat Arbeitslosung 5 Minuten lang
inkubiert. Das Signal wurde mit dem Fluor-S Multi Imager (Bio-Rad Laboratories Ltd.
Herts, UK) detektiert.
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2.6.3 Stripping:

15 ml Stripping Puffer +15 pl von 1M DTT (Stock Solution) wurde fiir eine Dauer von 15

Minuten verwendet.

2.7 Immunohistochemie

Nach dem Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit 4% Formaldehyd 10 Minuten
lang fixiert. Dann wurden sie in 0,5% Triton etwa 20 Minuten lang permeabilisiert und
mit 10% FCS geblockt. Daran schloss sich die Inkubation mit dem priméiren

Antikorper/10% FCS fiir eine Dauer von 90 Minuten unter leichter Bewegung an.

Nach mehrmaligem Waschen in PBS wurden sie mit dem sekunddren Antikorper/10%
FCS 30 Minuten lang in Folie verpackt inkubiert. Die verwendeten Antikorper sind in der

Abb. 2.6 wiedergegeben. Im Anschluss daran wurde erneut mit PBS gewaschen.

Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte wihrend des ersten Waschvorgangs mit 0,5ug/ml

DAPIL

Tab. 2.6: Primdre und sekunddre Antikorper fiir die Immunfirbung
Anti 3 (Hamster) Fiir die B3 Féarbung
1/100 In 10% FCS/PBS 1/100 Alexafluor 488 (griin) anti-
Hamster [gG
Anti Calcitonin Rezeptor (Ziege) Fiir die CTR Farbung
1/200 in 10%FCS/PBS 1/100 Alexafluor 594 anti-Ziege IgG
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Histochemie

2.7.1 Tartrat-resistente alkalische Phosphatase (TRAP) Farbung:

Die Zellen wurden 2 Mal vor und 3 Mal nach der Fixation in 4% Formaldehyd je 5 bis 10

Minuten gewaschen.

Folgende Losungen wurden in Glasgefd3en gemischt:

Losung 1

150ul Naphtol-AS-BI-Phosphate stock
750ul Veronal Puffer
900ul Azetat Puffer

900ul Azetat Puffer mit 100mM Tartrat

Losung 2

120ul Pararosanilin

120ul NaNO, (4%)

150ul
750ul
450ul

1.35ml

Anschliefend wurden die Losungen 1 und 2 gemischt und zu den fixierten Zellen gegeben.

Eine Inkubation von 45-60 Minuten bei 37°C folgte. Die Zellen wurden dann mit

destilliertem Wasser gewaschen und anschlie8end in 70% Ethanol gelagert.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswahl von hCYRG61 beeinflussten Genprodukten

Dieser Untersuchung vorausgegangen war eine Array- Analyse der Wirkung von hCYR61
auf einem knochenspezifischen Chip mit 1000 Genen, durchgefiihrt von der Arbeitsgruppe
Prof. Adamski (GSF Miinchen). Eine geringe Anzahl regulierter Gene von hCYRG6I
konnte reproduzierbar beobachtet werden und wurde mittels RT-PCR von dieser
Arbeitgruppe bestdtigt. Einige dieser Kandidaten wurden dann fiir die Untersuchung der
Wirkungen der verschiedenen Doménen auf hFOB- Zellen (humane fetale Osteoblasten)

ausgewahlt.

3.2 Uberpriifung der Kandidaten und Konzentrationsreihe

Zunichst wurde der Elongationsfaktor la (EFla) als Standard tberpriift. Bei diesem
handelt es sich um ein géngiges Housekeeping Gene in Zellkulturen, da dieses Protein in
vielen zelluldren Prozessen beteiligt ist und eine geringe Variabilitdt der Expression
aufweist. Hierzu wurden hFOB-Zellen mit Konzentrationen von 50 und 1000 ng/ml
hCYR61 stimuliert und dann das Genprodukt von EFla gemessen. Dann wurden die in
Frage kommenden Kandidaten getestet. Hierbei wurden hFOB-Zellen ohne, mit einer

Konzentration von 50ng/ml und 1000ng/ml stimuliert

Auf der folgenden Abbildung sieht man die Gelelektrophorese einer RT-PCR. Es wird die
Stimulation der Expression verschiedener Signalproteine durch zwei Konzentrationen von
hCYR61 (50 und 1000ng/ml) in hFOB- Zellen dargestellt. Die Stimulation erfolgte am

siebten postkonfluenten Tag iiber eine Stunde.
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Abb.3.2.1: Stimulation der Expression verschiedener Signalproteine durch zwei Konzentrationen von
hCYR61 (von 50 und 1000 ng/ml) in hFOB Zellen fiir eine Stunde.
Die Ergebnisse dieses ersten Versuches zeigten einen Effekt von hCYR61 auf die
Expression der verschiedenen mRNA Spezies. So deuteten die Banden bei Gli2, Gli3, Mal,
IGF2 und BMPRI1A auf eine deutliche und bei Collagen XIV auf eine geringe Steigerung
der Expression. Bei IThh und moglicherweise bei Ptch zeigte sich eine Verringerung der
Expression. Glil und HES2 erschienen nicht reguliert. Im folgenden Hauptversuch sollte
dann untersucht werden, welche Doménen fiir die Effekte verantwortlich gemacht werden

konnen und ob diese Ergebnisse tiberhaupt reproduzierbar wiren.
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Zunichst wurde eine Konzentration mit einer deutlichen Wirkung fiir die Versuchsreihe
gesucht. Dazu wurden die hFOB-Zellen mit Dosierungen von 50 — 1000 ng/ml hCYR61
stimuliert. Als Standard wurde der Elongationsfaktor 1o (EFla) gewihlt. Dieser Versuch
ist in der folgenden Abbildung dargestellt.

BMPRI1

Kontr. 50 100 250 500 1000 [ng/ml]

EFla

Abb.3.2.2: Stimulation der Expression von BMPRIA in hFOB Zellen durch Konzentrationen von
hCYR61 zwischen 50 und 1000 ng/ml. Die Stimulation erfolgte am siebten postkonfluenten
Tag iiber eine Stunde.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch in den anderen untersuchten Primern (nicht

abgebildet). So konnte die Hochregulation von Gli2, Gli3, Mal, Collagen XIV und

BMPRI1A bestitigt werden. Im Gegensatz zum ersten Versuch zeigte sich bei Patched

diesmal eine deutliche Steigerung, bei HES2 eine geringe Steigerung ab 500 ng/ml

hCYR61. Das Housekeeping Gene B-Aktin wurde als zusidtzlicher Standard mit in die

Versuchreihe aufgenommen.
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3.3 Funktion nach Einfrieren und Auftauen

Im nichsten Versuch wurde der Einfluss der Temperatur auf die Wirkung von hCYR61
untersucht. Hierbei stand die Fragestellung im Mittelpunkt, ob es mdglich ist das Protein
zu lagern. So wurde hCYR61 24 Stunden bei +4°C und bei - 20°C gelagert. Im Anschluss
wurden hFOB-Zellen damit stimuliert. Als Kontrolle diente wieder EF1a.

EFla BMPRI1A

Kontr. +hCYR61 Kontr. +hCYR61
+4°C -20°C +4°C -20°C
Abb.3.3: Stimulation der Expression von BMPRIA und EF 1o in hFOB Zellen durch hCYR61

(100ng/ml) welches zuvor 24h bei +4 °C oder -20 °C gelagert wurde. Die Stimulation
erfolgte am siebten postkonfluenten Tag iiber eine Stunde.
In der Abb. 3.3 sieht man die Gelelektrophorese einer PCR mit den Primern BMPR1A und
EFla. Im Vergleich zu EFla ist ein deutlicher Effekt durch BMPR1A auch nach der
Lagerung bei +4°C und -20°C sichtbar.

3.4 Identifikation der Funktionsdoméinen

Nach der Auswahl der Primer und der Konzentration von hCYR61 in den
vorangegangenen Versuchen wurden die Effekte des Gesamtproteins und der
unterschiedlichen Konstrukte der verschiedenen Domédnen untersucht. Dazu wurden Gli 2
und 3, Patched, MAL, BMPRIA und die Housekeeping Gene EFla und B-Aktin
ausgewdhlt. Dieser Versuch wurde insgesamt sechs Mal (vier Mal fiir HES2) durchgefiihrt,
um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. (Die Stimulation mit der Doméne I+Start,
sowie Doméne IV erfolgte nur in 2 Versuchen) Im weiteren Verlauf wird je ein typisches

Gel einer mRNA Spezies mit dem dazugehorigen Standard abgebildet. In den Diagrammen
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wird der Mittelwert der Intensitit der einzelnen Banden dargestellt. Diese wurde mit denen
des Standards EFla abgeglichen und die Kontrolle gleich 1 gesetzt. Des Weiteren findet

sich die Standardabweichung der verschiedenen Mittelwerte.

34.1 Gli2

Bei Gli 2 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor im Indian Hedgehog Signalweg.
Die folgende Abbildung zeigt die Gelelektrophorese einer RT-PCR der Stimulation von

Gli2 durch hCYR61, einzelne Doméinen und deren Kombinationen.
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Abb. 3.4.1: Stimulation der Expression von Gli2 und EF1a in hFOB- Zellen durch zwei verschiedene
Chargen hCYRG61 (250ng/ml) und Konstrukte der einzelnen oder kombinierten Domdinen in
entsprechender molarer Konzentration. Die Stimulation erfolgte am siebten
postkonfluenten Tag iiber eine Stunde.

Wihrend sich im Vorversuch noch eine deutliche Heraufregulation unter Stimulation mit

hCYR61 gezeigt hatte, lieB sich diese in der Folge nicht mehr eindeutig nachweisen. In

zwel Versuchen kamen zwei verschiedene Chargen von hCYR61 zum Einsatz, wobei sich
einmal eine deutliche Steigerung zeigte. Die andere aber und die vier folgenden Versuche
mit wechselnden Chargen von hCYR61 — konnten diesen Effekt im Vergleich zur

Kontrolle nicht bestdtigen. Insgesamt war die Schwankung der verschiedenen Ergebnisse

sehr grof3 und zeigte kein eindeutiges Muster.
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3.4.2 Abb.3.4.1: Stimulation der Expression von Gli2 in hFOB- Zellen durch das
Gesamtprotein hCYR61 und verschiedene Doméanen normalisiert auf EF1a und bezogen

auf die Kontrolle. (n=6, hCYR FC2, [+Start, IV, n=2)
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342 Gli3

Auch bei Gli 3 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor im Indian Hedgehog
Signalweg. In der folgenden Abbildung wird die Gelelektrophorese einer RT-PCR der
Stimulation von Gli3 durch hCYR61, einzelne Dominen und deren Kombinationen

gezeigt..

Gli3

II+I
-1

[onu0))
[onu0))

2 3
<5
5 B

EFla

Abb. 3.4.2: Stimulation der Expression von Gli3 und EF1a in hFOB- Zellen durch zwei verschiedene
Chargen hCYRG61 (250ng/ml) und Konstrukte der einzelnen oder kombinierten Domdnen in
entsprechender molarer Konzentration. Die Stimulation erfolgte am siebten
postkonfluenten Tag iiber eine Stunde.

Auch hier konnte die im Vorversuch gesehene Stimulation nicht gezeigt werden. Im
Gegensatz zum Vorversuch fiihrten auch die Kontrollen sowie der FC-Taq als interner
Vergleich zu einem starken Signal. Eine verstirkte Stimulation durch eine einzelne

Doméne liel sich nicht ausmachen. Insgesamt erfolgte die Stimulation durch alle

Konstrukte in etwa gleicher Hohe wie durch das Gesamtprotein.
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Abb. 3.4.2: Stimulation der Expression von Gli3 in hFOB- Zellen durch das Gesamtprotein hCYR61

und verschiedene Domdinen normalisiert auf EF 1o und bezogen auf die Kontrolle. (n=6,
hCYR FC2, I+Start, IV, n=2)
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3.4.3 Patched

Bei Patched handelt es sich auch um ein Signalmolekiil im Indian Hedgehog Signalweg. In
der folgenden Abbildung wird die Gelelektrophorese einer RT-PCR der Stimulation von

Patched durch hCYRG61, verschiedene Doménen und deren Kombinationen gezeigt.
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Abb. 3.4.3: Stimulation der Expression von Patched und EFla in hFOB- Zellen durch hCYR61
(250ng/ml) und Konstrukte der einzelnen oder kombinierten Domdnen in entsprechender
molarer Konzentration. Die Stimulation erfolgte am siebten postkonfluenten Tag iiber eine
Stunde.

Patched zeigte schon in den Vorversuchen keine eindeutigen Ergebnisse. Zum Teil lie3

sich aber eine deutliche Stimulation erkennen, die zusammen mit den anderen Effekten auf

diesem Signalweg zur Aufnahme in den Hauptversuch gefiihrt hat. Auch hier zeigen die

Ergebnisse eine grofle Varianz, wie aus dem Diagramm 3.4.3 ersichtlich wird.
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Abb. 3.4.3: Stimulation der Expression von Patched in hFOB- Zellen durch das Gesamitprotein

hCYRG61 und verschiedene Domdnen normalisiert auf EF1a und bezogen auf die Kontrolle.
(n=6, hCYR FC2, [+Start, IV, n=2)
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3.4.4 MAL

Bei Mal handelt es sich um einen Ko-Aktivator im Signalweg des SRF (Serum Response
Faktor), der Einfluss auf das Zellwachstum, die Proliferation, Differenzierung und die
Regulation des Zytoskeletts hat. Die folgende Abbildung zeigt die Gelelektrophorese einer
RT-PCR der Stimulation von MAL durch hCYR61, einzelne Doménen und deren

Kombinationen.
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Abb. 3.4.4: Stimulation der Expression von Mal und EF 1o in hFOB- Zellen durch hCYR61 (250ng/ml)
und Konstrukte der einzelnen oder kombinierten Domdnen in entsprechender molarer
Konzentration. Die Stimulation erfolgte am siebten postkonfluenten Tag iiber eine Stunde.
Obwohl sich in den Vorversuchen auch hier eine eindeutige Steigerung der Expression
gezeigt hatte, konnte diese im Hauptversuch nicht bestdtigt werden. Die Banden des
Gesamtproteins zeigten hdufig die gleichen Intensititen wie die internen Standards. Einen
Effekt durch eine einzelne Doméne, wie in dem Gel oben abgebildet, liel sich nicht

reproduzieren.
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Abb. 3.4.4: Stimulation der Expression von MAL in hFOB- Zellen durch das Gesamiprotein hCYR61

und verschiedene Domdnen normalisiert auf EF 1o und bezogen auf die Kontrolle. (n=6,
hCYR FC2, I+Start, IV, n=2)
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3.4.5 BMPRIA

Der Bone Morphogenic Protein Signalweg hat eine grofle Bedeutung fiir das
Aufrechterhalten der Homoostase des Knochens und wird fiir die Frakturheilung benétigt.
Diese Wirkung wird unter anderem durch den Rezeptor BMPR1A vermittelt. Die folgende
Abbildung zeigt die Gelelektrophorese einer RT-PCR. Dargestellt ist die Stimulation der
Expression von BMPR1A und EFla in hFOB- Zellen durch hCYR61 und Konstrukte der

einzelnen oder kombinierten Doménen.
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Abb. 3.4.5: Stimulation der Expression von BMPRI1A und EF 1o in hFOB- Zellen durch zwei
verschiedene Chargen von hCYRG61 (250ng/ml) und Konstrukte der einzelnen oder
kombinierten Domdnen in entsprechender molarer Konzentration. Die Stimulation erfolgte
am siebten postkonfluenten Tag iiber eine Stunde.

Die Abb. 3.4.5 zeigt eine Elektrophorese einer PCR mit den Primern BMPRI1A und EF1a.

Hier wurden hFOB-Zellen mit hCYR61 und verschiedenen Konstrukten der

unterschiedlichen Doménen stimuliert. Man erkennt hier eine Stimulation durch das

Gesamtprotein und auch durch die Domine II. Diese Ergebnisse konnten leider nicht im

Verlauf der Experimente bestétigt werden. Auch hier fanden wir eine grofle Varianz und

somit keine signifikanten Ergebnisse vor.
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Abb. 3.4.5: Stimulation der Expression von BMPRI1A in hFOB- Zellen durch das Gesamtprotein

hCYR61 und verschiedene Domdnen normalisiert auf EF 1o und bezogen auf die Kontrolle.
(n=6, hCYR FC2, [+Start, IV, n=2)
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3.4.6 HES 2

HES 2 ist ein Mitglied des Notch Signalweges. Dieser hat eine inhibitorische Wirkung auf
die Entwicklung und Differenzierung von Osteoblasten, Osteoklasten und im postnatalen
Knochen. Aktuelle Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Inhibition der
Osteoblastendifferenzierung tiber die HES und HEY Familie vermittelt wird. Die folgende
Abbildung zeigt die Gelelektrophorese einer RT-PCR. Dargestellt ist die Stimulation der
Expression von BMPR1A und EFla in hFOB- Zellen durch hCYR61 und Konstrukte der

einzelnen oder kombinierten Doménen.
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Abb. 3.4.6: Stimulation der Expression von HES2 und EF 1o, in hFOB- Zellen durch hCYR61
(250ng/ml) und Konstrukte der einzelnen oder kombinierten Domdnen in entsprechender
molarer Konzentration. Die Stimulation erfolgte am siebten postkonfluenten Tag tiber eine
Stunde.

Die Ergebnisse der Versuche zeigten nur eine sehr schwache Intensitit der Banden. Auch

konnte keine stimulatorische Wirkung des Gesamtproteins im Vergleich zu der Kontrolle

nachgewiesen werden. Dazu kam noch eine groBle Varianz der anderen untersuchten

Domanen.

34



Identifizierung der Funktionsdoméinen von hCYRG61 in humanen fetalen Osteoblasten und Effekte des
Gesamtproteins auf Osteoklasten

HES 2

RN ¢ o O
& &
S &

Abb. 3.4.6: Stimulation der Expression von HES2 in hFOB- Zellen durch das Gesamtprotein hCYRG61
und verschiedene Domdinen normalisiert auf EF 1o, und bezogen auf die Kontrolle. (n=4,
hCYR FC2 n=2)
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3.5 Effekt von hCYRG61 auf murine RAW264.7 Makrophagen mittels Western Blot.

Osteoklasten Vorlduferzellen (RAW264 Makrophagen) wurden mit oder ohne
rekombinantes hCYR61 gleichzeitig oder vor der Stimulation mit RANKL und TNFa
behandelt. Die Zellextrakte wurden vorbereitet und mittels Western Blot die groflen
Signaltransduktionswege der RANKL abhingigen Osteoklastendifferenzierung (IxB, JNK,
ERK1/2, p38) und des -iiberlebens (S6Kinase, AKT) untersucht. (Abb. 3.5.1). Die

Untersuchung des Gesamtproteins und der phosphorylierten (aktiven) Kinasen folgte.
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Abb. 3.5.1: Die Hauptsignalwege von RANK in der Differenzierung, Resorption und dem Uberleben

des Osteoklasten.
Z.H.Lee, H.-H.Kim /Biochemical and Biophysical Research Communications 305 (2003)
211-214
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Zum Teil wurde auch auf das Housekeeping Gen Tubulin als Standard zuriickgegriffen, da
die Aussagekraft der totalen Kinasen auf denselben Blots nach Stripping eingeschrankt
war. Die RAW264.7 Zellen wurden nach der Konfluenz mittels eines Schabers vom Boden
einer 75cm2-Zellkulturflasche geldst. 4 x 105 Zellen wurden pro 12-Loch-Platte ausgesit
und mit 1ml Medium versorgt. Am zweiten Tag wurden die Zellen mit hCYR61
(1000ng/ml) 24 Stunden lang vorbereitet - inklusive einer serumfreien Periode von 3
Stunden. Die Zellen wurden mit RANKL oder TNFa 5, 10 und 20 Minuten inkubiert.
RANKL wurde in einer Konzentration von 100ng/ml und TNF in einer Konzentration von
1/1000 verwendet. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellen lysiert und
zentrifugiert. Die Proteinkonzentration wurde mittels des Bradford Protein Assays ermittelt

und es wurde ein entsprechendes Volumen fiir 50ug Protein eingesetzt.

Zunichst wurde ein Versuchsaufbau mit einer Vorbehandlung durch hCYR61 von 24
Stunden gewihlt. Nachdem hierbei keine reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden
konnten, wurde der Versuchsauftbau zu Gunsten der gleichzeitigen Stimulation von

hCYR61 und TNFa oder RANKL geédndert.

3.6 Vorbehandlung mit hCYRG61 von 24 Stunden

Die RAW264.7 Makrophagen wurden mit RANKL und TNFa stimuliert, nachdem sie 24
Stunden mit oder ohne hCYR61 kultiviert worden waren. Die Intensitdt der einzelnen
Banden wurde mittels Densitometrie gemessen. Die phosphorylierten (aktiven) Kinasen
wurden mit den totalen Kinasen verglichen. In vier Wiederholungen zeigten sich keine
reproduzierbaren Ergebnisse. Ein Beispiel flir jeden untersuchten Signalweg wird in den

Abbildungen 3.6.1 bis 3.6.5 gezeigt.
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3.6.1 P38

Die Abb. 3.6.1 zeigt einen Western Blot von RAW264.7 Zellen. Man sieht die Banden der
phosphorylierten Kinase P38 und der totalen Kinase P38 bei 43kDA. Die Zellen der
rechten acht Banden wurden 24 Stunden lang mit 1000ng/ml hCYR61 stimuliert. Die
Zellen wurden mit RANKL in einer Konzentration von 100ng/ml und TNFa in einer

Konzentration von 1/1000 5, 10 und 20 Minuten inkubiert.

Phospho- P38

TR
> $) $) $) ~ i~ ~
&~ o + + + >
. N . > + . . . &) o o
N =] g) = Q N =] g) = + +
e — — ISy o I [T} — — I\ + -
— - = . - n = I = - = . = " = 5
s 2 2 2 g 2 - N s 2 2 2 K 2 - N
E 2 2 2z ¢z 2 % 2 2 Z 2 2 z ¢
S = 2 2 =2 & E E S = £ 2 2 & E E
-
— . w— — S ——— - P — =
Total p38
Abb. 3.6.1: Die Effekte der Zytokine RANKL und TNFa an unterschiedlichen Zeitpunkten auf die

phosphorylierte und totale Kinase P38 mit und ohne Vorbehandlung von hCYR61 24
Stunden zuvor.
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3.6.2 ERK 1/2 (MAPK 1/2)

Die Abb. 3.6.2 zeigt einen Western Blot von RAW?264.7 Zellen. Man sieht die typischen
Doppelbanden der phosphorylierten Kinase ERK1/2 (p42/44) bei 42/44kDA. Als Standard
wurde Tubulin verwendet. Die Zellen der rechten acht Banden wurden 24 Stunden lang mit
1000ng/ml hCYRG61 stimuliert. Die Zellen wurden mit RANKL in einer Konzentration von
100ng/ml und TNFa in einer Konzentration von 1/1000 5, 10 und 20 Minuten inkubiert.
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Abb. 3.6.2: Die Effekte der Zytokine RANKL und TNFa an unterschiedlichen Zeitpunkten auf die

phosphorylierte Kinase ERK 1/2 und das House Keeping Gen Tubulin mit und ohne
Vorbehandlung von hCYR61 24 Stunden zuvor.
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3.6.3 JNK

Die Abb. 3.6.3 zeigt einen Western Blot von RAW?264.7 Zellen. Man sieht die typischen
Doppelbanden der phosphorylierten und der totalen Kinase JNK bei 46/54kDA. Die
Zellen der rechten acht Banden wurden 24 Stunden lang mit 1000ng/ml hCYR61
stimuliert. Die Zellen wurden mit RANKL in einer Konzentration von 100ng/ml und TNFa

in einer Konzentration von 1/1000 5, 10 und 20 Minuten inkubiert.
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Abb. 3.6.3 Die Effekte der Zytokine RANKL und TNFa an unterschiedlichen Zeitpunkten auf die

phosphorylierte und totale Kinase JNK mit und ohne Vorbehandlung von hCYR61 24
Stunden zuvor.
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3.6.4 IxB

Die Abb. 3.6.4 zeigt einen Western Blot von RAW264.7 Zellen. Man sieht die typischen
Banden der phosphorylierten und der totalen Kinase IkB bei 72kDA. Die Zellen der
rechten acht Banden wurden 24 Stunden lang mit 1000ng/ml hCYR61 stimuliert. Die
Zellen wurden mit RANKL in einer Konzentration von 100ng/ml und TNFa in einer

Konzentration von 1/1000 5, 10 und 20 Minuten inkubiert.
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Abb. 3.6.4: Die Effekte der Zytokine RANKL und TNFa an unterschiedlichen Zeitpunkten auf die

phosphorylierte und totale Kinase IkB mit und ohne Vorbehandlung von hCYR61 24
Stunden zuvor.
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3.6.5 S6-Kinase

Die Abb. 3.6.5 zeigt einen Western Blot von RAW264.7 Zellen. Man sieht die Banden der
phosphorylierten Kinase S6. Als Standard wurde Tubulin verwendet. Die Zellen der
rechten acht Banden wurden 24 Stunden lang mit 1000ng/ml hCYR61 stimuliert. Die
Zellen wurden mit RANKL in einer Konzentration von 100ng/ml und TNFa in einer

Konzentration von 1/1000 5, 10 und 20 Minuten inkubiert.
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Abb. 3.6.5: Die Effekte der Zytokine RANKL und TNFa an unterschiedlichen Zeitpunkten auf die

phosphorylierte Kinase S6Kinase und das House Keeping Gen Tubulin mit und ohne
Vorbehandlung von hCYR61 24 Stunden zuvor.
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3.7 Gleichzeitige Stimulation mit hCYR61

Die RAW264.7 Makrophagen wurden mit RANKL und TNFa allein oder gleichzeitig mit
hCYR61 stimuliert. Die Intensitidt der einzelnen Banden wurde mittels Densitometrie
gemessen. Die Antwort der phosphorylierten Kinase p38 auf RANKL und TNFa lésst sich
in der Abb. 3.7.1. und 3.7.2 erkennen. Wihrend sich eine deutliche Abnahme unter der
Behandlung von RANKL und hCYR61 erkennen lieB3, waren die Ergebnisse fiir TNFa and
hCYRG61 nicht konsistent.

Interessanterweise zeigte sich ein Effekt von hCYR61 auf p38. Die Abbildungen 3.7.1,
3.7.2 und das Diagramm 3.7 zeigen eine Zunahme der phosphorylierten Kinase p38.
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3.7.1 p38

Die Abb. 3.7.1 zeigt einen Western Blot von RAW264.7 Zellen. Man sieht die Banden der
phosphorylierten und der totalen Kinase P38 bei 43kDA. Die Zellen links des Markers
wurden mit RANKL in einer Konzentration von 100ng/ml oder TNFa in einer
Konzentration von 1/1000 10 und 20 Minuten inkubiert. Rechts des Markers wurden die
Zellen zusitzlich mit hCYR61 in einer Konzentration von 1000ng/ml fiir 10 oder 20

Minuten stimuliert.

p38

s g
5 5 [~ [~
T T 5 5
=) = =) =) + +
3 R > > 3 9 ) )
R : 2 2 % &
= 3 = 3 =
38 = = & = 8 8 = = = =
-
= | —
Total-p38
Abb. 3.7.1: Die Effekte der Zytokine RANKL und TNFa an unterschiedlichen Zeitpunkten auf die

phosphorylierte und totale Kinase p38 mit und ohne gleichzeitige Behandlung mit hCYRG1.
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3.7.2 p38

Die Abb. 3.7.2 zeigt einen Western Blot von RAW264.7 Zellen. Man sieht die Banden der
phosphorylierten und der totalen Kinase P38 bei 43kDA. Die Zellen links des Markers
wurden mit RANKL in einer Konzentration von 100ng/ml oder TNFa in einer
Konzentration von 1/1000 10 und 20 Minuten inkubiert. Rechts des Markers wurden die
Zellen zusitzlich mit hCYR61 in einer Konzentration von 1000ng/ml fiir 10 oder 20

Minuten stimuliert.
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Abb. 3.7.2: Die Effekte der Zytokine RANKL und TNFa an unterschiedlichen Zeitpunkten auf die

phosphorylierte und totale Kinase p38 mit und ohne gleichzeitige Behandlung mit hCYR61.
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Die densitometrische Analyse der Western Blots 3.7.1 und 3.7.2 in dem folgenden
Diagramm zeigt die typische, zeitabhdngige Zunahme der Menge von phosphoryliertem
P38 unter der Stimulation mit RANKL und TNFa. Diese fallt unter der Costimulation mit
hCYR61 insbesondere bei RANKL deutlich geringer aus. Interessanterweise scheint

hCYR61 allein auch eine Zunahme zu bewirkten.
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Abb. 3.7.3: Diagramm der densitometrischen Analyse der Blots 3.7.1 and 3.7.2 bezogen auf total p38
und auf die Kontrolle.

3.8 Effekt von hCYRG61 auf die Proliferation von murinen Knochenmarks-

makrophagen mittels Immunhistochemie

Die M-CSF-abhingigen Knochenmarksmakrophagen der Maus wurden mit 25ng/ml M-
CSF, 100ng/ml RANK-L und 1000ng/ml hCYR61 kultiviert. Der Effekt von hCYR61
wurde mittels der Osteoklastenmarkerproteine Calcitonin Rezeptor und dem Integrin avf33

untersucht. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengeférbt.

Die Zellkultur von immungeféarbten, M-CSF-abhédngigen Knochenmarksmakrophagen der
Maus zeigte eine Abnahme der Anzahl und GroBe der Osteoklasten unter der Behandlung
von hCYRG61. (Abb. 3.8.1 und 3.8.2). Es lieBen sich keine groflen Osteoklasten mit der
typischen hufeisenférmige Anordnung der Zellkerne unter der Stimulation mit hCYRG61
entdecken. Auch zeigte sich eine geringere Immunférbung auf den Calcitoninrezetor (Abb.
3.8.1) und die Integrin Untereinheit 3. Diese vorldufigen Ergebnisse werden von der Bone

Group in Aberdeen mittels quantitativer PCR und Western Blot weiter untersucht.
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3.8.1 Effekt von hCYRG61 auf die Expression des Integrin avp3 in MCSF abhingige

Knochenmarksmakrophagen der Maus.

B3, +thCYR61 1000ng/ml DAPI, +hCYR61 1000ng/ml
B3, control DAPI, control
Abb.3.8.1: Der Effekt von hCYR61 auf die Expression des Integrin avp3 in MCSF abhdngigen

Knochenmarksmakrophagen der Maus.

Die Abbildung 3.8.1 zeigt die Immunfirbung des Integrin B3 Untereinheit in MCSF-
abhingigen Knochenmarksmakrophagen. Die Integrin B3 Untereinheit ist griin angeférbt.
Die Zellkerne sind blau dargestellt. Wahrend der Osteoklastenphdnotyp in der
Kontrollgruppe deutlich erkennbar ist, erscheint die Osteoklastenformation unter der

Stimulation von hCYRG61 inhibiert.
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3.8.2 Der Effekt von hCYR61 auf die Expression des Calcitoninrezeptors in MCSF

abhingigen Knochenmarksmakrophagen der Maus.

hCYR61 1000ng/ml CTR hCYR61 1000ng/ml DAPI

Ready

Manual

CTR (-hCYR61) DAPI (-hCYRG61)

Abb.3.8.2: Der Effekt von hCYR61 auf die Expression des Calcitoninrezeptors in MCSF abhdngige
Knochenmarksmakrophagen der Maus.

Die Abbildung 3.8.2 zeigt die Immunfirbung des Calcitoninrezeptors in MCSF-

abhéngigen Knochenmarksmakrophagen. Der Calcitoninrezeptor ist rot angefarbt. Die

Zellkerne sind blau dargestellt. Wihrend der Osteoklastenphénotyp in der Kontrollgruppe

deutlich erkennbar ist, erscheint die Osteoklastenformation unter der Stimulation von

hCYRG61 inhibiert.

3.9 Effekt von hCYRG61 auf die Fusion von murinen RAW264.7 Makrophagen

Raw264.7 Zellen der Maus wurden in einer hohen Dichte kultiviert und mit hCYR61 in
einer Konzentration von 1000ng/ml 12 Stunden lang stimuliert. Danach wurden die Zellen

auf TRAP (Tatrat resistente alkalische Phosphatase) geférbt.
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Dieses Experiment zeigte einen unerwarteten Effekt von hCYR61 auf Raw264.7 Zellen.
Die Stimulation mit 1000ng/ml hCYR61 fiihrte zu einer Fusion von Zellen. Dieser Effekt
konnte nach nur 3 Stunden beobachtet werden. Diese groflen, vielkernigen Zellen lieBen
sich nicht positiv auf TRAP férben. Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keine Beschreibung
eines vergleichbaren Effekts von hCYR61. Auf Grund der zeitlichen Begrenzung des

Aufenthaltes in Aberdeen konnten diese Beobachtungen nicht weiter verfolgt werden.

Kontrolle, 10x Kontrolle, 40x

hCYR61 1000ng/ml, 10x hCYR61 1000ng/ml, 40x

Abb. 3.9: Die Fusion von Raw264.7 Zellen unter der Stimulation von hCYR61.

Die Abbildung 3.9 zeigt die Fusion von Raw264.7 Zellen unter der Stimulation von
hCYRG61. Wihrend der Osteoklastenphénotyp in Form von mehrkernigen Riesenzellen in
den mit 1000ng/ml hCYR61 stimulierten Zellen deutlich erkennbar ist, zeigt die

Kontrollgruppe keine Osteoklastenformation.
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4 Diskussion

Zielsetzung war die Funktion von hCYRG61 in Osteoblasten und in Osteoklasten nidher zu
untersuchen. Im ersten Teil der Arbeit stand die Identifizierung der Funktionsdoménen von
hCYRG61 durch Stimulation von humanen fetalen Osteoblasten (hFOB) im Mittelpunkt. In
dem zweiten Teil sollten die Effekte des Gesamtproteins auf Osteoklasten und deren

Vorlauferzellen gezeigt werden.

Zum Verstiandnis des molekularen Mechanismus der Funktionen des Proteins hCYRG61
wurden verschiedene Teilbereiche des Proteins exprimiert. Entsprechend den bereits
vorher untersuchten Effekten auf ausgewéhlte mRNA-Spezies wurden die verschiedenen

Konstrukte auf ihre Funktion tiberpriift.

Bei der Untersuchung der Effekte von hCYR61 auf Osteoklasten und deren
Vorlduferzellen stand die Rolle der hCYR61 abhingigen Osteoklastenformation im
Mittelpunkt. Neben dem besonderen Schwerpunkt der Versuche auf den RANKL

Signalweg, wurden auch osteoklastenspezifische Markerproteine untersucht.

4.1 Methodische Problematik

4.1.1 Zellkultur

hCYR61/CCN1 wird in vielen anderen Geweben auflerhalb des Knochens exprimiert, zum
Beispiel in der Leber, im Gehirn und in Muskelzellen. Da wir die Relevanz von
hCYRO61/CCN1 im Knochenstoffwechsel untersuchen wollten, wurden geeignete
Zelllinien gesucht, um die Effekte sowohl auf Osteoblasten, als auch auf Osteoklasten und

deren Vorladufer zu untersuchen.

4.1.1.1 Humane fetale Osteoblasten (hFOB)

Bei den humanen fetalen Osteoblasten handelt es sich um eine immortalisierte Zelllinie.
Sie wurde aus der Transfektion einer Primérkultur mit einem Gen gewonnen, das fiir die
temperatursensitive Mutante (ts A58) des groBBen T-Antigens des SV40-Virus kodiert. Mit
zunehmender Konfluenz zeigt diese Zelllinie einen osteoblastiren Phinotyp und die fiir

Osteoblasten typischen Markerproteine. Dazu zdhlen mineralisierte Matrixnoduli,
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Osteopontin, Osteonectin, Typ I Kollagen, Osteocalcin und Alkalische Phosphatase. Im
Vergleich mit einer primdren Osteoblastenkultur lassen sich die hFOB-Zellen sehr viel
einfacher handhaben. Sie unterscheiden sich nur durch ein mutiertes Gen und weisen somit
sehr dhnliche biologische Eigenschaften bei sehr viel leichterer Kultivierbarkeit auf. Somit
handelt es sich hierbei um ein gut geeignetes Zellsystem fiir die Untersuchung der Effekte

auf Osteoblasten.

In verschiedenen Versuchen zuvor wurden hFOB-Zellen auch von der Forschungsgruppe
Schiitze/Jakob erfolgreich verwendet, um die Effekte von hCYRG61 auf Osteoblasten zu
untersuchen. Auch in der vorausgegangenen Array Analyse wurden reproduzierbare
Effekte auf Signalwege des Knochens gefunden, die zum Teil auch durch die eigenen
Vorversuche bestitigt werden konnten. Daher ist es eher unwahrscheinlich, dass die Wahl
dieses Zelltyps zu der mangelnden Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in den folgenden
Versuchen gefiihrt hat, auch wenn der Effekt von hCYR61 sehr stark abhéngig vom

Zelltyp und dessen Differenzierungsgrad ist.

4.1.1.2 RAW 264.7 Zellen

Die RAW 264.7 Zellen sind in vivo durch den Abelsonschen Leuk&dmievirus transformierte
Makrophagen der Maus. Es ist somit eine immortalisierte Makrophagenzellline, die
einfach zu kultivieren ist. Durch die Stimulation mit RANKL und TNFa differenzieren
sich diese Zellen zu Osteoklasten. Nach der Fusion zeigen diese Zellen typische
Osteoklastenmarker, wie den Calcitoninrezeptor oder TRAP. (tartratresistente alkalische
Phosphatase). Sie weisen dann auch die typischen Eigenschaften, wie die
Resorptionsfahigkeit auf. Da insbesondere humane Osteoklasten schwer in grofler Anzahl
zu gewinnen sind, handelt es sich hierbei um eine hiufig verwendete Zelllinie, um die

Effekte an Osteoklasten zu studieren.

4.1.1.3 MCSF-abhidngige Knochenmarksmakrophagen

Bei den MCSF-abhingigen Knochenmarksmakrophagen der Maus handelt es sich um eine
primdre Makrophagenzelllinie. Hierbei werden die Zellen des Knochenmarks der
Extremitatenknochen mit MCSF kultiviert. Die Zugabe der Zytokine M-CSF und RANK-L

fiihrt zu einer Fusion der Zellen und zu einer Bildung von Osteoklasten™. Auch wenn es
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ein gutes System zur Untersuchung von Osteoklasten ist, handelt es sich dennoch um

keine Reinkultur.

Bei den beiden letztgenannten Zelllinien ist als Hauptnachteil zu nennen, dass es sich nicht

um humane Zellen handelt.

4.1.2 PCR

Um einen Effekt auf eine Stimulation in einer Zellkultur nachzuweisen, benutzt man
sogenannte house keeping Gene als inneren Standard. Hierbei handelt es sich um konstant
exprimierte Gene, die die basalen Zellfunktionen Aufrecht erhalten. Wir haben als
Standard in den hFOB-Zellen den Elongationsfaktor al und B-Aktin verwendet. EFla
macht etwa 1-3% des zytoplasmatischen Gesamtproteins aus und ist in viele
unterschiedliche Zellfunktionen involviert. Bei B-Aktin handelt es sich um das haufigste,
intrazelluldre Protein in eukaryontischen Zellen. Aktuelle Untersuchungen haben gezeigt,
dass die Expression dieser beiden Housekeeping Gene — genau wie das im Western Blot
verwendete P-Tubulin - sowohl in vivo als auch in vitro unter experimentellen

Bedingungen moduliert wird®.

Alle Ergebnisse in den Versuchen 3.2 bis 3.4 wurden auf EFla normalisiert, da keine

Regulation von EFla in Osteoblasten vorliegt.

4.1.3 Western Blot

In den Versuchen 3.5 bis 3.7 wurde der Effekt von hCYR61 auf verschiedene
Signalmolekiile untersucht. Hierbei wurde die aktive, phosphorylierte Kinase in Relation
zu der totalen Kinase oder dem Houskeeping Gen B-Tubulin gesetzt. So musste derselbe
Blot nach der Untersuchung der phosphorylierten Kinasen von den Antikorpern befreit
werden, um dann die totalen Kinasen zu messen. Auch wenn der Erfolg dieses Strippings
tiberpriift wurde, ist nicht auszuschlieBen, dass insbesondere bei sehr intensiven Blots nicht
alle primdren Antikorper entfernt werden konnten und die Kontrollen somit falsch positive
Ergebnisse zeigten. Ein weiteres Problem war die Untersuchung von verschiedenen
Proteinen auf denselben Blots. Dieses erforderte weiteres Stripping, um die jeweiligen

Antikorper vor der Untersuchung anderer Proteine zu entfernen.
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4.2 Eigenschaften des Proteins hCYRG61

Auf Grund der groBen strukturellen Ahnlichkeiten der CCN- Proteine, waren die
funktionellen Unterschiede anfianglich nicht leicht zu verstehen. Mittlerweile zeigt sich,
dass es sich bei den CCN-Proteinen um ein Regulationssystem der Homdostase handelt.
Hierbei scheint ein Mitglied den Effekt zu vermitteln, wéhrend ein anderes den gleichen
Prozess inhibieren kann. Obwohl die molekularen Details dieser Regulation noch nicht
vollsténdig verstanden sind, erfreut sich dieses Konzept einer groBen Aufmerksamkeit, da
man neue Moglichkeiten der Therapie verschiedener Erkrankungen erwartet. So
entscheiden die relativen Expressionslevel der einzelnen Mitglieder dieser Proteinfamilie,
die ganzen oder kiirzeren Versionen, liber die Wirkungen in physiologischen und auch
pathologischen Prozessen'’’. Die Funktion der CCN-Proteine ist somit zell- und auch

gewebsspezifisch und wahrscheinlich nicht redundant.

Die Forschung auf dem Feld der CCN-Proteine wurde lange Zeit dadurch erschwert, dass
die in vitro Studien verschiedene Proteinquellen, Aufreinigungsmethoden und Antikdrper
benutzen mussten. Die grofite Schwierigkeit war die Aufreinigung aktiver Proteine auf

Grund der c-terminalen Doméne mit ihren Wiederholungen der Cysteinreste™.

Wabhrscheinlich ist dieser enorme Cysteinanteil (von etwa 10%) auch fiir die Instabilitit der
aktiven Proteine verantwortlich. Auf Grund der Instabilitit des CYRO61 ist man
mittlerweile dazu {ibergegangen die biologische Wirksamkeit vor den Versuchen zu

iberpriifen.

Als Hauptproblem kann man die Expression von hCYR61 durch die Osteoblasten sehen.
Die groBle Varianz der Ergebnisse, die positiven Kontrollen und die dadurch fehlende
Signifikanz der verschiedenen Versuche sind wahrscheinlich dadurch zu erkldren. So
zeigten einzelne Versuche deutliche Effekte des Proteins auf die ausgewéhlten Signalwege,
waren aber in Folge nicht reproduzierbar. Auch hat sich mittlerweile die Sichtweise auf die
CCN- Proteine gewandelt. Wahrend man sie anfanglich fiir klassische Wachstumstaktoren
gehalten hatte, geht man mittlerweile davon aus, dass sie neben eigenen unabhingigen
Effekten vorwiegend die Signalwege anderer Molekiile modifizieren. Die Signalwege
unterscheiden sich deutlich bei den unterschiedlichen verwandten CCN- Proteinen und

Zellsystemen®’.
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So zeigte die Forschungsgruppe Schiitze/ Jakob, dass die Zellmigration von
undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen sowohl durch CYR61 als auch WISP3
stimuliert wird, wobei dieser Effekt ausschlielich bei WISP3 iiber Integrin a5 vermittelt
wird™.

Auch der Differenzierungsgrad der Zellen spielt eine bedeutende Rolle. Die Formation von

Osteoklasten wird nur bei frithen Vorlduferzellen der Osteoklasten gehemmt, wiahrend sich

bei adulten Zellen kein Effekt zeigt'.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sowohl die Aktivitdt des CYR61, die Wahl des
Zelltyps, als auch dessen Differenzierungsgrad entscheidend fiir einen erfolgreichen

Versuchsaufbau sind.

4.3 Wertung der Ergebnisse im Kontext der aktuellen Literatur

4.3.1 Wirkung des Proteins hCYRG61 auf die hFOB Zellen

Bei der Suche nach den biologischen Wirkungen von hCYR61 im Knochenstoffwechsel
spielen verschiedene Signalwege eine besondere Rolle. Die Gen- Chip Untersuchung
zeigte einige potentielle Kandidaten fiir die Wirkung von hCYR61 auf die Osteoblasten.
Dazu gehdrten membranstidndige Rezeptoren wie Notch und BMP Rezeptor 1A, aber auch
Transkriptionsfaktoren wie Gli 1,2,3, MAL und Hes 2. Die Wirkung auf diese Kandidaten
lasst auf eine wichtige Rolle von hCYR61 in den Signalwegen der Bone Morphogenic
Proteine, des Notch und des Indian Hedgehog schlieBen. Diese kontrollieren die
Differenzierung der mesenchymalen Zellen zu Zellen der Osteoblastenlinie. Wihrend die
Bone Morphogenic Proteine (BMPs) und Wnt die Osteoblastogenese vermitteln, werden

fiir Notch vorwiegend inhibitorische Eigenschaften beschrieben'.

4.3.1.1 Der Bone Morphogenic Protein Signalweg (BMPRI1A)

BMPs werden fiir die Entwicklung, fiir das Aufrechterhalten der Homdostase des
Knochens und die Frakturheilung benétigt. Sie haben die einzigartige Eigenschaft die
Differenzierung von Zellen der Osteoblastenlinie zu induzieren und somit die Anzahl der

erwachsenen Zellen zu erhdhen. AuBerdem verstirken sie die Funktion der Osteoblasten'’.
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Als sekundérer Effekt zeigt sich eine Steigerung der Osteoklastogenese, gesteuert durch

die Osteoblastogenese'.

Um die genaue Rolle des BMP-Signalweges zu entziffern, wurden Maiuse mit
gewebsspezifischen Deletionen der BMP Rezeptoren in Chondrozyten entwickelt.
BMPRIA defiziente Miuse zeigen verkiirzte lange Knochen und eine Verzdgerung der
Ossifikation. Die Kombination mit der Deletion des BMPRIB fiihrte zu einem Verlust
von vielen enchondralen Knochen und einer eingeschrinkten Differenzierung der

Chondrozyten in den anderen Elementen des Skeletts'*®.

Die Wirkungen von BMPs im Knochen erfolgt durch ihre Bindung an spezifische
Rezeptoren an der Zelloberfliche wund durch Interaktionen mit anderen
Wachstumsfaktoren. Die Bindung an einen Typ I oder Typ II Rezeptor aktiviert den Smad
und MAPK (JNK, p38 and ERK 1/2) Signalweg”’.

Die Regulation der Transkription von hCYR61, CTGF, NOV, WISP 1 und WISP 2 im
Osteoblasten gehort zu den Effekten von BMPs. Sowohl die Expression der mRNAs wie
auch die Proteinlevel von CYR61 und CTGF wurde durch TGFp, Cortisol und BMP2

erhoht®,

Interessanterweise haben die CCN- Proteine wiederum eine Wirkung auf die
Differenzierung von Osteoblasten. So konnte fiir CTGF gezeigt werden, dass es die
Wirkungen von BMP inhibiert und fiir die Chondrogenese benétigt wird® .Die BMP-2
Effekte auf die Differenzierung der Osteoblasten werden durch WISP-1 vermittelt™.

Entgegen dem fiir CTGF bekannten Effekt, fanden wir in den ersten Versuchen eine
deutliche Heraufregulation der Expression von BMPR1A durch hCYRG61. Dieses passte zu
dem bekannten Effekt auf die Osteoblastendifferenzierung. Auf Grund dieser deutlichen
Wirkung, haben wir diesen Primer benutzt, um die Funktion von hCYR61 nach
einstiindiger Lagerung bei +4°C und -20°C zu untersuchen. Wihrend sich in diesem
Versuch keine Abnahme der Wirkung von hCYRG61 zeigte, haben spétere Untersuchungen
dieses Labors deutliche Funktionseinbulen bei der Lagerung bei -20°C gezeigt.
Moglicherweise hat der kurze Zeitraum von einer Stunde noch nicht zu einer Abnahme der
Wirkung gefiihrt. In zwei der sechs Versuche, in denen die Wirkung der
Funktionsdoménen tiiberpriift wurde, lieB sich ein deutlicher Effekt der Domine 2 allein

und etwas weniger stark fiir die Doménen 1+2 feststellen. Fiir diese Domine ist bereits
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bekannt, dass dort Integrin a,f3 an hCYR612 und der Wachstumsfaktor TGF-f an CTGF"
bindet.

Leider lieBen sich diese Ergebnisse in Folge bei gleichem Versuchsaufbau nicht
reproduzieren und blieben unter der Signifikanzgrenze. Eine Erkldrungsmoglichkeit wére
hierbei eine fehlende biologische Wirkung von hCYR61 in einigen Chargen, was
allerdings nicht die teilweise deutlich positiven Effekte in der Kontrolle erkldren wiirde.

Dieses deutet eher auf eine eigene Expression von hCYR61 in hFOB Zellen hin.

4.3.1.2 Der Indian Hedgehog Signalweg. (Gli 2,3, Patch)

Auch bei dem Ihh handelt es sich um einen Schliisselsignalweg bei der enchondralen
Ossifikation. So wird durch den sezernierten Signalfaktor Ihh die Proliferation und
Differenzierung der Chondrozyten und die Differenzierung der Osteoblasten im
Perichondrium koordiniert. Die Signaliibermittlung erfolgt iiber den Rezeptor Patched und
ein zweites Transmembranprotein Smo. Dieses aktiviert die Zink-Finger-

Transkriptionsfaktoren der Gli —Familie iiber eine komplexe Signaltransduktionskaskade®®.

Diese sind die nukledren Transducer der Hedgehogsignalwege und funktionieren entweder
als Aktivator oder Repressor der Transkription. Die kompletten Gli- Proteine Gli 1,2,3
aktivieren Hedgehog Zielgene, wihrend die kurzen Repressorformen von Gli 1 und 2 diese
bei fehlender Aktivierung inhibieren®. Wihrend Ihh in den frithen hypertrophischen
Chondrozyten der Knorpelanlagen exprimiert wird, findet man Ptchl, Smo, Glil, Gli2 und

Gli3 in den perichondrialen Zellen und in Chondrozyten™ .

Zwischen den einzelnen Signalwegen gibt es eine enge Verbindung. Diese zeigt sich in der
Induktion der Expression von Thh durch den BMP Signalweg in embyonalen Zellen. In
Extremititenorgankulturen lieB sich eine verspitete hypertrophische Differenzierung
beobachten, die wahrscheinlich iiber die Stimulation des Ihh Signalweges durch BMP

vermittelt wurde”’.

In den Vorversuchen finden wir eine deutliche Heraufregulation von Gli2 und Gli3 und
keine eindeutigen Ergebnisse fiir Patch. Auch diese Effekte wiirden mit der bekannten
Induktion der Differenzierung von Osteoblasten durch hCYR61 iibereinstimmen. Leider
lieBen sich auch diese Ergebnisse im weiteren Verlauf nicht reproduzieren. In zwei

Versuchen kamen zwei verschiedene Chargen von hCYR61 zum Einsatz, wobei sich bei
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Gli 2 deutlich unterschiedliche Intensititen zeigten. Auch das legt den Schluss nahe, dass
die schwankenden Ergebnisse durch die unterschiedliche biologische Wirkung der

verschiedenen Chargen hervorgerufen wurden.

4.3.1.3 Der Notch Signalweg (HES 2)

Auch der Notch Signalweg hat eine bedeutende Rolle im Remodeling des Knochens. Er
hat eine inhibitorische Wirkung auf die Entwicklung und Differenzierung von Osteoblasten
und Osteoklasten und im postnatalen Knochen. Der Notch Signalweg muss somit als

Gegenspieler der Ihh und BMP Signalwege gesehen werden.

Eine Defizienz von Notch fiihrte in dem skelettogenen Mesenchym der Extemitdten zwar
zu einer Zunahme der trabekulidren Knochenmasse bei erwachsenen Méusen aber auch zu
einer Abnahme der mesenchymalen Progenitorzellen im Knochenmark. Mit zunehmendem
Alter entwickelten diese Tiere dann eine schwere Osteopenie. So erhdlt der Notch
Signalweg die mesenchymalen Progenitorzellen des Knochenmarks durch Behinderung der
Osteoblastendifferenzierung. Daneben reguliert er die Osteoklastogenesis von
Makrophagenvorldufern durch die Modulation der Produktion von RANKL und

Osteoprotegerin in den Osteoblasten® *°,

Bei den Notch Proteinen handelt es sich um single-pass Transmembranrezeptoren, die auf
den Oberflichen von angrenzenden Zellen gefunden werden. Die Interaktion mit ihren
Liganden fiihrt zu einer Abspaltung der intrazellularen Doméne von Notch (NICD), deren
Translokation in den Zellkern und ihre Bindung an Mitglieder der CSL-Familie von DNA-
bindenden Proteinen.Der NICD-CSL Komplex induziert dann die Transkription von Genen
die den hairy and enhancer of split (HES) und das HES-related Repressor Protein (HERP /
HEY) kodieren. Aktuelle Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass die Inhibierung der

Osteoblastendifferenzierung iiber die HES und HEY Familie vermittelt werden'?.

Wirkungen eines anderen CCN Proteins auf den Notch Signalweg sind bereits bekannt.
NOV inhibiert die Differenzierung von Myoblasten iiber die Assoziation mit Notchl mit

der c-terminalen Domine’".

Im Falle des Notch Signalweges sollten die mRNA Spiegel fiir HES 2 untersucht werden.
Hierbei zeigten die Vorversuche keine eindeutigen Ergebnisse, deuteten aber auf eine

Steigerung der Expression durch hCYR61 hin. Hier untersuchten wir also einen
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gegenteiligen Effekt, da die Inhibierung der Osteoblastendifferenzierung iiber die HES
Familie vermittelt wird. In den folgenden Versuchen stellte sich das Problem, dass wir zum
Teil nur sehr geringe Intensititen erzielen konnten. So konnten wir hierbei in nur vier
Versuchen ein auswertbares Ergebnis erzielen. Dieses zeigte aber auch keine signifikanten

Effekte auf diesem Signalweg.

4.3.1.4 Insulin like growth Faktor (IGF 2)

Zu den Wachstumsfaktoren mit positivem Einfluss auf die Knochenformation gehdren
auch die IGFs I und II. Thre Bindung an den IGFI Rezeptor ist bedeutsam fiir eine normale
skelettale Entwicklung, das Bone Remodeling und die Reparaturfidhigkeit. So sind
Chondrozyten und Zellen des Knochens in der Lage IGFs zu produzieren und den IGF1
Rezeptor zu exprimieren. /n vitro Studien zeigten, dass IGF1 die Proliferation von
Osteoblasten stimuliert, deren Differenzierung beschleunigt und die Produktion von
Knochenmatrix steigert. Auch ist IGF1 als kritischer Faktor fiir das Uberleben der Zellen
zu sehen. IGF1 scheint auch einen Effekt auf die Formation und Funktion von
Osteoklasten zu haben. Entweder handelt es sich um einen direkten Einfluss, oder eine

durch Osteoblasten vermittelte Wirkung®”.

Eine IGF I Rezeptor Defizienz bei Miusen fiihrte zu einer verlangsamten skelettalen
Entwicklung, zu einer verlangsamten Ossifikation und zu neonatalem Tod’®. Die gezielte
Ausschaltung des Rezeptors auf Osteoblasten fiihrte zu einer verminderten Knochendichte
und zu einer verringerten Mineralapposition'”.Im Gegensatz dazu fiihrte die

110
N

Uberexpression von IGF1 zu einer verstirkten Knochenformation und Mineralisation' '°.In

den meisten Geweben werden die Effekte der IGFs durch IGF Bindungsproteine vermittelt.

Der erste Vorversuch deutete auf einen Effekt von hCYR61 auf IGF2 hin. Da der
Wachstumsfaktor IGF2 einen positiven Effekt auf die Knochenformation hat, wire eine
IGF2 vermittelte Wirkung von hCYR61 denkbar. Dieses Ergebnis war in Folge nicht

reproduzierbar.

4.3.1.5 Kollagen XIV

Bei Kollagen XIV handelt es sich um ein strukturelles Molekiil der extrazelluldren Matrix.
Es ist ein  Fibrillen-assoziiertes Kollagen, welches vorwiegend von Fibroblasten,

Myofibroblasten und Lebersternzellen (HSC) gebildet wird und das wéhrend der spéten
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embryonalen Entwicklung exprimiert wird. In mesenchymalen Zellen konnten
antiproliferative, ruhephasen- aber auch differenzierungsinduzierende  Effekte

- 90
nachgewiesen werden™".

Kollagen XIV zeigte eine verstirkte Expression durch hCYR61 in den Vorversuchen. Auf
Grund der oben beschriebenen differenzierungsinduzierenden Effekte, wére auch hier eine
Induktion durch hCYR61 denkbar, wurde aber in den Hauptversuchen nicht weiter

verfolgt.

4.3.1.6 Serum Response Faktor Singalweg (MAL)

Viele Zellen reagieren auf Wachstumsfaktoren und andere Stimuli des Serums durch den
SRF (Serum Response Faktor), indem sie ihre Morphologie dndern und die Genexpression
starten. Die Zielgene dieses Transkriptionsfaktors wirken auf das Zellwachstum, die
Proliferation, die Differenzierung und kontrollieren das Aktin Zytoskelett. MAL ist ein
Koaktivator der Transkription der Myocardinfamilie fiir den Serum Response Faktor.
MAL bindet an monomeres G-Aktin im Cytoplasma, reichert sich aber bei zunehmender
F-Aktinbildung (und damit einhergehendem G-Aktinverbrauch) im Zellkern an. Dort
bindet es an SRF Zielgene und aktiviert diese erst bei einer weiteren Abnahme der G-

Aktinkonzentration im Zellkern'®' '%

Auch bei MAL fanden wir eine Steigerung der Expression in den Vorversuchen. Da der
SRF-Signalweg bei der Differenzierung, der Proliferation und dem Zellwachstum eine
grole Bedeutung hat, wére auch eine Vermittlung des Effekts von hCYR61 {iber diesen
Signalweg denkbar. In den folgenden Versuchen lie3 sich die Wirkung von hCYR61 nicht

reproduzieren.

4.3.2 Effekt von hCYRG61 auf Osteoklastenvorlduferzellen
Im Osteoklastenmodell erwarteten wir einen Einfluss der Stimulation mit CYR61 auf die
RANKL und Integrin vermittelte Differenzierung, Resorption und das Uberleben.

In der Forschungsgruppe von Prof. Rogers in Aberdeen hatte sich in
Differenzierungssystemen des Osteoklasten  eine massive Hemmung der TRAP

Expression durch hCYR61 gezeigt, die eng mit der Funktion verkniipft ist.
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4.3.2.1 Der RANK Signalweg (p38, ERK 1/2, INK,IxB, S6K)

Der RANK Signalweg spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation des Immunsystems
und des Knochenstoffwechsels. RANKL induziert die Differenzierung von
Osteoklastenvorliufern und stimuliert die Resorption genauso wie das Uberleben von
Osteoklasten. Die Signalmechanismen umfassen die Aktivierung von TNF Rezeptor
assoziierten Faktor Proteinen (TRAF), die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (NFkB,
AP-1, NFAT2) und die Induktion von der Src- und Phosphatidylinositol 3 Kinase
abhingigen AKT®.

Im Zusammenwirken mit M-CSF aktiviert RANKL eine intrazelluldre Signalkaskade, die
p38, ERK1/2, und inhibitory-ikB enthidlt. Deren Aktivierung ist essentiell flir die
Differenzierung, die Resorption und das Uberleben von Osteoklasten'. Dass diese
Signalwege bei der CYR61 vermittelten Wirkung auf Osteoklasten eine Rolle spielen

konnten, wurde auch durch andere Ergebnisse unterstiitzt:

Bei Mammakarzinomzellen stellte man fest, dass die Expression von CYR61 {iber eine
NFkB-abhingige Hochregulation der XIAP funktioniert® Bei CCN2 wurde die
Proliferation von priméren Lebersternzellen der Ratte durch die Wirkung der c-terminalen
Domine auf den Ras/MEK/ERK Signalweg vermittelt”.Generell fithren Wundheilung,
Angiogenese und Gewebereparation zu einer verstirkten Expression von CCNI.
Spezifische Signaltransduktionssysteme, die die Hochregulation von CCNI1 vermitteln,
beinhalten neben der C-Jun N- terminal Kinase und den Serum Response Faktor die RhoA
GTPase, die p38 MAP Kinase und die p42/44MAP Kinase. Beim neuronalen Zelltod
wurde die Expression von hCYR61/CCNI {iber die Aktivierung der c-Jun n-terminalen
Kinase und einer Serum Response like CA-rg Box gesteuert, jedoch nicht {iber den Faktor
p-38 und den MAP Kinase Weg". In glatten Muskelzellen wurde die CYR61 induzierte
Genexpression durch RhoA GTPase und p38 gemeinsam vermittelt’*. Die untersuchte S6
Kinase spielt eine wichtige Rolle in dem Uberleben des Osteoklasten. Ihre Aktivitit wird
durch die p42/44 MAPK und Phosphatidylinositol 3 Kinase moduliert. Neben der
Regulation durch den RANKL Signalweg, wird sie auch noch iiber den MCSF Signalweg
und tber Integrin o,f; reguliert und kann somit als ein Integrator verschiedener

Signalwege gelten™.
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Um eine Wirkung von hCYR61 auf den RANK- Signalweg zu finden, haben wir
verschiedene intrazellulire Signalmolekiile ausgewéhlt und mittels Western Blot
untersucht. Dabei handelt es sich um die Kinasen p38, p42/44 MAPK, JNK, IkxB und Sé6.
So konnte die Wirkung von hCYR61 auf die bekannten Effekte des RANK-Signalweges -
die Differenzierung, die Resorption und das Uberleben des Osteoklasten - erforscht
werden. Um einen Effekt darzustellen, haben wir die aktive, phosphorylierte Kinase mit
der Gesamtkinase und zum Teil mit dem Houskeeping Gen Tubulin verglichen. Zunéchst
wurde die Zellkultur von RAW264.7 Zellen 24h vor der Stimulation mit RANKL und
MCSF mit hCYR61 inkubiert. Dieses fiihrte zu keinen reproduzierbaren Ergebnissen in
vier Versuchen. Die Blots zeigten fiir Kinasen p38 und JNK eine typische Zunahme der
Phosphorylierung durch RANKL und TNFa und eine Inhibierung dieses Effekts durch
hCYR61. Leider zeigten auch die Blots des Gesamtproteins ein vergleichbares Muster.
Ursdchlich fir dieses ungewohnliche Muster in der Kontrolle konnte die
Versuchsdurchfiihrung sein. Da die Technik der gleichzeitigen Untersuchung des
phosphorylierten und des Gesamtproteins durch den LiCor Odyssey infrared imager dem
Labor in Aberdeen noch nicht zur Verfligung stand, mussten die Blots zur Auswertung der
totalen Kinase von den Antikorpern fiir die phosphorylierte Kinase befreit werden. Ist
dieses - trotz Kontrolle- unvollstindig geschehen, konnte das dieses Muster und somit die

fehlende Aussagekraft dieser Versuche erkléren.

Kurz vor dem Ablauf des Stipendiums haben wir die Versuchsanordnung zugunsten einer
gleichzeitigen Stimulation von hCYR61 und RANKL verdndert. Auf Grund der geringen
verbliebenen Zeit, wurde in diesem Versuch nur noch die Kinase p38 in zwei
Durchfiihrungen untersucht. Hierbei konnte man - auch im Vergleich mit der Kontrolle -
die typische zeitabhingige Steigerung der Phosphorylierung unter der Stimulation mit
RANKL und TNFa erkennen und eine Inhibierung dieses Effektes durch hCYR61.
Interessanterweise scheint auch hCYRG61 allein einen positiven Effekt auf die
Phosphorylierung zu haben. Auch wenn aktuelle Ergebnisse der Forschungsgruppe in
Aberdeen keinen Effekt von hCYR61 auf den RANKL Signalweg in humanen MCSF-
abhingigen Knochenmarksmakrophagen beschreiben, deuten diese Ergebnisse auf eine

RANKL vermittelte Wirkung von hCYR61 auf RAW264.7 Zellen hin"”.
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4.3.2.2 Integrin oyBs

Neben den Effekten auf den RANK Signalweg wurden Effekte durch hCYR61 auf

Integrine untersucht.

Effekte von CCN1 auf die Integrine a,ps; auf menschliche Endothelzellen und a,fs von
menschlichen Fibroblasten sind bekannt. So wird die Adhédsion, die Mitogenese und die

Migration iiber diese Integrine vermittelt®' *.

Neue Einblicke sowohl in die Expression als auch in die Wirkungsweise gewann man
durch die Untersuchung von CCNI1 in Zellen des Mammakarzinoms. Einerseits fiihrt die
Hochregulierung von CYR61 allein zu einer verstirkten Expression von Integrin o,fs,
andererseits ist CYR61 selbst in der Lage die Proliferation, das Uberleben und die Taxol
Resistenz dieser Zellen durch Integrin o,f; abhdngigen ERK1/ERK2 MAPK- Signalweg

zu steuern. So kann man von einer CYR61- Integrin o,f3 autokrinen Schleife sprechen’.

CYR61/a, fiy-driven autocrineloop

. HRG
o4 I u,flyantagonists

./

ced z fi, expression

Nucleus

HRG-Induced CYR6E1 expression

Cell proliferation
Cell survival
Chemoresistance

Abb. 4.3.3.2: Die HRG- induzierte Heraufregulation von CYRG61 prddisponiert epitheliale
Brusttumorzellen zu einer deregulierten Proliferation und zu Chemoresistenz. Dieses

geschieht direkt oder durch eine autokrine Schleife iiber Integrin avi33 und die abhdingigen
Signalwege PI-3K und MEK / MAPK. Menendez et al, Oncogene 2005
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Die Forschungsgruppe Schiitze/Jakob zeigte aber, dass die chemotaktischen Eigenschaften
von CYR61 auf MSCs komplett unabhédngig von diesen Integrinen war, wéhrend sie bei
WISP3 durch Integrin avf5 vermittelt wurde’. Das Integrin a,B; wird in groBer Dichte auf
den Osteoklasten exprimiert und gilt als das zentrale Molekiil fiir die Knochenresorption.
Integrin a,B; defiziente Knock out Méuse entwickelten eine Osteopetrose nach 3 — 6
Monaten'” Hierbei spielt die a,B3 vermittelte Inhibierung der Migration die groBte Rolle’
” Auch Integrin o,Bs findet sich in groBer Menge in frithen Osteoklastenvorliufern und
wird in der Differenzierung herabreguliert’. Das legte den Verdacht nahe, dass die
Wirkungen von CYR61 auf Osteoklasten ebenfalls iiber die Integrine o,fB3 und o,fs

vermittelt werden.

In dem Versuch 3.8.1 wurden MCSF-abhdngige Knochenmarksmakrophagen der Maus mit
RANKL, MCSF und hCYRG61 kultiviert. Hierbei zeigte sich eine deutliche Abnahme der
Anzahl und GréBe der Osteoklasten im Vergleich zu der Kontrolle ohne hCYR61. In der
Immunfirbung zeigte sich eine deutlich geringere Anfabung fiir die B3-Untereinheit des
Osteoklastenmarkers Integrin a,p;. Leider konnte die Quantifizierung und erneute
Durchfiihrung dieses Versuches auf Grund des Ablaufs des Stipendiums nicht mehr
erfolgen. Die Forschungsgruppe in Aberdeen beschreibt in ihrer aktuellen
Veroffentlichung diesen Effekt in humanen MCSF-abhingigen
Knochenmarksmakrophagen und zeigt auch, dass diese Inhibierung der
Osteoklastenformation durch hCYR61 dosisabhéngig ist. Dieser Effekt ist allerdings nicht
iiber die Integrine a,fBs; oder a,fs vermittelt, wie Versuche mit hCYR61 ohne o,fs3-

Bindungsfihigkeit und p5 negativen Makrophagen der Maus zeigten'’.

4.3.2.3 Der Calcitoninrezeptor

Bei dem Calcitoninrezeptor handelt es sich um einen spezifischen Zellmarker des
Osteoklasten. Die Inhibierung der Knochenresorption durch Calcitonin wird iiber diesen
Rezeptor vermittelt. Die Expression der CTR mRNA erfolgt gleichzeitig mit der
Entwicklung des Osteoklastenphénotyps in den Makrophagenzelllinien. Da der
Calcitoninrezeptor nur in Osteoklasten exprimiert wird, ist er also deutlich spezifischer als
die anderen bekannten Osteoklastenmarker. So konnen die TRAP (Tatrat resistente
alkalische Phosphatase) oder der Vitronektinrezeptor auch bei aktivierten Makrophagen

61
gefunden werden™.
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In dem Versuch 3.8.2 wurde die Inhibierung der Osteoklastenformation durch hCYR61 an
Hand des Osteoklastenmarkers Calcitoninrezeptor sichtbar gemacht. In Ubereinstimmung
mit dem vorherigen Versuch zeigte sich eine deutliche Abnahme der Anzahl und Grof3e
der Osteoklasten im Vergleich zu der Kontrolle ohne hCYR61. In der Immunfirbung
zeigte sich eine deutlich geringere Anfarbung fiir den Calcitoninrezeptor. Leider konnte
auch hier die Quantifizierung und erneute Durchfiihrung dieses Versuches auf Grund des

Ablaufs des Stipendiums nicht mehr erfolgen.

4.3.2.4 Effekt von hCYR61 auf die Fusion von RAW?264.7 Zellen

Der wahrscheinlich interessanteste Effekt von hCYR61 war die Beobachtung einer Fusion
von RAW264.7 Zellen. Die Stimulation mit 1000ng/ml hCYRG61 fiihrte zu einer Fusion zu
mehrkernigen groflen Zellen. Dieser Effekt konnte nach nur 3 Stunden und somit
ungewohnlich frith beobachtet werden. Allerdings waren diese groBen, vielkernigen Zellen
nicht positiv fiir den Osteoklastenmarker Tatrat- resistente alkalische Phosphatase. Ein
solcher Effekt auf die Zellfusion ist bisher nicht in der Literatur beschrieben. Auch hier
machte die zeitliche Limitierung durch den Ablauf des Stipendiums weitere Durchgénge

und eine Quantifizierung des Ergebnisses unmoglich.

4.4 Weitere mogliche Untersuchungen

Wihrend die Gene Chip Untersuchungen einen deutlichen Effekt von hCYR61 auf
verschiedene Signalwege in humanen fetalen Osteoblasten andeuteten, konnten diese in
den eigenen Versuchen nicht bestitigt werden. Da die Wirkung auf die Osteoblasten
bekannt ist, ist eine erneute Untersuchung dieser mRNA-Spezies mit einem anderen
Versuchsaufbau denkbar. Da das Gesamtprotein fiir eine pharmakologische Anwendung
sehr groB3 ist und viele verschiedene biologische Wirkungen hat, ist eine weitere
Untersuchung der Effekte der einzelnen Doménen nach wie vor interessant. Auch die
weiteren Untersuchungen iiber die Rolle des Proteins in der Osteoklastendifferenzierung
sind sehr spannend. So sollte der neu entdeckte Effekt von hCYR61 auf die Fusion von
RAW264.7 Zellen und den p38 Signalweg {iberpriift werden. Die neuen
Forschungsergebnisse der Bone Group in Aberdeen zeigen einen deutlichen Effekt von
hCYR61 auf den Osteoklasten ohne die bekannten Signalwege zu regulieren. Die

Forschungsgruppe Schiitze/Jakob zeigte aktuell, dass die Chemotaxis von humanen
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multipotenten mesenchymalen Stromazellen unabhéngig von den Integrinen a3 oder o,,s
ist. In beiden Fillen wird die Suche nach dem genauen Wirkmechanismus und vielleicht
einem neuen Signalweg eine besondere Bedeutung haben. Eine mogliche weitere
Vorgehensweise wire die Inhibiton der endogenen CYR61 Produktion durch siRNA —
gestiitzte Verfahren vor der Behandlung der Zellen mit exogenem CYR61.
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S5 Zusammenfassung

Zielsetzung der Arbeit war die Wirkung von hCYR61 auf Osteoblasten und auf
Osteoklasten zu untersuchen. Dazu sollten die Funktionsdomidnen von hCYR61 durch
Stimulation von humanen fetalen Osteoblasten (hFOB) identifiziert werden. Eine
vorangegangene Array- Analyse zeigte eine Wirkung von hCYR61 auf verschiedene
Signalmolekiile des Osteoblasten. Es handelte sich um die Signalwege Bone Morphogenic
Protein (BMP), Indian Hedgehog (IHH), Notch, Serum Response Factor (SRF), Insulin
like growth factor (IGF) und Kollagen XIV. Neben den Effekten des Gesamtproteins
wurden auch Konstrukte der einzelnen oder kombinierten Doménen auf ihre Wirkung
tberpriift. Wiahrend die Vorversuche noch die Ergebnisse der Arrayunteruchung
wiederspiegelten, zeigten weder das Gesamtprotein hCYR61, noch die Konstrukte
reproduzierbare Ergebnisse in den Hauptversuchen. Ursédchlich ist hierbei wahrscheinlich
die endogene Expression von hCYR61 in den hFOB-Zellen. Dieser Effekt wiirde auch die

positiven Effekte in den Kontrollen erkliren.

Bei der Untersuchung der Effekte von hCYR61 auf Osteoklasten, sowie deren
Vorlduferzellen, stand die Rolle von hCYR61 bei der RANKL abhdngigen
Osteoklastenformation im Mittelpunkt. Hierbei zeigte sich, dass eine vorzeitige Inkubation
von hCYRG61 24h vor der Stimulation von RAW264.7 Zellen der Maus mit RANKL keine
deutlichen Effekte auf verschiedene Signalmolekiile des RANK Signalwegs hat. Bei einer
gleichzeitigen Stimulation mit hCYR61 und RANKL zeigte sich eine Inhibition der
Phosphorylierung von p38 — einem Signalmolekiil des RANK-Signalwegs in 2 Versuchen.
Die Wirkung auf die phénotypische Inhibition der Osteoklastenformation bei MCSF-
abhéngigen Knochenmarksmakrophagen der Maus durch hCYR61 konnte anhand der
Immunfarbung der Osteoklastenmarker Calcitoninrezeptor und Integrin a,fs; deutlich
gemacht werden. Auch die aktuellen Ergebnisse der Bone Group in Aberdeen zeigen, dass
in der Erforschung der Wirkung von hCYR61 noch groes Potential steckt. So sind die
deutlichen Effekte von hCYR61 auf die Osteoklastogenese nicht durch die bisher
bekannten Signalwege zu erkldren und lassen neue Durchbriiche im Verstindnis des

Knochenstoffwechsels erwarten.
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