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1. Einleitung

1.1. Knochengewebe

Das Knochengewebe gehort zum Binde- und Stiitzgewebe des Korpers und formt in der
Regel 210 abgrenzbare Knochen. Knochen haben eine schiitzende, sowie stilitzende
Funktion, regulieren den Calciumstoffwechsel als Calciumreservoir und sind Ort der
Blutbildung.

Zusammengesetzt wird das Knochengewebe aus 70-90 % anorganischen, mineralisier-
ten Anteilen, bestehend aus 65 % Hydroxyapatitkristallen, zusatzlich Calciumcarbonat,
Calciumhydrogenphosphat, Natrium- und Magnesiumionen und Fluoride; und zu 10-30
% aus organischen Anteilen. Der organische Anteil wird auch als Osteoid bezeichnet und
besteht zu 90 % aus Kollagenfasern vom Typ |, der restliche Teil sind nicht-kollagene
Proteine wie Osteocalcine, Glykoproteine, Proteogyklane, Albumin und Phosphoprote-
ine (Young, 2003).

Man unterscheidet zwischen zwei Knochenformen: Geflecht- und Lamellenknochen. Bei
der Knochenbildung entsteht zunachst der Geflechtknochen, dieser wird dann in Lamel-
lenknochen umgewandelt. Der Lamellenknochen ist die iberwiegende Form, er besteht
aus zwei Schichten, der Substantia compacta, die die Wandung des Knochens bildet, und
die Substantia spongiosa, die sich im Inneren des Knochens befindet und eine
schwammartige Architektur zeigt. AuRerlich wird der Lamellenknochen vom Periost
Uberzogen. Das Innere des Knochens, dazu gehoren die Spongiosabalkchen und die
Kompakta, werden von Endost liberzogen.

Die Knochenmatrix der Kompakta besteht wiederrum aus Untereinheiten, den soge-
nannten Osteonen. Diese sind zylindrisch geformt und orientieren sich an der Ldngsaus-
richtung des Knochens. In ihrer Mitte findet man den Havers-Kanal, um diesen Kanal
liegen konzentrisch ausgerichtete Knochenlamellen, diese werden Speziallamellen ge-
nannt. In den Havers-Kanalen laufen GefdaRRe und Nervenfasern (siehe Abbildung 1). Die

Osteone bilden den Ort, wo die Knochenzellen den Knochenumbau durchfiihren und



regulieren. Die Schaltlamellen fillen die Licken zwischen den Osteonen und werden
auch interstitielle Lamellen genannt.

Der grofite Anteil der Knochenzellen besteht aus Osteozyten. Diese liegen zwischen den
Schaltlamellen in Lakunen. Von dort verlaufen die dendritischen Ausldaufer der Osteozy-
ten innerhalb von Kanalikuli, womit sie Gber Gap Junctions in Verbindung mit anderen
Knochenzellen treten konnen (Noble, 2008). Dies ist sehr wichtig, da das Knochenge-
webe einem stiandigen Umbauprozess unterliegt, zwischen knochenabbauenden Aktio-
nen der Osteoklasten und knochenaufbauenden Vorgangen der Osteoblasten. Dieser
dynamische Prozess wird durch mechanische Belastung und durch verschiedene para-
und endokrine Mechanismen (Sims and Gooi, 2008) wie beispielsweise durch die Meta-
boliten Parathormon, 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 und diverse Wachstumsfaktoren re-
guliert, ebenso wie durch Zytokine (Ebeling and Akesson, 2001). AulRerdem wurde durch
Untersuchungen an Mausen, denen entweder Osteoklasten oder Osteoblasten entfernt
wurden, gezeigt, dass Knochenresorption auftritt, wenn Osteoblasten fehlen und umge-
kehrt, Knochenbildung tritt auf beim Fehlen von Osteoklasten (Corral et al., 1998). Eine
weitere Rolle in der Knochenhomdostase spielen neuronale Zellen (Elefteriou, 2008), B-

Lymphozyten (Horowitz and Lorenzo, 2007) und T-Lymphozyten (Gillespie, 2007).
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1.2. Mesenchymale Stromazellen und deren osteogene Differenzierung

Der Ursprung des Knochengewebes sind die Mesenchymalen Stromazellen (MSC).
Mesenchymale Stromazellen sind nicht-hamatopoetische Stammzellen mit der Kapazi-
tat sich in unterschiedliche Zelltypen zu differenzieren.

Stammazellen, sind Zellen, die sich selbst erneuern kénnen, indem sie die Fahigkeit be-
halten, zu proliferieren und zu differenzieren. Dies erfolgt, indem sich eine relativ undif-
ferenzierte Zelle asymmetrisch teilt: in eine andere Stammzelle und in eine differen-
zierte Zelle. Der entscheidende Unterschied zwischen Proliferation und Selbsterneue-
rung ist also, dass bei der Selbsterneuerung mindestens eine Tochterzelle die gleiche

Moglichkeit zur Entwicklung hat wie die Mutterzelle.



Man unterscheidet zwischen Embryonalstammzellen und adulten Stammzellen. Die
embryonalen Stammzellen sind pluripotent, das bedeutet, sie kdnnen sich in (fast) jeden
Zelltyp eines Organismus differenzieren. Sie haben also die breiteste Differenzierungs-
kapazitat und dienen dem Wachstum und Differenzierung in samtliche Gewebe wah-
rend der Embryonalentwicklung. Die adulten, bzw. somatischen Stammzellen sind mul-
tipotent, sie kdnnen sich zu verschiedenen Zellen innerhalb eines Gewebetypes diffe-
renzieren. Sie dienen der Regeneration im Erwachsenenalter (He et al., 2009). Durch die
Stammzellen kdnnen sich bestimmte Gewebe reparieren oder rekonstruieren (Kolf et
al., 2007, Bianco et al., 2008).

Ein Beispiel fur die adulten, somatischen Stammzellen sind die mesenchymalen Stroma-
zellen. Friedenstein et al. beschrieb diese Zellen erstmals als ,,nicht-hamatopoetische
Stammzellen aus dem Knochenmark®, die sich fibroblastisch und in Kolonien entwickel-
ten und daraufhin als CFU-F (engl. colony-forming unit fibroblasts) bezeichnet wurden.
In weiteren Versuchen zeigte er auerdem, dass diese Zellen mesenchymal sein miissen,
indem sie sich osteogen differenzieren lieBen (Friedenstein et al., 1966). Erst spater
wurde von Caplan et al. der Begriff ,mesenchymale Stammzelle” eingefiihrt, indem sie
zeigten, dass diese Zellen verschiedene Zelltypen bilden kdnnen, die sich aus dem
Mesenchym entwickeln (Caplan, 1991). Das Mesenchym wiederum geht aus dem Mes-
oderm hervor, einem Keimblatt, welches wahrend der Embryogenese entsteht. Pitten-
ger et al. beschrieben 1999 dann das trilineare Potenzial der mesenchymalen Stamm-
zellen sich in Fett, Knochen und Knorpel zu differenzieren (Pittenger et al., 1999). Mitt-
lerweile wurde festgestellt, dass MSC aus dem Knochenmark in Osteozyten, Chondrozy-
ten, Adipozyten und Myoblasten differenzieren kénnen (Ranera et al., 2013, Gronthos
et al., 1994, Muruganandan et al., 2009, Valtieri and Sorrentino, 2008) und es wurde von
fihrenden Wissenschaftlern vorgeschlagen, MSC als ,,mesenchymale Stromazellen” zu
bezeichnen (Robey, 2017).

Es wurde auBerdem erkannt, dass multipotente mesenchymale Stromazellen nicht nur
im Knochenmark sondern in verschiedenen menschlichen Organen existieren (Crisan et
al., 2008). Hierzu gehoren die Plazenta (lgura et al., 2004), Zahnpulpa (Shi and Gronthos,
2003), Sehnen (De Bari et al., 2001, Bi et al., 2007), Fett, Skelettmuskulatur (Xu et al.,



2005), Nabelschnurblut (Rogers and Casper, 2004) und Fruchtwasser (Tsai et al., 2004).
Da die MSC eine sehr heterogene Gruppe von Zellen sind, mit variierendem Differenzie-
rungs- und Proliferationspotenzial, wurden von der , International Society for Cellular
Therapy” minimale Kriterien fiir die Charakteristika in vitro festgelegt: Erstens MSC ms-
sen plastikadharent sein. Zweitens sie missen positiv flir die spezifischen Oberflachen-
marker CD73, CD90, CD105 sein, und negativ fiir CD14, CD34, CD45 und HLA-DR-Ober-
flachenmolekdle. Drittens missen sie unter bestimmter Stimulation in vitro in Adipozy-

ten, Chondrozyten und Osteoblasten differenzieren (Dominici et al., 2006).
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Abbildung 2: Darstellung der Differenzierungswege der humanen mesenchymalen Stromazellen
(selbst erstellte Abbildung)

In Bezug auf diese Arbeit, wird im Folgenden naher auf die osteogene Differenzierung
der mesenchymalen Stromazellen eingegangen.

Die klassische Methode, um die osteogene Differenzierung von MSC in Osteoblasten in
vitro zu induzieren erfolgt durch die Zugabe von Dexamethason, Ascorbinsdure und B-
Glycerophosphat zum Zellkulturmedium tber 2-3 Wochen (Chamberlain et al., 2007).
Dabei durchlaufen die mesenchymalen Stromazellen, ebenso wie in vivo, verschiedene

Proliferations-und Differenzierungsphasen, um letztendlich die Knochensubstanz zu bil-



den, aus welcher im Organismus Knochen geformt wird. Die MSC werden zu Osteopro-
genitor-Zellen, diese differenzieren in Pra-Osteoblasten und schlussendlich entwickeln
sie sich in reife Osteoblasten. Die Osteoblasten haben im Knochen eine Lebensdauer von
ungefahr drei Monaten. Dann gehen sie entweder in die Apoptose lber oder werden in
Osteoid eingelagert, wodurch sie zu Osteozyten werden (siehe Abbildung 2) (Uchihashi
et al., 2013, Eriksen, 2010, Neve et al., 2011). Die Osteozyten bilden mit 90-95 Prozent
den grofRten Anteil unter den Knochenzellen (Bonewald and Johnson, 2008). Die Osteo-
blasten sind verantwortlich fiir die Synthese und Mineralisierung von Knochen wahrend
der Knochenbildung und der Produktion und Aufrechterhaltung der skelettalen Archi-
tektur.

Uber die Regulierung der osteogenen Differenzierung in vivo und in vitro herrscht noch
Uneinigkeit zwischen verschiedenen Autoren und sie ist auch nur zum Teil verstanden.
Dies hangt unter anderem damit zusammen, dass die in vitro Differenzierung nur ein
2D-Modell der dreidimensionalen Wirklichkeit darstellt. Bei der in vivo Differenzierung
stehen die mesenchymalen Stromazellen in Wechselwirkungen mit etlichen anderen
Zellen wie z.B. Epithelzellen oder Immunzellen, dies ldsst sich aber nur schwierig nach-
stellen. AuBerdem hangt die Regulierung und die Expression unterschiedlicher Gene of-
fensichtlich damit zusammen, wie letztendlich differenziert wird, tiber welchen Zeit-
raum, welche Zellen benutzt werden, wie gemessen wird und zusatzlich spielt die Vari-
abilitat der Spender der mesenchymalen Stromazellen eine groRe Rolle.

Wie bereits beschrieben sind der Knochen und die osteogene Differenzierung sehr kom-
plex und werden auf vielen verschiedenen Wegen beeinflusst. Ein Weg des Knochenauf-
baus lauft Gber TGF-B-Rezeptoren, an welche die sog. osteogenen BMPs (engl. bone
morphogenetic proteins) binden. Ein Weiterer ist der Wnt/Frizzled-Signalweg. Fir diese
Arbeit ein besonders wichtiger Signalweg lduft Giber die intermittierende Stimulation des
Parathormonrezeptors Typl durch Parathormon und PTH-verwandte Peptide. Dies wie-
derum ist verbunden mit der Produktion der second messenger cAMP und cGMP, wel-
che im Verlauf noch genauer beschrieben werden (Zhou et al., 2017).

Des Weiteren ist essentiell fiir die Regulierung der Osteogenese wahrscheinlich der

Transkriptionsfaktor Cbfal (engl. core-binding factor al) (Ducy et al., 1997) der auch als



RUNX2 (engl. Runt-related transcription factor 2) bezeichnet wird (Yoshida et al., 2004),
welcher zur sogenannten ,runt domain gene family”“ gehort. Die ,runt domain“ ist eine
Proteindomane, welche entsprechend in Drosophila entdeckt wurde und als ,Droso-
phila pair-rule gene runt” benannt wurde. Diese ,runt domain“ dient als DNA-Binde-
stelle und der Protein-Protein-Interaktion (Kania et al., 1990). Die genaue Rolle von
RUNX2 ist noch unklar, jedoch konnte gezeigt werden, dass Mause mit fehlendem
RUNX2 keinen Knochen bilden konnten und nur unreife Osteoblasten besallen, ohne
Produktion der spezifischen osteogenen Marker Osteocalcin und Osteopontin (Komori
et al., 1997). Vermutlich reguliert RUNX2 die Expression von verschiedenen Osteoblas-
ten-spezifischen Genen und spielt daher wahrscheinlich eine essentielle Rolle fiir die Os-
teogenese (Ducy et al., 1997).

RUNX2 wird auch als Hauptregulator fiir die Osteogenese bezeichnet. RUNX2 ist in Pra-
Osteoblasten messbar, wird dann im Verlauf der Differenzierung in unreifen Osteoblas-
ten hochreguliert und in reifen Osteoblasten wieder nach unten reguliert. Dies lasst da-
rauf schliefen, dass RUNX2 verantwortlich ist fiir die Induzierung der Differenzierung
der MSC in unreife Osteoblasten. RUNX2 wird Gber die MAP-Kinasen (engl. mitogen-
activated protein) phosphoryliert und dadurch aktiviert (Franceschi et al., 2003).

Auf transkriptioneller Ebene wird wahrend des Stadiums der aktiven Proliferation das
Gen Osteopontin exprimiert, da dieses Protein die Knochenmineralisation hemmt, sinkt
dessen Expression direkt nach der Postproliferationsphase (Huang et al., 2004, Wei et
al., 2017).

Nach Beendigung der Wachstumsphase der Osteoblasten werden weitere spezifische
Gene exprimiert, dazu gehoren die alkalische Phosphatase und Osteocalcin.
Osteocalcin wird in Osteoblasten nur in der Postproliferationsphase exprimiert, die ma-
ximale Expression erfolgt wahrend der Mineralisierung, sowohl in vivo als auch in vitro,
da Osteocalcin an Calcium und Hydroxyapatit bindet (Hauschka et al., 1989). Osteocalcin
ist also ein Marker fiir reife Osteoblasten (Lian et al., 1989).

ALPL ist das Gen, welches fiir die alkalische Phosphatase codiert. Dieses Enzym kommt

ubiquitar vor, zum Beispiel in Leber, Niere, Haut und wird auch im Knochen exprimiert,



wo es von Osteoblasten synthetisiert wird (Harris, 1990). Die alkalische Phosphatase ini-
tiiert die Knochenmineralisation indem sie freies Phosphat zur Verfligung stellt und wird
daher in dieser Phase unter physiologischen Bedingungen maximal exprimiert (Bellows
et al., 1991). Die alkalische Phosphatase gilt als friiher Marker der Osteoblasten und ist
hochspezifisch fir deren knochenbildende Aktivitat (Lian and Stein, 1995).

Die MSC bieten aufgrund ihrer bereits erwahnten Eigenschaften wie z.B. hohes Diffe-
renzierungspotenzial und schnelle Proliferation iber einen langeren Zeitraum eine gute
Quelle an Zellen fir verschiedenste experimentelle Versuche.

Des Weiteren ist es auch moglich, die MSC mittels Telomerase Reverser Transkriptase
zu immortalisieren, wodurch sie unlimitiert repliziert werden kdnnen, keine Seneszenz,
keinen Zellzyklusarrest und keine Apoptose zeigen. Diese Zellen werden im Folgenden
als sog. hMSC-TERT-Zellen bezeichnet und dienen wegen oben genannten Griinden als

Modell fir die mesenchymalen Stromazellen.

1.3. Mechanotransduktion

Die Mechanotransduktion bezeichnet die Umwandlung von physikalischen Reizen in bi-
ologische und biochemische Reaktionen. Diese Transduktion von mechanischen Signa-
len hat im Allgemeinen sowohl kurzfristige, also auch langfristige Folgen. Kurzfristig re-
guliert sie die Zellgestaltung, die Zellausbreitung und Migration. Langfristig steuert sie
auch die Genexpression, Zelldifferenzierung, Proliferation bzw. Apoptose, und damit
auch das Voranschreiten von Krankheiten wie Krebserkrankungen (Nelson and Bissell,
2006). Zu den moglichen Arten der mechanischen Stimulation gehoren die Vibration,
biophysikalische Kompression, Zugdehnung, Scherkrafte und hydrostatischer Druck
(Haudenschild et al., 2009).

Der Mechanotransduktion vorangeschaltet ist die Mechanosensitivitdt. Diese be-
schreibt die Detektion mechanischer Reize wie Vibration oder Druck, indem beispiels-
weise lokale molekulare Anderungen der Krafteinwirkung zu Verdnderungen von bio-
chemischen Reaktionen fiihren. Die Festmachung der Anderungen geschieht meist re-

zeptorvermittelt (Vogel and Sheetz, 2006, Chen et al., 2017).



Die am starksten mechanosensitiven Zellen des Knochens sind die Osteozyten, die wie
bereits erwahnt in groRer Zahl im Knochen vorkommen (Frost, 1987). Sie werden zwar
in der mineralisierten Matrix eingebettet, behalten nichtsdestotrotz den Kontakt zu den
benachbarten Zellen zu denen die Osteoblasten, andere Osteozyten und Endothelzellen
gehdren. Zum einen entsteht dieser Kontakt tGber die dendritischen Fortsatze der Oste-
ozyten, die in den Kanalikuli verlaufen. Erreichen die Dendriten die anderen Zellen er-
folgt die Kommunikation liber Gap Junctions. Die Osteozyten wiederrum werden stimu-
liert durch Bewegung der Flissigkeit innerhalb der Kanalikuli, durch sogenannten ,fluid
shear stress” (Mullender et al., 2004). Diese Scherkrafte bewirken in den Osteozyten
einen Einstrom von extrazelluldrem Ca?* Giber spannungsgesteuerte und moglicherweise
auch mechanosensitive Kandle (Miyauchi et al., 2000).

Zum anderen entsteht die Interaktion zu den anderen Zellen tber die Sekretion von be-
stimmten Faktoren ins Knochenmark oder in den Blutkreislauf. Hierzu gehort zum Bei-
spiel Sklerostin, welches in Abhangigkeit von mechanischer Belastung von den Osteozy-
ten sezerniert wird. Das Gen SOST reagiert auf mechanische Belastung und dessen Pro-
dukt Sklerostin inhibiert den osteogenen WNT-Signalweg. Je geringer die einwirkenden
physikalischen Krafte sind, desto hoher ist die Sklerostinsekretion und umgekehrt (Uda
et al., 2017, Tu et al., 2012). Sprich bei einer verminderten bis ausbleibenden Sklerost-
insekretion kommt es zu einer effektiven Knochenregeneration, eine starke Sklerostin-
sekretion flihrt wiederum dazu, dass keine Knochenbildung und keine Regeneration
stattfinden konnen (Moester et al., 2010).

AuBerdem reagieren die Knochenzellen auf mechanische Reize mit vermehrter Sekre-
tion von Prostaglandin E2, reguliert Gber die Freisetzung von ATP, und Stickstoffmono-
xid, durch Stimulation der NO-Synthase (Sterck et al., 1998, Fan et al., 2004, Jee et al.,
1990). Ein weiterer Regulator der Mechanotransduktion in den Osteozyten sind Signal-
wege, welche (ber Liganden-aktivierte Parathormon-Typ1-Rezeptoren (PTH1R) gesteu-
ert werden und durch Parathormon und PTH-verwandte Peptide induziert werden
(Maycas et al., 2015). Daraufhin werden beispielsweise cAMP-abhangige Signalwege
Uber die Aktivierung der Adenylatzyklase und der Proteinkinase A beeinflusst. Auf den

detaillierten Ablauf wird im Verlauf noch eingegangen.



Die wichtige Rolle der Osteozyten fiir die Mechanoresponsivitdt wurde erstmals in einer
Evidenz-basierten Studie 2007 beschrieben. Hierbei wurden Mause untersucht, deren
Osteozyten entfernt wurden. Diese Mause zeigten dysfunktionale Osteoblasten, sowie
einen Verlust der Knochenmasse und Mikrofakturen mit intrakortikaler Porositdt
(Tatsumi et al., 2007). Dies bedeutet wiederrum, dass die Osteozyten die skelettale Ho-
moostase und die Reaktion auf mechanische Belastung regulieren miissen, bzw. Osteo-
zyten normalerweise die Aktivierung der Osteoklasten verhindern.

Neben den Osteozyten reagieren aber auch die Osteoblasten und die mesenchymalen
Stromazellen auf mechanische Belastung (Ku et al., 2006).

Unlangst wurde herausgefunden, dass in Knochenzellen, beziehungsweise insbesondere
in mesenchymalen Stromazellen der second messenger cAMP mechanisch ansprechbar
ist. Die Umwandlung von mechanischen Signalen in MSC ist also cAMP-abhangig und
wird unter anderem Uber die Adenylatzyklase 6 reguliert. Diese Signalwege stehen des
Weiteren in Zusammenhang mit dem primaren Zilium (Johnson et al., 2018). Das pri-
mare Zilium ist ein alleinstehender, nur passiv beweglicher Zellfortsatz, also eine Aus-
stlilpung der Zellmembran und existiert bei fast allen eukaryotischen Zellen. Das Gerist
des primaren Zilium besteht aus Mikrotubuli. Es dient als Verbindungsglied zwischen in-
tra- und extrazellularen Signalwegen und ist daher wichtig fiir zahlreiche zellulare Vor-
gange wie Gewebehomoostase, Regulierung und Wahrnehmung von physikalischen und
chemischen Anderungen in der extrazelluliren Umgebung. Im Knochen erfiillt das pri-
mare Zilium zusatzlich eine mechanosensorische Rolle (Hoey et al., 2012).

Mit dem Ziel die bereits erwdahnten cAMP-abhangigen Signalwege und insbesondere
den Einfluss der Phosphodiesterase 10A auf die Mechanotransduktion zu untersuchen,
wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Zellarten und Zelllinien fir die Versu-
che genutzt. Zum einen wurden hMSC-TERT-AP1 Zellen fiir die mechanischen Experi-
mente genutzt, sowie HEK293-AP1 Zellen. Auf die Klonierung dieser Reporterkonstrukte
und Etablierung der entsprechenden stabilen Zelllinien wird in einem spateren Kapitel
eingegangen (siehe 3.1.). Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass durch zyklische

Dehnung ein signifikanter Anstieg der Aktivatorprotein 1-vermittelten Luciferaseaktivi-
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tat erreicht werden kann (Seefried et al., 2010). Das Aktivatorprotein 1 (AP1) ist ein un-
spezifischer Transkriptionsfaktor, welcher zusammengesetzt wird aus Genprodukten
der Fos- und Jun-Familien. Diese Proteine wiederrum werden verstarkt exprimiert, wenn
ERK-Kinasen (engl. extracellular-signal regulated kinases) aktiviert werden, was zum Bei-
spiel geschieht durch die Phosphorylierung der c-Jun-N-terminale Kinase (JNK). Letzt-
endlich ist der Transkriptionsfaktor AP1 dann in der Lage, an die Promotorbindestellen
von (unter anderem) mechanosensitiven Genen zu binden (Liedert et al., 2006).

Des Weiteren wurden die mechanoresponsiven Gene FOS und PTGS2 untersucht. Die
Expression dieser Gene wird induziert durch mechanische Belastung. Diese wiederum
wird vermittelt Gber den bereits erwdhnten Transkriptionsfaktor AP1 und Uber den
Transkriptionsfaktor CREB (engl. cAMP response element binding protein), die nach Ak-
tivierung z.B. Uber Phosphorylierung an die Promotorregionen der PTGS2- und FOS-
Gene binden. Diese Gene werden auch als sogenannte immediate-early genes bezeich-
net. Der Name resultiert daher, dass sie in einem kurzen Zeitraum nach Eingehen eines
Signals oder Reizes exprimiert werden (Ziouti et al., 2019a).

Die Mechanotransduktion und die dazugehorigen Signalwege sind deswegen von beson-
derer Wichtigkeit, da der menschliche Knochen auf mechanische Belastung mit standi-
gen Auf- und Abbauprozessen reagiert. Dieser fortwdahrende Prozess der Knochenum-
bauvorgange wird auch ,bone remodelling” genannt. Bereits 1892 erkannte Wolff dies
in seinem Gesetz der Transformation der Knochen, welches besagt, dass Knochen sich
aufbaut und festigt, wenn er belastet wird und er bei Nicht-Belastung abgebaut wird.
Uber die alltigliche Belastung des Knochens wird die Knochenhomd&ostase und die Kno-
chendichte reguliert, dies ist erforderlich, damit er die notige Festigkeit und Starke er-
langt, um die einwirkenden Krafte auch zu tragen.

In Bezug auf Alterung der Zellen gibt es keine Evidenz dafiir, dass die Mechanosensitivi-
tat mit steigendem Alter abnehmen kénnte (Klein-Nulend et al., 2002). Die Knochenzel-
len von osteoporotischen Patienten reagieren auf mechanische Belastung ebenfalls mit
einem Anstieg von Prostaglandin E2 und NO, jedoch konnte gezeigt werden, dass die
Zellen von osteoporotischem Knochen wohl beeintrachtigt sind in ihrer langerfristigen

Reaktion auf mechanische Beanspruchung (Sterck et al., 1998).
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1.4. cAMP- und cGMP-abhangige Signalwege

Wie bereits erwahnt spielen cAMP- und cGMP-abhdngige Signalwege eine bedeutende
Rolle in der Regulierung der Signalweiterleitung in der osteogenen Differenzierung so-
wie in der Mechanotransduktion (Doorn et al., 2012). Die Phosphodiesterasen sind ein
wichtiger Bestandteil dieser Kaskade.

Zyklisches AMP (cAMP) und zyklisches GMP (cGMP) sind die Substrate der Phosphodies-
terase 10A, auf welcher das Hauptaugenmerk in der vorliegenden Arbeit liegt. Zyklisches
3‘, 5- Adenosinmonophosphat ist ein wichtiger sogenannter second messenger, der so-
wohl in Eukaryonten, also auch in Prokaryonten ubiquitar vorkommt (Botsford and
Harman, 1992, Bolwell, 1995). Zyklisches AMP ist ein wichtiger intrazellularer Botenstoff
fir die zellulare Signaltransduktion. Die Signaltransduktion beschreibt einen Vorgang,
bei welchem ein extrazellulares Signal (also der first messenger wie Hormone oder Neu-
rotransmitter) (iber Rezeptoren an der Plasmamembran in das Innere der Zelle geleitet
wird, um dort dann eine spezifische zellulare Reaktion hervorzurufen. Eine solche Reak-
tion kdnnte zum Beispiel die Auslosung von physiologischen und metabolischen Antwor-
ten durch die Aktivierung oder Hemmung bestimmter Proteine sein, aber auch die Re-
gulation der Transkription bestimmter Zielgene (Sutherland and Rall, 1958).

Zyklisches AMP wird von Adenylatzyklasen synthetisiert (Linder and Schultz, 2008). Dies
sind Transmembranenzyme, die sich in der Plasmamembran befinden und durch G-Pro-
tein gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden. Diese Rezeptoren bestehen aus sieben
Transmembranhelices, woran ein extrazelluldrer Ligand binden kann. Erfolgt diese Bin-
dung kommt es zu einer Konformationsanderung der Helices, woraufhin eine Binde-
stelle fiir ein heterotrimeres G-Protein geschaffen wird. Das G-Protein besteht aus drei
Untereinheiten: a, B und y, wobei die letzten beiden genannten fiir die Verankerung des
Trimers in der Membran verantwortlich sind.

Die a-Untereinheit des G-Proteins bindet an die nun geschaffene Bindestelle am Rezep-
tor, wodurch das G-Protein aktiviert wird und seine Konformation verandert. Das an die
a-Untereinheit gebundene GDP dissoziiert ab und wird durch ein GTP ersetzt (Yeagle
and Albert, 2003). Die nun aktive a-Untereinheit des G-Proteins kann unterschiedliche

intrazelluldare Effektorproteine aktivieren, zum Beispiel wird so die Adenylatzyklase
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durch stimulatorische G-Proteine aktiviert (Levitzki, 1988). Daraufhin katalysiert die A-
denylatzyklase die Abspaltung von Pyrophosphat von ATP, sodass cAMP entsteht. Dieses
cAMP nimmt eine zentrale Stelle fir zelluldre Prozesse ein. Der Haupteffektor ist die
cAMP-abhangige Proteinkinase A (Brostrom et al., 1970). Diese Proteinkinase hat viele
verschiedene Funktionen, wobei hier nur ein kleiner Teil aufgezahlt wird. Zum einen ist
sie das Schlisselenzym vieler Reaktionen im Intermediarstoffwechsel, reguliert teil-
weise die Hormonbiosynthese, aktiviert bestimmte lonenkanale und aktiviert den Tran-
skriptionsfaktor CREB durch Phosphorylierung und Dimerisierung und stimuliert
dadurch die Transkription cAMP-induzierbarer Gene (Mayr and Montminy, 2001). Zu
diesen gehoren beispielsweise die Zielgene FOS und JUN oder das bereits erwahnte
RUNX2 und BMPR2 (engl. bone morphogenetic protein receptor 2), all diese unterstiit-
zen die Knochenformation und Frakturheilung (Impey et al., 2004, Zhou et al., 2017).

Es gibt neben cAMP einen dhnlich aufgebauten weiteren second messenger: das zykli-
sche 3/, 5'-Guanosinmonophosphat, kurz cGMP. Dessen Synthese wird katalysiert durch
die Guanylatzyklase aus Guanosintriphosphat (5‘-GTP) (Hardman and Sutherland, 1969).
Die Guanylatzyklase existiert in zwei verschiedenen molekularen Formen: Als |6sliche,
Ham-enthaltende Form, die sensitiv auf Stickstoffmonoxid (NO) (Moncada and Higgs,
1995) reagiert, und als Transmembranenzym, welches stimuliert wird durch natriureti-
sche Peptide wie ANP (atriales natriuretisches Peptid) und BNP (engl. brain natriuretic
peptide) (Chinkers et al., 1989, Waldman et al., 1984). Die wichtigste Zielstruktur des
zyklischen GMP ist die Proteinkinase G (Pfeifer et al., 1999), welche zahlreiche physiolo-
gische Mechanismen vermittelt, wie zum Beispiel die Relaxierung der glatten Muskel-

zelle (Pfeifer et al., 1998).
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1.5. Phosphodiesterasen

Die Hydrolyse und somit der Abbau der zyklischen Nukleotide wird katalysiert durch die
Phosphodiesterasen, deren Aktivitdt erstmals 1962 von Butcher und Sutherland be-
schrieben wurde, kurz nach der Entdeckung der zyklischen Nukleotide (Butcher and
Sutherland, 1962). Bei dem Abbau werden cAMP und cGMP in 5’AMP-und 5-GMP hyd-
rolysiert, diese beiden Produkte besitzen jedoch nicht den gleichen biologischen Effekt.
Die Aktivitat der Phosphodiesterasen wird kurz- und langfristig reguliert als Antwort auf
eine Vielzahl von Einfllissen wie Hormone, Neurotransmitter, Zytokine, Licht und oxida-
tive Einfliisse (Francis et al., 2011).

Charakteristischerweise dhneln sich die Phosphodiesterasen in ihrem strukturellen Auf-
bau: Sie haben eine regulatorische NH,-terminale Domane und eine COOH-terminale C-
Domane, bestehend aus circa 250 Aminosauren. Ungefahr zwischen 25-51 Prozent der
Aminosaurenabfolgen der C-Domanen sind identisch bei den verschiedenen Phospho-
diesterasen, was jedoch nicht bedeutet, dass sie auch funktionelle Ahnlichkeiten haben
(Francis et al., 2011). Die katalytische Domane des Enzyms befindet sich in der Nahe des
C-Terminus, die regulatorische Doméane hauptsachlich beim N-Terminus (Mehats et al.,
2002). Die regulatorische Domane enthalt funktionelle Untereinheiten, wie Phosphory-
lierungsstellen, Bindungsstellen fir Proteininhibitoren oder —aktivatoren, Dimerisie-
rungsmotive und cAMP- bzw. cGMP-Bindestellen (Zoraghi et al., 2004).

Die Bindestelle fiir die zyklischen Nukleotide in den Phosphodiesterasen werden GAF-
Domanen genannt, was die Abkirzung ist fir cGMP-binding PDEs, Anabaena adenylyl
cyclase, and Escherichia coli FhIA. Diese Bezeichnung setzt sich aus den drei Proteinklas-
sen zusammen, in denen diese Domanen entdeckt wurden: cGMP-spezifische Phospho-
diesterasen, die Adenylatzyklasen aus dem Cyanobakterium Anabaena und dem Tran-
skriptionsfaktor FhIA von E. coli (Zoraghi et al., 2004). Uber diese zyklischen Nukleotid-
bindenden Domaéanen wird allosterisch die katalytische Aktivitat der Enzyme reguliert.
Mittlerweile sind 21 Gene im humanen Genom bekannt, die fir Phosphodiesterasen co-
dieren und mehr als 50 verschiedene PDE-Isoenzyme, die durch alternatives SpleiRen

und die Nutzung zahlreicher potentieller Transkriptionsstartstellen entstehen. Die Ex-
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pression der PDE ist letztendlich abhangig vom Gewebe und dessen Differenzierung, je-
der Zelltyp ist aber in der Lage verschiedene Arten der PDE zu exprimieren. Unterteilt
werden kdnnen die Phosphodiesterasen in drei Gruppen anhand ihrer katalytischen Do-
mane:

Klasse I: kommt in Protozoen und Metazoen vor

Klasse Il: kommt in Pilzen, Schleimpilzen und Amoében vor

Klasse IlI: ist vom B-Laktamase-Typ und kommt nur in den Phosphodiesterasen von
Dictyostelium discoideum vor (Conti and Beavo, 2007).

Die erste Klasse wiederum kann bei Saugetieren anhand der Kinetik, Sequenzabfolge,
Regulierung und der pharmakologischen Beschaffenheit in 11 weitere Unterfamilien
eingeteilt werden (siehe Abbildung 3). Die Phosphodiesterasen 4, 7, 8 hydrolysieren se-
lektiv nur cAMP, die PDE 5, 6, 9 sind selektiv fiir cGMP. Der GroRteil der PDE, namlich 1,
2, 3,10 und 11 spalten beide zyklischen Nukleotide, allerdings mit unterschiedlicher Ef-
fizienz (Conti and Beavo, 2007). Fir diese unterschiedliche regulatorische Beschaffen-
heit sind die verschiedenen N-terminalen Domadnen der Phosphodiesterasen verant-
wortlich (Gross-Langenhoff et al., 2006), da diese Domanen assoziiert sind mit bestimm-
ten Cofaktoren wie z.B. Kinasen, Gber welche die Gewebeexpression und subzelluldre

Lokalisation der Phosphodiesterasen bestimmt wird (Scotland and Houslay, 1995).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Strukturen der 11 verschiedenen Phosphodiesterasen

Die Nummern in Klammern zeigen die Anzahl der Gene der zugehérigen Familie. Abkiirzungen: CaM =
Calmodulin, CamKIl = calmodulin-regulated kinase I, cG = cGMP, ERK2 = extracellular-signal regulated
kinase 2, Py = PDE y Untereinheit, PKA = Proteinkinase A, PKB = Proteinkinase B, TM = Transmembrando-
mdne von PDE3, UCRs = upstream conversed regions, PAS = period ryl-hydrocarbon receptor nuclear
translocator.

Modlifiziert nach (Conti and Beavo, 2007)

Aufgrund ihrer Vielfalt, der unterschiedlichen Gewebeverteilung und der Breite der bio-
logischen Funktionen, sind die Phosphodiesterasen ein mdégliches Ziel fir eine medika-
mentose therapeutische Intervention. Weitverbreitet ist zum Beispiel der Einsatz von

Phosphodiesterase-5-Inhibitoren zur Therapie der pulmonalen Hypertonie, da die PDE5
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in der Lunge hoch exprimiert wird und tber die Regulierung von cGMP die Kontraktion
der glatten Muskulatur in den GefdlRen steuert. Eine hohe Expression der PDES5 findet
sich auBerdem im Corpus cavernosum des Penis, eine Hemmung dieser ist ein Angriffs-
punkt der Therapie der erektilen Dysfunktion (Croom and Curran, 2008, Hellstrom et al.,
2003, Beavo, 1995). Des Weiteren wurde herausgefunden, dass Sildenafil, ein PDE5-In-
hibitor, einen kardioprotektiven Effekt haben soll, wenn man es drei Tage nach einem
Infarktereignis am Herzen Uber ldngere Zeit verabreicht. Moéglicherweise kdnnte dies
auch ein Angriffspunkt in der Therapie von fortgeschrittener Herzinsuffizienz sein (Chau
et al., 2011). Die Vertreter der PDE5-Inhibitoren Sildenafil, Vardenafil und Tadalafil sind
die Bekanntesten unter den Phosphodiesterasehemmern, jedoch gibt es beispielsweise
auch PDE4-Inhibitoren (z.B. Roflumilast), die nach Inhalation einen antiinflammatori-
schen Effekt bei Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung zeigen (Singh
et al., 2019). Zudem gibt es kleinere Studien, die einen Effekt des PDE4-Inhibitors
Rolipram und der PDE5-Inhibitoren Avanafil und Sildenafil auf die Knochenaufrechter-
haltung, -formation und die Frakturheilung beschreiben (Yao et al., 2007, Histing et al.,
2011, Huyut et al., 2018)

In der folgenden Arbeit soll der Fokus vor allem auf der Phosphodiesterase 10A
(PDE10A) liegen, diese wurde erstmals 1999 beschrieben (Fujishige et al., 1999a).

Uber die Funktionen dieser Phosphodiesterase ist bisher nur recht wenig bekannt. Die
Aminosaduresequenz der PDE10 beinhaltet 779 Aminosauren, mit einer N-terminalen Se-
quenz, die vermutlich cGMP bindet. Die Aminosdure der katalytischen Domane ist zu 16-
47 Prozent identisch mit der Sequenz der anderen PDE-Familien (Fujishige et al., 1999b).
Die PDE10A hydrolysiert sowohl cAMP als auch cGMP, hat jedoch eine hohere Affinitat
zu cAMP und eine hdhere Effizienz mit cAMP als Substrat. AuSerdem verhindert cGMP
die Hydrolyse von cAMP und umgekehrt.

Es kann unterschieden werden zwischen drei Splicing-Varianten: PDE10A1 und A2, wel-
che im menschlichen Koérper gefunden wurden, und A3 welche bisher nur in Ratten iden-
tifiziert wurde (Coskran et al., 2006).

Lokalisiert ist die Familie der PDE10 vor allem in Gehirn, genauer im Striatum, Substantia

nigra, Cerebellum, Thalamus, Hippocampus, Rlickenmark und der Hypophyse. Aber auch
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im Testis, CAMP spielt eine wichtige Rolle in der Spermatogenese (Sanborn et al., 1980),
vermutlich ist die PDE10A (iber die Hydrolyse von cAMP auch in die Entwicklung der
Spermatozyten involviert (Fujishige et al., 1999b, Goupil et al., 2016).

Des Weiteren ist die PDE10A nachweisbar in der Schilddrise, in der gestreiften Musku-
latur und im Herzmuskel (Bender and Beavo, 2006, Coskran et al., 2006). Neuere Er-
kenntnisse ergaben, dass die PDE10A ebenfalls in der Harnblase und der Niere lokalisiert
ist (Coskran et al., 2006). Jedoch ist die Forschung hauptsachlich auf neurologische Stu-
dien fokussiert, wegen der iberwiegenden Expression im Gehirn, und weil die Phospho-
diesterase 10A vor allem assoziiert ist mit neurodegenerativen und psychiatrischen
Krankheiten wie Chorea Huntington, Morbus Parkinson, Alzheimer Demenz, Schizophre-
nie und Angststorungen.

Papaverin, ein spezifischer PDE10A-Inhibitor, welcher natirlich vorkommt in der ge-
trockneten Milch des Schlafmohns und weitere Inhibitoren werden bereits in vorklini-
schen Studien auf deren Wirksamkeit in der Therapie von Schizophrenie und Chorea
Huntington getestet. Papaverin gilt hierbei als antipsychotische Alternative, die kogni-
tive Defizite reduziert (Siuciak et al., 2006, Jankowska et al., 2019, Lee et al., 2019). Ahn-
liche Effekte werden vermutet fir MP-10, ebenfalls ein selektiver Inhibitor der PDE10A.
Sowohl Papaverin als auch MP-10 modulieren den striatalen Signalweg (iber Dopamin
D1 direkt und Dopamin D2 indirekt, wodurch sie die Phosphorylierung von Glutamatre-
zeptoruntereinheiten im Striatum steuern. Dadurch sind die beiden Inhibitoren vermut-
lich in der Lage dopaminerge und glutamenerge Fehlfunktionen, wie sie in der Schizo-
phrenie vorliegen, zu mildern (Grauer et al., 2009).

Neuere Studien lassen zudem vermuten, dass ein Inhibitor der PDE10A striatale Neuro-
nen vor Degeneration schiitzt (Harada et al., 2017).

Ein weiterer Inhibitor der PDE10A-Aktivitat ist Dipyridamol, dieser ist allerdings nur
semi-selektiv und inhibiert auBerdem die PDE5, PDE6, PDE7 und PDES (Bora et al., 2008).
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1.6. Osteoporose

Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die definiert ist durch eine niedrige
Knochenmasse und einer mikroarchitektonischen Verschlechterung des Knochengewe-
bes, mit daraus resultierendem Anstieg der Knochenfragilitdt und der Frakturneigung
(Kanis, 1994, European Foundation of Osteoporosis, 1993). Von einer manifesten Oste-
oporose spricht man, wenn bereits Frakturen infolge der Osteoporose aufgetreten sind
(Deutscher Verband Osteologie e.V. 2017 https://dv-osteologie.org/uploads/Leitli-
nie%202017/Finale%20Version%20Leitlinie%200steoporose%202017_end.pdf).

Der Zusammenhang zwischen der vorliegenden Arbeit und der Skeletterkrankung Oste-
oporose besteht darin, dass bei dieser moglicherweise eine Stérung von cAMP-abhangi-
gen Signalwegen, insbesondere der Phosphodiesterasen vorliegt, was wie bereits er-
wahnt, Einfluss nimmt auf die osteogene Differenzierung und Mechanotransduktion.
Die Osteoporose hat dem Dachverband Osteologie zufolge, welcher mehrere Studien
aus Deutschland, Osterreich und der Schweiz analysierte, eine hohe sozioékonomische
Bedeutung, zumal sie in allen Populationen und allen Altersgruppen auftreten kann, je-
doch vorwiegend bei postmenopausalen Frauen (National Institutes of Health, 2001).
Laut WHO 1994 wird eine Osteoporose als solche definiert, wenn der Knochenmineral-
gehalt einer DXA-Knochendichtemessung (engl. dual-energy x-ray absorptiometry) an
der Lendenwirbelsdule und bzw. oder am proximalen Femur um mehr als 2,5 Stan-
dardabweichungen unterhalb des Mittelwerts einer 20-29-Jahrigen liegt (Kanis, 1994).
Diese Abweichung der Knochendichte wird als T-Score bezeichnet und in Standardab-
weichungen angegeben. Dieser T-Score kann auch auf Manner ab dem 50. Lebensjahr
Ubertragen werden, jedoch bezieht er sich dann eben auf ein mannliches Referenzkol-
lektiv (Leslie et al., 2006).

Man kann die Osteoporose in zwei Formen unterteilen: die primare und die sekundare
Osteoporose. Die primare Osteoporose ist eine polygenetische Erkrankung, die gehauft
ab dem 40. Lebensjahr auftritt. Als Risikofaktoren gelten das Alter, genetische Pradispo-
sition (Peacock et al., 2002), Bewegungsmangel und bei Frauen die Menopause. Daraus

ergibt sich eine weitere Unterteilung der primaren Osteoporose: in die postmenopau-
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sale Osteoporose (Typ 1), die senile Osteoporose (Typ Il) und die idiopathische Osteopo-
rose (haufigster Grund fiir Osteoporose bei jungen Mannern, insgesamt aber selten)
(Glaser and Kaplan, 1997, Giusti and Bianchi, 2015).

Die sekundare Osteoporose wird hervorgerufen durch bestimmte Medikamente wie
Glucocorticoide (sog. steroidinduzierte Osteoporose) oder durch bestimmte Erkrankun-
gen wie primdrer Hyperparathyreoidismus, Hypogonadismus, Zoliakie etc. (National
Institutes of Health, 2001).

In dieser Arbeit soll der Fokus jedoch hauptsachlich auf der primaren Osteoporose lie-
gen, dessen groRter Risikofaktor das Alter ist.

Osteoporotische Frakturen sind meist die Folge eines eher niedrigschwelligen Traumas,
die Inzidenz der Frakturen wird aber zusatzlich noch erhéht durch zahlreiche Risikofak-
toren. Als Wichtigster zahlt hierzu die niedrige Knochenmasse (Hui et al., 1988). Pra-
diktoren fiir die geringe Knochenmasse sind das weibliche Geschlecht, Ostrogenmangel,
weille Rasse, geringes Korpergewicht, positive Familienanamnese beziiglich Osteopo-
rose, Rauchen und eine vorrangegangene Fraktur (National Institutes of Health, 2001).
Im Gegensatz dazu geht Bewegung bzw. physikalische Aktivitat im frihen Leben, mit
starker Evidenz, mit einer hoheren Knochenmasse und dadurch niedrigerem Risiko fir
eine osteoporotische Fraktur einher.

Die beiden Typen der primdren Osteoporose lassen sich auch klinisch unterscheiden. Die
postmenopausale Osteoporose ist vor allem gekennzeichnet durch Wirbelkorpereinbri-
che, die senile Osteoporose durch Oberschenkelhalsfrakturen, Humerusfrakturen und
Frakturen des distalen Radius. Generell ist die Osteoporose jedoch eine schleichende
Erkrankung, die lange unerkannt bleibt, wenn berhaupt sich mit diffusen Riicken-
schmerzen zeigt, haufig bis zum Eintritt der ersten Fraktur. Oft handelt es sich um pa-
thologische Frakturen, dies bedeutet, die Frakturen treten spontan auf ohne erkennba-
res Trauma. Diese Frakturen fiihren dann jedoch zu einer erh6hten Mortalitat, vor allem
kurz nach dem Frakturereignis und bis zu einem Jahr danach (Johnell et al., 2004). Die
Patienten leiden unter einer deutlichen Abnahme der Lebensqualitdt, besonders bei
hiftnahen Frakturen (Abrahamsen et al., 2009), zudem kommt es als Folge der Fraktu-

ren zu akuten und chronischen Schmerzen und funktionellen Einschriankungen
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(Silverman et al., 2012). Des Weiteren bedeuten vor allem die Wirbelkdrperfrakturen fiir
die Gemeinschaft hohe Kosten und eine hohe 6konomische Belastung (Borgstrom et al.,
2006).

Aufgrund dessen ist das grol3e Ziel, die Osteoporose zu diagnostizieren und zu therapie-
ren, bevor die erste Fraktur eintritt, bzw. nach der ersten Fraktur das Risiko flir weitere
Frakturen zu senken (Cosman et al., 2014).

Hierzu gibt der Dachverband Osteologie in den Leitlinien von 2017 und die National Os-
teoporosis Foundation Empfehlungen (Cosman et al., 2014). Zunachst sollten die Pati-
enten auf das erhdhte Frakturrisiko hingewiesen werden. Sie sollten zu regelmaliger
korperlicher Aktivitat animiert werden, wie beispielsweise angepasstes Krafttraining,
um die Muskulatur zu kraftigen und die Knochenstabilitdt zu verbessern. Eine Immobili-
sation sollte unbedingt verhindert werden. AuRerdem ist auf eine adaquate Aufnahme
von Calcium (1000 mg/Tag) und Vitamin D (800 IE/Tag) zu achten. Falls dies Uber die
Erndhrung nicht moglich ist, kdnnen auch Supplemente eingenommen werden. Generell
sollte Untergewicht wie auch Adipositas vermieden werden. Zusatzlich sollten Risikofak-
toren fiir Stliirze minimiert werden. Ein gemaRBigter Alkoholkonsum und Beendigung des
Rauchens sollte empfohlen werden.

Die medikament6se Therapie der Osteoporose sollte spezifisch auf den Patienten abge-
stimmt werden, da es keine einheitliche Empfehlung diesbeziiglich gibt und die Therapie
abhangig ist vom Patientenalter, Frakturrisiko, Knochendichte u.a. Die Effektivitat der
pharmakologischen Therapie ist am besten belegt bei Patientinnen mit postmenopau-
saler Osteoporose. Die Indikationen fiir die Therapie sind trotzdem breiter. Kurz zusam-
mengefasst ist die medikamentdse Therapie bei einem T-Score mit groBerer Negativitat
als -2,5 Standardabweichungen indiziert, bei einem 10-Jahres-Frakturrisiko von mehr als
30 Prozent bei Schenkelhals- und —Wirbelkorperfrakturen, bei postmenopausalen
Frauen und Manner, die dlter sind als 50 Lebensjahre mit niedriger Knochendichte und

einem T-Score zwischen -1 und -2,5 und einem 10-Jahresfrakturrisiko von groRer als 3%.
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Zur Verfugung stehende Medikamente sind folgende: Bisphosphonate (z.B. Alendronat),
Calcitonin, selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren, Parathormon-Analoga (z.B. Teri-
paratid) und monoklonale Antikdrper gegen RANKL, Ligand des Osteoklastenrezeptors
(z.B. Denosumab).

Allgemein kann man sagen, dass alle Interventionen kosteneffektiv sind im Vergleich zu
keiner Therapie bei postmenopausaler Osteoporose (Rahmani and Morin, 2009,

Cosman et al., 2015).
1.7. Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, inwieweit im Besonderen die Phospho-
diesterase 10A einen Einfluss nimmt auf die osteogene Differenzierung und die Mecha-
notransduktion von mesenchymalen Stromazellen und inwiefern sie dabei die cAMP-
abhangigen Signalwege moduliert. Langfristig soll hiermit herausgefunden werden, wel-
che Bedeutung die PDE10A auf altersinduzierte Krankheiten hat, wobei der Fokus zu-
nachst auf der Osteoporose liegen soll.

Um dies zu erreichen, wurden experimentelle Versuche zunachst mit hMSC-TERT- und
HEK293-Zellen als Modell fiir mesenchymale Stromazellen gemacht, da diese Zellen ein-
facher zur Verfiigung stehen und im Falle der hMSC-TERT-Zellen durch Immortilisation
mittels der Telomerase Reverse Transkriptase fast unlimitiert repliziert werden kénnen
und kaum Seneszenzzeichen zeigen.

SchliefSlich wurden Versuche dann auch mit den MSC selbst durchgefiihrt. Untersucht
wurde der Einfluss des PDE10A-Inhibitors Papaverin auf die Zellen und auf deren me-
chanische Induzierbarkeit, sowieso auf die osteogene Differenzierung der MSC. AulBer-
dem wurden weitere mechanische Versuche verwirklicht, zur Uberpriifung des Effekts

der Phosphodiesterase 10A.
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2. Material

2.1. Ethikvotum

Flr diese Arbeit ist ein Ethikvotum erforderlich mit folgender Antragsnummer: AZ-

186/18

2.2. Gerate

Tabelle 1: Liste der verwendeten Gerdite mit Bezugsquelle

Absaugpumpe

Autoclav VX-65

BioPhotometer D30

COz-Inkubator HERAcell 240

Fusion SL Vilber Lourmat

GloMax -Multi Detection Plate Reader
Kuhlschrank -20 °C

Kuhlschrank 7 °C

Kuhlschrank -80 °C

Luminometer Orion Il Microplate

Mikroskop Wilovert

Mikrowelle

PCR-Thermocycler peqSTAR

Pipetten (0,5-10 pl)

Pipetten (100-1000 pl)

Pipetten (10-100 ul)

Pipettierhelfer accu-jet pro

RealTime PCR-Thermocycler gTower3G

Sterilbank LaminAir HA 2472 GS

KNF Neuberger GmbH, Freiburg

Systec GmbH, Linden

Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Holding GmbH, Hanau

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Promega GmbH, Madison, WI, USA
Robert Bosch GmbH, Stuttgart

Robert Bosch GmbH, Stuttgart

Robert Bosch GmbH, Stuttgart

Berthold Detection Systems GmbH,
Pforzheim

Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Panasonic GmbH, Wiesbaden

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Eppendorf AG, Hamburg

ABIMED GmbH, Langenfeld

Eppendorf AG, Hamburg

Brand GmbH & Co KG, Wertheim
Analytik Jena AG, Jena

Heraeus Holding GmbH, Hanau



Vortex MS2 Minishaker
Waage Scout Il
Wasserbad GFL 1083

Zahlkammer Neubauer

Zentrifuge FugeOne Micro-Centrifuge

Zentrifuge Mikro200

2.3. Verbrauchsmaterial

IKA Works Inc., Staufen im Breisgau
OHAUS Europe GmbH, CH —Greifensee
GFL, Burgwedel

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda
Konigshofen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Hettich, Tuttlingen

Tabelle 2: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien mit Bezugsquelle

15 ml Réhrchen

50 ml Rohrchen

Filterspitzen (DNase-, RNase-, DNA-, Py-
rogenfrei 10 ul, 100 pl, 1250 pl)
Glaspipetten (10, 20 ml)
Mikroreaktionsgefald (1,5, 2 ml)

Multiwell-Platten (6-/24-Well-Platten)

Pasteurpipetten (230 mm)

PCR 8er Strips mit separatem Deckel-
streifen, DNase-, RNasefrei
Pipettenspitzen (10, 200 ul)
Pipettenspitzen (1000 ul)
Pipettenspitzen DNase-, RNasefrei (10,
100, 1000 pl)

Cellstar Tubes, Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
Cellstar Tubes, Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Brand GmbH & Co KG, Wertheim
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Cellstar, Greiner Bio-One GmbH, Fricken-
hausen

Kimble Chase, Rockwood, USA

Biozym Biotech Trading GmbH, Wien

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
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gPCR 8er Strips weild mit separatem De-  Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

ckelstreifen, DNase-, RNasefrei

UV-Kivetten (220-1600 nm) Eppendorf AG, Hamburg

Zellfilter (70 um) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Zellkulturflaschen (25, 75 cm? Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Zellkulturflaschen 150 cm? Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Zellsieb (70 um) EASYstrainer Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

2.4. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien mit Bezugsquelle

100 DNA-Basenpaar-Marker VWR International, Darmstadt
Agarose Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm
Alizarin Rot Farbstoff Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
Ascorbinsaure (50 pg/ml) Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
Dexamethason (100 nM) Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

DMEM Zellkulturmedium (Dulbecco’s mo- Life Technologies, Thermo Fisher Scien-

dified eagle’s Medium) tific, Waltham, USA

DMSO (Dimethylsulfoxid) PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
dNTP Promega, Madison, WI, USA

Ethanol PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
Forskolin Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
Fotales Kélberserum (FCS) Bio&Sell GmbH, Nirnberg

G418 (Geneticin) PAA Laboratories, Linz, Osterreich
GelRed Genaxxon bioscience GmbH, Ulm
Gentamicin 50 pg/ml Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
Hygromycin B 50 ug/ml Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Luciferase Reporter Assay-System (Lucif-
erin 100 mg gelost in 7,590 ml Puffer, Tri-
cine 20 mM, EDTA 0,1 mM, ATP 5 mM)
Luciferin

M-MLV Reverse Transkriptase

Oligo(dT)

Papaverin

PBS (Phosphat-gepufferte Salzsaure)
Penicillin 100 U/ml/Streptomycin 0,1
mg/ml

Pierce Luciferase Cell Lysis Buffer
Pyruvat

Roti-Quant

TRIS-Base (Tris(hydroxymethyl)-aminome-
than-Base

10 mM, pH 7,5)

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Trypanblau

Trypsin-EDTA 0,05 %
B-2-Mercaptoethanol

B-Glycerophosphat (10 mM)

2.5. Kits

Selbst hergestellter Puffer

PJK GmbH, Kleinbittersdorf

Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
Life Technologies, Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt

PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

Tabelle 4: Liste der verwendeten Kits mit Bezugsquelle

GoTaq gqPCR Mix
NucleoSpin RNA Il Kit
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2.6. Verwendete Zellen bzw. Zelllinien

Tabelle 5: Beschreibung der primdren Zellen und Zelllinien, welche fiir Versuche verwendet wurden

hMSC

hMSC-TERT
hMSC-TERT-AP1 (stabil)

hMSC-TERT-pcDNA (stabil)
hMSC-TERT-PDE10A
(stabil)

HEK293-pGL (stabil)
HEK293-CRE (stabil)

HEK293-AP1 (stabil)

5 verschiedene Spender: 1406, 1414, 1417, 1418, 1454
Das Verfahren wurde von der ortlichen Ethikkommis-
sion der Universitat Wirzburg genehmigt (186/18).
Immortalisierte MSC

hMSC-TERT mit pGL4.14 Vektor, in welchen AP1-Binde-
stelle kloniert wurde

hMSC-TERT mit Leervektor pcDNA

hMSC-TERT mit Vektor pcDNA, in welchen cDNA fir Ex-
pression des Enzyms PDE10A kloniert wurde
HEK293-Zellen mit Leervektor pGL4.14

HEK293-Zellen mit Vektor pGL4.14, in welchen CRE-Bin-
destelle kloniert wurde

HEK293-Zellen mit Vektor pGL4.14, in welchen AP1 Bin-

destelle kloniert wurde

2.7. Verwendete Zellkulturmedien

2.7.1. hMSC-Medium

DMEM F-12 (Dulbecco Modified Eagle Medium) 500 ml

Fotales Kalberserum
Penicillin
Streptomycin

Ascorbat-2-Phosphat

10 %

100 U/ml

0,1 mg/ml
50 pg/ml
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2.7.2. Osteogenes Differenzierungsmedium

DMEM High Glucose (4,5 g/l)
Fotales Kalberserum
Penicillin

Streptomycin
Ascorbat-2-Phosphat
B-Glycerophosphat

Dexamethason

2.7.3. hMSC-TERT-Medium

DMEM F-12 (Dulbecco Modified Eagle Medium)
Fotales Kalberserum

Gentamicin

2.7.4. HEK293-Medium

DMEM High Glucose
Fotales Kalberserum
Pyruvat

Hygromycin B
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10 %

100 U/ml
0,1 mg/mi
50 ug/ml
10 mM
100 nM

500 ml
10 %

50 ug/ml

500 ml
10 %

1 mM
50 ug/ml



2.8. Vektorkarten

2.8.1. Vektor pGL4.14

In HEK293-Zellen wurde folgender Leervektor pGL4.14 eingebracht um stabil transfi-

zierte HEK293-Zellen zu generieren. Dieser ist ein Luciferase-Vektor und dient als Kon-

trollvektor.
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Abbildung 4: Vektorkarte des verwendeten Vektors pGL4.14
Die Sequenz wurde von Promega, Madison, WI, USA bezogen und die Vektorkarte mit der Software Snap-
Gene erstellt. Das Plasmid enthdlt ein Hygromycin-Resistenzgen, welches der Selektion in Sdugerzellen

dient.

2.8.2. Vektor pGL4.29

Der Vektor pGL4.29 ist ebenfalls ein Luciferasevektor, dieser enthalt drei Kopien des
CRE-Elements, welche vor die codierende Sequenz der Luciferase des pGL4.14 einge-
bracht wurde, woraus sich der Vektor pGL4.29 ergab. Das CRE-Element ist eine spezifi-
sche Nukleotid-Sequenz der Abfolge TGACGTC in Promotoren, die vom Transkriptions-
faktor CREB (engl. cAMP response element binding protein) gebunden wird, was zu ei-

ner verstarkten Expression der entsprechenden Gene fiihrt und man dariber beispiels-

weise dann cAMP messen kann.
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Abbildung 5: Vektorkarte des Vektors pGL4.29

Die Sequenz wurde von Promega, Madison, WI, USA bezogen und die Vektorkarte mit der Software Snap-
Gene erstellt. Dieser Vektor enthdilt drei Kopien des CRE-Elements TGACGTC. Das Plasmid enthdlt ein Hyg-
romycin-Resistenzgen, welches der Selektion dient.

2.8.3. Vektor pGL-AP1

Dieser Vektor besteht aus dem Vektor pGL4.14 (siehe Abbildung 4) plus folgende Se-

guenz, in welcher die Bindungssequenz fiir AP1 fett markiert ist:

For: ATC TGA CTC AGC ATG CAT GTG ACT CAG CTA

Rev: TAG CTG AGT CAC ATG CAT GCT GAG TCA GAT
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2.8.4. Vektor pcDNA3.1

Der Leervektor pcDNA3.1 wurde in hMSC-TERT-Zellen stabil transfiziert, diente als Kon-
trolle fiir hAMSC-TERT-Zellen und ist geeignet fiir die Uberexpression in eukaryotischen

Zellen mit CMV-Promotor.
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Abbildung 6: Vektorkarte des Vektors pcDNA3.1
Die Sequenz wurde von Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA bezogen und die Vektorkarte

mit der Software SnapGene erstellt.
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3. Methoden

3.1. Klonierung der Reporterkonstrukte

Zunachst wurden fiir verschiedene Versuche Reporterkonstrukte hergestellt, in denen
ein Promotorelement vor ein Reportergen kloniert wurde. Das Proteinprodukt des Re-
portergens ist leicht zu messen. Man kann so Riickschllisse auf die Expression verschie-
dener Gene ziehen, ohne dass eine mRNA, cDNA und schlieBlich eine PCR durchgefiihrt
werden muss. Darliber hinaus sind die erhaltenen Ergebnisse einfach quantifizierbar
und dadurch einfach zu vergleichen. Beispiele fiir Reportergene sind das cat-Gen, wel-
ches fiir das bakterielle Enzym Chloramphenicol Acetyltransferase codiert oder das
phoA-Gen aus E.coli, das fiir die Alkalische Phosphatase codiert. Wir haben uns fir Luci-
ferase als Reportergen entschieden, welches Luciferin, ein biolumineszentes Protein aus
dem Leuchtkafer Photinus pyralis, aus einer Vorstufe herstellt.

Hierzu wurden unter anderem eine Zelllinie aus humanen embryonalen Nierenzellen
(HEK293-Zellen) verwendet. Im Zusammenhang mit den HEK293-Zellen wurden ver-
schiedene Plasmide fiir funktionelle Analysen verwendet:

a) Als Kontrolle wurde ein Minimalpromotor in dem Leervektor pGL4.14 verwen-
det.

b) Zwei AP1-Bindungsstellen wurden subkloniert in den Luciferase-Reporter-Vektor
pGL4.14 Gber Xhol und BamHI Restriktion um den Vektor pGL4.14-AP1 zu erhal-
ten (Seefried et al., 2010).

c) Aulerdem wurde ein CRE enthaltendes-Oligonukleotid, an das der Transkripti-
onsfaktor CREB bindet, in den Leervektor pGL4.14 kloniert. Dieses Plasmid wurde
kauflich erworben.

Diese Konstrukte wurden stabil in HEK293-Zellen transfiziert, was bedeutet, dass die Zel-
len beim Passagieren das beinhaltete Vektorkonstrukt an die nachfolgenden Generatio-
nen weitergegeben wird. Dadurch dienen sie als vereinfachte Modelle fiir die im Folgen-
den erklarten Experimente.

AuBerdem wurden die bereits erwdhnten hMSC-TERT-Zellen verwendet. Diese Zellen

stellen ein Modellsystem humaner mesenchymaler Stromazellen dar. Die Besonderheit
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dieser Zellen ist, dass die Telomerase Reverse Transkriptase Uberexprimiert wird,
wodurch die hMSC-TERT unlimitiert repliziert werden kénnen, dadurch keinen Zellzyk-
lusarrest oder Apoptose haben und kaum Seneszenzzeichen zeigen. Die erwdhnten Re-
porterkonstrukte wurden ebenso zum gleichen bereits erwahnten Zweck stabil trans-
fiziert.

Alle erwdahnten Konstrukte und die stabilen Zellen wurden von der Arbeitsgruppe fiir die

vorliegende Arbeit zur Verfligung gestellt.
3.2. Expressionsklone

Als Kontrolle der bereits erwahnten hMSC-TERT-Zellen dienten die hMSC-TERT-pcDNA-
Zellen, die den Leervektor pcDNA enthalten.

Zusatzlich wurden in den Leervektor pcDNA die cDNA fur die Expression des Enzyms
PDE10A kloniert, wodurch man die so genannten hMSC-TERT-PDE10A erhalt.

Diese Zellen wurden ebenfalls von der Arbeitsgruppe zur Verfligung gestellt.
3.3. Zellbiologische Methoden

3.3.1. Zellkultur der humanen mesenchymalen Stromazellen
3.3.1.1.Zellisolation der hMSC

Die primaren humanen mesenchymalen Stromazellen wurden von verschiedenen Spen-
dern aus dem Knochenmark nach einem standardisierten Protokoll isoliert (Noth et al.,
2002). Das Knochenmark stammt aus den explantierten Hiiftkdpfen (Caput femoris) von
Patienten, die eine elektive Hiiftgelenksendoprothese in der Orthopéadischen Klinik Ko-
nig-Ludwig-Haus Wirzburg bekommen. Fir die Verwendung der Zellen wurde das Ein-
verstandnis der Patienten eingeholt (Ethikvotum AZ-186/18). Die entnommene Spon-
giosa wurde zunachst mit hMSC-Zellkulturmedium allerdings ohne FCS gewaschen und
anschlieRend bei 1200 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert. Dann wurde das entstandene
Zellpellet wieder in frischem Medium ohne FCS resuspendiert und zusatzlich noch 4-mal
gewaschen. Die so isolierten hMSC wurden mit einer Anfangszellzahl von 1x10° in einer

Zellkulturflasche mit 175 cm? GréRe ausgesat und kultiviert. Im folgenden Ergebnis- und
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Diskussionsteil wird zur Vereinfachung der Bezeichnung der humanen mesenchymalen

Stromazellen die Abkiirzung MSC verwendet.
3.3.1.2. Zellkultur der hMSC

Die Zellkultivierung erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5
% CO,-Gehalt. Verwendet wurde das oben beschriebene hMSC-Zellkulturmedium, wel-
ches vor Gebrauch vorgewarmt wurde fiir einen moglichst schonenden Umgang mit den
Zellen. Der Mediumwechsel fand alle 3-4 Tage statt. Bei einer Konfluenz des Zellrasens
von 90 % wurden die Zellen im Verhaltnis 1:3 gesplittet oder je nach Versuchsansatz

ausgesat.
3.3.1.3. Zellzahlbestimmung der hMSC

Bei einer Konfluenz von circa 90 % erfolgte zunachst die Zellzahlbestimmung, um eine
bestimmte Anzahl von Zellen pro Flacheneinheit aussdahen zu kdnnen. Dazu mussten die
Zellen zunachst abgelost werden, indem sie erst mit PBS gewaschen wurden (Menge
abhangig von GefaRgroRe), um alle Reste von Medium und FCS zu entfernen, und an-
schlielend mit einer vorgewdrmten Trypsin-Losung bedeckt und fir 10 Minuten inku-
biert wurden. Nach der lichtmikroskopischen Kontrolle der Ablésung der Zellen, wurde
die Zellsuspension dann in ein 50 ml-Réhrchen durch ein Zellsieb (70 um) filtriert. An-
schliefend entnahm man 10 pl der Zellsuspension und vermischte diese mit 50 ul
Trypanblau und 40 ul PBS. Von diesem Gemisch wurden circa 10 ul auf die Neubauer-
Zahlkammer gegeben und die Zellzahl noch lebender Zellen (nicht blau gefarbten Zellen)
pro Quadrat ausgezahlt. AnschlieBend wurde die Zellzahl nach folgender Gleichung be-

stimmt:

Anzahl der lebenden Zellen

Zellzahl [ = x 10% x 2
erzantprom Anzahl der Quadrate
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3.3.1.4. Aussden hMSC, osteogene Differenzierung und Stimulation

Flr die spatere osteogene Differenzierung wurden die hMSC wie folgt ausgesat:
a) in 5x 25 cm?-Zellkulturflaschen (fir RNA-Isolierung), pro Flasche wurden hierzu
500.000 Zellen benétigt,

b) in eine 6-Well-Platte (fir Alizarin Rot Farbung), mit 200.000 Zellen pro Well.
Sobald die Zellen in den 25 cm?-Flaschen konfluent waren, meist nach einigen Tagen,
erfolgte der Start der osteogenen Differenzierung und eventuell zusatzliche Stimulation
mit Papaverin.

Flr die osteogene Differenzierung wurde ein Differenzierungsmedium verwendet, wel-
ches im Unterschied zum normalen hMSC-Medium noch 4,5 g/| Glucose enthalt. Zusatz-
lich wurden vor jedem Gebrauch die oben genannten Zusatze (siehe 2.7.2.) neu hinzu
pipettiert, da diese eine begrenzte Haltbarkeit haben. Dadurch wurde die osteogene
Differenzierung in Gang gesetzt.

Als Kontrolle des Tages Null wurde aus einer dieser flinf Zellkulturflaschen mit Hilfe eines
Zellschabers die Zellen geerntet und anschlieRend daraus die RNA isoliert.

Eine weitere Flasche wurde als undifferenzierte Kontrolle behalten und nur im Wachs-
tumsmedium ohne die Zusatze Uber 14 Tage weiter kultiviert. Eine weitere Flasche
wurde ebenfalls nicht differenziert, aber mit Papaverin 10 uM stimuliert. Die zwei ande-
ren Zellkulturflaschen wurden osteogen differenziert, eine davon zuséatzlich mit Papave-
rin stimuliert. Die Differenzierung bzw. Stimulation erfolgte fir 14 Tage, alle 3-4 Tage

wurde das Medium inklusive aller Zusatze gewechselt.
3.3.2. Zellkultur der HEK293-Zellen

Fiir die Kultivierung der HEK293-Zellen wurde oben erwahntes HEK293-Zellkulturme-
dium verwendet. Die Zellen befanden sich in 75 cm?2-Zellkulturflaschen.

Aufgrund der hohen Proliferationsrate der HEK293-Zellen, erfolgte die Passagierung der
Zellen alle 3-4 Tage. Als erstes wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, dann mit PBS
gewaschen, um das Ubrige Serum/FCS restlos zu entfernen. AnschlieRend wurde der
Zellrasen gleichmaRig mit der Trypsin-Losung bedeckt. Die Abrundung und somit die Ab-

I6sung der Zellen wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert und die Trypsinierung
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mit Zellkulturmedium abgestoppt. AnschlieRend erfolgte das Splitten der Zellen im Ver-
haltnis 1:6. Als letztes wurde Hygromycin B 50 pug/ml fiir die Selektion der stabil trans-

fizierten Zellen hinzugegeben.
3.3.3. Zellkultur hAMSC-TERT und hMSC-TERT-AP-1

HMSC-TERT Zellen sind mesenchymale Stromazellen, die mit Telomerase Reverser Tran-
skriptase immortalisiert wurden. Sie zeigen eine hohe Proliferationsrate, verlieren dabei
jedoch weder in vitro noch in vivo ihre Differenzierungskapazitat (Simonsen et al., 2002,
Abdallah et al., 2005). Sie wurden uns von der Gruppe von Moustapha Kassem (Odense,
Danemark) zur Verfligung gestellt.

Fir die Kultivierung der Telomerase-immortalisierten MSC wurde ein hMSC-TERT-Me-
dium verwendet. Die Zellen wurden circa 2-mal pro Woche im Verhaltnis 1:4 gesplittet.
Die hMSC-TERT-AP1 Zellen, die ein mechanoresponsives AP1-Luciferase-Reporterkon-
strukt enthalten, wurden fiir die mechanischen Experimente genutzt, diese erhielten als
Zellkulturzusatz Hygromycin, welches der Selektion der stabil transfizierten Zellen mit
Hygromycin-Resistenzgen dient. Des Weiteren wurden hMSC-TERT-pcDNA-Zellen und
hMSC-TERT-PDE10A-Zellen verwendet, diese erhielten zusatzlich G418 (Geneticin), wel-

ches der Selektion von Zellen mit Neomycin-Resistenzgen dient.

3.4. Alizarin Rot Farbung

Fiir die Detektion der osteogenen Differenzierung der MSC, anhand des Calciumhydro-
genphosphats in der Extrazellularmatrix wurde eine Farbung mit alkalischem Alizarin Rot
S durchgefiihrt.

Zunachst wurde eine Losung angesetzt von 1 % Alizarin Rot in 1 % verdiinntem Ammo-
niak (0,35 g Alizarin Rot in 25 ml H,O + 250 ml Ammoniak).

Dann wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 10 min mit Methanol (-20 Grad Celsius)
fixiert und anschliefend mit destilliertem Wasser gewaschen. Danach erfolgte fiir 2 Mi-
nuten die Inkubation mit der Farbelosung und anschlieend wurde 3-mal mit destillier-
tem Wasser gewaschen. Wenn sich das Wasser nicht mehr rot farbte, konnte die Platte
an der Luft getrocknet werden. AnschlieBend wurde die Farbung unter dem Mikroskop

bewertet.
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3.5. Cyclic Stretching/mechanische Dehnung

3.5.1. Versuchsaufbau und Beschreibung des Bioreaktors

In mehreren Versuchsreihen wurden Zellen mechanisch mit Hilfe eines speziell dafir
entwickelten Bioreaktors gedehnt, um deren Mechanosensitivitat zu Gberpriifen.

Der Bioreaktor besteht aus mehreren Teilen: einem Computer, einer Messplatine, ei-
nem Messverstarker, einer Motorsteuerung und den Modulen fiir die Dehnung, wozu
ein Kraftaufnehmer, ein linearer Schrittmotor und Fixierungsmoglichkeiten fiir die un-
terschiedlichen Gewebeproben gehéren.

Der Reaktor ist mit einem Computer verbunden, welcher das Antriebsmodul steuert,
und die Krafte, die vom Kraftmesser wahrend des Dehnungsprozesses registriert wer-

den, aufzeichnet.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des verwendeten Bioreaktors fiir die Dehnungsversuche

Aus dem Paper ,a small scale cell culture system to analyze mechanobiology using reporter gene
constructs and polyurethane dishes” (Seefried et al., 2010) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
den Autoren Seefried, Mueller-Deubert, Schwarz (unter der CC-BY-SA Lizenz).

Fiir die Dehnungsversuche werden Polyurethan-Platten verwendet mit 4 oder 24 Ver-
tiefungen. Die Wandstarken und die Grundplattendicke sind unterschiedlich gewahlt,
sodass auf der gesamten von Zellen bewachsenen Flache die anndhrend gleiche Deh-
nung erfolgt (Seefried et al., 2010). Diese erlauben eine maximale Dehnung von circa 25

% bei 0,5 Hz und eine maximale Frequenz von 6 Hz bei 0,5 % Dehnung.
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Der Bioreaktor und die PU-Platten wurden so konstruiert, dass eine Verwendung in ei-
nem konventionellen Inkubator unter Zellkulturbedingungen (37° C, 5 % CO,, Luftfeuch-
tigkeit 95 %) moglich ist.

Des Weiteren gibt es eine individuell entwickelte Software, die den vollstandigen Pro-
zess der Stimulation sowieso die Datenerfassung durchfiihrt. Uber deren Nutzeroberfla-
che ist es moglich, verschiedenste Dehnungsprotokolle mit wechselnden Parametern

wie z.B. variierende Amplitude oder Frequenz, 0.d. umzusetzen (Seefried et al., 2010).

Abbildung 8: Fotografie von Bioreaktor fiir die Dehnungsversuchemit eingespannter PU-PlatteAus dem
Paper ,,a small scale cell culture system to analyze mechanobiology using reporter gene constructs and
polyurethane dishes” (Seefried et al., 2010) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von den Autoren See-
fried, Mueller-Deubert, Schwarz (unter der CC-BY-SA Lizenz).

3.5.2. Ablauf der mechanischen Dehnung

Flir einen Dehnungsversuch wurden die Zellen zunachst auf dehnbare Polyurethan-Plat-
ten ausgesat, wo sie dann nach wenigen Stunden adharierten. Pro Versuch erfolgte der
Ansatz in 2-facher Ausfiihrung, eine Platte wurde gedehnt und eine Platte wurde unge-
dehnt als Kontrolle mitgefiihrt. Die zyklische Dehnung erfolgte nach einem standardi-
sierten Protokoll fiir 30 Minuten bei einer Frequenz von 1 Hz und einem Einfahrtsweg
von 1,2 mm (entspricht 1 % Dehnung), unter Zellkulturbedingungen im Brutschrank bei
37°Cund einem CO;-Gehalt von 5 %. Anschlielend wurden die Zellen, je nach Fragestel-
lung, entweder nach 15 min oder 4 Stunden geerntet und die RNA wie oben beschrieben

isoliert. Oder es wurde nach einer Ruhepause von 24 Stunden das Medium abgesaugt,

38



mit PBS gewaschen, 150 ul Cell Lysis Puffer darauf gegeben, umpipettiert in andere Ge-
fale und nach einmaligem Einfrieren die Luciferase und der Proteingehalt bestimmt.
Dieser Versuch wurde in verschiedenen Konstellationen mit verschiedenen Zellreihen

durchgeflhrt.
3.6. Molekularbiologische Methoden

3.6.1. RNA-Isolierung

Grundsatzlich wurden fir die Extraktion von RNA, sowie alle nachfolgenden Versuche
mit RNA (Vermessung und Verdiinnung von isolierter RNA, DNase | Verdau, Synthese
von cDNA) die erforderlichen VorsichtsmaBnahmen eingehalten, um eine Kontamina-
tion mit RNase zu unterbinden.

Die RNA-Isolierung wurde in der vorliegenden Arbeit mit dem NucleoSpin RNA Il Kit an-
hand der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.

Die gesamte RNA wurde aus kultivierten Zellen extrahiert. Dazu wurden die Zellen zu-
nachst lysiert, indem ein Mix aus dem beigefligten 350 ul RA1-Puffer und 3,5 ul B-Mer-
captoethanol direkt auf den Zellrasen in die Zellkulturflasche gegeben wurde, nachdem
das Zellkulturmedium abgesaugt wurde. Die lysierten Zellen wurden daraufhin mit ei-
nem Zellschaber abgeschabt und in ein steriles MikroreaktionsgefalR Giberfihrt. Die Pro-
ben wurden dann mindestens tiber Nacht bei -20°C gelagert.

Um die Viskositat nach dem Auftauen zu reduzieren, wurde das Lysat filtriert und zent-
rifugiert. Als nachstes wurde die RNA-Bindung durch die Zugabe von 70 %-Ethanol vor-
bereitet. Das Lysat befand sich dabei in speziellen Mikroreaktionsgefafien, welche eine
Silica-Membran enthalten, an diese Membran binden die Ribonukleinsduren. Anschlie-
Rend wurde diese Membran entsalzt und getrocknet, woraufhin der DNase-Verdau der
Nukleinsduren erfolgte. Dazu wurde direkt auf die Membran ein Mix aus DNase und dem
passenden Puffer fiir rDNase gegeben und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Da-
nach erfolgten noch einige Wasch- und Trocknungsschritte, bis die RNA dann mit 40 pl

RNase-freiem H,O in ein MikroreaktionsgefaR eluiert werden konnte.
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AnschlieBend wurde die Konzentration der RNA mithilfe eines Photometers bei einer
Wellenlange von 260 nm bestimmt. Dazu wurden 2 pl RNA-Probe mit 48 ul TRIS-Base
(10 mM pH 7,2-7,5) vermischt. Als Leerprobe dienten 50 ul TRIS-Base.

3.6.2. Herstellung von komplementarer Desoxyribonukleinsdure (cDNA)

Da sich RNA nicht direkt durch den Einsatz einer PCR amplifizieren lasst (die bei der PCR
verwendeten Polymerasen sind DNA-abhangig), muss die mRNA zunachst in die kom-
plementéare, einzelstrangige DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Dazu wird eine M-
MLV reverse Transkriptase (eine RNA-abhangige Polymerase) genutzt, welche in der
Lage ist, bis zu 20000 Basenpaare zu transkribieren.

Die folgenden Vorgange der cDNA-Synthese fanden alle unter RNase- und DNase-freien
Bedingungen und, falls nicht anders angegeben, im Eisbad statt.

Wie oben beschrieben wurde zunachst photometrisch die Konzentration der RNA in der
jeweiligen Probe bestimmt. AnschlieBend wurde das Volumen berechnet, welches 1ug
RNA enthalt. Dieses wurde mit destilliertem Wasser auf 17 pl Volumen aufgefillt.

Dann wurden jeweils 1 pul Oligo (dT) 500 pug/ml als Primer hinzugefiigt. Diese kurzen ein-
zelstrangigen DNA-Sequenzen aus Thymidinnukleotiden binden spezifisch an den
poly(A)-Schwanz der mRNA. An diese kurzen doppelstrangigen Bereiche wiederrum
kann die reverse Transkriptase binden. Nach Zentrifugation der Proben erfolgte das An-
nealing der Oligo(dT)-Primer an die mRNA durch Erhitzen der Proben auf 70 Grad Celsius
flr 5 Minuten im Thermocycler, anschlieBend wurden die Proben erneut auf Eis gela-
gert. Dann wurden pro Probe 5 pl 5x-Transpuffer, 1 ul M-MLV reverse Transkriptase 200
u/ul und 0,625 pl Desoxyribonukleosidtriphosphate 20 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
und 0,375 pl Nuklease-freies Wasser hinzugefligt. Es folgte die reverse Transkription mit
folgendem Schema: 42°C fir eine Stunde, bei dieser Temperatur ist die reverse Tran-
skriptase maximal aktiv und es erfolgt die eigentliche cDNA-Synthese, dann noch 95°C
flr 10 min, um das Enzym zu denaturieren, damit dies in weiteren Reaktionen nicht
stort. Um eine Kontamination ausschlieRen zu konnen, wurde bei jeder cDNA-Synthese
eine Negativ-Kontrolle ohne RNA-Zugabe hergestellt. In einer anschlieRenden PCR-Re-

aktion darf hier dann kein Amplifikat detektiert werden.
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3.6.3. Semi-quantitative Polymerase-Kettenreaktion - PCR

Allgemeines Prinzip der PCR:

Seit Kary Mullis 1983 das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion entwickelte, nimmt die
PCR einen signifikanten Einfluss auf viele Bereiche der molekularen Wissenschaft. Die
PCR (polymerase chain reaction) ermoglicht die exponentielle Amplifizierung sehr gerin-
ger Nukleinsauremengen (Welch, 2012, Lorenz, 2012).

Der bendtigte Reaktionsansatz enthalt die zu vervielfaltigende DNA, Nucleotide, gen-
spezifische Primer, die DNA-abhadngige Polymerase und einen passenden Puffer mit
Magnesiumchlorid (dient als Cofaktor der Tag-Polymerase). Der Vorteil hierbei besteht
darin, dass die Amplifizierung in Thermocyclern vollautomatisch stattfindet.

Dabei erhitzt der Thermocycler die Proben zunachst auf 95°C, wodurch die DNA dena-
turiert wird und die Doppelstrange sich auftrennen. AnschlieBend erfolgt das Annealing,
also die Anlagerung genspezifischer Oligonukleotide, den sogenannten Primern, bei
circa 50-65°C, je nach Primersequenz an die DNA. Die Primer lagern sich komplementar
zu der DNA-Sequenz an, die doppelstrangigen Bereiche werden dann wiederum von der
Polymerase erkannt. Diese doppelstrangigen Bereiche dienen als Startpunkt fiir die Po-
lymerase und sie beginnt einen komplementaren DNA-Strang zu synthetisieren, wobei
die hinzugegebenen Nucleotide als Bausteine dienen. Diese Phase nennt man Elonga-
tion und findet bei circa 72°C statt. Die drei Phasen Denaturierung, Annealing und
Elongation bilden einen Zyklus. Die Elongationszeit und die Anzahl der Zyklen richten
sich nach der Lange und der Konzentration der zu amplifizierenden DNA.

Um mogliche Kontaminationen zu erkennen, wurde bei jeder PCR als Negativ-Kontrolle

ein Ansatz ohne cDNA verwendet.
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Tabelle 6: Schema der PCR

PCR-Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Initialisierung 95 4 min 1
Denaturierung 95 30s
Annealing Primer-spezifisch  30s Abhéngig von
Elongation 72 30s cDNA
Abkiihlung 72 10 min 1

12 unbegrenzt

Auf die vorliegende Arbeit bezogen:

Nach dem die komplementare DNA synthetisiert wurde, schloss sich zunachst eine 2:1
Verdiinnung der cDNA mit H,O an.

AnschlieBend erfolgte die Amplifizierung der cDNA mittels PCR. Dazu wurde zunachst
das Housekeeping-Gen EEF1a untersucht und die Amplifikation mittels Agarosegelelekt-
rophorese lberprift. War dies erfolgreich, folgte die PCR der Gene RUNX2, ALPL, Oste-
ocalcin und Osteopontin (Bone Gamma-Carboxyglutamate Protein, BGLAP) und Osteo-

pontin (Secreted Phosphoprotein 1, SPP1).

Folgender PCR-Ansatz pro Probe wurde genutzt:

dNTPs 0,5 pl (20 mM)

Primer sense 0,5 pl (50 pmol/ul) (Verdiinnung 1:10 mit H,0)
Primer antisense 0,5 pl (50 pmol/ul) (Verdiinnung 1:10 mit H,0)
Promega GoTaqg-Polymerase 0,2 pl (1,25u)

5x GoTag-Puffer 10 ul

MgCl> (1,5mM) abhangig von Primer

cDNA 2 ul

aufgefillt mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 50 ul
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Tabelle 7: Liste der verwendeten Primer bezogen von biomers.net GmbH, Ulm

Primer

Osteocalcin

Osteopontin

RUNX2

EEFla

Sequenz 5' >
3'

For: ATG AGA
GCC CTC ACA
CTCCTC

Rev: GCC GTA
GAA GCG CCG
ATA GGC

For: ACC CTT
CCA AGT AAG
TCC AA

Rev: GTG ATG
TCC TCG TCT
GTA GC

For: TCC GCA
CCG ACA GcCC
CCAACTT
Rev: GAG ATT
TGT GGG CCG
GAG TGG ACG
For: CTG TAT
TGG ATT GCC
ACA CG

Rev: AGA CCG
TTC TTC CAC
CACTG

PCR-
Produkt-
groRe
293 bp

352 bp

237 bp

350 bp

Annealing-
temperatur
[°cl]

62

58

60

55

43

Zyklenanzahl

35

35

35

25

MgCl,
(]



PDE10A Sequenz vom 55 45 6
Hersteller
nicht verfiig-
bar

Die verwendeten Primer und deren Bedingungen sind im Labor bereits etabliert.

3.6.4. Agarosegelelektrophorese

Nach Beendigung der PCR wurde die amplifizierte DNA auf ein bereits vorbereitetes 1
%iges-Agarosegel in TBE-Puffer aufgetragen.

Die Agarosegelelektrophorese ist ein sehr effektiver Weg, DNA Fragmente zwischen den
Groen 100bp-25kb zu trennen. Da das Phosphat der DNA negativ geladen ist, wandert
die DNA im elektrischen Feld zur positiven Anode. Die dabei zurilickgelegte Wegstrecke
ist negativ proportional zum Molekulargewicht der DNA.

Das Agarosegel wurde vorbereitet, indem 1 g Agarose mit 100ml| TBE-Puffer durch Er-
hitzung in einem Mikrowellengerat aufgelost wurde. Dann fligte man 8 pl des in Nucle-
otiddoppelstrange interkalierenden Farbstoffs GelRed hinzu und goss die Flissigkeit in
eine bereitgestellte Gelkammer mit externer Spannungsquelle. Nachdem das Gel aus-
gehartet war, wurden die Proben in die entsprechenden Geltaschen gegeben, zur Be-
stimmung der GroRe lief zusatzlich ein 100 bp DNA-Marker mit. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte im TBE-Bad bei 100 V fiir circa 40 Minuten.

Der 5x GoTag-Puffer enthielt bereits einen Farbstoff, der die Lauffront der aufgetrage-
nen Probe sichtbar macht. Unter UV-Licht konnen die DNA-Fragmente dann dargestellt

werden. Die Photo-Dokumentation des Gels erfolgte mit dem Fusion SL von Vilber.

44



3.6.5. Densitometrie

Die densitometrische Auswertung der Agarosegele erfolgte mit dem Programm Image J,
um Unterschiede zwischen den einzelnen Banden quantifizieren zu kdnnen. Dabei wur-

den die PCR-Produkt-Banden auf die Intensitat der EEF1a-PCR-Banden normiert.
3.6.6. Real-time quantitative PCR (qPCR)

Die real-time PCR dient wie die konventionelle PCR der Vervielfaltigung von DNA-Frag-
menten, zusatzlich konnen aber die PCR-Produkte schon wahrend die PCR lauft detek-
tiert werden, also in Echtzeit bzw. ,real-time”. Diese Methode ist Fluoreszenz-basiert,
da zusatzlich fluoreszierende Molekiile hinzugegeben werden, die spezifisch an doppel-
strangige DNA binden (Whitcombe et al., 1999). Diese sogenannten Fluorophore wer-
den zunéachst durch kurzwelligeres Licht (<495 nm) angeregt, woraufhin sie dann héher-
welligeres Licht (500-800 nm) abstrahlen. Diese Emission der Fluoreszenz wird pro PCR-
Zyklus gemessen und steigt mit der Amplifikation an. Die Quantifizierung ist dadurch
moglich, dass die Intensitat der Fluoreszenz proportional zur Anzahl der Kopien der DNA
ist. Fir die Berechnung der Amplifizierung wird der sogenannte Ct-Wert (engl. Cycle
threshold, Schwellenwert-Zyklus) herangezogen. Dieser Wert gibt den Zyklus an, indem
die Fluoreszenz erstmals exponentiell und signifikant iber die Hintergrund-Fluoreszenz
ansteigt. Je kleiner dieser Ct-Wert ist, desto hoher ist die Menge an DNA mit gesuchter

Ziel-Sequenz (Kubista et al., 2006).

Die gPCR ist wie die normale PCR auch ein dreistufiger thermischer Prozess: als erstes
wird die DNA denaturiert, dann erfolgt das Primer-Annealing, danach wird das Fluores-
zenz-Signal detektiert. Die cDNA-Synthese der Proben wurde wie oben beschrieben

durchgefihrt und 1:10 mit RNase-freiem Wasser verdiinnt.
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Tabelle 8: Standardbedingungen der gPCR

PCR-Schritt Temperatur [°C]

Initiale Denaturierung 95

Denaturierung 95

Annealing Primer-spezi-
fisch

Elongation 72

Messung der Fluores-
zenz

Schmelzkurve 60-95

Zeit Zyklen

3 min 1

10s

10s Primer-spezifisch
10s

Alle6s

Folgender Ansatz wurde pro Probe eingesetzt:

10 ul GoTag-Mix

Primer sense 0,5 ul (50 pmol/ul) (Verdiinnung 1:10 mit H,0)

Primer antisense 0,5 pl (50 pmol/ul) (Verdiinnung 1:10 mit H,0)

2 ul cDNA (Verdiinnung 1:10 mit H,0)
aufgefillt mit H,0 auf 18 pl

Der GoTag-Mix enthalt bereits die Tag-DNA-Polymerase, die erst nach einem zusatzli-

chen Denaturierungsschritt von 10 Minuten bei 95°C am Anfang aktiviert wird. Dadurch

wird ein HeiRstart aller Proben der qPCR ermoglicht.

Um eventuelle Kontaminationen zu detektieren wurde ein Ansatz ohne cDNA als Nega-

tiv-Kontrolle mitgefiihrt.

Pro Probe wurde der Ansatz 3-mal pipettiert und gemessen, um Fehlerquellen wie Pi-

pettierungenauigkeiten zu reduzieren. Die Auswertung erfolgte mit dem Microsoft

Office Excel Programm anhand der AACt-Methode (Pfaffl, 2001).
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Tabelle 9: Liste der verwendeten Primer fiir h(MSC-TERT
Da die Primer von der Firma Qiagen GmbH sind, gibt es keine Angabe der Sequenzen

Primer Annealing-tempe- Effizienz
ratur
[°cl]
PTGS2 59 1,83
cox4il 60 1,74
FOS 57 1,88

3.7. Biochemische Methoden

3.7.1. Luciferase Reporter Assay-System

Die HEK293-Zellen und die hMSC-Zellen sind fiir diesen Versuch stabil transfiziert wor-
den, indem in deren Genom ein Plasmid, also Fremd-DNA integriert wurde, wie oben
bereits beschrieben. Diese Fremd-DNA enthdlt den Luciferase-Reportervektor
pGl4.14[luc2/Hygro]. Im Falle des pGL4.14-AP1-Vektors bedeutet dies, dass durch die
Bindung von AP1 (bestehend aus JUN und FOS) an die AP1-Bindestelle, die codierende
Sequenz der Luciferase starker exprimiert wird. Durch die Luciferase wird in Anwesen-
heit von Sauerstoff, ATP und Mg?* Luciferin in Oxyluciferin oxidiert, wobei ein Lichtblitz
emittiert wird. Die Menge der exprimierten Luciferase kann durch die Messung der frei-
gesetzten Biolumineszenz im Luminometer bei 562nm ermittelt werden und dient damit
der Einschatzung der Funktionalitat der Zellen, sowie der Quantifizierung der damit ein-
hergehenden Gentranskription (Thorne et al., 2010). Zuséatzlich wurden die Werte mit
der vorliegenden Proteinmenge als Mal fiir die verwendete Zellzahl abgeglichen (siehe
3.7.2)

Fiir die praktische Durchfihrung dieser Messung wurden die stabil transfizierten
HEK293-und hMSC-TERT-Zellen nach deren Kultivierung und Behandlung geerntet und
in 150 pl Reporter Lysis Buffer lysiert und anschlieBend eingefroren, um eine komplette
Lyse zu gewahrleisten. Jeweils immer 20 ul des Zelllysats wurden in 96-Wellplatten pi-

pettiert um dann die Luciferaseaktivitat zu bestimmen. Die Bestimmung fand dann mit
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Hilfe des Luminometers statt, in welchem das Lysat automatisch mit 100 pl eines Luci-

ferinpuffers versetzt wurde.
3.7.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit einem RotiQuant ProteinAssay.
Daflir wurde entsprechend der Methode nach Bradford der Farbstoff Coomassie Brilli-
ant Blue g-250 verwendet. Dieser Farbstoff verschiebt durch Bindung an Proteine sein
Absorptionsmaximum in saurer Losung von 465 nm zu 595 nm. Letztere Absorption kann
photometrisch erfasst werden. Die Absorption korreliert linear mit der Proteinkonzent-
ration. Dazu wurden 12 pl der Probe und 200 pl des Bradford-Reagenz (1:5 verdiinnt mit
dH,0) vermischt. Die Absorption wurde dann mit einem Multidetektionsgerat photo-
metrisch bestimmt. Jedoch kann das AusmaR der Farbreaktion je nach Temperatur und
Reagenz-Verdiinnung variieren, weshalb zur Konzentrationsbestimmung stets eine Ka-
librierung notwendig ist. Hierflir wurde in diesem Fall als Protein BSA (bovines Serum
Albumin) verwendet und eine Standardkurve erfasst. Dazu wurde 200 pl der Bradford-
Reagenz mit dem Proteinstandard BSA in unterschiedlichen Konzentrationen (0, 200,
500, 1000, 1500, 2000 pg/ml) vermischt. Der Standard als auch die Probe mussten vor
der Messung 10-15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

Der Gesamtproteingehalt konnte durch Vergleich mit der Standardkurve ermittelt wer-
den.

Fir die weitere Auswertung wurden die relativen Light Units (Ergebnisse der Luciferase-
messung) genormt auf die gemessene Proteinkonzentration. Genutzt wurden die Daten
von vier Wells und der Mittelwert ermittelt, um Messfehler und Pipettierungenauigkei-

ten zu reduzieren und damit die Genauigkeit zu erhdhen.
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3.8. Statistische Analyse

Die statistischen Analysen wurden je nach Versuchsansatz anhand des Student’s t-Test
oder mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests berechnet. P-Werte kleiner als 0,05 wurden
als signifikant anerkannt.

Die Luciferase-Aktivitat pro Mikrogramm Protein wurde als Mittel der vier Messwerte
normiert auf die jeweiligen Kontrollwerte.

Die quantitative PCR wurde ausgedriickt als Mittelwert von drei unabhangigen Experi-
menten, die qPCR wurde drei Mal wiederholt. Die Werte wurden erhoben mit der AACt-

Methode und die Signifikanzen wurden ebenfalls mit dem Student’s t-Test berechnet.
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4. Ergebnisse

4.1. PDE10A Expression anhand von Mikroarray Daten und real-time

PCR

In Vorarbeiten zu dieser Arbeit wurde eine Mikroarray Analyse- ,, (Affymetrix

GeneChip Human Genome U133 _Plus_2.0)“- durchgefihrt, um die Genexpression von
MSC aus gesunden Spendern mit den MSC von an Osteoporose erkrankten Spendern zu
vergleichen ((Benisch et al., 2012) und weitere unpublizierte Daten). In die letztge-
nannte Gruppe wurde eingeschlossen, wer eine Oberschenkelhalsfraktur ohne groRe
Krafteinwirkung erlitt, weitere Kriterien der primaren Osteoporose waren ebenfalls Wir-
belkorperfrakturen und fortgeschrittenes Alter.

Mittels Mikroarray ist es moglich, parallel die Expression mehrerer tausend Gene auf
mRNA-Ebene nachzuweisen. Ein Gen, das offensichtlich unterschiedlich exprimiert wird,
ist die Phosphodiesterase 10A. Unter Verwendung der identischen RNA Proben konnte
dies durch die real-time PCR bestatigt werden. Die Abbildung zeigt deutlich, dass die
Genexpression der Phosphodiesterase 10A signifikant hoher ist in MSC von osteoporo-

tischen Spendern als in den Kontroll-MSC.
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Relative PDE10A-Expression
w
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Abbildung 9: Real-time PCR: PDE10A Expression Vergleich Kontrollgruppe MSC und osteoporotische MSC
(MSC-0P)

Signifikante Ergebnisse sind mit einem Sternchen markiert. Z-Score: 2.30965. p-Wert 0.02088. P-Werte
unter 0,05 werden als signifikant erkannt (Student’s t-Test). Es wurden 31 unabhdngige Experimente
durchgefiihrt, dargestellt ist die Standardabweichung.

Da die Erkenntnis, dass die Phosphodiesterase 10A in osteoporotischen MSC hochregu-
liert wird, neu und unerwartet ist, wurde die Expression in MSC aus zusatzlichen gesun-
den MSC und osteoporotischen Spendern mit der Expression in Telomerase-immortali-

sierten MSC (hMSC-TERT) und in HEK293-Zellen durch real-time PCR analysiert.

12
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*k
. m i N
MSC

MSC-OP hMSC-TERT HEK293

Relative PDE10A-Expression
[e)]

N

Abbildung 10: Expression der PDE10A in MSC, osteoporotischen MSC (MSC-OP), hMSC-TERT, HEK293
P-Werte unter 0,05 werden als signifikant erkannt (Mann-Whitney-U-Test). Es wurden drei bis acht unab-
hdngige Experimente durchgefiihrt, dargestellt ist die Standardabweichung.
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Die real-time PCR bestatigt, was auch die Mikroarray-Analyse bereits zeigte: die PDE10A
ist in osteoporotischen MSC hoher exprimiert im Vergleich zu den Kontroll-MSC. Da
MSC-OP nicht ausreichend zu Verfligung stehen, wurde nach einer geeigneten Zellreihe
fir weitere Untersuchungen gesucht. HMSC-TERT eignen sich in diesem Fall nicht, denn
wie die Abbildung zeigt, wird die PDE10A hier am geringsten exprimiert. Jedoch bieten
sich HEK293-Zellen an, da hier die PDE10A-Expression sehr hoch ist, diese wurden also
herangezogen, um mehr lber die cAMP-abhadngigen Signalwege und die Rolle der

PDE10A herauszufinden.

4.2. Basaler Einfluss von Papaverin auf HEK293-CRE

Um die Bedeutung der PDE10A naher anzuschauen, lag in den folgenden beiden Ansat-
zen der Fokus auf der Untersuchung des zelluldren Einflusses von Papaverin. Papaverin
ist ein Inhibitor der Phosphodiesterase 10A und hemmt dadurch den Abbau des second
messengers CAMP. Da die Isolation und Kultivierung von mesenchymalen Stromazellen
aufwendig ist und MSC aus osteoporotischen Patienten auch nur begrenzt zur Verfi-
gung stehen, hMSC-TERT-Zellen aber so gut wie keine PDE10A exprimieren, wurden in
den beiden Versuchen HEK293-Zellen als Modell verwendet. Wie im vorausgehenden
Versuch gezeigt werden konnte, verfiigen die HEK293-Zellen ebenfalls tiber eine hohe
Expression der PDE10A.

Zundachst galt es, durch Analyse der Luciferaseaktivitat, zu Gberpriifen, welchen basalen
Einfluss Papaverin auf die cAMP-Konzentration in HEK293-Zellen nimmt und wie Papa-
verin die Zellviabilitat beeinflusst. Hierzu dienten die sogenannten HEK293-CRE-Zellen
als Positivkontrolle, in welche zusatzlich drei CRE-Elemente vor die codierende Sequenz
der Luciferase des pGL4.14 eingebracht wurde, was wiederum dem Vektor pGL4.29 ent-
spricht, wie oben bereits beschrieben wurde. Das CRE-Element ist eine spezifische Nuk-
leotid-Sequenz der Abfolge TGACGTC in Promotoren, die vom Transkriptionsfaktor CREB
(engl. cAMP response element binding protein) gebunden wird, was zu einer verstarkten
Expression der entsprechenden Gene flihrt. CREB muss allerdings erst selbst (iber einen
cAMP-induzierten Signalweg aktiviert werden. Zum Vergleich wurden HEK293-pGL-Zel-

len verwendet, in welche der Leervektor pGL4.14 eingebracht wurde.
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Die HEK293-Zellen wurden Uber 4 Tage unterschiedlichen Konzentrationen von Papave-
rin ausgesetzt (0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM). Nach der Ernte und anschlieRen-
dem Einfrieren wurde mittels Luciferase-Assay die Luciferaseaktivitat bestimmt und die
sich daraus ergebenden relative light units auf den Proteingehalt normiert, wodurch sich
die Einheit RLU/ug ergibt.

Der Proteingehalt, der nach Bradford bestimmt wurde (siehe 3.7.2), wurde auch alleine
analysiert, um sicherzustellen, dass die HEK293-Zellen noch keinen Schaden genommen
haben und alle intrazellularen Prozesse ausreichend funktionieren. Dies diente als zu-
satzliche Kontrolle neben weiteren Viabilitats-Assays, die im Vorfeld stattfanden, um die
grundsatzliche Vertraglichkeit und Zellviabilitat zu Gberprifen.

Der starkste Abfall der Proteinkonzentration konnte festgestellt werden bei einer Papa-
verinkonzentration von 0.1 uM und 10 pM, jedoch waren diese Unterschiede nicht sig-
nifikant. Es konnte aber gezeigt werden, dass die Zellen hohe Konzentrationen von Pa-
paverin tendenziell schlechter vertragen, die Zellen bilden weniger Proteine, was wie-

derrum fir eine verminderte Stoffwechselaktivitat spricht.
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Abbildung 11: Proteingehalt der HEK293-Zellen unter Stimulation mit Papaverin

Erkennbar ist eine Abnahme des Proteingehalts der HEK293-pGL und der HEK293-CRE-Zellen, vor allem bei
Papaverinkonzentrationen von 0,1 uM und 10 uM. Es wurden 10 unabhdngige Experimente durchgefiihrt,
dargestellt ist die Standardabweichung.
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Im Anschluss wurde die Aktivitdt des CRE-Elements nach Inhibition von PDE10A durch
Papaverin analysiert. Bezlglich der Luciferaseaktivitat war eine signifikante Inhibition
um etwa 20% zu erkennen zwischen den HEK293-CRE-Zellen, die mit 5 uM und mit 10
MM Papaverin stimuliert wurden verglichen mit der zugehdérigen unstimulierten Kon-
trollgruppe (siehe Abbildung 12). Die Luciferaseaktivitat bei den HEK293-pGL-Zellen
sinkt ebenfalls, jedoch ist hierbei der Effekt nicht signifikant.

Auffallend und Uberraschend ist zudem, dass durch die Inhibition der PDE10A durch Pa-
paverin die cAMP-Spiegel eigentlich steigen missten und die CRE-Elemente starker ak-

tiviert werden miussen, jedoch zeigt sich hier das Gegenteil.
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Abbildung 12: Luciferaseaktivitdt normiert auf den Proteingehalt in Abhdngigkeit der Papaverinkonzent-
ration

Ein signifikanter Unterschied ist erkennbar, zwischen den HEK293-CRE-Zellen stimuliert mit 5 und 10 uM
Papaverin und der unstimulierten Kontrollgruppe, p-Werte unter 0,05 werden als signifikant erkannt
(Student’s t-Test). Es wurden sieben unabhédngige Experimente durchgefiihrt, dargestellt ist die Stan-
dardabweichung.

54



4.3. Einfluss der Kombination von Papaverin und Forskolin auf HEK293-

CRE-Zellen

Im nachsten Schritt sollte analysiert werden, welchen Einfluss eine Stimulation der Ade-
nylatzyklase, also eine Erhohung der cAMP-Spiegel, und eine gleichzeitige Inhibition von
PDE10A, also eine Verhinderung der cAMP-Hydrolyse, auf die Aktivierung des CRE-Ele-
ments in HEK293-Zellen hat.

Hierzu wurden die Zellen zum einen wieder mit Papaverin (PDE10A-Inhibitor) stimuliert,
zusatzlich wurde dann aber noch mit Forskolin behandelt. Forskolin ist ein Stimulator
der Adenylatzyklase, welche zyklisches AMP (cAMP) synthetisiert. Wie bereits erwahnt
verlduft die osteogene Differenzierung von MSC zum Teil auch tGber cAMP-abhangige
Signalwege, wie es beispielsweise bei den Parathormonrezeptor-Signalwegen der Fall
ist. Ziel war es nun, herauszufinden, wie sich die Luciferaseaktivitat verandert, wenn zum
einen die Phosphodiesterase 10A gehemmt wird, wie im vorherigen Versuch durch Pa-
paverin, also der Abbau von cAMP gehemmt wird, und zusatzlich auch noch die Synthese
von cAMP durch Forskolin verstarkt wird.

Es wurden erneut HEK293-pGL-Zellen verwendet im Vergleich zu den HEK293-CRE-Zel-
len, die stabil mit dem Plasmid transfiziert wurden, in das drei Bindungsstellen fiir den
Transkriptionsfaktor CREB vor die codierende Sequenz der Luciferase kloniert wurde.
Ein Teil der Zellen wurden (ber 24 Stunden mit 10 uM Forskolin stimuliert. Weitere Zel-
len wurden mit Forskolin und mit 10 uM Papaverin stimuliert. AnschlieBend wurden sie
hinsichtlich ihrer Luciferaseaktivitat analysiert. Forskolin wird in DMSO geldst, weswe-
gen zusatzlich eine DMSO-Kontrolle angesetzt wurde.

Es lieR sich zeigen, dass ein signifikanter Anstieg der Aktivitat um mehr als das Doppelte
(Abbildung 13) besteht zwischen den HEK293-CRE-Zellen, die sowohl mit Forskolin (10
KUM) als auch mit der Kombination aus Forskolin und Papaverin behandelt wurden, ver-
glichen mit der HEK293-CRE-Kontrollgruppe ohne weitere Behandlung. Insgesamt war
die CRE-Aktivitat nach der Behandlung mit der Kombination aus Forskolin und Papaverin
signifikant um den Faktor 2,5 hoher im Vergleich zur Aktivitdt nach Behandlung mit

Forskolin alleine und es wurde ein additiver Effekt beobachtet.
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Die HEK293-pGL-Zellen, die nur den Leervektor ohne das CRE-Element beinhalten, zeig-
ten in keiner Gruppe eine Veranderung der Luciferaseaktivitat durch Stimulation. Auch
eine Behandlung mit dem Losungsmittel fiir Forskolin, DMSO, zeigte weder einen Effekt

auf die CRE-Aktivierung noch auf den Leervektor.
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Abbildung 13: Einfluss der Kombination von Papaverin und Forskolin

Dargestellt ist die relative Luciferaseaktivitit der HEK293-CRE- und der HEK293-pGL-Zellen, welche unter-
schiedlich mit Forskolin und/oder Papaverin stimuliert wurden. Es ergab sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den HEK293-CRE-Zellen stimuliert mit Forskolin und stimuliert mit Forskolin + Papaverin im Ver-
gleich zur unstimulierten Kontrolle. AufSerdem ein signifikanter Anstieg der Luciferaseaktivitét der HEK293-
CRE-Zellen stimuliert mit Forskolin + Papaverin im Vergleich zur Stimulation nur mit Forskolin (Student’s t-
Test). Es wurden zehn unabhdngige Experimente durchgefiihrt, dargestellt ist die Standardabweichung.

Ebenfalls wurde die Proteinkonzentration des HEK293-Zelllysats nach Bradford be-
stimmt und verglichen, um einen Riickschluss auf die Zellviabilitat zu ziehen. Auch hier
sind keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrollgruppe
zu erkennen, allerdings zeigte sich wieder, dass die Zellen die Stimulation mit vor allem
Forskolin und Papaverin nicht sonderlich gut vertragen und die Bildung der Proteine et-

was eingeschrankt ist.
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4.4. Einfluss der PDE10A-Inhibition auf die osteogene Differenzierung

der MSC

In einem nachsten Schritt sollte nun Gberprift werden, inwiefern der PDE10A-Inhibitor
Papaverin die osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stromazellen beeinflusst.
Wie bereits erwdhnt ist die osteogene Differenzierung der MSC abhangig vom second
messenger cAMP. Hierzu wurde die Expression verschiedener osteogener Marker mit-
tels PCR analysiert. Ausgewahlt wurden die osteogenen Marker RUNX2, ALPL, Osteo-
pontin (SPP1) und Osteocalcin (BGLAP).

Fir diesen Zweck wurden die mesenchymalen Stromazellen tiber 14 Tage nach Aussaat
kultiviert. Dabei wurde eine Probe osteogen differenziert und mit Papaverin 10uM sti-
muliert (MSC 14T. oD + Pap), eine weitere Probe nur osteogen differenziert (MSC 14T.
oD). Zusatzlich wurden MSC kultiviert Gber 14 Tage ohne jegliche Behandlung (MSC
14T.), oder nur mit Papaverin 10uM stimuliert (MSC 14T. + Pap). Eine 5. Probe diente als
Kontrollgruppe, diese wurde nicht weiter kultiviert stattdessen wurden die Zellen direkt
an Tag Null geerntet und die RNA isoliert (MSC Oh Kontrolle).

Dieser Versuch wurde insgesamt mit den Stromazellen von flinf verschiedenen Spen-
dern durchgefiihrt (MSC 1406, 1414, 1417, 1418, 1454).

Nach den 14 Tagen der Kultivierung wurden, wie oben beschrieben, die Zellen geerntet,
die RNA isoliert und die cDNA synthetisiert. Anschliefend wurden die MSC in einer RT-
PCR auf die Expression der vier verschiedenen Gene RUNX2, ALPL, Osteopontin und Os-
teocalcin untersucht. Zusatzlich erfolgte immer noch eine PCR mit dem Haushaltsgen
EEFla, welches in allen Korperzellen exprimiert wird, kaum reguliert wird und als Kon-
trolle einer erfolgreichen cDNA-Synthese und fiir die spatere Normierung in der densi-

tometrischen Auswertung dient.
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Abbildung 14: Agarosegele der RT-PCR mit den PCR-Produkten fiir EEF1a, RUNX2, ALPL, SPP1 (Osteopon-
tin), BGLAP (Osteocalcin) und PDE10A

Es wurden fiinf unabhéngige MSC-Spender analysiert. Oh Kontrolle = sofortige Ernte der Zellen ohne Kulti-
vierung; 14T. = reine Kultivierung (iber 14 Tage; 14.T. + Pap = Kultivierung (iber 14 Tage und Stimulation
mit Papaverin; 14T. + oD = osteogene Differenzierung (iber 14 Tage; 14T. oD + Pap = osteogene Differen-
zZierung liber 14 Tage plus Stimulation mit Papaverin.

Anhand der Bilder der Agarosegele ist zunachst erkennbar, dass die RNA intakt war und
die cDNA-Synthese funktioniert hat, da bei jeder Probe das Haushaltsgen EEF1a nach-
weisbar ist. Ebenfalls erfolgreich war die osteogene Differenzierung der mesenchymalen
Stromazellen, da die osteogenen Marker in den dazugehérigen Proben, erhéht sind.
Deutlich erkennbar am Beispiel des Spenders der MSC 1418, hier sind die Marker
RUNX2, ALPL, Osteopontin und Osteocalcin deutlich erhéht, in den Proben die tUber 14
Tage osteogen differenziert wurden, im Vergleich zu den Proben, die ohne Stimulation
Uber 14 Tage mitgefiihrt wurden.

AuBerdem ist zu erkennen, dass der Einfluss von Papaverin wohl die osteogene Diffe-
renzierung abschwacht. Besonders eindriicklich erkennbar anhand des Markers RUNX2
der MSC 1417 und 1454, hier ist eine schwachere Expression des Gens erkennbar in der
Probe, die osteogen differenziert wurde und mit Papaverin stimuliert wurde im Ver-
gleich zur osteogenen Differenzierung ohne Papaverin, jedoch ist aufgrund der hohen
Spendervariabilitdt das Ergebnis nicht immer kongruent.

Derselbe Effekt ist erkennbar bei dem Marker Osteopontin, der auch schwacher expri-
miert wird in der Probe der MSC, die osteogen differenziert wurde und mit Papaverin
stimuliert im Vergleich zur reinen osteogenen Differenzierung, vor allem bei den MSC
1406, 1418 und 1454. Bei den MSC 1417 ist der Effekt auch zu sehen, allerdings muss

hier beachtet werden, dass das Housekeeping-Gen auch sehr schwach exprimiert ist.
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Wohl hatte Papaverin aulerdem einen Einfluss auf die undifferenzierten Zellen und
schwachte insbesondere die Expression des Markers ALPL, aber auch von RUNX2 und
teilweise von Osteopontin.

Im Anschluss sollte Giberprift werden, ob und wie stark die oben verwendeten mesen-
chymalen Stromazellen die Phosphodiesterase 10A exprimieren, um daraus schlielRen
zu kénnen, ob ein Effekt von Papaverin auf die osteogene Differenzierung zu erwarten
ist und mit der Phosphodiesterase zusammenhangt.

Dazu wurde die gleiche cDNA verwendet, wie in oben genanntem Versuch: ebenfalls
eine 0-Stunden-Kontrolle, MSC Kultivierung fiir 14 Tage mit und ohne Stimulation durch
Papaverin 10 uM und die osteogene Differenzierung mit und ohne Papaverin.

Zu erkennen ist zunachst als unterste Bande eine Primerwolke, welcher man keine wei-
tere Bedeutung zuschreiben kann. Des Weiteren sieht man, dass es zwei Trankskriptva-
rianten gibt, welche beide mit diesem Primer nachgewiesen werden, jedoch unterschei-
den sich die PCR-Produkte in ihrer Grol3e, weshalb teilweise nicht nur eine, sondern eine
weitere Bande erkennbar ist. Das Expressionsmuster des Gens PDE10A in den unter-
schiedlich stimulierten MSC der verschiedenen Spender ist zwar nicht einheitlich, jedoch
wird PDE10A in allen MSC exprimiert, wodurch eine Behandlung der MSC mit Papaverin
sinnvoll erscheint. Die starkste PDE10A Expression zeigt sich nach 14-tagiger Kultivie-
rung unter Papaverinbehandlung bei den MSC1454. In allen tGbrigen Proben war PDE10A
schwach exprimiert.

Fiir eine genauere Bestimmung der Unterschiede der Expression wurden die Agarose-
gele der PCR der jeweiligen Marker zusatzlich densitometrisch analysiert, mit Bezug auf
das Haushaltsgen EEFla. Dabei ergab sich bei den Genen RUNX2 (siehe Abbildung 15)
und Osteopontin (siehe Abbildung 16) eine signifikant abgeschwachte Expression der
jeweiligen osteogenen Marker, in der Probe welche osteogen differenziert wurde und
zusatzlich mit Papaverin stimuliert wurde, im Vergleich zu den osteogen differenzierten
Zellen ohne Papaverinstimulation (hier als rote Linie markiert). Diese Papaverinbehand-
lung hat auch einen Effekt auf undifferenzierte Zellen, zwar ist der Unterschied zwischen

den mesenchymalen Stromazellen, die tGber 14 Tage mit oder ohne Stimulation durch
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Papaverin kultiviert wurden nicht signifikant, die reduzierte Expression ist bei dem Mar-
ker RUNX2 erkennbar. Jedoch ist bei beiden Diagrammen eine hohe Standardabwei-

chung erkennbar, diese lasst sich mit der hohen Spendervariabilitat der MSC erklaren.

RUNX2
18
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6

relative Genexpression

0,4

0,2

MSC 14T. + Pap 14T. oD + Pap

Abbildung 15: Effekt von Papaverin auf die relative Expression von RUNX2

Signifikant abgeschwdchte Expression des osteogenen Markers RUNX2 bei Zellen mit osteogener Differen-
zierung und Papaverinbehandlung im Vergleich zur Gruppe ohne Papaverinbehandlung, dargestellt durch
rote Linie. Kein signifikanter Effekt erkennbar auf undifferenzierte Zellen, aber Abschwdchung der Genex-
pression. Normierung auf Haushaltsgen EEF1a, Darstellung von Mittelwerten aus fiinf Versuchsansdtzen
mit Fehlerbalken als Standardabweichung, Signifikanzen mit Sternchen * markiert bei p-Werten < 0,05
(Student’s t-Test)
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Abbildung 16: Effekt von Papaverin auf die relative Expression von Osteopontin (SPP1)

Signifikant abgeschwdichte Expression des osteogenen Markers Osteopontin bei Zellen mit osteogener Dif-
ferenzierung und Papaverinbehandlung im Vergleich zur Gruppe ohne Papaverinbehandlung, dargestellt
durch rote Linie. Kein signifikanter Effekt erkennbar auf undifferenzierte Zellen, jedoch auch hier Abschwd-
chung der Expression des Markers. Normierung auf Haushaltsgen EEFla, Darstellung von Mittelwerten
aus fiinf Versuchsansdtzen mit Fehlerbalken als Standardabweichung, Signifikanzen mit Sternchen * mar-
kiert bei p-Werten < 0,05 (Student’s t-Test)

Hinsichtlich des Markers ALPL zeigt sich jetzt sogar signifikant, dass Papaverin auch ei-
nen Einfluss auf undifferenzierte Zellen haben kann. Hierbei kann man einen signifikan-
ten Effekt auf die MSC mit Papaverinbehandlung im Vergleich zu deren ohne Papaverin-
stimulation (markiert mit roter Linie) bestimmen. Jedoch sieht man keinen signifikanten
Unterschied, zwischen den osteogen differenzierten Zellen mit und ohne Papaverinsti-
mulation, nichtsdestotrotz ist eine abgeschwachte Expression erkennbar, gegebenen-

falls ist hier eine héhere Versuchszahl oder dhnliches notig.
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Abbildung 17: Effekt von Papaverin auf die relative Expression von ALPL

Signifikante Abschwdchung der Expression von ALPL in den MSC, kultiviert (iber 14 Tagen, die eine Papa-
verinbehandlung erhielten aber nicht differenziert wurden, im Vergleich zur Probe ohne Papaverinstimu-
lation, hier dargestellt durch rote Linie. Kein signifikanter Effekt von Papaverin auf differenzierte Zellen,
Abschwdéchung der Expression bei differenzierten Zellen mit zusétzlicher Papaverinstimulation jedoch er-
kennbar. Normierung auf Haushaltsgen EEF1a, Darstellung von Mittelwerten aus fiinf Versuchsansditzen
mit Fehlerbalken als Standardabweichung, Signifikanzen mit Sternchen * markiert bei p-Werten < 0,05
(Student’s t-Test)

Bei der Expression von Osteocalcin zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Weder im
Vergleich der MSC, die kultiviert wurden Giber 14 Tage mit und ohne Papaverin, noch bei
den osteogen differenzierten Zellen mit und ohne Papaverin. Jedoch ist bei letzteren
eine gewisse abgeschwachte Expression von Osteocalcin erkennbar, hier jedoch mit gro-

Rer Streubreite der Ergebnisse der Densitometrie.
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Abbildung 18: Effekt von Papaverin auf die relative Expression von Osteocalcin (BGLAP)

Darstellung der MSC, die iiber 14 Tage mit Papaverin stimuliert wurden und MSC, die osteogen stimuliert
wurden und gleichzeitig Papaverinbehandlung erhielten. Rote Linie markiert jeweils die entsprechende
Kontrollprobe ohne Papaverinbehandlung. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Normierung
auf Haushaltsgen EEF1a, Darstellung von Mittelwerten aus fiinf Versuchsansdtzen mit Fehlerbalken als
Standardabweichung.

4.5. Einfluss der PDE10A Inhibition auf die Mineralisierung

Um zu verifizieren, ob Papaverin die Mineralisierung inhibiert, erfolgte eine Alizarin Rot
Farbung der differenzierten und undifferenzierten MSC.

Die mesenchymalen Stromazellen der fiinf Spender wurden dafiir zusatzlich auf 6-Well-
Platten ausgesat und 14 Tage mit und ohne Papaverin (10 uM) in Doppelwerten diffe-
renziert. Zusatzlich wurden undifferenzierte Zellen mit und ohne Papaverinbehandlung
in Doppelwerten mitgefihrt.

AnschlieBend wurden die Platten mittels Alizarin Rot angefarbt und makroskopisch und
mikroskopisch betrachtet und fotografiert. Je dunkler dabei die Farbe, desto mehr Cal-
ciumphosphat der mineralisierten extrazellularen Matrix wurde angefarbt. Zunachst er-
kennbar ist, dass die Spender MSC 1417, 1418 und 1454 eine starke Mineralisierung zei-
gen im Vergleich zur nicht differenzierten Kontrolle. Es zeigte sich hier vor allem bei den
Spendern der MSC 1418 und 1454 ein deutlicher Unterschied zwischen der osteogenen
Differenzierung mit und ohne Papaverin. Papaverin, und somit die Inhibition der PDE10A
hat die Mineralisierung verhindert. Die unterschiedliche Intensitat der Farbe der jewei-

ligen Proben, die osteogen differenziert und mit Papaverin stimuliert wurden lasst sich
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ERGEBNISSE

erklaren durch das unterschiedliche Ausmal} der Hemmung. Bei den MSC 1417 ergibt
sich der Eindruck, dass die Farbung nach der Papaverinbehandlung etwas weniger in-
tensiv ist.

Bei den MSC der Spender 1406 und 1414 ist generell kein Unterschied in der Farbinten-
sitdt zwischen den einzelnen Ansatzen erkennbar, sodass davon auszugehen ist, dass
diese beiden Spender insgesamt kein gutes Mineralisierungspotenzial zeigen.

Diese Beobachtungen lassen sich ebenfalls bei den mikroskopischen Bildern der mit Ali-
zarin Rot gefarbten MSC machen.

Jedoch spielt auch hier wieder die Spendervariabilitdt eine groRe Rolle, weshalb die Er-

gebnisse nicht immer Gibereinstimmend sind.

MSC 1406
MSC 1414
MSC 1417
MSC 1418
MSC 1454

| MSC 14T. + Pap |
-

MSC 14T. MSC 14T. + Pap MSC 14T. MSC14T.+Pap | | | MSC14T. MSC 14T. +Pap | MSC 14T. + Pap

O f

14T. oD 14T. oD + Pap

14T. oD 14T. oD 14T. oD + Pap

14T. 0D + Pap

Abbildung 19: Effekt von Papaverin auf die Mineralisierung, makroskopische Darstellung der Alizarin Rot
Fdrbung der MSC

Es wurden fiinf unabhéngige MSC Spender fiir 14 Tage osteogen mit und ohne Papaverinbehandlung dif-
ferenziert, als Kontrolle dienten undifferenzierte Zellen mit und ohne Papaverinbehandlung.

Der Effekt von Papaverin ist nach 14 Tagen, v.a. in Probe MSC 1418 und 1454 erkennbar.
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Abbildung 20: Effekt von Papaverin auf die Mineralisierung, mikroskopische Darstellung der Alizarin Rot
Férbung der MSC

Nachweis des Effektes von Papaverin auf die Mineralisierung nach 14 Tagen, besonders gut erkennbar bei
Spendern der MSC 1418 und 1454, etwas schwdcher ausgeprdgt bei Spender 1417. Reprdsentative Auf-
nahmen sind gezeigt. Der weife Mafsstabbalken der Probe MSC 1406 nach 14 T. reprdsentiert 100 um.

4.6. Einfluss von PDE10A auf die Mechanotransduktion

Die Mechanotransduktion in skelettalen Vorlauferzellen ist abhangig von cAMP-abhan-
gigen Signalwegen (Johnson et al., 2018). Das Ziel des folgenden Versuches ist also, zu
Uberprifen, inwiefern eine Hemmung der Phosphodiesterase 10A durch Papaverin, also
eine Hemmung des Abbaus von cAMP einen Einfluss auf die Mechanosensitivitat nimmt.
Als Modell wurden erneut HEK293- und hMSC-TERT-Zellen herangezogen, da diese
leichter verfligbar sind als mesenchymale Stromazellen. Die Zellen wurden mit Hilfe des
oben erwdhnten Bioreaktors durch Dehnung mechanisch stimuliert und anschlieRend

wurde Uber zwei Verfahren die Mechanotransduktion tiberprift.
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4.6.1. Luciferasebestimmung bei gedehnten hMSC-TERT- und HEK293-Zellen

In einem ersten Ansatz wurden hMSC-TERT-AP1-Zellen und HEK293-AP1-Zellen heran-
gezogen, welche mit dem Vektor pGL4.14-AP stabil transfiziert wurden. Wie durch die
Arbeitsgruppe bereits beschrieben, konnte ein signifikanter Anstieg der AP1-vermittel-
ten Luciferaseaktivitdt durch zyklische Dehnung beobachtet werden (Seefried et al.,
2010). Dieses Phianomen dient hier der Uberpriifung der Mechanoresponsivitat der ver-
schiedenen Zellen und vor allem welchen Effekt Papaverin auf diese austibt.

Dazu wurden die HEK293-AP1-Zellen und die hMSC-TERT-AP1-Zellen auf 24-Well-Po-
lyurethan-Platten ausgesat. Nach 24 Stunden der Kultivierung wurde ein Teil der
HEK293-AP1-Zellen mit Papaverin 10 uM stimuliert. Die hMSC-TERT-AP1-Zellen, die hier
als Positivkontrolle fiir die mechanische Stimulation mitgefiihrt wurden, exprimieren
PDE10A kaum, weswegen diese auch nicht mit Papaverin behandelt wurden.

Nach weiteren 24 Stunden erfolgte die zyklische Dehnung iber 30 min (1 Hz, 1 %), wie
bereits im Methodenteil beschrieben wurde. AnschlieRend folgte wieder eine Phase der
Kultivierung Gber 24 Stunden, damit die Luciferase transkribiert werden und dann in
Protein translatiert werden kann. Danach wurden die Zellen lysiert, umpipettiert und
eingefroren, um eine vollstandige Lyse zu garantieren. Spater wurde dann die Lucifera-

seaktivitat nach erneutem Auftauen mit Hilfe des Luminometers gemessen.
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Abbildung 21: Luciferasemessung der zyklisch gedehnten Zellen hMSC-TERT-AP1, HEK293-AP1 mit und
ohne Papaverin

Luciferaseaktivitdt genormt auf den Proteingehalt. Dargestellt ist eine Zunahme der Luciferaseaktivitdt
der hMSC-TERT-AP1-Zellen nach Dehnung, zudem eine signifikante Abnahme der Luciferaseaktivitét der
HEK293-AP1-Zellen, welche durch Papaverinbehandlung wieder aufgehoben wird.

Alle Werte wurden normiert auf die Kontrollzellen ohne AP1-Element (hMSC-TERT-pGL bzw. HEK293-pGL-
Zellen) verdeutlicht als rote Linie. Darstellung von Mittelwerten aus acht Messreihen mit Fehlerbalken als
Standardabweichung, Signifikanzen mit Sternchen * markiert bei p-Werten < 0,05 (Student’s t-Test)

Als Kontrolle dienten die gedehnten HEK293-pGL-Zellen, bei welchen bekannt ist, dass
das pGL-Konstrukt nicht durch Mechanik stimulierbar ist. lhr Wert wurde auf 100 nor-
miert und diente als BezugsgréRe, im Diagramm als rote Linie hervorgehoben. Zu erken-
nen ist zum einen, dass die mechanische Dehnung einen Anstieg der Luciferaseaktivitat
der hMSC-TERT-AP1-Zellen bewirkt hat. Dies bedeutet, dass man generell davon ausge-
hen kann, dass die Dehnung mit Hilfe des Bioreaktors gemafls dem Protokoll ablief und
funktioniert hat.

Des Weiteren ist eine unerwartete signifikante Abnahme der Luciferaseaktivitat der ge-
dehnten HEK293-AP1-Zellen dargestellt. Die signifikante Inhibition der AP1 Aktivitat in
den HEK293 Zellen wurde durch Papaverin aufgehoben. Jedoch besteht kein signifikan-
ter Unterschied, zwischen den gedehnten HEK293-AP1-Zellen, die mit Papaverin stimu-

liert wurden und den gedehnten die keine Stimulation erfuhren.
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4.6.2. Analyse der Expression mechanoresponsiver Gene in hMSC-TERT-Zellen mit

PDE10A Uberexpression

In einem nichsten Schritt sollte analysiert werden, inwiefern sich eine PDE10A Uberex-
pression auf die Regulation mechanoresponsiver Gene in hMSC-TERT-Zellen auswirkt.
Hierfir wurden hMSC-TERT eingesetzt, die stabil mit einem pcDNA3.1-PDE10A Kon-
strukt transfiziert wurden, was bedeutet, dass die Vektoren nach Proliferation und Tei-
lung der Zellen an nachfolgende Generationen weitergegeben werden. Als Kontrolle
dienten hMSC-TERT-pcDNA3.1 Zellen, also hMSC-TERT ohne PDE10A Uberexpression.
Die beiden Zelllinien wurden jeweils in ein Well einer 4-Well-PU-Platten ausgesat, pro
Ansatz wurden identische PU-Platten vorbereitet: eine statische Kontrolle, welche nicht
der zyklischen Dehnung ausgesetzt wurde und zwei Platten, welche gedehnt wurden.
Die zyklische Dehnung erfolgte wieder nach Protokoll fiir 30 min (1 Hz, 1 %) mit Hilfe des
Bioreaktors. Die Zellen der einen Platte wurden bereits 15 min nach der mechanischen
Belastung geerntet, die andere Platte erst 4 Stunden nach der zyklischen Dehnung. An-
schlielend erfolgte die RNA-Isolierung und cDNA-Synthese sowie die Analyse der me-
chanoresponsiven Gene FOS und PTGS2 mittels qPCR. FOS und PTGS2 werden als ,,im-
mediate-early genes” bezeichnet, da sie bereits zum Teil nach 15 min mechanischer Be-
lastung hochreguliert werden (Ziouti et al., 2019a). Dies ist auch der Grund, warum ein
Teil der Zellen bereits 15 min nach erfolgter Dehnung geerntet wurde. Zur Uberpriifung
des spateren Expressionsmusters, wurden die Zellen der dritten PU-Platte erst nach 4
Stunden geerntet.

Als Haushaltsgen wurde COX411 (Cytochrome C Oxidase Subunit 411) amplifiziert, da be-
reits aus friheren Versuchen bekannt ist, dass dieses Gen nicht auf zyklische Dehnung
anspricht.

In diesem Versuch (siehe Abbildung 22) ist zunachst erkennbar, dass die Zellen auf zyk-
lische Dehnung ansprechen und eine Mechanotransduktion detektiert werden konnte,
da sowohl PTGS2 als auch FOS in den hMSC-TERT-pcDNA3.1 Kontrollzellen nach 15 Mi-
nuten starker exprimiert wurden im Vergleich zu ungedehnten Kontrollen (rote Linie).

Eine Induktion der Expression wird bei PTGS2 auch nach 4 Stunden beobachtet. FOS hin-
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gehen wird zu diesem Zeitpunkt nicht starker exprimiert und es wird eher eine Herabre-
gulation beobachtet. Die Mechanoresponsivitat von PTGS2 und FOS und der zeitliche
Verlauf der Expression wurden bereits von der Arbeitsgruppe im Vorfeld beschrieben.

Durch eine Uberexpression von PDE10A wird die Induktion von PTGS2 nach 15 Minuten
und nach 4 Stunden, als auch von FOS nach 15 Minuten komplett aufgehoben und die
Expression fallt auf das Niveau ungedehnter Zellen zuriick (rote Linie). Allerdings sind
diese Daten nicht signifikant (Student’s t-Test) und es miissten weitere zuséatzliche Un-

tersuchungen durchgefiihrt werden, um diesen Trend zu untermauern.
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Abbildung 22: relative Expression von PTGS2 und FOS, Ergebnisse der gPCR

Alle Werte wurden nach der AACt-Methode ausgewertet und auf das Haushaltsgen COX411 bezogen. Alle
Zellen wurden 30 min mechanischer Belastung ausgesetzt und 15 min bzw. 4 h spditer geerntet. Rote Linie
markiert ungedehnte Kontrolle. Darstellung von Mittelwerten aus vier Messreihen mit Fehlerbalken als
Standardabweichung
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5. Diskussion

Bisher war nicht viel bekannt lber die Rolle der Phosphodiesterase 10A, nur deren Zu-
sammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen stand im Fokus wissenschaftlicher
Arbeiten. Erstmalig wurde nun herausgefunden, dass die Phosphodiesterase 10A jedoch
auch in humanen mesenchymalen Stromazellen des Knochens verstarkt exprimiert wird,
und zusatzlich Gberexprimiert wird in mesenchymalen Stromazellen von osteoporoti-
schen Patienten. Nun galt es herauszufinden, welche Aufgabe die Phosphodiesterase
10A in den zelluldaren Vorgangen des Knochens nimmt. Dazu wurde zundchst der
PDE10A-Inhibitor Papaverin hinzugezogen, um zu Uberprifen, welchen Einfluss dieser
auf cAMP-abhangige Signalwege nimmt, um daraus wiederum auf die Funktion der
PDE10A zu schlielen. Fiir den Knochenstoffwechsel nimmt zudem die Mechanotrans-
duktion eine wichtige Position ein, da sie verschiedenste Auf- und Umbauprozesse des
Knochens induziert. Hierbei stellte sich die Frage, ob und inwiefern PDE10A die Mecha-
notransduktion beeinflusst und welche Auswirkungen beispielsweise eine Hemmung
des Enzyms hat. Eine Hauptaufgabe der mesenchymalen Stromazellen ist die osteoge-
nen Differenzierung, auch hier war es Ziel der Arbeit, zu tGberprifen, welche Rolle die
Phosphodiesterase 10A in dieser Entwicklung nimmt.

Da die Erkenntnis, dass PDE10A auch in humanen mesenchymalen Stromazellen expri-
miert wird zum aktuellen Stand neu ist, gibt es kaum vergleichbare Literatur. Was aber
schon des Ofteren diskutiert wurde, ist der Einfluss von cAMP-abhingigen Signalwegen
auf skelettale Vorlauferzellen und deren osteogene Differenzierung, sowie auf die Me-
chanotransduktion, also die Umwandlung von mechanischen Reizen in biochemische
Signale. Diese Studien sollen die Grundlage fiir die folgende Diskussion bieten (Johnson

et al., 2018).
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5.1. Basaler Einfluss von Papaverin auf HEK293-CRE-Zellen

Wie schon erwdhnt konnte in den HEK293-Zellen, ebenso wie in den MSC, eine Expres-
sion der PDE10A festgestellt werden. Nun galt es mehr lber den basalen Einfluss von
Papaverin, dem spezifischen PDE10A-Inhibitor, auf diese HEK293-Zellen, als Modell fir
MSC herauszufinden. Die HEK293-Zellen wurden verwendet, da in diesen Zellen die
PDE10A-Expression hoch ist, in mesenchymalen Stromazellen eher niedrig und in den
hMSC-TERT-Zellen ist fast keine PDE10A-Expression feststellbar. Am besten ware es na-
turlich, die Versuche mit osteoporotischen hMSC mit hoher PDE10A-Expression durch-
zufiihren, diese stehen allerdings nicht ausreichend zur Verfligung.

Flr den Versuch wurde in diese HEK293-Zellen der Leervektor pGL4.14 eingebracht, wel-
cher die codierende Sequenz der Luciferase enthalt und somit die Luciferaseaktivitat auf
die Genexpression zurilickschlieBen lasst.

In den HEK293-CRE-Zellen wurde vor die codierende Sequenz der Luciferase des
pGL4.14 drei zusatzliche CRE-Elemente mit der Sequenz TGACGTC eingebracht. Dieses
CRE-Element wird, wie bereits beschrieben, vom Transkriptionsfaktor CREB gebunden,
und CREB wird wiederum aktiviert durch cAMP-induzierte Signalwege. Hemmt man nun
mit Hilfe von Papaverin die Phosphodiesterase 10A, sprich man hemmt den Abbau von
cAMP, steht mehr cAMP zur Verfligung, welches wiederum die Proteinkinase A aktiviert,
welche dann den Transkriptionsfaktor CREB phosphoryliert und aktiviert, wodurch die-
ser an die CRE-Sequenz im Promotor der HEK293-CRE-Zellen binden kann. Eigentlich
sollte dies dann in einer erhdhten Aktivitat der Luciferase und wiederrum in einer ver-
starkten Lumineszenz resultieren. Dies ist aber nicht der Fall gewesen, wie in Abschnitt
4.2. ersichtlich. Betrachtet man allerdings die Ergebnisse von Abschnitt 4.3., in welcher
die HEK293-CRE-Zellen zusétzlich mit Forskolin stimuliert wurden, sieht man, dass hier
nun die Luciferaseaktivitdat ansteigt. Forskolin ist ein Stimulator der Adenylatzyklase,
wodurch vermehrt cAMP synthetisiert wird. Daraus kann man schlieRBen, dass eine Hem-
mung der Phosphodiesterase 10A durch Papaverin erst dann messbar ist, wenn die A-
denylatzyklase eine ausreichend hohe Aktivitat zeigt, indem sie zusatzlich durch Forsko-
lin stimuliert wird und genligend cAMP synthetisiert. Interessant ware, die cAMP-Spie-

gel nach Papaverinbehandlung zu quantifizieren. Dies wurde versucht, dazu wurden
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zwei unterschiedliche Assays verwendet, die Sensitivitat war jedoch leider nicht ausrei-
chend hoch.

Als Kontrolle dienten die HEK293-pGL-Zellen, die nur den Leervektor pGL4.14, ohne ein
CRE-Element, enthalten. Diese zeigen dementsprechend auch keine Veranderung der

Luciferaseaktivitat durch Hemmung der PDE10A oder Stimulierung mit Forskolin.

5.2. Einfluss der cAMP-abhdngigen Signalwege und der Phosphodiester-

ase 10A auf osteogene Differenzierung von MSC

Die Rolle von cAMP-abhangigen Signalwegen bezliglich der osteogenen Differenzierung
von humanen mesenchymalen Stromazellen ist weiterhin nicht ganz klar, vor allem gibt
es kaum Untersuchungen beziiglich der Funktion der Phosphodiesterase 10A in diesem
Kontext.

Eine Forschungsgruppe fand heraus, dass in mesenchymalen Stromazellen und embry-
onalen Stromazellen eine Aktivierung der Adenylatzyklase durch Forskolin, was zu einer
gesteigerten Synthese von cAMP flihrt, eine Hemmung der Mineralisierung und der os-
teogenen Differenzierung nach sich zieht. Im Gegensatz dazu, soll die Behandlung der
MSC mit Forskolin bevor man das osteogene Differenzierungsmedium hinzugibt, das os-
teogene Potential steigern (Kao et al., 2012).

In anderen Experimenten wurde mit Hilfe eines Nagetier-Modells zum einen gezeigt,
dass eine cAMP-abhadngige Signalwirkung tiber die Proteinkinase A die osteogene Diffe-
renzierung sowie die Knochenformation hemmt (Siddappa et al., 2009). Die gleiche For-
schungsgruppe berichtete allerdings zum anderen, dass hohe nicht-physiologische Kon-
zentrationen des second messengers cAMP wiederum hilfreich seien fiir die osteogene
Differenzierung von humanen mesenchymalen Stromazellen (Siddappa et al., 2008).
Letztendlich schlossen sie dann aus ihren Ergebnissen, dass cAMP einen hemmenden
sowie aktivierenden Einfluss nehmen kann auf die weitere Entwicklung der MSC im
Sinne einer osteogenen Differenzierung und nicht allein die Konzentration von cAMP
ausschlaggebend ist, sondern vielmehr die Dauer der Wirkung des second messenger

(Siddappa et al., 2010).
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Aus dieser Annahme heraus kann geschlossen werden, dass die Phosphodiesterase 10A
eine entscheidende Rolle spielen muss. Um dies zu untersuchen, welchen Einfluss die
Phosphodiesterase 10A auf die osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stroma-
zellen nimmt, wurden diese mit dem PDE10A-Hemmstoff Papaverin behandelt. Papave-
rin ist ein hoch spezifischer Hemmstoff von PDE10A (Jankowska et al., 2019, Lee et al.,
2019). Wie oben beschrieben, konnten zytotoxische Effekte bei einer Konzentration von
10 uM ausgeschlossen werden, weswegen diese fiir alle Versuche eingesetzt wurde.
Dazu wurden die MSC nach Kultivierung mit osteogenem Standardmedium tber 14 Tage
auf die Expression der osteogenen Marker RUNX2, ALPL, Osteopontin und Osteocalcin
mithilfe einer PCR und Gelelektrophorese untersucht. In den Proben ohne Papaverin
waren die osteogenen Marker nach osteogener Differenzierung wie erwartet erhéht. Es
lieR sich jedoch zeigen, dass Papaverin einen hemmenden Einfluss auf die osteogene
Differenzierung der MSC nimmt, besonders eindriicklich nachzuweisen bei dem Marker
RUNX2. RUNX2 ist, wie unlangst bekannt, ein wichtiger Initiator der Osteogenese und
besitzt als Transkriptionsfaktor eine direkte Bindestelle in der Promotorregion von Os-
teocalcin und kann dieses induzieren (Komori and Kishimoto, 1998). RUNX2 induziert
ebenfalls die Expression von Osteopontin (Komori, 2019). Dies kann in diesem Versuch
bestatigt werden, da die Expression von RUNX2 immer parallel verlauft mit der von Os-
teopontin und Osteocalcin.

Die osteogenen Marker wurden auch in den undifferenzierten Zellen auf niedrigem Ni-
veau exprimiert, man weil3, dass es Uber die Zeit in konfluenten Kulturen von MSC auch
zur spontanen osteogenen Differenzierung kommt, allerdings fallt diese dann deutlich
schwiécher aus als in den Zellen, die stimuliert wurden.

Das Phdanomen, dass eine Inhibition der PDE10A die osteogene Differenzierung ver-
schlechtert, zeigte sich ebenfalls im morphologischen Nachweis, welcher tGber eine Ali-
zarin Rot Farbung der MSC erfolgte. Hier zeigte sich eine abgeschwachte Rotfarbung der
differenzierten MSC mit Papaverin.

Papaverin hatte auRerdem einen Einfluss auf undifferenzierte Zellen und schwéchte die

Expression des Markers ALPL.
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Zwar waren die Ergebnisse nicht durchgangig signifikant, durch eine héhere Anzahl an

Experimenten kdnnte sich dies allerdings verbessern lassen.
5.3. Phosphodiesterase 10A und Mechanotransduktion

Die Entwicklung der mesenchymalen Zellen, insbesondere die osteogene Differenzie-
rung in vivo wird, wie schon erwdhnt, unter anderem beeinflusst durch Mechanotrans-
duktion. Bei dieser werden mechanische Krafte, z.B. durch zyklische Dehnung wie oben
beschrieben, tber Integrine und Calciumkanale, welche sich in der Zellmembran befin-
den und dem primaren Zilium in biochemische Signale verwandelt. Dies fiihrt letztend-
lich zu einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die wiederum an DNA-Elemente
wie z.B. die AP-1-Bindestelle vor mechanoresponsiven Genen binden. Es wurde bereits
gezeigt, dass die Mechanotransduktion durch das primare Zilium registriert wird und
durch die Adenylatzyklase 6 und dem second messenger cAMP reguliert wird (Johnson
et al., 2018). Nachgewiesen ist, dass beispielsweise der sog. ,fluid shear stress” unter
anderem Uber cGMP in osteoblastaren Zellen vermittelt wird, was wiederum zur Akti-
vierung von cGMP-abhangigen Proteinkinasen fiihrt (Rangaswami et al., 2009). PDE10A
ist im Abbau von cAMP involviert und in geringerem Ausmald von cGMP, dadurch ergibt
sich die Frage, ob die PDE10A auch mechanoresponsiv in humanen mesenchymalen
Stromazellen reagiert.

Um dies von Grund auf herauszufinden, wurden erneut HEK293-Zellen als Modell her-
angezogen (siehe 4.6.1.). Da bekannt ist, dass HEK293-Zellen zwar mechanoresponsiv
sind, jedoch keine spezifische Antwort zeigen, wurde eine AP1-Bindestelle in die
HEK293-pGL4.14-Zellen kloniert. Diese AP1-Bindestelle ist zumindest in hMSC-TERT-Zel-
len nachweislich mechanisch ansprechbar (Seefried et al., 2010). Zu erwarten ware da-
her, dass die AP-1-Bindestelle in HEK293-Zellen ebenfalls mechanisch aktiviert werden
kann. Die durchgefiihrten Versuche zeigten dies allerdings nicht, die Luciferaseaktivitat
der HEK293-AP1-Zellen war nicht erh6ht im Vergleich zu der Kontrolle der HEK293-pGL-
Zellen. Ebenfalls abgeschwacht war die Luciferaseaktivitat der HEK293-AP1-Zellen, die
zusatzlich mit Papaverin stimuliert wurden, der Effekt war jedoch nicht ganz so stark.

Eine signifikante Dehnung der Zellen hat stattgefunden, da die Luciferaseaktivitat der
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hMSC-TERT-AP1-Zellen, die auf derselben PU-Platte ausgesat waren, wie erwartet, er-
hoht war. Offensichtlich findet in den HEK293-Zellen keine Mechanotransduktion statt,
zumindest keine, die Gber den AP1-Transkriptionsfaktor lauft.

Ein erkennbarer Unterschied zwischen den hMSC-TERT-AP1-Zellen und den HEK293-
AP1-Zellen ist zumindest, dass erstere die Phosphodiesterase 10A im Vergleich zu den
HEK293-Zellen kaum bis gar nicht exprimieren. Jedoch ist bereits aus weiteren Versu-
chen bekannt, dass die PDE10A-Genexpression, allenfalls in MSC mechanoresponsiv ist
(Miller-Deubert et al., 2020). Dies lasst sich speziell in diesem Versuch allerdings nicht
direkt bestatigen.

Zur weiteren Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Mechanotransduktion
und der Phosphodiesterase 10A wurden stabil-transfizierte hMSC-TERT-Zellen zyklisch
gedehnt (siehe 4.6.2). Dazu wurden die sog. hMSC-TERT-PDE10A-Zellen etabliert, in wel-
che stabil der pcDNA3.1-Vektor mit der cDNA fiir das Enzym PDE10A transfiziert wurde.
Die Expression des Proteins wurde mit Western Blot und Immunzytologie bestatigt, die
Daten sind hier nicht gezeigt. Die genannten Zellen wurden ebenfalls gedehnt, anschlie-
Rend erfolgte eine real-time PCR nach 15 min sowie nach 4 Stunden. Daflir wurde unter
anderem die Expression der mechanoresponsiven Gene FOS und PTGS2 analysiert. Wie
bereits bekannt, werden die immediate-early genes FOS und PTGS2 bereits friih nach
mechanischer Belastung vermehrt exprimiert (Ziouti et al., 2019b). Dies war in der Kon-
trollgruppe der hMSC-TERT-pcDNA-Zellen auch zu erkennen. Viel spannender war aber
die Beobachtung, dass in den hMSC-TERT-PDE10A-Zellen die mechanoresponsiven Gene
deutlich weniger, zum Teil um ein Vielfaches schwacher exprimiert wurden, und das zu
beiden Zeitpunkten (15 min und 4h). Die FOS-Expression war sogar in Bezug auf das
Haushaltsgen COX4l11 schwacher exprimiert noch als in der ungedehnten Kontrolle.
Wirkt also eine PDE10A Uberexpression einer Expression von FOS oder PTGS2 durch me-
chanische Stimulation entgegen?

Mittlerweile wurde die Versuchsreihe fortgesetzt und man kam zu der Annahme, dass
die Expression von FOS und PTGS2 abhangig vom second messenger cAMP ist. Es wurde

beobachtet, dass die Expression der immediate-early genes FOS und PTGS2 4 Stunden
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nach erfolgter mechanischer Dehnung, wie zu erwarten, sank, wahrend die PDE10A Ex-
pression in diesen Zellen hochreguliert wurde, das heilst ein vermehrter Abbau von

cAMP erfolgte (Miiller-Deubert et al., 2020).
5.4. Zusammenhang der PDE10A mit Alterungsprozessen und Krankheit

Erstmals wurde mittels Mikroarray die signifikant erhohte Expression der Phosphodies-
terase 10A in mesenchymalen Stromazellen von osteoporotischen Patienten im Ver-
gleich zu MSC von gesunden Patienten festgestellt. Diese krankheits- bzw. altersbezo-
gene Expression ist bisher nicht bekannt gewesen. Bekannt ist allerdings, dass die Her-
unterregulierung von cAMP-abhangigen Signalwegen zusammenhadngt mit Alterungs-
prozessen und altersabhangigen Krankheiten (Tam and Walford, 1980, Kelly, 2018). Be-
richte Giber altersabhingige Anderungen des cAMP-Spiegels im menschlichen Gewebe
sind bisher recht selten, bereits herausgefunden wurde jedoch, dass beispielsweise in
gealterten weillen Blutzellen die cAMP-Level niedriger sind, als in jungen reifen weien
Blutzellen (Tam and Walford, 1980). AuRerdem wurde schon haufiger der Einfluss von
cAMP-abhéangigen Signalwegen auf Krankheiten im Gehirn beschrieben. Bei Patienten,
die an der Huntington-Krankheit leiden, wurden erniedrigte cAMP-Niveaus im parieta-
len Cortex gemessen. Hier scheint auch die Phosphodiesterase 10A eine Rolle zu spielen,
diese scheint zwar kompensatorisch durch die niedrigen cAMP-Level weniger exprimiert
zu werden, dennoch zeigen PDE10A-Inhibitoren positive Effekte auf Defizite bezliglich
Verhalten, Neurodegeneration und Elektrophysiologie im Tiermodell (Beaumont et al.,
2016). Berichte liber die Alzheimer-Demenz zeigen ebenfalls erniedrigte cAMP-Spiegel,
allerdings im Hippocampus (Ohm et al., 1989), im Gegensatz dazu ist die Huntington-
Krankheit assoziiert mit erhéhtem cAMP-Niveau im Hippocampus, wiederum, wie be-
reits erwahnt, mit erniedrigtem cAMP-Niveau im Cortex und Striatum. Man weil} mitt-
lerweile, dass die PDE10A stark im Striatum exprimiert wird, weniger dafiir im Hippo-
campus, therapeutische Interventionen im Sinne einer Inhibition der PDE10A sind also
nur erfolgsversprechend fir die Huntington-Krankheit, vermutlich nicht fiir die Alzhei-

mer-Demenz (Kelly, 2018).
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In dem auf den Mikroarray folgenden Bestatigungsversuch konnte gezeigt werden, dass
in HEK293-Zellen die PDE10A-Expression ebenfalls deutlich erhéht ist. Aus der taglichen
Laborarbeit ist bereits bekannt, dass diese HEK293-Zellen vergleichsweise schnell dege-
nerieren und Seneszenzzeichen zeigen. Nun ware die Frage, inwiefern sich jetzt einen
Zusammenhang zwischen der PDE10A und einer frithen Zellalterung gibt, um dann mog-
licherweise auf die Pathophysiologie der bereits erwahnten Krankheiten wie Osteopo-
rose oder die Huntington-Krankheit zu schlieSen. Dies lasst Raum flr weitere zukiinftige

Forschungsarbeiten.

5.5. Interaktion von Phosphodiesterasen mit AKAPs, Zusammenhang

mit Kompartimentierung

Wie bereits beschreiben, steht PDE10A auch in Zusammenhang mit neurodegenerativen
Erkrankungen. Ein weiterer Aspekt, der hier zukiinftig interessant werden konnte ist die
Interaktion mit den sog. A-Kinase-Ankerproteinen, kurz AKAPs. Diese sind von zentraler
Bedeutung, da die meisten Interaktionen von Kinasen und Phosphatasen (iber die Ge-
riistproteine AKAPs ablaufen. Diese binden beispielsweise die Proteinkinase A, Protein-
kinase C oder auch Phosphodiesterasen und verankern diese in spezifischen subzellula-
ren Domanen. Ein Beispiel dafiir sind die Muskel-AKAPs, die in skelettalen und Herzmus-
kelzellen vorkommen und PDE4 binden und einen Komplex bilden mit der PKA und dem

Ryanodinrezeptor, wie in folgender Abbildung dargestellt (Conti and Beavo, 2007).
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der Interaktion von AKAPs mit PDE und PKA in einer Herzmuskel-
zelle. Modifiziert nach (Conti and Beavo, 2007). AKAPs sind hellgriin dargestellt, Phosphodiesterasen dun-
kelgriin, Kinasen rot. Hervorzuheben ist, wie im Text beschrieben, der Komplex aus Muskel-AKAP (mAKAP),
PDE4D3, PKA und Ryanodinrezeptor (RyR).

Bei PDE4-defizitaren Mausen, fihrt ein Mangel in diesem makromolekularen Komplex
zu einer spat-auftretenden dilatativen Kardiomyopathie (Lehnart et al., 2005).

Indem die AKAPs z.B. die PKA an verschiedene Zellkompartimente wie die Plasmamemb-
ran oder die duflere Mitochondrienmembran bindet, koordinieren die AKAPs auch
cAMP-abhangige Signalwege, dieser Vorgang nennt sich Kompartimentierung. Bisher
war nicht ganz klar, wie sich cAMP wiederum in der Zelle bewegt, mittlerweile wurde
aber herausgefunden, dass cAMP nicht frei innerhalb der Zelle diffundiert, sondern auch
an Proteine gebunden ist, hauptsachlich an die PKA. Dadurch haben die vergleichsweise
langsam arbeitenden Phosphodiesterasen die Moglichkeit, nanometergroRe Bereiche
zu bilden, die anndhernd frei von cAMP sind und in diesen Kompartimenten wird cAMP
unterschiedlich durch die PDE reguliert (Bock et al., 2020). Diese Regulierung erfolgt da-
bei auf zwei verschiedenen Wegen. Zum einen durch strenge Steuerung des cAMP-Gra-
dienten innerhalb der spezifischen Kompartimente, zum anderen versuchen die PDE zu
verhindern, dass cAMP-Signale in die benachbarten Kompartimente diffundieren. Deut-
lich wurde dabei auch, dass mehr die Lokalisation der PDE in den subzelluldaren Doma-

nen, als deren Konzentration entscheidend sind fiir ihre Funktion (Azevedo et al., 2014).
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Festgestellt wurde nun ebenfalls, dass die bereits erwdahnte cAMP-Kompartimentierung
Uber AKPAs assoziiert ist mit Neurotransmission, also die Kommunikation zwischen Neu-
ronen und Synapsen, Lernen und Erinnern. Eine Zerstorung dieser cAMP-Komparti-
mente hangt zusammen mit neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-De-

menz (Poppinga et al., 2014).

Abbildung 24: Schematische Darstellung der Kompartimentierung von cAMP in Neuronen und wie eine
Zerstérung dieser assoziiert ist mit neurodegenerativen Erkrankungen. Modifiziert nach (Poppinga et al.,
2014)

Bisher gibt es keine Erkenntnisse dariiber, ob und welche spezifischen AKAPs es fiir die
Phosphodiesterase 10A gibt, inwiefern molekulare Komplexe mit Proteinkinasen gebil-
det werden, und wo diese letztendlich verankert sind. Moglicherweise kénnte man von
der Pathophysiologie neurodegenerativer Erkrankungen durch die Zerstérung der
cAMP-Kompartimente Schliisse auf die von altersassoziierter Erkrankungen und Erkran-
kungen des Knochens ziehen. Dies kdnnte ein weiterer Ansatz sein fiir die zukinftige

Forschung.
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5.6. Ausblick

Eindriicklich erkennbar ist bereits in den friihen Ziigen der Forschung an der Phospho-
diesterase 10A, dass diese nicht nur wichtig ist in Bezug auf neurodegenerative Erkran-
kungen, sondern eine viel gréBere Rolle einnimmt.

Bereits jetzt lasst sich vermuten, dass die Phosphodiesterase 10A ein relevanter Modu-
lator der osteogenen Differenzierung von skelettalen Vorlauferzellen ist. Die spezifische
Inhibierung der PDE10A durch Papaverin verringert die osteogene Differenzierung und
hemmt die Mineralisierung. Zudem legen die bereits erfolgten Untersuchungen nahe,
dass die Expression der PDE10A mechanoresponsiv ist und Einfluss nimmt auf die Me-
chanotransduktion, besonders in Bezug auf die Regulierung durch immediate-early ge-
nes. Weitere zukilinftige Nachforschungen werden sicherlich Erkenntnisse bringen, in-
wiefern die PDE10A relevant ist flir die Aufrechterhaltung und Formation der Knochen-
masse. Da bereits nachgewiesen ist, dass PDE10A in hohem MaRe in mesenchymalen
Stromazellen von osteoporotischen Patienten exprimiert wird, kénnten diese Ergeb-
nisse essentiell fir den Umgang mit der Volkskrankheit Osteoporose werden. Insbeson-
dere neue Formen der medikamentdsen Therapie oder sogar Pravention waren denk-

bar.
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6. Zusammenfassung

Humane mesenchymale Stromazellen sind in der Lage in osteogene Zellen zu differen-
zieren, und flr diese osteogene Differenzierung ist mechanische Belastung ein relevan-
ter Kostimulus. Mechanotransduktion hat zur Folge, dass second messenger wie cAMP
und cGMP gebildet werden und sich die Ca?*-Konzentration erhoht, welche wiederum
Transkriptionsfaktoren aktivieren, die die Regulation von Genen osteogener Marker ver-
mitteln. Die second messenger cAMP und cGMP werden abgebaut durch Phosphodies-
terasen, jedoch ist die Rolle dieser Phosphodiesterasen wahrend der osteogenen Diffe-
renzierung oder Mechanotransduktion weiterhin unklar.

Das Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, inwieweit im Besonderen die Phospho-
diesterase 10A einen Einfluss nimmt auf die osteogene Differenzierung und die Mecha-
notransduktion von mesenchymalen Stromazellen und inwiefern sie dabei die cAMP-
abhangigen Signalwege moduliert. Langfristig soll hiermit herausgefunden werden, wel-
che Bedeutung die PDE10A auf altersinduzierte Krankheiten hat, wobei der Fokus zu-
nachst auf der Osteoporose liegen soll.

Um dies zu erreichen, wurden experimentelle Versuche zunachst mit HEK293- und
hMSC-TERT-Zellen als Modell fir mesenchymale Stromazellen durchgefiihrt, dann auch
mit den mesenchymalen Stromazellen selbst. Untersucht wurde der Einfluss des
PDE10A-Inhibitors Papaverin auf die Zellen und auf deren mechanische Induzierbarkeit,
sowieso auf die osteogene Differenzierung der hMSC. AulRerdem wurden weitere me-
chanische Versuche durchgefiihrt, zur Uberpriifung des Effekts der Phosphodiesterase
10A.

Es wurde beobachtet, dass die Inhibierung von PDE10A mit Papaverin die osteogene
Differenzierung und Mineralisierung vermindert. AuBerdem gab es einen ersten Hin-
weis, dass eine Uberexpression von PDE10A schwichenden Einfluss nimmt auf die Ex-
pression mechanoresponsiver Gene.

Nachfolgend auf diese Arbeit wurde erkannt, dass die Expression von mechanorespon-

siven Genen durch die PDE10A-Inhibition unterdrickt wird.
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