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Abstract

Abstract

Bone Morphogenic Proteins (BMPs) play a key role in bone formation. Thus, topic
application of recombinant human (rh) BMP 2 or BMP 7 could significantly improve critical
fracture healing. However, 22 to 36 % of the patients, often with chronic inflammation, do not
respond to this kind of therapy. There are hints that the resulting systemic increase in
Transforming Growth Factor (TGF) - might be responsible for this effect. Therefore, the
aims of this project are to analyze the influence of TGF-f on BMP-signaling in human
osteoblasts and to identify possible regulatory mechanisms. Primary osteoblasts were isolated
from femur heads of patients undergoing total hip replacement. The patients” informed
consent forms and the decision of the ethics commission are available. The activation of the
Smad 1-dependent signal transduction was determined through the use of an adenoviral
reporter assay (Ad 5-BRE-Luc). Furthermore, the expression of proteins involved in the
signaling (Smad 1, -4, -5, -8, TGF-p Receptors | and Il) and their regulators (e.g. Smad 6, -7,
Noggin, Sklerostin, Bambi, Ski, SnoN, Smurf I and 1I) on the level of mMRNA and proteins
was analyzed by RT-PCR and Western blot. The Histone-deacetylase (HDAC) activity was
determined by a fluorescence-based assay.

The application of 5 ng/ml rhTGF-B completely blocks the signal transduction of the tenfold
amount of rhBMP 2 or rhBMP 7. This was accompanied by a reduced expression of TGF-B-R
| and TGF-B-R I, so that less BMPs were able to bind to the osteoblasts. At the same time,
expression of SnoN, known to recruit HDACs, was increased. The measurement of the
HDAC activity confirmed its increase in osteoblasts after the treatment with TGF-B, which
could influence the BMP-signaling at the transcription-level. The addition of the HDAC
inhibitor valproic acid completely abolished the TGF-B-dependent inhibition of the BMP-

signaling.

Our results show that already a small amount of TGF-f effectively blocks the BMP-signaling
in osteoblasts. As a possible mechanism we postulate an increase of SnoN, which, by
increasing the HDAC activity, reduces the expression of the receptors that are mandatory for
the signaling. Thus, an analysis of the patients’ TGF-B-serum-levels might provide reliable
information in order to make a prediction on the fracture healing of patients receiving rhBMP
2 or rhBMP 7 therapy.
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Zusammenfassung

Bone Morphogenic Proteins (BMPs) spielen beim Knochenaufbau eine entscheidende Rolle.
So konnte durch die topische Applikation von rekombinanten humanen (rh) BMP 2 oder
BMP 7 die Frakturheilung bei Patienten signifikant verbessert werden. Allerdings sprechen 22
bis 36 % der Patienten, die h&ufig an chronischen Entziindungen leiden, auf diese Art der
Therapie nicht an. Es gibt Hinweise darauf, dass der damit verbundene systemische Anstieg
von Transforming Growth Factor (TGF)-B flr dieses Versagen der Therapie verantwortlich
sein konnte. Die Ziele dieser Arbeit sind deshalb die Untersuchung des Einflusses von TGF-3
auf das BMP-Signaling sowie die Identifizierung moglicher Regulationsmechanismen.
Humane Osteoblasten wurden aus Femurkdpfen von Patienten, welche eine
Femurkopfprothese erhalten haben, isoliert. Die Einverstandniserklarungen der Patienten
sowie ein Ethikvotum liegen vor. Die Aktivierung der Smad 1-abhangigen Signaltransduktion
von rhBMP 2 oder rhnBMP 7 wurden mittels eines adenoviralen Reporterassays (Ad 5-BRE-
Luc) bestimmt. Dartiber hinaus wurde die Expression der am Signaling beteiligten Proteine
(Smad 1, -4, -5, -8, TGF-B Rezeptoren | und II) und ihrer Regulatoren (z.B. Smad 6, -7,
Noggin, Sklerostin, Bambi, Ski, SnoN, Smurf I und IlI) auf mRNA- und Proteinebene
bestimmt. Die densitometrische Auswertung erfolgte mittels computergestiitzter Software
(ImageJ).

Die Gabe von 5 ng/ml rhTGF-f konnte die Signaltransduktion der zehnfachen Menge von
rhBMP 2 oder rhBMP 7 vollstandig inhibieren. Diese Inhibierung ging einher mit einer
verminderten Expression der TGF-B Rezeptoren | (Alk 1) und Il, wodurch weniger BMP 2
oder BMP 7 an die Osteoblasten binden und ihr Signal Gbermitteln kdnnen. Gleichzeitig
wurde das regulatorische Protein SnoN verstarkt exprimiert. Die Expression weiterer
regulatorischer Proteine wurde allerdings nicht durch die Anwesenheit von TGF-f beeinflusst.
SnoN st daflr bekannt, die Aktivitat der Histon-Deacetylasen (HDAC) zu induzieren und
konnte somit auf der Transkriptionsebene das BMP-Signaling beeinflussen. Die Gabe des
HDAC-Inhibitors Valproinsdure konnte die TGF-B-bedingte Inhibierung des BMP-Signalings

vollstandig aufheben.

Somit zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass bereits eine geringe Menge TGF-B das BMP-
Signaling in Osteoblasten effektiv verhindern kann. Als moglicher Mechanismus wird SnoN
postuliert, welches durch eine vermehrte HDAC-AKktivitdt die Expression der fir das
Signaling bendtigten Rezeptoren reduziert. Somit konnte die Analyse des TGF-B-Serumwerte
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der Patienten eine zuverlassige Vorhersage flr die Therapie mit rhBMP 2 oder rhBMP 7

liefern.

Abklrzungsverzeichnis

e Grad Celsius

0. et Prozent

L e Mikroliter

UM Mikrometer

LLE ettt ettt Mikrogramm

HM Lo Mikromolar

ACER oo Activin-Rezeptor

Ad 5-BRE-LUC ....ccoveviveiiiieeccceee e Adenovirus 5- BMP Response Element-
Luciferase

AlK oo Activine-like kinase

ALP Alkalische Phosphatase

AMH ..o Anti-Millerian hormone

APS o Ammonium Persulfate

Bambi ..o BMP and activin bound protein

BMP <o Bone Morphogenic Protein

BMPR ... BMP-Rezeptor

BRE ... Bone Morphogenic Protein Response Element

BSA bovines Serumalbumin

CAAIK S L constitutive active alkaline-like kinase 5

CAPS .. N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid

Cat-NO ..o Katalognummer

CDNA L komplementére Desoxyribonukleinsdaure

CIMZ. .ttt e e e ereeeens Quadratzentimeter

CO-SMAd......coiiiiiie Common partner Smad
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GO i Kohlenstoffdioxyd

3 USSR Computertomographie

D e ——————— Day

D& Dalton

DEPC ... Diethylpyrocarbonate

(o[ | = PO TR destilliertes Wasser

DMSO ..ot Dimethylsulfoxid

DNA e Desoxyribonukleinséure

ANTP s Desoxynukleotidtriphosphat

DOC ..o Deoxycholic Acid

EDTA o Ethylendiamintetraacetat

ECL o Elektrochemiluminescence

ErK e extracellular-signal-regulated kinase
FCS Fetales Kélberserum

o TP PR TRPRTIN Gramm

o PSP PP PSR PPRUP Vielfaches der Erdanziehungskraft
GABA ... y-Aminobutterséure

GDF .. Growth and differentiation hormone
PP SO U PP Stunde

o DL Wasser

[ PO TR Wasserstoffperoxid

HDAC ... e Histone Deacetylase-Complex
HRP o horseradish peroxidase

[-SMad ... Inhibitory Smad

INK c-Jun N-terminale Kinase

KD ..o kilodalton

L e Liter
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Y o SR Mitogen-activated protein kinase

MEM Lo Minimum Essential Medium

M e Magnesium

M ettt Milligramm

01 PRSPPSO Minute

MIS e Mullerianinhibiting substance
M s Milliliter

MM e Millimolar

MRI oo Klinikum Munchen Rechts der Isar
MRT L Magnetresonanztomographie

MSC .o mesenchymale Stammzelle

N-COR ..o nuclear receptor corepressor

NEATC ..o nuclear factor of activated T-cells

NG i Nanogramm

MM e Nanometer

NP 40 ..ot Nonidet P 40

DS ettt ettt e e nreenreenne s nicht signifikant

NSAID ...t Nichtsteroidales Antirheumatikum

OC Osteocalcin

OSCAR ...t osteoclase-associated receptor
0SS Osteoblastenkultur aus Spongiosafragmenten
OSU ..ottt Osteoblastenkultur aus Kollagenaseiiberstand
OP Osteogenic protein-1

PAVK ..o Periphere arterielle Verschlusskrankheit
PBS .. Phosphatgepufferte Salzlosung

PDGF ...ttt Platelet-derived growth factor

PNP e 4-Nitrophenol
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RANKL ..o Receptor Activator for Nuclear Factor k B Ligand

TABMP ... rekombinante humane BMP

RIPA ..o Radio Immuno Precipitation Assay

RLU . relative light unit

RNA L Ribonukleinsdure

0] 11 OSSR Umdrehungen pro Minute
R-SMad.......ccoviiiiieece e Regulatory Smad

R Raumtemperatur

RT-PCR ..o reverse transkriptase Polymerasekettenreaktion
RUNX 2. runt-related transcription factor 2

T o USROS siehe oben

T PSSO siehe unten
SN Smad anchor for receptor activation

SDS . Sodium Dodecylsulphate

SNCA .. src-homology Protein A

SKiuieitiee et Sloan-klettering retrovirus oncogene homologue
SMA L spinal muscular atrophy

SMAG .. SMA.- and MAD-related proteins

SIMUIT . Smad-ubiquitin-regulatory factor

SNON ... Ski-related novel protein N

STAT S signal transducer and activator of transcription
TAK L. TGF-B activated kinase-1

TBE e Tris-Borat-EDTA

TBS e Tris Buffered Saline

TEMED ... Tetramethylethylendiamin
TGP Transforming Groth Factor 3

TGF-BR e Transforming Groth Factor B Rezeptor
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TGF-BR e TGF-p Typ-I1-Rezeptor |

TGOF-BR eveeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e esseene TGF-B Typ-II-Rezeptor I
TRIS oo Trishydroxymethyl-aminomethan
UV e ultraviolett

N Volt

Seite 9



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
AADSTTACT ...t bbbttt ne e 3
ZUSAMIMENTASSUNG ...ttt ettt e s te et e e e e sse e teeseeateenbeansessaeseaneesseenseaneenrens 4
R ] ][ | (0] oo PSS 14
1.1 Uberblick tiber Knochenaufbau und FUNKLION ..........cccoevevviiecvcreicccceee e 14
1.1.1 KNOCNENTUNKLION ...oviiiiieiec e 14
1.1.2  KNOCNENAUTDAU......ccuiiiiiieiee e 14
1.1.3  KnochengrundSUDSLANZ ..........ccccoueiieiieeieiie et 14
114 KNOCNENZEIEN ....coviiieieieee e 15
1.2 Uberblick tiber die Knochenfraktur und den Frakturheilungsprozess.............cco...... 15
1.2.1  Frakturdefinition und MechaniSmen ..o, 16
1.2.2  Klinische Symptome und DiagnostiK............cccccviieiieiiiii i 16
1.2.3  Frakturbehandlung ... 16
1.2.4  KnOCheNheilUNGSPIOZESS .......ccuiiiiiiiiiiiieieieste sttt 17
1.25  KnochenheilungSStOrUNG .........cooiiiiiiiiieieiieste st 19
1.3  Die Transforming growth factor-Familie ............cccociiiiiniiiic e 19
1.3.1  Bone morphogenetic proteins (BMPS) ........cccoooiiiiiiiiiiiicciese e 20
1.3.2  TGF-B- und BMP-Rezeptoren und Signaltransduktion ..............ccccoovninviinnnen. 21
1.4  Regulatorische Proteine im BMP-SIgnaling ..........ccccocoviiiiiniiininceeeeseeen 22
1.4.1  Bambi (BMP and activin bound protein) ..........cccoeevvrereiineneneseseseseeeeean 22
142 SMAU B/7 oottt ettt r et nae e nreeeeenes 23
1.43  Smurf 1/2 (Smad-ubiquitin-regulatory factor) ..........ccccceoeiiiiiiniiieeee, 23
1.4.4  Sara (Smad anchor for receptor aCtivation)............ccocuevvrieienerenencse e, 23
1.45  Ski/SnoN (Sloan-klettering retrovirus oncogene homologue/ Ski-related novel
PIOTEIN N Lt bbb bbbt et et e bbbt e e e 24
15  TGF-B und BMP-Interaktion mit dem MAPK-Pathway ...........ccoceivirivniiiininniniiennn. 26
LG A =1 (311 v U o USRS 26
2 Material Und MELNOAEN .........coviiiiiee et 27
2.1 Kulturmedium der OStEODIASLEN.........cciiiieii e 27
2.1.1  Benotigte Materialen ..........cooviiiiiicie e 27
2.1.2  Herstellung des KUulturmediums...........oooieiieieeiic e 28
2.2 Isolierung der primdren humanen Osteoblasten...........ccccoveviiiiiiie e 28
2.2.1  Benotigte Materialen ..........cooviiiiiiicii e 28




2.2.2  DUIChTUNIUNG .ottt 29

2.3 Kultivierung der primdren humanen Osteoblasten............ccoceveieiiniiniiieccee 30
2.3.1  Benotigte Materialien ..........covoiiiiiiiiiiiiiee e 30
2.3.2  MEAIUMWECKSEI ..o et 30
2.3.3  PASSAGIEIUNG ....vetitiieeiietieie ettt sttt bbbt e e e b bbbt b e 30

2.4 Z&hlung und Ausplattierung der Zellen............ccooiiiiiiiiiicie e 31
2.4.1  Benotigte Materialien ........c.coveiviiiiiiiiieeee e 31
2.4.2  DUIChTUNIUNG .ot et ne e 32

2.5  Proteinmessung Mit LOWIY-TESE .......ccuiiiiiiiiiiieieiesesie e 32
2.5.1  Benotigte Materialien ........c.coveiiiiiiiiiice e 32
2.5.2  SEANUAIAKUIVE. ..ot ettt 33
2.5.3  DUIChTUNIUNG ..ot st 33
2.5.4  AUSWETTUNG ..vvvieiiiie sttt sttt ettt e s e e et e e nbb e e s nbb e e s bb e e anbe e e enbeeennnnaeas 33

2.6 Proteinisolation mit RIPA- (Radio Immuno Precipitation assays) Buffer............ 34
2.6.1  Benotigte Materialien ........c.oovoiviiiiiiiiiice e 34
2.6.2  Herstellung der RIPA-LOSUNG........oiiiiiiiieieiesie et 35
2.6.3  DUIChTURIUNG ..ot 35

2.7 Infizierung der Osteoblasten mit einem AdENO-VIrUS .........cccooererenerienesieninereeinenen 35
2.7.1  Benotigte Materialien .........oovoiviiiiiiiiciee e 35
2.7.2  Herstellung von Viruspartikeln ... 36
2.7.3 AU S5-BRE-LUC........oiii s 36
2.7.4 Infizierung der OStEODIASIEN .......c.ccviiiieiceceee e 36

2.8 LUCITEIASE-ASSAY ...c.veeueiiiieite et ctie sttt ettt e s re et e et e be e be e e e saeesteenaesteebeannenreas 37
2.8.1  Benotigte MaterialieN..........cc.civeiiiiiiieece e 37
2.8.2  DUIChTUNIUNG .ot 37

2.9 WESEEIN B0, ettt 38
2.9.1  Benotigte Materialien ..........ocvoiiiiiiciic e 38
2.9.2  LOSUNGEN ...ttt et e et e et e e e s e e e sb e e e sbr e e enneeeetaeeeaaaeas 39
2.9.3  LiSte der ANTIKOIPEL ....veeiie ittt ne e 41
2.9.4  DUIChTURIUNG ..o e 42
2.9.5 Densitometrische Analyse der Western Blot Ergebnis .........ccccoovvivinnnn, 47

2.10 RNA-1S01ation Mit TriTaSt ... 47
2.10.1 Benotigte Materialien ........c.ooveiiiiiiiiiiieee e 47

Seite 11



2.10.2  LOSUNGEIN ..ottt etttk b ettt e sb e sbe et e e be e e s e e nbeeanbeeseneannee e 48

2.10.3 Durchfiihrung der RNA-ISOIAtION ......coooviiiiiieiieceeee e 48
2.11  CDINA SYNENESE ...ttt sttt sttt steeneesteebeeneenreas 50
2.11.1 Benotigte Materialien ..........covoiviiiiiiiiieiee e 50
2.11.2  DUIChTUNIUNG .eotieiie et nne e 50
2.12 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ........cc.ccooviiviiieinnnnn. 52
2.12.1 Benotigte Materialien ..........coveiviiiiiiiiiice e 52
2.12.2 ReaKtionSMEChANISMUS .......ceiiiiiiiie et 52
2.12.3  VerWeNUELE PrIME ......ciiiiiiieiieie ettt sttt sre e 52
2.12.4 DUIChTURIUNG ..ot 54
2.12.5 Densitometrische Analyse der PCR Gele.........cccooevveviiciicie e, 56
2.13  Viabilitatsmessung mit Alamar-BIUE ............ccoevveiiiiiii e 56
2.13.1 Benotigte MaterialieN ..........ccooiveiiiiieieece e 56
2.13.2  DUIChTUNIUNG .ottt ne e 56
2.13.3  AUSWETTUNG 1.vvvieiieie ittt sttt sste et e st e e e et b e e nbb e e s nbb e e s e e anbe e e enbeeennseaeas 56
2.14 Messung der Histon deacetylase complex (HDAC)-Aktivitat-Messung ................... 56
2.14.1 Benotigte MaterialieN ..........ccoeiieiiiiie i 57
2.04.2  LOSUNGEIN «..veeieiiie sttt ettt ettt e et e e e e e b e e e b e e et e e e e e enbr e e e nbaeennteaeas 57
2.14.3  ReaktionSMECNaNISMUS ..........cciiiiiiiiiieieiee e e 58
2.14.4 DUIChTUNIUNG ..oveee et eae e 58
2.14.5 DateNanalYSE ....ccveeviiieiie et re s 58
2.15  StatiStiSCNE AUSWETITUND ....c.veviiiitieiiiiieiieie ettt 59
ErgEDNISSE .. e 59
3.1 BMP 2 und BMP 7 aktivieren den Smad 1/5/8-Signalweg in humanen Osteoblasten
und dieser Effekt ist bei beiden Proteinen nach 72 h statistisch signifikant......................... 59
3.2  PCR-Analyse von mit BMP 2, BMP 7 und TGF-f, stimulierten Zellen.................... 60
3.2.1  Ergebnis Gen-EXpression SMad L........cccccoveiieiiiiciicse e 61
3.2.2  Ergebnis Gen-EXpression SMad 2.........cccoeiiieiieiiiciie e 62
3.2.3  Ergebnis Gen EXpression SmMad 3.........cccoeiiiiiiiiieciic e 63
3.2.4  Ergebnis Gen-EXpression SMad 4.........ccooveiieiie i 64
3.2.5 Ergebnis Gen-EXpression SMad 5. 65
3.2.6  Ergebnis Gen-EXpression SMad 6.........ccoceveiiriiiiinieieiee e 66
3.2.7  Ergebnis Gen-EXpression SMad 7. 67
3.2.8  Ergebnis Gen-EXpression ALK-L ... 68




3.2.9  Ergebnis Gen-EXpression ALK-2 ... 69

3.2.10 Ergebnis Gen-EXpression ALK-3 ... 70
3.2.11 Ergebnis Gen-EXpression ALK-5 ... 71
3.2.12 Ergebnis Gen-EXpression ALK-6 ..o 72
3.2.13 Ergebnis Gen-Expression TGF-3 REZeptor I .........cooveeiiiiiiniiiiisieieeee, 73
3.2.14 Ergebnis Gen-EXpression Bambi ..o 74
3.2.15 Ergebnis Gen-EXPreSSiOn SAra.........ccccoeoeieriiiiinisieeeieee e 75
3.2.16 Ergebnis Gen-EXpression SMUIT 1.........ccooiiiiiiiiiiieieecese e 76
3.2.17 Ergebnis Gen-EXpression SMUI 2 ... 77
3.2.18 Ergebnis Gen-EXPreSSion SKi..... ..o 78
3.2.19 Ergebnis Gen-EXpression SNON.........cccoiiiiiiieii e 79
3.3 Western Blot-Analyse der mit BMP 2, BMP 7 und TGF-f, stimulierten Zellen...... 80
3.3.1  Ergebnis Proteinexpression p-Smad 1/5/8 (phospho-Smad 1/5/8) ..........cccc...... 81
3.3.2  Ergebnis Proteinexpression p-p 42/44 (phospho-p 42/44)..........c.ccccvovvveveinnnn, 82
3.3.3  Ergebnis Proteinexpression p-p 38 (Phospho-p 38) .......ccccevevinirininiiieicien, 83
3.3.4  Ergebnis Proteinexpression TGF-B-R (TGF- Rezeptor) ........ccccovvvvvivnienennn, 84
3.3.5  Ergebnis ProteineXpression SNON ..........cccvivieiieiicie e 85
3.4 Valproinséure in einer Hochstkonzentration von 200 uM zeigt keine Toxizitét in
OSTEODIASTEN. ...ttt bbbttt 85
3.5  Die Aktivierung des Smad 1/5/8 Signalings wird durch TGF-p; inhibiert, aber dieser
Effekt wird von der ValproinSaure DESEITIGL. .........ccviviiiriiiiiieeeee e 86
3.6  Die HDAC-AKktivitat wird durch die Stimulation mit TGF-B; hochreguliert und durch
dieValproinsaure INNIDIEIT ..o 88
3.7  Western Blot-Analyse mit Langzeitprasenz von TGF-B; (4 Tage, 8 Tage, 12 Tage,
T I T =) ISR 89
4 DISKUSSION ...ttt bbbttt b et b b 92
5 AUSDEICK . s 103
6 ADDIAUNGSVEIZEICNNIS .. .cuiiiiiiiccee e 104
7 TabellenVErZEIChNIS ......ccoiii e 107
8 LITEraturVerzEiChNIS ........ooiiiiiiicee e 108
9 LEDENSIAUT ... e 118
10 DaANKSAQUNG....eiutitiiteiteste ettt sttt e bbb bbbt e st e e b et bbb e b e e e 120

Seite 13



1 Einleitung
1.1 Uberblick iber Knochenaufbau und Funktion

1.1.1 Knochenfunktion

Das Knochengewebe ist eines der hartesten Gewebe des menschlichen Organismus [1, S.
198]. Zusammen mit dem Knorpelgewebe bildet der Knochen den Stlitzapparat des
Korpers [2, S. 46]. AuBerdem dienen der Schadelknochen und die Wirbelkorper zum
Schutz des zentralen Nervensystems, wahrend das kndcherne Becken und der Thorax die
inneren Organe schitzen. Gleichzeitig ist der Knochen der Hauptspeicherort fur Kalzium
(99 %) und ab der Geburt spielt der Knochen ein wichtige Rolle bei der Blutneubildung
[1, S. 198].

1.1.2 Knochenaufbau

Die AuRenfliche und die innere Oberflaiche der Knochen werden als Periost
beziehungsweise als Endost bezeichnet. Das Periost besteht aus einem &ufleren, mit
BlutgefaBen und Nerven versorgten, Stratum fibrosum und einem inneren Stratum

osteogenicum. Das Endost grenzt diese Kanale vom Knochen ab [3, S. 49].

Zwischen Endost und Periost befindet sich das Knochengewebe. Makroskopisch kann
man die Spongiosa (Knochenbdlkchen) und die Kortikalis (Kompakta) unterscheiden [3,
S. 49]. Die Spongiosa liegt in der Néhe der Gelenkflache. Die Struktur der Spongiosa
entspricht der Verteilung der Krafte, die durch den Knochen geleitet werden, weshalb die
Belastung der Knochen besser verteilt ist. Im Gegensatz dazu, liegt die Kortikalis
gelenkfern und verfiigt Gber einen hohen Verdichtungsgrad [4, S. 133]. Beide Strukturen
sind fir die grofle Druck-, Zug-, Biege-und Verdrehungsfestigkeit unserer Knochen
verantwortlich [3, S. 49].

Die beiden wichtigsten Bestandteile des Knochens sind die Knochengrundsubstanz und
die Knochenzellen [3, S. 49].

1.1.3 Knochengrundsubstanz

Die menschliche Knochengrundsubstanz setzt sich zusammen aus der organischen und

der anorganischen Matrix. Die anorganische Matrix besteht hauptsachlich aus
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Hydoxylapatit und Mineralien. Hydoxylapatit ist ein Komplexsalz, das aus Kalzium
(35 %), Phosphat (50 %), Karbonaten (7 %) und weiteren Mineralien besteht. Die
organische Substanz kann in ungeformte und geformte Komponenten unterteilt werden:
die Hauptbestandteile der ungeformten Komponenten sind Proteoglykane und adhésive
Glykoproteine. Die Glykoproteine bestehen unter anderem aus Osteokalzin, Osteonektin
und Osteopontin. Die geformte Komponente wird hauptséchlich aus Kollagen-1-Fasern
gebildet [5, S. 50].

1.1.4 Knochenzellen

Es gibt insgamt 4 Klassen von Zellen in den menschlichen Knochen.

- Die Progenitorzellen sind mesenchymale Stammzellen mit einem hohen
Differenzierungspotenzial. Sie befinden sich wéhrend des gesamten Lebens im Periost
und im Endost [5, S. 50].

- Die Osteoblasten befinden sich hauptsachlich auf der Knochenoberflache. Thr Aussehen
ist meist epithelartig, kubisch und apiko-basal. Sie bilden und sezernieren die Sekrete der
organischen Knochengrundsubstanzen. In den Zellen gibt es zahlreiche raue
endoplasmatische Retikulume und viele Golgi-Felder, die aullerdem an der
Proteinsynthese beteiligt sind, weshalb die Osteoblasten das Auf- und Umbauzentrum fir

das Knochengewebe darstellen [5, S. 50].

- Die Osteozyten sind enddifferenzierte Osteoblasten. Sie liegen in den Knochenhdhlen
und sind von der Knochensubstanz umgegeben. Die Osteozyten verfligen tber zahlreiche
Fortsatze, die in die Knochenhohle laufen und durch Gap-Junction miteinander
verbunden sind. Die Osteozyten sind auch fur den Erhalt der Knochengrundsubstanzen
verantwortlich [5, S. 50].

- Die Osteoklasten sind vielkernige Riesenzellen, die sich aus der Fusion eingewanderter
Monozyten bilden. Sie befinden sich in den Howship-Lakunen. Durch ihr hohes Gehalt
an Mitochondrien und Lysosomen bauen sie die Knochenmatrix ab [5, S. 50].

1.2 Uberblick tiber die Knochenfraktur und den
Frakturheilungsprozess
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1.2.1 Frakturdefinition und Mechanismen

Eine Knochenfraktur ist eine Kontinuitatsunterbrechung des Knochens durch eine
Belastung, die Uber seine Elastizitdtsgrenze hinausgeht. Die Frakturen lassen sich
aufgrund ihres Entstehungsmechanismus in die vier folgenden Arten unterteilen: Direkte
Frakturen, indirekte Frakturen, pathologische Frakturen und Ermidungsfrakturen.
Direkte Frakturen werden durch eine duRere Gewalteinwirkung hervorgerufen, und der
Knochen bricht direkt an der Stelle, auf die diese Kraft einwirkt. Indirekte Frakturen
werden durch eine Drehung, eine Biegung, eine Stauchung oder einen Abriss verursacht.
Die Knochenbruchstelle befindet sich nicht am Ort der Gewalteinwirkung, sondern in
gewisser Entfernung zu dieser. Pathologische Frakturen werden ohne addquates Trauma
(z .B. nur durch geringe &ullere Gewalt) im pathologischen, abgeschwéchten Knochen
ausgelost  (z.B.  Osteoporose, lokale  Knochentumore oder  Metastasen).
Ermidungsfrakturen entstehen durch eine langfristige am gleichen Ort einwirkende
Belastung eines Knochens [6, S. 288-289].

1.2.2 Klinische Symptome und Diagnostik

Die Symptome einer Fraktur hdngen von der Frakturstelle und dem Frakturmechanismus
ab. Klinisch wird zwischen den sicheren und den unsicheren Frakturzeichen
unterschieden. Zu den unsicheren Frakturzeichen gehdren die sogenannten
Entziindungszeichen, wie zum Beispiel Uberwdrmung, Ro6tung, Schmerzhaftigkeit,
Funktionsverlust und eventuell auch Hamatombildung. Zu den sicheren Frakturzeichen
gehoren die Dislokation wie zum Beispiel eine Achsenfehlstellung, abnorme
Beweglichkeit, ein Knirschen der Bruchstelle und erkennbare Knochenfragmente bei
offenen Frakturen. Beim Vorliegen der unsicheren Frakturzeichen kann eine
Rontgenuntersuchung der betroffenen Extremitat und der benachbarten Gelenke auf 2
Ebenen (a.p. und seitlich) durchgefuhrt werden. Beim Vorliegen sicherer Frakturzeichen
sollte hingegen auf jeden Fall eine Rontgenuntersuchung durchgefuhrt werden. Wenn
unsichere Frakturzeichen vorliegen, oder eine spezifische Fragestellung uUber den OP-
Plan beantwortet werden soll, sollte eine CT-Untersuchung durchgefihrt werden.
Weichteilverletzungen, die durch eine Fraktur entstanden sind, kénnen ganz gut mit Hilfe
einer MRT-Untersuchung dargestellt werden [6, S. 294-295].

1.2.3 Frakturbehandlung
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Das Ziel der Frakturbehandlung ist die mdglichst schnelle Wiederherstellung der
Knochenkontinuitat und der Knochenfunktion, sowie der Gelenkbeweglichkeit. Die drei
Grundprinzipien der Frakturbehandlung sind die Reposition, die Retention und die
Rehabilitation.

- Die Reposition bezeichnet die Wiederherstellung der korrekten anatomischen Struktur
des Knochens. Um dieses Ziel zu erreichen, werden viele verschiedene Methoden
verwendet, die alle nach dem Zug- bzw. dem Gegenzugprinzip funktionieren. Nach jeder
Reposition missen die Durchblutung, die Sensibilitat und die Motorik der betroffenen

Extremitaten kontrolliert und eine Rontgenaufnahme gemacht werden.

- Das Hauptziel der Retention ist die mdoglichst schmerzfreie Ruhigstellung des
repositionierten Knochens, um den Knochenheilungsprozess uberhaupt erst zu
ermoglichen. Die Retention wird beibehalten, bis die Knochenbruchlinien verschwunden
sind, was mindestens ungeféahr 4- 6 Wochen dauert. Wenn der Knochen zu lange ruhig
gestellt wird, besteht die Gefahr einer eingeschénkten Beweglichkeit der benachbarten
Gelenke. Deswegen wird der Knochen durch operative Retention moglichst schnell
stabilisiert, damit die Rehabilitation zu einem moglichst frihen Zeitpunkt begonnen

werden kann.

- Die Rehabilitation bezeichnet die Wiederherstellung der Gelenkbeweglichkeit und der
Knochenfunktion durch verschiedene Nachbehandlungsmanahmen. Am Ende der
Rehabilitation missen die betroffenen Knochen und Gelenke unter Bewegung und unter
Belastung wieder stabil sein [6, S. 296-297].

1.2.4 Knochenheilungsprozess

Selbst in gesunden Knochen findet standig ein Knochenumbau statt: Die Osteoblasten
bilden neue Knochensubstanzen und Knochenzellen, wahrend die Osteoklasten sie wieder
abbauen. Dieser Vorgang ist im gebrochenen Knochen besonders ausgeprégt. Durch
zahlreiche Induktoren werden die Osteoblasten und die Osteoklasten aktiviert, um die
Knochenheilung zu beschleunigen. Es gibt drei zentrale Grundsatze, die bei der
Behandlung von Knochenbriichen befolgt werden missen: erstens muss jederzeit eine
ungestoérte Durchblutung der gebrochenen Knochen gewahrleistet sein, zweitens muss

eine adaquate Reposition und Ruhigstellung der Fraktur durchgefiihrt werden, und drittens
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muss ein ausreichender Kontakt der einzelnen Knochenfragmente hergestellt werden [6, S.
295].

Verschiedene Induktoren kénnen die Knochenheilung fordern: bis zum heutigen Tage
wurden bereits zahlreiche Wachstumsfaktoren, Matrixproteine (z.B. Osteocalcin,
Osteogenin, Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)) und Interleukine entdeckt, die diese
Funktion erflllen. Innerhalb dieser Vielzahl von Faktoren spielen die BMPs eine zentrale
Rolle [6, S. 295], denn sie werden heutzutage Klinisch auf Frakturebene angewendet, um

die Knochenheilung zu verbessern [7].

Nach einer Frakturen werden insgesamt 2 Arten der Knochenheilung beobachtet .

Die direkte Knochenheilung: Bei einem engen Kontakt der einzelnen Fragmente und bei
guter Durchblutung heilt der Knochen ohne Kallusbildung. Wenn zwei
Knochenfragmente eng miteinander verbunden sind, wandern die Osteone von einem
Fragment zum anderen und induzieren eine ausreichende Frakturheilung. Durch
verschiedene Zytokine im Blut werden die Osteoblasten und Osteoklasten aktiviert, um
diesen VVorgang zu beschleunigen [6, S. 295].

Die indirekte Knochenheilung: In diesem Prozess verlduft die Knochenheilung durch

Kallusbildung. Man kann diese Kallusbildung in vier Phasen unterteilen: (Abbildung 2)

1. Initiale Verletzungsphase: An der Frakturstelle entsteht ein Hdmatom (Abbildung 2a).

2. Entzindungsphase (3 - 14 Tage): Im Hamatom vollzieht sich eine
Entziindungsreaktion zu der zahlreiche Fibroblasten wandern und wo sich der
bindegewebeartige Kallus herausbildet (Abbildung 2b).

3. Phase der Kallushartung (einige Wochen bis mehrere Monate): Die Fibroblasten
differenzieren sich zu Knochengewebe, aus dem der kndcherne Kallus entsteht
(Abbildung 2c).

4. Remodelling-Phase (1 - 2 Jahre): In dieser Phase bildet sich die richtige
Knochenstruktur auf der Frakturebene aus, Die Geféal3versorgung wird hergestellt, und
der Uberschissige Kallus wird abgebaut [6, S. 295] (Abbildung 2d).
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Abbildung 1: Indirekte Knochenheilung (Quelle: www.servier.de/medicalart)
1.2.5 Knochenheilungsstérung

Wenn die weiter oben erwahnten drei zentralen Voraussetzungen (gute Durchblutung,
Reposition und Kontakt) nicht erfillt sind, wird die Geschwindigkeit der Knochenheilung
entscheidend beeintrachtigt. Wéhrend die schlechte Reposition der Fraktur und ein nicht
ausreichender Kontakt der verschiedenen Knochenfragmente untereinander mechanische
Ursachen sind, zéhlt die mangelhafte Blutversorgung zu den biologischen Ursachen.
Durch viele Grunderkrankungen (z.B. Leberzirrhose, Diabetes mellitus, Arteriosklerose,
PAVK), schwere Weichteil- oder BlutgefaRverletzungen oder durch Infektionen wird die
Blutversorgung beeintrachtigt.  AuBerdem spielen die Einnahme bestimmter
Medikamente (Steroide, NSAID) sowie der Nikotin- und/oder Alkoholabusus eine
wichtige Rolle fur die Geschwindigkeit der Knochenheilung. All diese Faktoren fiihren
zu einer inadaquaten Ausschuttung von Zytokinen, die die Knochenheilung beeinflussen.
Die Storungen der Knochenheilung lassen sich in delayed-union und non-union
unterteilen: Als delayed-union wird die verspatete Knochenheilung nach 6 Monaten, als
non-union, oder auch Pseudoarthrose, die fehlende Knochenverbindung nach 6 Monaten,
bezeichnet. Daruber hinaus wird zwischen hypertropher und atropher Pseudoarthrose
unterschieden [8, S. 306-307]. Im klinischen Alltag werden hé&ufig bei einer

Tibiapseudoarthrose BMPs verwendet, um die Knochenheilung zu induzieren [7].

1.3 Die Transforming growth factor-Familie
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1.3.1 Bone morphogenetic proteins (BMPs)

Die BMPs gehoéren zur Transforming growth Factor-p (TGF-p)-Familie. Die TGF-p-
Familie besteht aus insgesamt 33 Proteinen, wie z.B. TGF-Bs, activins und inhibins,
nodal, myostatin und Millerian-inhibiting substance (MIS) [9, S. 29-43]. Mehr als 12
dieser 33 Proteine gehdren zu den BMPs. Die BMPs konnen iherseits wiederum in
verschiedene Untergruppen unterteilt werden: Zu nennen waren an dieser Stelle die BMP
2/4-Gruppe, die BMP 5/6/7/8-Gruppe (OP-1 [Osteogenic protein-1] Gruppe), die growth
and differentiation factor (GDF-5/6/9) -Gruppe sowie die BMP 9/10-Gruppe [9, S. 29-43,
10]. Fast alle genannten Proteine induzieren die Formation von Knochen-und
Knorpelgewebe. Allerdings stimuliert die GDF-5/6/9-Gruppe das knorpel- oder tendon-
ahnliche Gewebe, nicht jedoch das Knochengewebe. Innerhalb der verschiedenen BMPs
und GDFs induzieren BMP 2, BMP 6 und BMP 9 die htchste Aktivitat der alkalischen
Phosphatase sowie die héchste Expression von Osteocalcin in Osteoblasten (C3H10 T %
cells) [11].

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) wurden aufgrund ihrer endochondralen
Knochenformation entdeckt [12]. Wahrend des Embryonalstadiums kontrollieren die
BMPs die Neurogenese und die Hamatopoiese und l6sen die Formation des Somits aus
[13]. Nach der Geburt spielen die BMPs eine wichtige Rolle bei der Herstellung von
TGF-.

Transforming growth factor-p (TGF-B) ist ein Protein, das die Zellproliferation und -
differenzierung kontrolliert [14]. Aufgrund dieser Funktion spielt es eine wichtige Rolle
bei Tumorerkrankungen [14], Lebererkrankungen, Herzerkrankungen [15] und Diabetes
[16]. TGF-B ist ein sekretorisches Protein und besitzt drei Isoforme (TGF-B,, TGF-$, und

TGF-B3), Die TGF-Bs gehoren somit zur Transforming growth factor- p-Familie.

TGF-f ist zurzeit das Zytokin mit der hochsten Konzentration (200 pg/kg) im
menschlichen Knochen. Daher spielt es bei der Knochenformation eine zentrale Rolle
[17]. Die menschlichen Osteoblasten und Osteoklasten produzieren alle drei TGF-B-
Isoforme (TGF-B;, TGF-B, und TGF-B3), die in ihrer latenten Form in der
Knochenmatrix gespeichert werden [18, 19]. TGF-f wird durch die Versauerung der
Osteoklasten in der Resorptionslakuna [20] aktiviert, um die Knochenformation zu

induzieren [21]. Allerdings ist TGF-B auch an vielen inflammatorischen Reaktionen
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beteiligt: Patienten mit langzeitiger Leberzirrhose weisen eine héhere Konzentration von
TGF-p auf [22]. Dieser Effekt wurde auch bei Menschen mit chronischer
Niereninsuffizienz und zahlreichen anderen fibrotischen Erkrankungen beobachtet [23,
24]. Von allen drei Isoformen weist TGF-p, die starksten chemotaktischen Effekte auf

die humanen Osteoblasten auf [25].

1.3.2 TGF-B- und BMP-Rezeptoren und Signaltransduktion

Es existieren insgesamt 2 Typen von Rezeptoren: Serine/Threonine Kinase Rezeptoren
bei der Signaltransduktion von Proteinen aus der TGF-B-Superfamilie, die Typ-I- und die
Typ-I1-Rezeptoren genannt werden [26]. In S&ugetieren sind bisher 5 Typ-11-Rezeptoren
und 7 Typ-1-Rezeptoren identifiziert worden. Zu den Typ-l1-Rezeptoren gehéren die
Activin Typ-II-A- und Typ-I1-B-Rezeptoren, ActR-11 und ActR-11B, der TGF-f Typ-II-
Rezeptor, der BMP Typ-II-Rezeptor und der AMH Typ-II-Rezeptor [27]. Die Typ-lI
Rezeptoren sind standig aktive Kinasen, die die Typ-1-Rezeptoren bei der Ligandbindung
phosphorylieren kdnnen. Die 7 Typ-I-Rezeptoren sind die activin receptor-like kinase
(ALK) -1 bis -7. BMPs binden ALK-1, -2, -3, und ALK-6, TGF-fs und Activins binden
ALK-4 und ALK-5 [28], und ALK-7 ist zusténdig flr Signaltransduktion von Nodal [29].

Ligand TGF- BMP Activin

Typ-11-Rezeptor TGF'B R-11 | BMP R-Il, ActR-II, ActR-1IB, | ActR-II, ActR-IIB,

Typ-1-Rezeptor | Alk-5, Alk-4 | Alk-1, Alk-2. Alk-3, Alk-6 | Alk-5,Alk-4

Phosphorylierte | Smad 2/3 Smad 1/5/8 Smad 2/3

Smads
Tabelle 1 : Uberblick tiber die TGF-B- und BMP-Rezeptoren

Die Aktivierung von Typ-lI-Rezeptoren fuhrt zu einer Phosphorylisierung der Typ-I-
Rezeptoren, also der ALKs. ALKs transduzieren die Signale zu Smad-Proteinen im
Zytosol. Bis heute wurden 8 Smad-Proteine identifiziert, die in die folgenden drei
Klassen eingeteilt werden: Rezeptor-regulatorische Smads (R-Smads), common-partner
Smads (Co-Smads), und inhibitorische Smads (I-Smads). Smad 1, Smad 5 und Smad 8
sind R-Smads und werden von den BMPs durch Phosphorylierung aktiviert. Smad 2 und
3 werden von TGF-B und Activin ebenfalls durch Phosphorylierung aktiviert [30]. Smad
4 ist ein Co-Smad beim TGF-p/activin und BMP-Signaling. Smad 6 und 7 sind I-Smads.
Smad 6 inhibiert vermehrt das BMP-Signaling, wobei Smad 7 die beiden Signalings
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gleichermalle hemmt. Nach ihrer Aktivierung bilden Smad 1/5/8 und Smad 2/3
zusammen mit Smad 4 Komplexe, die zum Zellkern transportiert werden, um die
Zielgenexpression zu regulieren [30]. Die Signal-Kaskade von Smad 1/5/8 und Smad 2/3
kann von mehreren regulatorischen Proteinen durch verschiedene Mechanismen inhibiert
oder aktiviert werden. Alle regulatorischen Proteine werden in der folgenden Abbildung

dargestellt:

TGF-beta BMP-2.7
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Abbildung 2 : Signaltransduktion von BMP 2,BMP 7 und TGF-B

1.4 Regulatorische Proteine im BMP-Signaling

BMPs werden von vielen struktuell unterschiedlichen Antagonisten und Agonisten
reguliert und zahlreiche extrazelluldre und intrazelluldare Faktoren inhibieren die BMP-
Aktivitat. Diese Inhibition kann die folgenden Ursachen haben: 1) Anwesenheit negativer
Non-signaling Pseudorezeptoren auf der Membran; 2) Hemmung des Kontakts von BMP-
BMP-Rezeptoren durch extrazelludre Antagonisten; 3) Blockade des BMP-Signalings
durch inhibitorische Smads; 4) Blockade des BMP-Signalings durch intrazellulare
Proteine,die die Smads binden; und 5) Ubiquitinierung und proteasomale Degradation der
BMP-Signaling Effektoren [31].

1.4.1 Bambi (BMP and activin bound protein)

Der Pseudorezeptor BMP and activin bound protein (Bambi) ist ein transmembranére
Glykoprotein mit &hnlichen extrazellularen Doménen wie Typ-I-TGF-f- und BMP-
Rezeptoren. Bambi verbindet die Typ-1-A- und Typ-I-B-BMP-Rezeptoren ohne direkten
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Kontakt mit TGF-B und BMP. Dadurch werden die BMP-Rezeptoren durch Bambi
inhibiert [31]. Wahrend der Embryogenese wird Bambi zusammen mit BMP 4 exprimiert
und ist von zentraler Bedeutung fir die BMP Aktion in der Embryo-Dorsalisation [32].
Bambi wird auch in terminal differenzierten Ostoblasten exprimiert und seine
Transkription wird von TGF-, BMPs und Wnt kontrolliert [33].

1.42 Smad 6/7

Smad 6 und Smad 7 (I-Smads) liegen hauptsachlich im Zellkern, aber bei hoher BMP
Aktivitdt konnen sie sich auch im Zytoplasma befinden. Ein 1-Smad bindet an die
intrazellulare Doméne des BMP-Rezeptors | und hemmt somit die Phosphorylierung der
R-Smads (1/5/8) und die Bildung des R-Smad-Co-Smad-Komplexes, [34] wobei Smad 6
spezifischer fiir das BMP-Signaling ist, als Smad 7 [35]. Smad 6 wiederum bindet Smad
1 und hemmt somit die Formation des Smad 1-Smad 4-Komplexes [36], wéhrend Smad 7
die Ubiquitination und Degradation von TGF-p und BMP-Rezeptoren via
Komplexbildung mit dem Protein Smurf (siehe 1.4.3) fordert und somit

Phosphorylierung der R-Smads inhibiert [26].
1.4.3 Smurf 1/2 (Smad-ubiquitin-regulatory factor)

Das BMP-Signaling wird ebenfalls durch das ubiquitin-vermittelte proteasomale System
gesteuert. Die Ubiquitin-Proteasome sind wichtig fur die Kontrolle vieler biologischer
Prozesse, wie z.B. des Zellzyklus, der Signaltransduktion und der Gentranskription.
Hierbei spielen 3 Enzyme eine wichtige Rolle bei der Bildung des Ubiquitin-Protein-
Komplexes: Ubiquitin aktivierende Enzyme (E1), Ubiquitin konjugierende Enzyme (E2)
und Ubiquitin-Ligasen (E3) [37]. Die Spezifitat der Ubiquitination wird vom Enzym E3
festgelegt, weil E3 die Spezifitat des Subtrats und der Proteindegradation mit Hilfe der 26
S-Proteasome definiert. Der Smad-ubiquitination regulatory factor (Smurf 1) und Smurf 2
sind Smad-spezifische E3 Ubiquitin-Ligasen, die Smad 1, -5, -6 und -7 binden kdnnen
[38]. Smurf 1 befindet sich hauptsachlich im Zellkern und wird zum Zytoplasma und
weiter zur Zellmembran transportiert, wenn es proteasomal die Typ-I-TGF- und BMP-
Rezeptoren, Smad 1 und Smad 5 abbaut [39]. AulRerdem kann Smurf 1 die Interaktion der
I-Smads mit den Typ-1-Rezeptoren verstarken [40]. Smurf 1 kann auch RUNX 2 binden
und fordert den Komplex, der von Smad 6 und RUNX 2 gebildet wird [41].

1.4.4 Sara (Smad anchor for receptor activation)
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Sara ist ein Protein, welches mit Typ-I- und Typ-lI-Rezeptoren und den Smads
interagieren kann. Sara befindet sich hauptséchlich im Zytoplasma und bindet das nicht
aktivierte Smad 2 und den Rezeptor-Komplex. Sara bildet eine Briicke zwischen dem
Rezeptor und Smad 2 und fordert somit die Phosphorylierung von Smad 2 durch Typ-I-
Rezeptoren [42]. Die stabile Interaktion von Sara mit nicht-phosphoryliertem Smad 2
kann ebenfalls den Transport von Smad 2 zum Zellkern hemmen [43]. Sara bindet dann
das Phosphatidylinositol-3-Phosphat, was dazu flhrt, dass Smad 2 wahrscheinlich an der

Innenseite der Plasmamembran binden kann [42].

1.4.5 Ski/SnoN (Sloan-klettering retrovirus oncogene homologue/ Ski-related novel
protein N)

Wenn das BMP-Signaling aktiviert ist, binden phosphorylierte R-Smads 1/5/8 das Smad
4 und transportieren es in den Zellkern [30]. Der nukleare Smad-Komplex reguliert die
Transkription der BMP-Zielgene durch die Bindung GCCG-, CAGA- oder GC-reicher
DNA-Sequenzen in der Promotorregion der Gene, welche durch das BMP-Signaling
aktiviert werden. Durch die Interaktion von Transkriptionsaktivatoren oder -repressoren
wird dieser Prozess gefordert oder gehemmt. C-Ski und SnoN sind solche

Transkriptionsrepressoren [31].

Ski ist ein nukleares Onkoprotein, das eine wichtige Rolle bei der Hemmung von TGF-
spielt. SnoN st Ski strukturell dhnlich [44]. Eine Uberexpression von SKi beseitigt das
durch TGF-B gehemmtes Zellwachstum. Daher weisen manche Tumorzelllinien
hoherreguliertes Ski auf [45]. Die Bildung des Komplexes von Smad 2/3 und Smad 4
wird ebenfalls durch Ski inhibiert [44]. Ski kann auch das BMP-Signaling in Xenopus-
und Mammalia-Zellen inhibieren, obwohl seine Affinitdt den Smads 1/5/8 relativ
schwach ist [46]. Ski kann das TGF-p und das BMP-Signaling mit Hilfe folgender
Mechanismen regulieren: 1) Stabilisierung des Smad-Komplexes auf der DNA-Ebene,
um den Zugang der neu aktivierten Smads zur Smad-bindenden Region zu versperren, 2)
Hemmung der Bindung des Smads mit den Transkriptionsaktivatoren, sowie 3)
Rekrutierung nuklearer Co-Repressoren und des Histone Deacetylase Komplexes
(Histone Deacetylase Complex; HDAC) [47].
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Abbildung 3 : Uberblick tber die regulatorischen Proteine im BMP-Signaling

Wie bereits weiter oben erwahnt wurde, besteht eine wichtige Funktion von Ski und
SnoN in der Rekrutierung von Histon Deacetylasen. Eukaryotische DNA wird im
Zellkern komprimiert. Diese Komprimierung wird von spezifischen Proteinen
durchgefuhrt. Die DNA-Proteinkomplexe im Zellkern werden als Chromatin bezeichnet.
Die Histone sind ihrerseits eine wichtige Klasse dieser Proteine. Es gibt insgesamt 5
verschiedene Typen von Histonen, und zwar H1, H2A, H2B, H3 und H4. H2A, H2B, H3
und H4 kénnen zusammen ein Histon-Oktamer bilden, um das sich in einer und zwei
Drittel Linskswindungenein langes Stiick der DNA-Doppelhelix windet. Auf diese Art
und Weise entstent ein Nukleosom. Die DNA-Stiicke, die zwischen den beiden
Nukleosomen liegen, werden als Linker-DNA bezeichnet. H1 und die Linker-DNA
bilden zusammen eine dicke Faser, die als Solenoid bezeichnet wird. Der N-Terminus der
Histone eines Oktamers ragt aus diesem Komplex hervor und kann durch die
Acetylierung, die Phosphorylierung und die Methylierung reguliert werden. Der Grad der
Acetylierung ist von hdchster Relevanz in Bezug auf die Transkriptionsaktivitit. Die
Acetylierung induziert die Er6ffnung der Chromatinstruktur und das Zusammenbinden
der Transkriptionsfaktoren und der Promotoren. Histone-Deacetylase und Histone-

Acetyltransferase sind zwei Enzyme, die die Acetylierung regulieren. Die Chromatin-
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Acetylierung markiert den Beginn der Transkription, wéhrend die Deacetylierung ein
Gen-Silencing anzeigt [48]. Viele Chemikalien konnen die Aktivitdt der Histone
Deacetylase inhibieren; unter anderem die Valproinsdure, die in der Medizin zur

Behandlung von Epilepsie eingesetzt wird [49].

1.5 TGF-B und BMP-Interaktion mit dem MAPK-Pathway

Der MAPK-Signalweg (Mitogen-activated protein Kinase) umfasst eine Reihe
mehrstufiger Signaltranduktionswege, die eine zentrale Rolle bei der Regulierung der
Embryogenese, des Zellwachstums, der Zelldifferenzierung und des Zelltodes spielen.
Die Signalwege bestehen aus mindestens 3 Kinasen (MAP-3K, MAP-2K und MAP-K),
die nacheinander aktiviert (also phosphoryliert) werden. Dieser Prozess wird auch als
Phosphorylierungskaskade bezeichnet [50]. Es gibt 3 verschiedene MAPK-Signalwege,
namlich Erk-1/2 (p 42/44) , JNK 1/2/3 und p 38/MAPKSs. Viele Studien zeigen, dass eine
Interaktion zwischen den MAPK-Signalwegen und BMP/TGF-f besteht, die z.B. durch
eine Phosphorylierung der Linker-Region der Smad-Proteine zustande kommen kann [51].
BMP und TGF-B akitivieren ebenfalls MAPK-Signalwege: So phosphorylieren z.B.
TGF-B ShcA Proteine, um einen Erk-1/2 Signalweg zu aktivieren [52] und um durch die

Erzeugung reaktiver Oxygenarten p38 in Keratinozyten zu induzieren [53].

1.6 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Untersuchung des Einflusses von TGF- auf BMP 2
und -7. Wie bereits weiter oben erwahnt wurde, induzieren BMPs die Differenzierung
und die Aktivierung von Osteoblasten und fordern das Knochenwachstum. Daher werden
BMP 2 und BMP 7 auch klinisch verwendet, um die Frakturheilung zu beschleunigen.
Allerdings erzielen die BMPs bei einigen Patienten nicht die gewunschten Effekte. Da
TGF-B das Zytokin mit der hdochsten Konzentration in den menschlichen Knochen ist,
spielt es wahrscheinlich beim Konchenstoffwechsel eine zentrale Rolle. TGF-B hat eine
ahnliche Signaltransduktion wie BMP 2 und -7. Darliber hinaus verfligen beide Proteine
uber die gleichen regulatorischen Mechanismen. Daher besteht das Ziel dieser Arbeit in
der Suche nach Crosstalks zwischen den beiden Signalings in den Osteoblasten. Zu
diesem Zweck werden die Osteoblasten zuerst ausschlielich mit BMP 2 und BMP 7
stimuliert. Danach wird der beste Zeitpunkt fur die Protein- und die RNA-Isolation
bestimmt und beide Isolationen werden durchgefihrt. Die Veranderungen der gesamten
Smad-Proteine und der TGF-B und BMP Rezeptoren sowie der regulatorischen Proteine
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in beiden Signalings werden mit Hilfe eines Western Blots und RT-PCR identifiziert.
Wenn ein oder mehrere Proteine nach der Stimulation mit TGF-B hoch- oder
herunterreguliert sind, werden diese Proteine gezielt inhibiert oder aktiviert, um zu prifen,
ob der Effekt von TGF-B dadurch beseitigt werden kann.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass in dieser Arbeit die folgenden Ziele verfolgt

werden sollen:

a) Untersuchung der Verdnderung der Smad-Proteine und der TGF-f und BMP
Rezeptoren auf Gen- und Protein-Ebene nach der Stimulation mit BMP 2 und -7
sowie nach der Stimulation mit BMP 2 und -7 sowie mit TGF-;.

b) Untersuchung der Verédnderungen der regulatorischen Proteine (Bambi, Sara, Smad 6,
Smad 7, Smurf 1, Smurf 2, Ski und SnoN) auf der Gen-Ebene nach der Stimulation
mit BMP 2 und 7 sowie nach der Stimulation mit BMP 2 und -7 sowie mit TGF-3;.

c) Hemmung oder Aktivierung jener regulatorischer Proteine (Bambi, Sara, Smad 6,
Smad 7, Smurf 1, Smurf 2, Ski und SnoN), die durch die TGF-B; Stimulation

reguliert werden.

2 Material und Methoden

2.1 Kulturmedium der Osteoblasten

2.1.1 Bend0tigte Materialen

MEM with EARLE’s Salts 500 ml PAA E 15-024
HAM’S F-12 500 mi PAA E 15-016
FCS 2*50 ml PAA A 15-151
Penicillin/Streptomycin 2*5 ml PAA P 11-010

Penicillin 10000 Einheiten/ml
Streptomycin 10 mg/ml

Sterilfilter fir Flussigkeiten:Millex®GP Filter Unit 0,22 um SLG 033 RB
L-Ascorbat-2-Phosphate 2*0.5 ml Sigma A 8960

Herstellung: 128 mg L-Ascorbat-2-Phosphat werden in 10 ml PBS gelost.
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Die L-ascorbat-2-Phosphat-L6osung werden mit dem Sterilfilter filtriert

Die 10 ml Losung werden in 20 Aliquote zu je 0,5 ml aufgeteilt, wobei jedes
Aliquot fir 500 ml Osteoblastenmedium bestimmt ist.

Die restlichen Aliquots werden bei -20 °C eingefroren.

B-Glycerolphosphat 2*0,5 ml Sigma G 9891

Herstellung: 108 mg B-Glycerolphosphate werden in 10ml PBS geldst

Die B-Glycerolphosphat-Losung wird in 20 Aliquote zu je 0,5 ml aufgeteilt und
jedes Aliquot ist fur 500 ml Osteoblastenmedium bestimmt.

Die restlichen Aliquots werden bei -20 °C eingefroren.

2.1.2 Herstellung des Kulturmediums

Jeweils 1 Flasche MEM-EARLE und 1 HAM’s F-12 Medium 500 ml werden unter eine
sterile Zellbank gestellt. Die Flussigkeit wird von einer Flasche zur anderen tiberfiihrt und
wieder zuriickgeleitet. Dieser Vorgang wird mehrmals wiederholt, bis der Inhalt der
beiden Flaschen gut miteinander vermischt ist. Danach werden 5 ml
Penicillin/Streptomycin mit 0,5 ml B-Glycerophosphat und 0,5 ml L-Ascorbat-2-Phosphat
zusammengeschdttet. In einem nédchsten Schritt wird die dabei entstandene Mischung
steril gefiltiert und zum Osteoblastenmedium hinzugegeben. Danach werden noch 50 ml
FCS hinzugegeben. SchlieBlich muss die gesamte Flissigkeit erneut durch Schwenkung

vermischt werden.

2.2 Isolierung der priméren humanen Osteoblasten

2.2.1 Bendotigte Materialen

Sterile Luer-Zange

Sterile Filter fur Fllssigkeit:Millex®GP Filter Unit 0,22 pm SLG 033 RB
3* 175 cm? Zellkulturflasche PAA 71175
Dulbecco’s PBS (1X) ohne Ca?* und Mg?* PAA H 15-002
Kollagenase Il Sigma C 2-22

0,7 mg Kollagenase werden in 1 ml PBS aufgeldst. Die Konzentration der
Kollagennaselésung betréagt 0,7 %.
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2.2.2 Durchfihrung

Die humanen Osteoblasten stammen aus operativ entfernten Hipfkopfen, die durch eine
Huftkopfprothese ersetzt wurden. Die Patienten wurden im Vorfeld Uber die
Probenentnahme aufgeklart. Darlber hinaus wurde ein Ethikantrag von der

Ethikkommission der Technischen Universitdt Munchen genehmigt.

Als Vorbereitung werden das Osteoblastenmedium und PBS fir 15 bis 20 min in ein
Wasserbad gelegt. Zuerst wird die sterile Zellbank mit 70 % igem Ethanol desinfiziert
und grindlich gereinigt. AnschlieBend wird die Transportbox unter die Zellbank gestellt,
gedffnet und der Huftkopf auf die Zellkulturschale gelegt. Danach wird ein 50 ml
fassendes Falcon-Rohrchen (Rohrchen A) gedffnet und mit 20 ml PBS befllt. In einem
néchsten Schritt werden die sterilen Handschuhe angezogen und der Huiftkopf mit der
sterilen Luer-Zange in kleine Fragmente zerteilt. Daraufhin werden die Fragmente in das
praparierte Falcon-Rohrchen gelegt. Danach wird das Roéhrchen A vollstandig mit PBS
befullt und die Knochenfragmente werden durch Schwenkung gewaschen. Nun wird das
PBS abgesaugt. Dieser Waschvorgang wird mehrmals wiederholt, bis die
Knochenfragmente keine Blutreste mehr aufweisen. Dann wird der Uberstand mit einer
serologischen Pipette entfernt. Die Fettblase auf der Oberflache wird zuerst aspiriert.
Nach der Spulung wird das Volumen des Knochens geschétzt und danach eine 0,7%iger
Kollagenase-11-Losung vorbereitet, deren Menge dem Volumen des analysierten
Knochens entspricht. Danach wird diese Kollagenase-11-Lésung steril filtriert, und in die
Rohrchen mit den Knochenfragmenten pipettiert. In einem néchsten Schritt massen die
Rohrchen bei 37°C in einem Wasserbad 1 Stunde lang inkubiert werden. Alle 15 min
missen die RoOhrchen geschwenkt werden, damit sich die Zellen aus dem
Knochenfragment herauslésen. Danach wird der Uberstand in ein neues Ro6hrchen
(Réhrchen B) tberfihrt und das Rohrchen A 2 mal mit PBS gewaschen. Der Uberstand
wird nun wieder in das Rohrchen B gefiillt. Das Rohrchen A wird seinerseits in eine 175
cm? groRe Zellkulturflasche tberfihrt, mit 25 ml Osteoblastenmedium aufgefillt und mit
OSS (Osteoblastenkultur aus Spongiosafragmenten) gekennzeichnet. Das Roéhrchen B
wird nun zentrifugiert (650 g, 10 min, 20 °C ohne Bremse). Danach wird der Uberstand
verworfen. Das Pellet wird in 10 ml Osteoblastenmedium resuspendiert und danach
werden jeweils 5 ml dieses Mediums in 2 neue Zellkulturflaschen aufgeteilt. Im né&chsten
Schritt werden die beiden Flaschen bis zur 25 ml-Marke mit Osteoblastenmedium beftllt

und mit OSU (Osteoblastenkultur aus Kollagenaseiiberstand) beschriftet. Die 3
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Zellkulturflaschen werden bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Am nachsten Tag wird zum
ersten Mal das Medium gewechselt. Danach erfolgt der Mediumwechsel ca. alle 3 - 5

Tage.

Zellen, die aus dem Kollagenase-Uberstand stammen, werden auf der Zellkulturflasche
mit OSU gekennzeichnet. Zellen, die aus den Knochenfragmenten herauswachsen,
werden mit OSS gekennzeichnet. Die 3 Flaschen werden schlie3lich noch mit P 0, was

Passage 0 bedeutet, gekennzeichnet.

2.3 Kultivierung der primaren humanen Osteoblasten

2.3.1 Bendotigte Materialien
Dulbecco “s PBS ohne Ca?* und Mg?* PAA H 15-002
Trypsin /EDTA (1 X) PAA L 11-002

Trypsin 2,5 mg/ml

175 cm? Zellflasche PAA 71175
Osteoblastenkulturmedium (siehe Kapitel 2.1)

2.3.2 Mediumwechsel

Der Mediumwechsel wird alle 3 - 5 Tage durchgefuhrt. Zuerst werden das
Osteoblastenkulturmedium und das PBS fir 15 - 20 min in einem 37°C warmen
Wasserbad aufgewarmt. In der Zwischenzeit wird die Zellbank mit 70 % igem Alkohol
desinfiziert und die Dichtigkeit und die Viabilitat der Osteoblasten unter dem Mikroskop
kontrolliert. Im néchsten Schritt wird die Flasche unter die Zellbank gestellt und das alte
Medium abgesaugt. Nun wird die Zellflasche 1mal mit 10 ml sterilem PBS gewaschen,
das danach ebenfalls abgesaugt wird. SchlieBlich wird das neue warme Medium in die
Zellkulturflasche gefllt und weiter bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

2.3.3 Passagierung

Vor jedem Mediumwechsel wird die prozentuale Dichtigkeit der mit Zellen bedeckten
Flache mit Hilfe des Lichtmikroskops geschatzt: Bei einer Dichtigkeit von ca. 95 %

erfolgt die Passagierung der Zellen.
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Zur Vorbereitung werden das Medium und das PBS wieder in einem 37 °C warmen
Wasserbad fur 15 - 20 min erwérmt. Danach wird die Zellbank mit 70%igem Alkohol
desinfiziert. Zuerst wird das alte Medium abgesaugt und verworfen. Danach wird die
Zellflasche 1mal mit 10 ml sterilem PBS gewaschen und das PBS abgesaugt. Dann
werden 2 ml Trypsin/EDTA in die Flasche gegeben, die den gesamten Boden bedecken.
Nun werden die Zellflaschen bei 37°C, 5 % CO,, fiir 5 - 7 min inkubiert. Durch leichtes
Klopfen werden die adharenten Zellen geltst. Nach der mikroskopischen Untersuchung
werden 5 ml Osteoblastenmedium in jede Zellflasche gegeben, um den toxischen Effekt
von Trypsin /EDTA zu inhibieren. Dabei wird der gesamte Boden der Zellflasche
mehrmals mit diesem Medium gespult, damit keine Zellen bei der Passagierung verloren
gehen. Nach der Spulung wird dieses Medium in ein Falcon-Rohrchen gegeben und 10
min bei 650 g bei RT (Raumtemperatur) zentrifugiert. Danach werden der Uberstand
abgesaugt, 3 neue Zellflaschen unter die Zellbank gestellt, das Pellet in 15 ml
Osteoblastenmedium resuspendiert und jeweils 5 ml dieses Mediums in jede neue
Zellflasche gegeben. Danach wird jede Flasche bis zur 25 ml-Marke mit
Osteoblastenmedium aufgefullt. Dies bedeutet, dass die aktuelle Passage der Zellengleich
die vorherige Passage plus 1 ist. SchlieBlich werden die Passage und die Zelltypen (OSU
oder OSS) auf die 3 Flaschen geschrieben und diese Flaschen erneut bei 37°C und 5 %
CO, inkubiert.

2.4 Zahlung und Ausplattierung der Zellen

2.4.1 Benotigte Materialien
Dulbecco “s PBS ohne Ca?* und Mg?* PAA H 15-002
Trypsin /EDTA (1 X) PAA L 11-002

Trypsin 2,5 mg/ml

Trypan Blue 0,5 % 100 ml Biochrom L 6323

Arbeitskonzentration: 0,125 %
Herstellung: 0,75 ml Trypan Blue 0,5 % Stock werden mit 2,25 ml PBS gemischt,
danach auf 2 Eppendorf-Rohrchen zu je 1,5 ml aufgeteilt und bei RT gelagert.

Ethanol 70 % MRI Apotheke

Neubauer Z&dhlkammer LO (Labor Optik)
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2.4.2 Durchfuhrung

Die Osteoblasten mit der Passage 2 oder 3 werden ausplattiert und danach fir die
Durchfiihrung von Versuchen verwendet. Zuerst wird die Zellzahl grob geschétzt. Eine
volle Zellflasche enthalt ungeféhr 1 bis 1,5 Millionen Osteoblasten. Nun durchlaufen die
Osteoblasten eine ganz normale Passagierung bis die Resuspendierung der Zellen (siehe
Kapitel 2.3). Die Neubauer Zahlkammer und das Deckglas werden mit 70%igem Ethanol
gereinigt und fixiert. Dann wird der Uberstand der Zellen griindlich gemischt und
schlieBlich 10 pl dieses Uberstandes herausgenommen. Diese 10 pl werden mit 10 pl
Trypan-Blue in einer Konzentration von 0,125 % gemischt. 10 pl dieser Mischung
werden in jede Zellkammer pipettiert. Danach werden die Zellen in 4 Zahlungsgittern

gezahlt und der Mittelwert n errechnet.
Gesamtzahl der Zellen = n * 2 * VVolumen des Zelleniiberstandes * 10*

Schliellich werden die Zellen nach dem Versuch auf einer 6-Well-Platte, einer 12-Well-
Platte oder auf einer Zellschale ausplattiert. Normalweise sollen auf jeden cm? Oberflache
15000 Zellen gegeben werden. Somit mussen fur eine 6-Well-Platte ungefahr 100000
Zellen ausplattiert werden, wéhrend auf einer Zellschale ungefdhr 1000000 Zellen

ausplattiert werden missen.
2.5 Proteinmessung mit Lowry-Test
2.5.1 Bendotigte Materialien
Bovine Serum Albumine (BSA) Sigma A 4503

Alle Aliquote konnen bei -20 °C konserviert werden.

2 % Na-K-Tartrate-L6sung Sigma 228729

Herstellung: 2 g Na-K-Tartrat werden in 100 ml ddH2O gel6st und in dunklen
Flaschen bei RT gelagert.

1 % CuSO4* 6 H20 Lbsung Sigma 31293

Herstellung: 1 g CuSO4* 6 H20 wird in 100 ml ddH2O geldst und in dunklen
Flaschen bei Raumtemperatur gelagert.

1 M NaOH Merck 109137

2 % Na;COs3 Losung Sigma S 2127
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Herstellung: 20 g Na,CO3z werden in 900 ml ddH;0 und 100 ml 1 M NaOH gelést
und bei RT gelagert.

Folin Reagent Sigma 47641
2.5.2 Standardkurve

50 mg BSA werden in 5 ml ddH2O mit einer Konzentration von 10 pg/pl gelost. Diese
Losung wird daraufhin mit ddH2O verdinnt. Danach werden 7 verschiedene BSA-
Losungen mit einer jeweiligen Konzentration von 10 pg/ul, 8 pg/ul, 6 pg/ul, 4 pg/ul ,2
po/ul, 1 po/pl und O pg/ul hergestellt. Diese Loésungen werden als Standard BSA

Konzentrationen bezeichnet.

BSA  Stock | 10 pg/ul | 8 pg/ul | 6 pg/pl | 4 pg/pl | 2 pg/pl | 1 pg/pl | 0 pg/ul
Losung

10 ug/ul BSA | 1000 pl | 800 pul | 600 pl | 400 pl | 200 pl | 200l | Ol
Stock

ddH,O Oul 200 pl | 400 pl | 600 pl | 800 pl | 900 pl | 1000 pl

Tabelle 2: Herstellung der BSA Standardkurve
2.5.3 Durchfiihrung

Zuerst werden die Losung A und die Losung B vorbereitet. Die Lésung A hat ein
Volumen von 2 ml und besteht aus 20 pl 2 % Na-K-Tartrate Losung, 20 ul 1 % CuSOg4
Lésung und 1,96 ml Na;COs Losung. Die Losung B hat ein Volumen von 1,5 ml und
besteht aus 500 pl Folin Reagent und 1000 ml ddH2O. In einem n&chsten Schritt werden
zuerst 2 ul von jeder Standard BSA in Triplikaten auf eine 96-Well-Platte pipettiert, und
danach werden 2 pl der Probe in Triplikaten auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Danach
werden pro Well 150 pl der Lésung A hinzugegeben. Durch Schwenkung wird die Platte
bei Raumtemperatur fur 10 min inkubiert, und danach werden pro Well 30 ul der Lésung
B in jedes Well pipettiert und durch Schwenkung bei Raumtemperatur fir 1-2 Stunden
inkubiert. SchlieBlich wird die Extinktion bei 750 nm gemessen.

2.5.4 Auswertung

Zunéchst werden die Mittelwerte der 3mal bestimmten Absorption jedes Standard BSA-
Wertes errechnet und diese Werte mit Microsoft Excel in einem Punktdiagramm in ihrem
Verhaltnis zu den entsprechenden BSA-Konzentrationen eingetragen, wobei die BSA-
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Konzentration auf der Abszisse und die Extinktion auf der Ordinate vermerkt ist. Danach
wird eine lineare Ausgleichsgerade des Punktdiagrammes errechnet, deren Y-
Achsenabschnitt der Mittelwert der bei 0 pg/ul Standard BSA gemessenen Extinktionen
(Blindwert) ist. Dann wird der Mittelwert (y) der 3mal gemessenen Absorption der Probe

berechnet.

Proteinkonzentration der Probe = ( y-Blindwert ) / Ausgleichsgerade.

Abb. 5 zeigt ein Beispiel eines solchen Punktdiagramms.

Standardkurve Proteinbestimmung nach Lowry

0.5

0.45 v=0.051x+0.04
RZ=0 99/

0.4
0.35

0.3
0.2

0.15 /0
0.1

0.05 T/‘

Extinktion

BSA-Konzentration (ug/ul)

Abbildung 4 : Beispiel einer BSA-Standardkurve
Mit Hilfe dieser Angaben kann nun die Proteinkonzentration der Probe errechnet werden:

_y—0,043
= 70,051

Dabei ist x die gemessene Konzentration in der Probe, und y der Mittelwert der

Extinktion.

2.6 Proteinisolation mit RIPA- (Radio Immuno Precipitation assays) Buffer
2.6.1 Benotigte Materialien

Tris-Base Sigma T 1503
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NaCl Sigma 71379

Nonidet P 40 (NP 40) Sigma 74385
DOC (Deoxycholic acid) Sigma D 2510
EDTA Roth 8040.2
Protease inhibitor complete mini Tablette Roche 11836170001
Zellschaber PAA 90020

2.6.2 Herstellung der RIPA-L6sung

Es wird RIPA Buffer um die Zellen zu I6sen und Proteine zu gewinnen. Zuerst wird die
RIPA Stock-L6sung hergestellt: 0,121 g Tris-Base, 0,58 g NaCl, 500 pl NP-40, 0,3 g
DOC und 0,372 g EDTA werden in 50 ml H20 geldst und mit Hilfe eines pH-Meters auf
einen pH-Wert von 7,6 normalisiert. Dann wird ddH2O bis zum Gesamtvolumen von 100
ml aufgefillt. Die Losung kann zu je 50 ml aliquotiert und bei -20°C gelagert werden. Zu
der RIPA-Arbeitslésung muss noch eine Protease inhibitor complete mini-Tablette flr
jeweils 50 ml RIPA-L6sung hinzugegeben und darin geldst werden. Dann kann die
Losung mit Hilfe eines Eppendorf-Roéhrchens zu jeweils 1.5 ml aliquotiert und bei -20°C
gelagert werden.

2.6.3 Durchfiihrung

Zuerst wird der Uberstand von allen Platten abgesaugt. Danach wird die RIPA-
Arbeitslosung in die Platten gegeben. Fur eine 6-Well-Platte sind 75 pl RIPA-
Arbeitslosung pro Well ausreichend, wahrend fiir eine 75 cm? Zellflasche 500 pl RIPA-
Losung geniligen. Danach werden die Platte oder die Zellflasche fur 15 min bei -80°C
gekuhlt und die Zellen mit einem Zellschaber eingesammelt. Nun wird der Zelliberstand
in das sterile Eppendorf-Rohrchen gefillt und mit Hilfe eines Lowry-Tests die darin
befindliche Proteinkonzentration gemessen. Die Probe kann bei -80°C (ber eine langere

Zeit gelagert werden.

2.7 Infizierung der Osteoblasten mit einem Adeno-Virus

2.7.1 Benotigte Materialien

HEK 293 T-Zellen bereitgestellt von Prof. S. Dooley
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HEK 293 T-Medium

500 ml DMEM (High Glucose)

50 ml FCS

Hitzeinaktivierung: 30 min bei 56 °C
5 ml Penicillin/Streptomycin

5 ml L-Glutamin

Viren bereitgestellt von Prof. S. Dooley

Ad 5- BRE-Luc bei -80 °C inkubieren

Osteoblastenkulturmedium

2.7.2 Herstellung von Viruspartikeln

Die HEK 293 T-Zellen werden in 175 cm? Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von
ca. 70 % kultiviert. Dabei muss ein Mediumwechsel durchgefiihrt werden, um die Zellen
mit 10 ml frischem HEK 293 T-Medium zu bedecken. Danach werden 500 pl Virus-
Suspension hinzu pipettiert. 24 h und 48 h spéter werden jeweils 5 ml Medium in diese
Flasche gegeben. Nach 5 Tagen in Kultur wird der pH-Indikator des Mediums gelb sein
(saurer PH-Wert). Die HEK293T-Zellen nehmen eine kugelige Form an und ldsen sich
als Zellverbénde ab. Wenn sich alle Zellen abgeldst haben, wird die gesamte Suspension
in ein 50 ml Falconréhrchen Uberfihrt und bei -80°C eingefroren. Die Zell-Virus-
Suspension wird noch 2mal bei RT aufgetaut und dann wieder eingefroren, damit die
Zellen von dem Virus gel6st sind. Die Suspension wird aliquotiert, bevor sie eingefroren

wird.

2.7.3 Ad5-BRE-LUC

Das BMP Response Element (BRE) spielt die gleiche Rolle wie der Promotor, der sich an
die phosphoylierten Smad 1/4 bindet und die Transkription aktiviert [54]. Luciferase wird
gebildet, wenn die Smad 1/4 phosphorylieren, also wenn die Smad 1/5/8 durch BMPs

aktiviert werden.

2.7.4 Infizierung der Osteoblasten
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Zuerst mussen die Osteoblasten auf einer 12-Well-Platte 525.000 Zellen pro Well
ausplattiert werden und bei 37°C, 5 % CO, bis zu einer Dichtigkeit von 95 % inkubiert
werden. Das alte Medium wird abgesaugt und ein Gemisch aus Viren und Osteoblasten-
Medium mit einer Konzentration von 50 pl/ml hergestellt. Danach werden 250 pl des
Gemischs in jedes Well pipettiert und zuséatzlich 250 pl Osteoblastenmedium (mit oder
ohne BMPs, TGFs) als Stimulationsmedium hinzugegeben. Die Zellen werden bei 37°C
und 5 % CO; inkubiert.

2.8 Luciferase-Assay

2.8.1 Bendotigte Materialien

Luciferase Assay System PROMEGA E 1500

1 GeféR Luciferase-Substrat
10 ml Luciferase Assay Puffer

30 ml Zell-Kultur-Lysis-Reagenz 5 x

Zellschaber PAA 90020
2.8.2 Durchfuhrung

Die zu untersuchenden Zellen werden zuerst mit Viren infiziert. (siehe Kapitel 2.7)
Danach werden das Luciferase-Substrat und der Luciferase Assay Puffer miteinander
vermischt und die Mischung aliquotiert. In einem weiteren Schritt wird die Zell-Kultur-
Lysis-Reagenz 5 x 5 mal mit ddH,O verdunnt und 30 pul dieser Flissigkeit in jedes Well
pipettiert. Damit eine vollstandige Lyse der Zellen erfolgen kann, werden die
Zellkulturplatten fur 24 h bei -80°C eingefroren.

Die Platte wird am né&chsten Tag aus dem Gefrierschrank genommen und auf Eis
aufgetaut. Der Uberstand an Zelllysaten wird mit einem Zellschaber eingesammelt. Das
gesamte Zelllysat wird in Eppendorf-Réhrchen tberfiihrt und 10 min bei 14000 g und
4°C zentrifugiert. 10 pul des Zelllysats werden jedes Well einer 48-Well-Platte pipettiert.
Zum Schluss werden 40 pl Substrat-Losung pro Well hinzugegeben und mehrmals die
Lumineszenz im Plate Reader gemessen. Diese Lumineszenz-Messung wird entsprechend
den Hinweisen des Herstellers mit Hilfe des Steady-Glo Luciferase Assay Systems

(Promega, Madison, USA) durchgefiihrt. 2 pl des Zelllysats werden in Triplikaten in
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eine 96-Well-Platte pipettiert. Mit Hilfe eines Lowry-Tests wird die Proteinkonzentration

bestimmt.

2.9 Western Blot

2.9.1 Bendtigte Materialien

TRIS (hydroxymethyl) aminomethan

EDTA

Glycerol

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)

Brom Phenol Blue

2-Mecaptoethanol

Glycin

Ammonium Persulfat

Nitrocellulose Membran

Ponceau S

Whatmann-Papier

NaCl

Tween-20

Luminol

P-Coumaric Acid

Dimethylsulfoxid (DMSO)

30 % H,0,-L6sung

Sigma T 87602-3 KG

Sigma E 5134-500 G

Sigma-Aldrich G 7893-500 ML

Sigma-Aldrich L 3771-100 G

Sigma-Aldrich 114391-5 G

Sigma-Aldrich M 6250-100 ML

Sigma-Aldrich G 8898-500 G

Sigma-Aldrich A 3678-25 G

Roth 160508

Roth 5938.1

Roth

Sigma-Aldrich 71379-5 KG

Sigma-Aldrich P 1378-1 L

Sigma-Aldrich 09253-5 G

Sigma-Aldrich C 9008-25 G

Sigma-Aldrich 41639-500 Ml

Sigma-Aldrich H 1009100 ML
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Acrylamide-Bisacrylamide-L6sung (37.5:1) Roth H5171

N,N,N",N"-TEMED Sigma-Aldrich T 9281-25 ML
Isopropanol Apotheke 1 |
Milchpulver mit niedrigem Fettgehalt Saliter
CAPS Applichem A 3997,0100
PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas SM 0671
Dicke Glasplatte mit Spacer (1,5 mm) BioRad
Diinne Glasplatte BioRad
Casting stand BioRad
Kammer (10 Wells) BioRad
Kammer (15 Wells) BioRad
Gel running-System (Mini Protean 4) BioRad
Dry-Blotting-System BioRad
Stromspannungsgerét BioRad

2.9.2 Losungen

1,5 M TRIS (pH = 8,8): 181,7 g TRIS (fir die Elektrophorese) werden in ungefahr 900
ml H20 geldst und mit HCI auf einen pH-Wert von 8,8 eingestellt. Dann wird das

komplette Volumen bis zur 1 I-Marke mit ddH2O geflllt und bei 4 °C gelagert.

300 mM L&mmi Loading Buffer (5 x): 6 ml 1 M TRIS (pH= 6,8) werden mit 10 ml 99 %
Glycerol, 200 pl 500 mM EDTA, 2 g SDS, 10 mg Brom Phenol Blue und 2,5 ml B-
Mercaptoethanol vermischt und bis zur 20 ml-Marke mit ddH,O befillt. Dann kann die

Mischung zu je 1-2 ml aliquotiert und bei -20 °C gelagert werden.
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1 M Elektrophoresepuffer (5 x): 72 g Glycin, 15 g TRIS (fir die Elektrophorese) und 5 g
SDS werden in ddH2O geldst, bis zum Gesamtvolumen von 1 | beflllt und bei 4°C

gelagert.

Elektrophoresepuffer (1 x): 200 ml Elektrophoresepuffer (5 x) werden mit 800 ml ddH,0

verdinnt und bei 4 °C gelagert.

0.4 M TRIS (pH = 6,8): 60,6 g TRIS (flr die Elektrophorese) werden in 900 ml ddH.0O
gelost und mit HCI auf einen pH-Wert von 6,8 eingestellt. Dann wird das komplette

Volumen bis zur 1 I-Marke mit ddH,O gefullt und bei 4 °C gelagert.

10 % APS-Losung: 2 g Ammonium-Persulfat werden in 20 ml ddH;O geldst und
aliquotiert. Die Aliquots werden bei -20 °C gelagert.

10 % SDS-Lo6sung: 2 g SDS werden in 20 ml ddH20 geldst und bei RT gelagert.

0,25 M TRIS CAPS (5 x): 36,34 g TRIS (hydroxymethyl) aminomethan und 44,26 g
CAPS werden in 1000 ml ddH-O geldst und bei RT gelagert.

20 % Anodenpuffer: 100 ml TRIS CAPS (5 x) werden mit 75 ml Methanol vermischt und
mit ddH20 bis zum Volumen von 500 ml aufgefillt. Die Mischung wird bei RT gelagert.

Kathodenpuffer: 100 ml TRIS CAPS (5 x) werden mit 5 ml 10 % SDS vermischt und mit
ddH20 bis zum Volumen von 500 ml aufgeftllt. Die Mischung wird bei RT gelagert.

Ponceau S Losung: 0,2 g Ponceau S Losung werden in 200 ml 1 % Ethansaure geldst und

bei RT gelagert.

TRIS Buffered Saline (TBS (10 x)): 12,1 g TRIS (fiir die Elektrophorese) und 87,66 g
NaCl werden in 800 ml ddH,O geldst und mit HCI auf einen pH-Wert von 7,6 eingestellt
bis zur 1 I-Marke mit ddH0 aufgefillt und bei RT gelagert.

10 % Tween-20 Losung: 100 ml Tween-20 (100 %) werden mit 900 ml H2O vermischt
und bei RT gelagert.

TBS-T Washing Buffer: 100 ml TRIS Buffered Saline (10 x) TBS und 10 ml 10 %
Tween-20 Losung werden mit 900 ml ddH,0O verdiinnt und bei RT gelagert.
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100 mM TRIS (pH= 8,5): 12,1 g TRIS (fir die Elektrophorese) werden in 800 ml ddH,O

geldst und mit HCI auf einen pH-Wert von 8,5 eingestellt, mit ddH20 bis zum Volumen

von 1 | befillt und bei RT gelagert.

250 mM Luminol Stock Lésung: 0,88 g Luminol werden in 20 ml DMSO geldst und zu

je 200 pul aliquotiert. Die Aliquots werden anschlieRend bei -20 °C gelagert werden.

90 mM p-Coumaric Acid Stock Losung: 0,15 g p-Coumaric Acid werden in 10 ml

DMSO gel6st und zu je 90 ul aliquotiert und bei -20 °C bis zu ihrer spéteren Nutzung

gelagert.

200 mM NaOH: 200 ml 1 M NaOH werden mit 800 ml H2O vermischt.

5 % Blocking Losung: 25 g Michpulver mit niedrigem Fettgehalt werden in 500 ml

ddH20 gelost.

2.9.3 Liste der Antikorper

Erster Firma Produkt- Entsprechender Proteingrofie
Antikorper Nr. zweiter
Antikorper
p-Smad Santa Cruz SC- Anti-Rabbit 55 - 60 kDa
2/3 Biotechnology 11769
TGF-B Santa Cruz SC-398 Anti-Rabbit 53 kDa
Rezeptor Biotechnology
phospho-p Cell Signaling #4370 Anti-Rabbit 44,42 kDa
42/ 44 Technology
phospho-p Cell Signaling #4511 Anti-Rabbit 43 kDa
38 Technology
SnoN Santa Cruz SC- Anti-Mouse 77 kDa
Biotechnology 133119
GAPDH Santa Cruz SC- Anti-Rabbit 37 kDa
Biotechnology 25778

Tabelle 3: Priméare Antikorper flr den Western Blot
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2.9.4 Durchfihrung
Zu beantwortende Fragen:

1. Welche Acrylamid/Bisacrylamid-Konzentration muss fir das Experiment gewahlt
werden? Die Konzentration héngt von der GroRe der zu untersuchenden Proteine und

der Trennungseffizienz ab. Tabelle 4 zeigt diesen Zusammenhang:

(Bis-) arylamid- 6 % 8 % 10% | 12% | 15%
Konzentration

Trennungseffizienz 50-200|30-95|20-80|12-40|10-43
(kDa)

Tabelle 4: Zusammenhang zwischen der Arylamid-Konzentration und der Trennungseffizienz

2. Wie dicht ist das Gel?
a. For ein Gel mit 1 mm Dichtigkeit missen 6 ml Mischung des Trenngels
vorbereitet werden
b. Fur ein Gel mit 1,5 mm Dichtigkeit missen 9 ml Mischung des Trenngels
vobereitet werden

3. Wie viele Gele werden bendtigt?

Die Gele kénnen bei 4°C bis zu 5 Tage lang benutzt werden (wenn sie zusammen mit

nassem Papier in einer Plastiktiite eingewickelt werden)

Vorbereitung der Gele

Zuerst muss die Glassplatte mit 70%igem Alkohol gereinigt werden. Vor der

Mischung der Gele, werden die GieBkammern vorbereitet: (siehe Abb. 6)
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Abbildung 5 : Aufbau der Gielkammer

Nach dem Aufbau der Gielkammern kann das Trenngel nach den Angaben (fir 1,5 mm

Dichtigkeit), der folgenden Tabelle zusammengemischt werden.

(Bis-) acrylamid-Konzentration 6% | 8% |10% |12% | 14% | 16 %
ddH,0 (ml) 7,4 6,7 6,1 5,5 4,8 4,2
1, 5M TRIS (pH= 8,8) (ml) 32 | 32 | 32 [ 32 | 32| 32
40 % Acrylamid/Bisarylamid (ml) | 1,9 2,6 3,2 3,8 4,5 51
10 % SDS-Lasung (ul) 1275|1275 | 1275 | 1275 | 1275 | 1275
TEMED (pl) 12,8 | 12,8 | 128 | 128 | 12,8 | 12,8
10 % APS-Losung (ul) 127,5 | 127,5 | 127,5 | 127,5 | 127,5 | 127,5

Tabelle 5 : Volumen der einzelnen Komponenten des Trenngels

Das Gel muss sofort nachdem es zusammengemischt wurde, in die Kammer gegossen
werden. Bis das Trenngel polymerisiert, wird es mit Isopropanol bedeckt, um einen
»omiling-Effekt* zu verhindern. Nach der Polymerisierung wird das Isoprapanol entfernt
und das Sammelgel entsprechend der in der folgenden Tabelle (fur 1,5 mm Dichtigkeit)

aufgefuhrten VVorgaben hinzugegeben.

(Bis-) acrylamid-Konzentration 3%
ddH,0 2,0ml
0,4 M TRIS (pH=6,8) 0,8 ml
40 % Acrylamid/Bisacrylamid- 0,2 ml
Losung

10 % SDS-Ldsung 30,0 pl
TEMED 3,0 ul
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10 % APS-L0Osung 30,0 ul

Tabelle 6: Volumen der einzelnen Komponenten des Sammelgels

Das Gel muss sofort nachdem es zusammengemischt wurde, in die Kammer gegossen
werden. Darlber hinaus muss ein Kamm ins Gel platziert werden, damit die Geltaschen
entstehen, in die das spatere Proteingemisch hineinpipettiert wird. Nach der Herstellung
der Gele muss geniigend Elektrophoresepuffer (1 x) vorbereitet werden (450 ml fir eine
einmalige Eletrophorese). Nach der Polymerisation des Sammelgels muss der Kamm

vorsichtig entfernt werden und jede Tasche mit Elektrophoresepuffer gewaschen werden.
Probenvorbereitung
Zuerst muss das Volumen der zu beladenden Proben pro Well festgelegt werden:

a. Das Volumen fur 15-Well-Gele darf 20 pl nicht uberschreiten.
b. Das Volumen fir 10-Well-Gele sollte nicht groBer als 25 ul sein.

Die zu beladenden Proben mussen wie folgt zusammengesetzt sein:

30 - 50 pug Proteine

o @

Auffillung bis zu einem Volumen von 20 pl mit ddH,O

o

4 oder 5 pl Lammli-Ladepuffer (5 x) (abhédngig vom Gesamtvolumen)

o

. Wenn die Probentaschen leer sind, werden sie mit ddH,O und Lammli-
Ladepuffer in den indizierten Konzentrationen aufgefillt, um einen Smiling-

Effekt der Gele zu verhindern.

Die Proben werden gut vermischt (Vortex) und fur 10 min bei 99 °C denaturiert und auf
das Gel geladen. Danach werden ebenfalls 4 - 5 pul Marker (Molekulargewichtsmarker)
auf das Gel geladen. SchlieRlich wird eine Spannung angelegt und die Proteine

entsprechend ihrer Gro3e aufgetrennt.
Durchlauf der Western Blot-Gele

Zuerst wird die Verbindung der Elektroden gesichert und bei 200 Volt eine
Proteinauftrennung durchgefiihrt. Die Dauer dieses Durchlaufs héngt von der
(Bis-) acrylamid-Konzentration und der erwiinschten Trennungseffizienz ab (Fur
ein 10 % Gel reichen ungefdhr 45 min aus.). Normalerweise sollte der Durchlauf

der Gele gestoppt werden, bevor die Front (Brom Phenol Blue) das Gel verl&sst.
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Transfer auf die Nitrozellulosemembran — Semi-Dry-Proteintransfer

Zuerst  muss mit  Handschuhen  geniigend  Whatman-Papier  und
Nitrozellulosemembran auf die entsprechende GroRe des Gels zurechtgeschnitten
werden. Danach werden zwei kleine Container fir den Anoden- und den
Kathodenpuffer vorbereitet. Daraufhin wird die Laufkammer abgebaut. Als
nachstes werden zwei Whatman-Papiere in Anodenpuffer getrankt und auf ein
Blottinggerat gelegt. Dann wird das Gel auf ein nasses Whatman-Papier
transportiert und die Nitrozellulosemembran in den Kathodenpuffer getrankt und
ebenfalls auf das Gel gelegt. Schlieflich werden 2 Whatman-Papiere mit
Kathodenpuffer getrankt und auf die Nitrozellulosemembran gelegt.

©

L

Whatman paper

IR, Membrane labeled with pencil
— e

' Whatman paper

L

)

Abbildung 6: Aufbau der Blotting-Schicht

Nun wird mit einer Pasteur-Pipette Uber die Blotting-Schicht gerollt, um alle Luftblasen
zu entfernen. Danach werden die Elektroden bei einem Blotting von konstant 250 mA
gestartet. Die Dauer des Proteintransfers auf die Membran héngt von der gleichzeitigen

zu transferierenden Proteinmenge der unterschiedlichen Gele ab:

1 Gel 30 min

2 Gele 50 min
3 Gele 70 min
d. 4 Gele 90 min

© T ®

Kontrolle des Proteintransfers mit Ponceau S

Zuerst werden die Blottingschichten entfernt und die Membran in einem kleinen
Container gelagert. Dann wird die Membran mit Ponceau S L6sung bedeckt und

1-5 min bei RT inkubiert. Danach wird die Membran kurz mit Wasser gewaschen
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um das Ponceau S wieder zu entfernen. Nun werden die Markerbander beschriftet

und die Membran mit einen Skalpell abgeschnitten.
Antikorper-Inkubation

Zuerst werden 5 % Milchpulver ohne Fett im TBS-T-Puffer als Blocking Buffer
vorbereitet. Die Membran wird mit Blocking Buffer bedeckt und 1 Stunde bei RT
geschwenkt, um die nicht-spezifische Bindung des Antikérpers an die Membran
so niedirg wie moglich zu halten. Dann wird die Membran mit TBS-T gewaschen,
um den restlichen Blocking Buffer zu entfernen. Nun wird die Membran mit

primdren Antikorpern inkubiert.

a. Der Verdunnungsfaktor hangt von der Aktivitat des Antikorpers ab.
Verdinnung im Verhaltnis 1:1000 mit 1 % Milchpulver ohne Fett in
TBS-T oder mit 5 % BSA in TBS-T. (Zuerst muss das Datenblatt flr
die Antikorper tberpruft werden!)

b. Die Inkubationszeit ist bevorzugt Gber Nacht bei 4°C

Danach wird der primére Antikdrper in einem Falcon-R6hrchen wiedergewonnen
und bei 4°C gelagert. Nun wird die Membran 3mal fir 10 min mit TBS-T
gewaschen und mit einem entsprechenden 2" -Antikdrper-Mouse/Rabbit/Goat bei

Raumtemperatur fir 2 Stunden inkubiert.

Daraufhin muss das ausreichende Volumen der sekundéaren Antikorper-Losung

vorbereitet werden:

i HRP (horseradish peroxidase) markierte Antikdrper gegen verschiedene
Arten primarer Antikorper (Mouse, Rabbit, usw.; +4 °C; gelbe Decke)

i. 1:10.000 Verdinnung der sekundéaren Antikdrper in TBS-T.

Dann wird die Membran 3mal wahrend10 min mit TBS-T gewaschen.

Entwicklung der Membran

Herstellung der Entwicklungslésung

a. Losung A
I. 2,5 ml 100 mM TRIS (pH = 8,5)
i. 25 pl 250 mM Luminol Stock Losung
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ii. 11 pl 90 mM p-Coumaric Acid Stock Losung
b. Loésung B

i 2,5 ml100 mM TRIS (pH=8,5)

i. 2 pl 30 % H202 Losung

Die Membran wird mit ECL-L&sung bedeckt und fir 1 - 2 min bei RT inkubiert.
Danach wird die Membran auf die Zellophanfolie gelegt und alle Lichtquellen
mit Ausnahme des Rotlichts werden ausgeschaltet. Als n&chstes wird ein
Rontgenfilm auf die Membran gelegt. (Die Dauer der Auflage ist dabei abhéngig
von der Signalstérke.) Als nachstes wird der Film in einer Entwicklungslésung
far 1 min inkubiert und 1 min lang mit Wasser gewaschen, um die
Entwickungslésung abzuwaschen. Dann wird die Membran fir 1 min in die
Fixier-Losung gelegt und erneut fur 1 min mit H,O gewaschen. Nun wird der

Film getrocknet und beschriftet.
2.9.5 Densitometrische Analyse der Western Blot Ergebnis

Die densitometrischen Analyse der Ergebnisse des Western Blots wurde mit Hilfe der
Software ImageJ durchgefihrt. Die gemessenen Werte wurden anschlieBend auf die
densitometrischen Werte des korrespondierenden GAPDH-Ergebnisses der untersuchten

Protein-Probe normalisiert.

2.10 RNA-Isolation mit Trifast

2.10.1 Bendtigte Materialien

Trifast Peglab 30-2020
Chloroform Roth 6340.1
Isopropanol Apotheke MRI
70 % Ethanol Apotheke MRI
Diethylpyrocarbonate (DEPC) Sigma D 5758
TRIS (hydoxymethyl) aminomethan Sigma T 87602-3 KG
Borséure Sigma B 7901
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Glycerol Sigma G 5516

Guanidinhydrochlorid SigmaRT G 4505
100 % Ethanol Apotheke MRI
SDS (Sodiumdodecylsulfat) SigmaRT L 3771
Zellschaber PAA 90020

2.10.2 Lésungen

0,1 % DEPC H20: 1 ml DEPC-H,;0 wird in 1 | ddH20 geldst und bei 37°C fir 1 Stunde
inkubiert. Danach wird die Lésung autoklaviert und bei RT vor der Verwendung
abgekdihlt.

10 x TBE: 540 g TRIS-aminomethan, 275 g Borsaure und 37,3 g EDTA werden in 5 |
H20 geldst und auf einen pH-Wert von 8,3 eingestellt.

PCR-Ladungsbuffer (5 x): 1 mg Bromphenol Blue/Cyanblue wird in 25 ml 10 x TBE, 5
ml Glycerol und 20 ml H2O gel6st und bei 4°C oder bei -20°C gelagert.

1,0 % SDS-L6sung: 1 g SDS wird in 100 ml ddH,O gel6st.

Guanidinhydrochlorid-Ldsung: 14,32 g Guanidinhydrochlorid wird in 500 ml 70%igem
Ethanol gel6st.

2.10.3 Durchfiihrung der RNA-Isolation

Fur die RNA-Isolation sollen ca. 1.000.000 Osteoblasten in einer Schale ausplattiert und
kultiviert werden, bis die Zellen den gesamten Boden bedecken. Danach wird das

Medium von den Zellen abgesaugt und Trifast auf die Zellen gegeben.

a. 500 ul /25 cm? Flasche
b. 1000 pl /75 cm? Flasche oder 1 Schale
c. 1500 pl /175 cm? Flasche

Die Schale wird bei -80°C 1 Stunde lang inkubiert, auf Eis gestellt und danach aufgetaut.
Die Zelllysate werden mit dem Zellschabers gesammelt und in ein steriles Eppendorf-
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Réhrchen dberfuhrt. Nun werden 200 pl Chloroform in das Réhrchen gegeben und mit
den Zelllysaten vermischt (15 S Vortexe). Danach wird diese Mischung 5 - 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Rohrchen wird bei 14.000 g und 4°C fir 10 min
zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugierung werden 500 pl Isopropanol in ein frisches

Eppendorf-Réhrchen geflit.

Nach der Zentrifugierung wird die obere, klare, wassrige Phase, die RNA enthdlt, in ein
frisches, mit Isopropanol gefilltes, Eppendorf-Réhrchen gegeben. Die RNA wird mit
dem Isopropanol vermischt und 10 min auf Eis inkubiert. Danach wird die gesamte
Mischung bei 14.000 g und 4°C 10 min lang zentrifugiert. Am Boden des Eppendorf-
Rohrchens befindet sich die prazipierte RNA. Der Isopropanol-Uberstand wird vorsichtig

entfernt.

Das RNA-Pellet wird nun mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen und bei 14.000 g und
4°C 10 min lang zentrifugiert. Dieser Vorgang wird 2mal durchgefiihrt. Nach dem letzten
Waschgang wird das Ethanol abgeschopft und das Pellet mit 50 pul DEPC-H,O
resuspendiert. Danach wird das Eppendorf-Réhrchen fir 10 - 15 min unverschlossen auf

Eis liegen gelassen, damit das restliche Ethanol zu verdunsten kann.
Quantifizierung der RNA

Mittels Photometrie wird die Konzentration der im DEPC-H;O enthaltenen RNA
gemessen. Hierzu muss zundchst der Blindwert des H2O eingestellt werden.
Zuerst werden 1,5 pul DEPC-H20 auf die Messprobe pipettiert und danach im
aufgerufenen Programm die °"Blind -Taste gedrickt. Daraufhin wird der
Blindwert automatisch eingestellt. Als ndchstes wird die Option "Nucleic Acid”
ausgewahlt und 1,5 pl des RNA-DEPC-H:0 werden auf die Messprobe pipettiert
und gemessen. Die RNA-Konzentration und das 260 / 280 Verhaltnis werden

notiert.
Integritatskontrolle der RNA

Zuerst muss das Agarosegel vorbereitet werden: Dazu werden 1,5 g Agarose in
100 ml TBE (1 x) gegeben und in der Mikrowelle geldst. Danach werden 3 pl
Ethidiumbromid zum Gel hinzugegebn, und das flussige Gel in die Gelkammer
gegossen. Danach wird sofort ein Kamm ins Gel platziert. Zur Integritatspriufung
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werden 0,5 pg RNA bendtigt. Anhand der RNA-Konzentration wird das Volumen
der bendtigten RNA errechnet und genau diese Menge an RNA in ein steriles
Rohrchen pipettiert. Das Gesamtvolumen wird mit DEPC-H.O befullt, so dass
nur noch 10 pl freibleiben. Danach werden 7 ul PCR Loading Buffer (5 x)
dazugegeben. Nachdem das Gel polymerisiert ist, wird der Kamm herausgezogen
und das Gel in die Laufkammer gestellt. In die erste Gelkammer wird 1 pl
Marker pipettiert. Danach werden die Proben auf das Gel geladen. Das Gel wird
fir 40 min einer Gleichspannung von 90 V ausgesetzt, wobei die Probe vom Negativ-
zum Positivpol verlauft. Die Ethidiumbromide interkalieren zwischen der RNA und der
DNA und sind im UV-Licht sichtbar. Intakte RNA ist an der Tatsache zu erkennen, dass
auf dem Gel deutlich zwei Béander, das 18 s- und das 28 s-Band, zu sehen sind.
Abbildung 9 zeigt ein Beispiel solcher Bander von 4 Proben.

28s
18s

Abbildung 7 : Beispiel einer intakten RNA.

Links befindet sich der GréRenmarker in Form der scharf begrenzbarer Bander
2.11 cDNA Synthese
2.11.1 Benoétigte Materialien

First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas K 1611

0,1 % DEPC-H,0
2.11.2 Durchfiihrung

Zuerst wird ein first Strand cDNA Synthesis Kit von -20 °C und die RNAs von -80°C
aufgetaut. Die einzelnen Komponenten der Kits werden kurz zentrifugiert und zusammen
mit der RNA auf Eis gelegt. Normalweise werden 2 - 4 ug RNA fir die cDNA-
Umschreibung bendtigt. Anhand der gemessenen RNA-Konzentration wird das VVolumen

des RNA-DEPC-H,0 errechnet und in RNA-freie Rohrchen pipettiert. Fur jede Probe

Seite 50



werden 1 pl Oligo Primer und 1 pl Random Hexamer Primer in die
Rohrchenhinzugegeben und mit DEPC-H20 bis zum Gesamtvolumen von 11 pl gefullt.

Die gesamte Mischung wird als A-Komponente bezeichnet.

A-Komponente (flr jede Volumen Menge
Probe)
Gesamte RNA variabel 2 bis 4 ug
Oligo (dT)g Primer 1,00 pl 2,5 umol
Random Hexamer Primer 1,00 pl 2,5 umol
DEPC-H,0 bis 11,0 pl
aufgefillt

Tabelle 7: A-Komponente-Liste

Danach werden die Proben fir 5 min bei 65°C in einenThermocycler (Eppendorf) gestellt.
Nach diesem Vorgang wird die Temperatur automatisch auf 4°C heruntergekinhit.

Wahrenddessen kann der B-Komponente Mastermix vorbereitet werden. N ist die Zahl

der Proben.
B-Komponente Volumen / Gesamtvolumen
Rohrchen (Mastermix)
5 x Reaktionspuffer 4 ul 4* (N+1) pl
RiboLock™RNA Inhibitor (20 1wl 1% (N+1) wl
U/ul)

10 mM dNTP Mix 2 ul 2 * (N+1) pl
M-MuLV Reverse Transkriptase 2 ul 2* (N+1) ul

(20 U/u)
Gesamt 9l 9* (N+1) ul

Tabelle 8: B-Komponente-Liste

9 ul der B-Komponente werden in einem abgekuhlten Eppendorf-Réhrchen bis auf ein

Gesamtvolumen von 20 pl eingestellt.

Zuerst werden im Thermocycler die GefaRe 60 min lang bei 37°C inkubiert. Danach wird
durch die Inkubation des GefaRes fur 5 min bei 70°C die Reverse Transkriptase aktiviert.
Diese Reaktion wird durch das Abkuhlen des GefaBes auf 4°C gestoppt. Die
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synthetisierte cODNA wird mit DECP-H,O 10-fach verdiinnt und darf nun fir die RT-
PCR-Analyse benutzt werden. Die Intaktheit und Menge der geladenen cDNA wird
mittels PCR unter Benutzung des Primers fiir -Aktin tberpruft.

2.12 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

2.12.1 Benotigte Materialien

Taq DNA Polymerase Axon Labortechnik 22466
Reaktionspuffer B Axon Labortechnik 22466
MgCl, Axon Labortechnik 22466
PCR Grade Nucleotide Mix (dNTPs) Axon Labortechnik 24478

2.12.2 Reaktionsmechanismus

Die PCR wird verwendet, um eine spezische Region der DNA-Sequenz zu amplifizieren.
Diese Methode basiert auf Temperaturwechsel und besteht aus mehreren Zyklen
wiederholter Reaktionen die zur enzymatischen Replikation der DNA fihren. Die
gesamte PCR besteht aus 20 - 40 Zyklen, wobei jeder Zyklus aus drei Schritten besteht,
die bei verschiedenen Temperaturen ablaufen: Der erste Schritt ist die Denaturierung, der
zweite die Primerhybridisierung und der dritte die DNA-Synthese. Bei der Denaturierung
wird die doppelstrangige DNA durch hohe Temperatur (95°C) in zwei Einzelstrange
aufgespalten. Wahrend der Primerhybridisierung bindet sich der Primer mit der
komplementéren Sequenz der beiden Einzelstrange zusammen. Wéhrend dieses Schrittes
ist die Temperatur primerspezifisch und liegt normalerweise zwischen 52°C und 65°C.
Bei der DNA-Synthese wird die thermostabile DNA-Polymerase bei ca. 72°C aktiviert
und fordert die Verlangerung der Primer am freien 3"-OH-Ende mit Verwendung von
dNTPs. Der gesamte Verlauf eines PCR-Zyklus wird in Abbildung 13 dargestellt:

1. Denaturation: 95 C 2. Annealing: 52-65 C 3. Extension: 72 C
XN R g AT 3 * MR T AT

A /
\(.B/ (J/\). (‘:y/ ULI / Jyurlls ‘| - el ‘lJL_L
(L S N s »/ 7\,/\

’ /
| g my
i VL“ Ay “LT.‘E“”)»J/\ g J/\

Mg ™S ks, e
1 T L T A T €

Abbildung 8: Ablauf eines PCR-Zyklus

2.12.3 Verwendete Primer
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Gen GenBank Forward Reverse Glihtemperatur | Amplicon
Accession Primer Primer (°C) (bp)
Alk-1 NM_000020.1 | GCT CAG ATT GCG 60 256
ACACGA |GCTCTT
CAA CAT GAA GTC
CC G
Alk-2 NM_001616.2 | CTT GCA CCAATT 60 253
TTG CTG TCC TCC
ACTTTG G | TCA AAT
GG
Alk-3 NM_004329 CACTGC ATCCTG 57 179
CCCCTG TTC CAA
TTG TCA ATC ACG
TAG ATT GT
Alk-5 NM_004612.1 | TGT TGG AAC ATC 60 287
TAC CCA GTC GAG
AGG AAA CAATTT
GC CC
Alk-6 NM_001203 CTTTTG TGT TGA 58 130
CGA AGT CTG AGT
GCAGGA |CTTCTG
AAAT GAC AA
TGF-B | NM_3242.3 ATG CTG AGG TTG 58 258
RII CTTCTC AAC TCA
CAA AGT CGTTCT
GC GC
Smad 1 | NM_005450 CAACGG | ATTCGC 60 259
AGT AAC TGT GTC
TGT GTC TTG GAA
ACC CC
Smad 2 | NM_00100365 | CAA ACC GAG GCG 60 259
AGG TCT GAAGTT
CTT GAT CTGTTA
GG GG
Smad 3 | NM_005902.2 | GGAGAA | GAAGGC 60 258
ATG GTG GAA CTC
CGAGAA | ACACAG
GG C
Smad 4 | NM_005359.3 | TGA ATC CAG GCT 60 294
CAT ATC GACTTG
ACT ACG TGG AAG
AAC
Smad5 | NM_005903.5 | AACCTG GGC TGG 60 245
AGC CAC GAATTA
AAG AAC |TCTTGA
CC
Smad 6 | U59914 GGC AAA | GGT AGC 60 123
CCC ATA CTCCGT
GAG ACA | TTC AGT
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CAA GTA
Smad 7 | NM_005904.1 | TTC GGA AAG CCT 60 201
CAACAA | TGATGG
GAG TCA AGA AAC
GC C
Bambi | NM_012342.2 | GGATCG TGG TGT 58 603
CCACTC CCGTGA
CAGCTAC | AAGCTG
TA
Sara NM_007324.2 | TGGTTT TTC CAA 58 196
GCT GAT CAG GAC
GGG ATC TTC CAA
1T CC
Smurf1 | NM_020429.1 | CAG CAT GCATAG 58 325
CAA GAT ATC CAA
CCGTCT ACG CTG
GA GT
Smurf 2 | NM_022739.3 | AGACTG CACTTG 58 239
GTG TGA CTGTTG
GCA CAT CTGTTG
GG GT
Ski NM_003036.3 | TCC GCG AGC AGG 60 208
TGT ACC ATG TAG
ACG AGT GCC CGC
GC CA
SnoN NM_005414.3 | GCC ACG GCT GGG 58 493
AACTTT GTG TAA
TCCTCA AAA TGA
AA ATG

Tabelle 9: Liste der verwendeten Primer

2.12.4 Durchfiihrung

Das Volumen der zu untersuchenden cDNA liegt normalerweise zwischen 2 und 10 pl.
Zuerst werden die cDNA-Proben und die negative Kontrolle (DEPC-H;0) bei 4°C in

RNAse-freie Rohrchen dberfihrt. Danach wird anhand der Anzahl der Proben N ein

PCR-Mastermix errechnet und in ein anderes Eppendorf-Rohrchen pipettiert. Dieser

Mastermix setzt sich wie folgt zusammen:

Anzahl der Proben: N, Volumen der cDNA: X ul

Reagenzien Volumen pro Réhrchen | Gesamtvolumen(Master Mix)
Reaktionspuffer 2,00 ul 2* (N+2) ul
MgCl, 2,00 ul 2* (N+2) ul
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Forward-Primer (5 mM) 1,00 pl 1*(N+2) ul
Reverse-Primer (5 mM) 1,00 pl 1* (N+2) ul
PCR Grade Nucleotide 0,50 ul 0.5* (N+2) ul
Mix (dNTPs)

Tagq DNA Polymerase 0,10 ul 0.1* (N+2) ul
PCR Grade Wasser 13,4-X ul (13.4-X) * (N+2) pl
Gesamtvolumen 20-X ul (20-X) * (N+2) ul

Tabelle 10: Liste der Komponenten des PCR Mastermix

Nach der Herstellung des Mastermix wird dieses Rohrchen gemischt und jeweils 20 pl

des Mastermix in jedes Rohrchen pipettiert, die cDNA enthalten. Dabei muss die

Pipettenspitze nach jeder Probe gewechselt werden, um eine Kontamination der Proben

zu vermeiden. Danach werden die Bedingungen fir die thermischen Zyklen (siehe

Tabelle 12) durchlaufen und alle Proben werden in den Thermocycler gestellt.

Schlief3lich beginnt die PCR.

Zyklenschritt Dauer Temperatur Zylen

Initiale 5 min 95°C 1

Denaturierung

Denaturierung 45 sek 95°C 30-40

Primerhybridisierung 45 sek 52 -65°C

DNA Synthese 45 sek 72 °C

Letzte DNA 5 min 72 °C 1

Synthese

Inkubation eventuell Uber 4°C 1
Nacht

Tabelle 11 Bedingungen der PCR-Zyklen

Wenn das Agarosegel fur die Elektrophorese vorbereitet ist (siehe Kapitel 2.10.3),

werden die gesamten Proben mit 7 ul PCR Loading Buffer (siehe Kapitel 2.10.2)

vermischt und kurz zentrifugiert. Danach wird das Agarosegel in die Laufkammer gestellt.

In die erste Tasche werden 3 pl Marker pipettiert. Ab der zweiten Tasche werden die

einzelnen Proben auf das Gel geladen. Das Gel wird flr 40 min einer Gleichspannung
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von 90 V ausgesetzt, wobei die Probe vom Negativ- zum Positivpol verlauft. Danach

wird das Gel unter UV-Belichtung fotographiert.

2.12.5 Densitometrische Analyse der PCR Gele

Das zu untersuchende Gel wird 5mal mit unterschiedlicher Belichtungszeit fotographiert
und mit der Software ImageJ densitometrisch analysiert. Die gemessenen Werte werden
dann auf die densitometrischen Werte des B-Aktin-PCR-Gels der untersuchten cDNA

normalisiert.

2.13 Viabilitdtsmessung mit Alamar-Blue

2.13.1 Benétigte Materialien
Alamar Blue Reagent Biozol BZL 00727

2.13.2 Durchfiihrung

Zuerst missen die Kontrollen fiir den Versuch festgelegt werden.

a. Positivkontrolle: nicht stimulierte Zellen

b. Blindkontrolle: nur Medium, keine Zellen enthalten.

Zuerst werden die Osteoblasten in eine 96-Well-Platte ausplattiert und kultiviert. Die
Osteoblasten werden nach den Versuchen stimuliert. Danach wird Alamar-Blue-Ldsung
mit 1/10 des Volumens des Zellmediums zu jeder Probe hinzugegeben. Danach wird die
Platte bei 37°C, 5 % CO, fir 1 - 2 h inkubiert. SchlieRlich wird die Fluoreszenzintensitéat

der Platte gemessen.

2.13.3 Auswertung

Fp: Wert der Blindkontrolle
Fp: Wert der Positivkontrolle
Fs: Wert der stimulierten Zellen

Uberlebensrate der stimulierten Zellen: (Fs- Fy) / (Fp- Fo) * 100 %

2.14 Messung der Histon deacetylase complex (HDAC)-Aktivitat-Messung
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2.14.1 Benétigte Materialien

SensoLyte 520 HDAC Acitvity Assay Kit * Fluorimetric* ANA SPEC
- Komponente A HDAC 520 Substrat 25 mM in DMSO, 40 pl
- Komponente B Deacetyliertes 520 Standard 25 mM in DMSO, 10 pl
- Komponente C HeLa Nuclear Extract 4 mg Protein / ml, 15 pl
- Komponente D Assay Buffer 20 ml
- Komponente E Trichostatin A (HDAC-Inhibitor) 300 uM in DMSO, 100 pl

- Komponente F HDAC-Entwickler (10 x) 0.5ml
- Komponente G Zell-Lysepuffer 20 ml

Osteoblasten

Osteoblastenkulturmedium
2.14.2 Lésungen

HDAC-Substrat-Ldsung

25 mM HDAC-Substrat (Komponente A) werden im Verhdltnis 1:100 im
Osteoblastenkulturmedium verdiinnt. Dabei sind 40 pl des verdiinnten HDAC-Substrats
ausreichend, um eine Reaktion zu erzeugen. Fir jedes Experiment wird eine neue

Substratldsung vorbereitet.
HDAC-Inhibitor-L6sung

300 uM Trichostatin A (Komponente A) wird im Verhdltnis 1:60 im
Osteoblastenkulturmedium verdinnt. 10 pl dieser Losung sind ausreichend um eine

Reaktion zu erzeugen.
HDAC-Entwickler-Ldsung (1 x)

HDAC-Entwickler (10 x) (Komponente F) wird im Verhdltnis 1:10 in kaltem Zell-
Lysepuffer verdiunnt. Danach werden 300 uM Trichostatin A (Komponente E) im
Verhéltnis 1:150 in dieser Entwickler-Lésung (1 x) verdunnt. (Die Endkonzentration des
Trichostatins in der Entwicklerlésungbetragt 2 uM). Fiir jedes Assay sind 50 pl dieser
Entwicklerldsung notwendig.
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2.14.3 Reaktionsmechanismus

Ein acetyliertes Substrat wird mit Proben, die HDAC beinhalten, inkubiert. Die
Deacetylierung des Subtrats sensibilisiert es gegentber dem HDAC-Entwickler und
erzeugt die griine Fluoreszenz, die mit Hilfe eines Fluoreszenz-Readers festgestellt

werden kann.

2.14.4 Durchfuhrung

Die Osteoblasten werden in einer 96-Well-Platte ausplattiert. Wenn eine Dichtigkeit von
100 % erreicht wurde, werden die Osteoblasten entsprechend des Protokolls stimuliert.
Danach wird das Osteoblastenkulturmedium durch 40 ul HDAC-Substratlosung (250 uM
HDAC-Substrat) ausgetauscht und es werden die folgenden Kontrollen durchgefuhrt.

Die positive Kontrolle enthalt Substratlésung ohne Stimulation
Die Inhibitor-Kontrolle enthélt Trichostatin A und Substratlésung

Die Baseline-Kontrolle enthdlt Medium ohne Substrat. Dieses Medium soll am Ende der
Inkubation entfernt und durch ein Medium, das Entwicklerlésung und Substrat enthélt,

ersetzt werden.

Die Stimulationskontrolle enthalt das Stimulationsmedium ohne Substrat. Dieses Medium
soll am Ende der Inkubation entfernt und durch ein Medium, das Entwickerlésung und

Substrat enthalt, ersetzt werden.

Alle Kontrollen werden bis zum Volumen von 50 ul mit Osteoblastenmedium gefillt. In
einem néachsten Schritt werden die Zellen bei 37°C wahrend der gewinschten
Expositionsperiode inkubiert. Danach wird die Deacetylierung durch die Zugabe von 50
ul HDAC Inhibitor / Entwicker-Losung pro Well beendet. Die gesamte Platte wird
grundlich gemischt und zusétzlich wéhrend 15 min bei RT inkubiert. Schlielich wird das

Fluoreszenzsignal bei Ex / Em= 490 nm / 520 nm gemessen.

2.14.5 Datenanalyse

Der Fluoreszenzwert der Baseline-Kontrolle ist die Fluoreszenz fir den Hintergrund. Der

Hintegrundwert wird von den Werten der anderen Wells, die mit Substrat gefullt sind,
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abgezogen werden. Alle Werte sollen in Relativen Fluoreszenz-Einheiten (Relative

Flureszenz Units; RFU) ausgedriickt werden.

2.15 Statistische Auswertung

Fur die statistische Analyse von zwei Testbedingungen wird ein t-Test durchgefiihrt. Bei
drei oder mehr Testbedingungen wird die statistische Auswertung mittels eines Kruskal-
Wallis-Tests vorgenommen. Wenn der p-Wert < 0,05 ist, wird er als statistisch

signifikant angesehen.

3 Ergebnisse

3.1 BMP 2 und BMP 7 aktivieren den Smad 1/5/8-Signalweg in humanen
Osteoblasten und dieser Effekt ist bei beiden Proteinen nach 72 h statistisch
signifikant

Um den optimalen Zeitpunkt fur die RNA- und die Protein-Isolation nach der Stimulation
mit BMP 2 und BMP 7 zu bestimmen, wurden die Osteoblasten und mit dem Ad 5-BRE-
Luc-Virus infiziert. Danach wurden die Zellen mit BMP 2 und BMP 7 in
Osteoblastenkulturmedium fiir 24, 48, 72 und 96 Stunden stimuliert und danach ein
Luciferase-Assay durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten jene mit Ad 5-BRE-Luc infizierten
Osteoblasten, die nicht stimuliert worden waren. Danach wurde die Protein-
Konzentration bestimmt und die beim Luciferase-Assay bestimmte RLU (Relative
Luminescence Units) wurde auf die Proteinkonzentration normalisiert. Insgesamt
wurden 3 Patienten untersucht. Die Konzentration von BMP 2 und BMP 7 betrug 50
ng/ml
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Smadl Reporter Assay
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Abbildung 9: Auswirkungvon BMP 2 und -7 auf mit dem Ad 5-BRE-Luc-Virus infizierte
Osteoblasten nach 24 h (D1), 48 h (D2), 72 h (D3) und 96 h (D4) Stimulation.

*p <0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001 im Vergleich zur unbehandelten Zellen im Falle des rhBMP 2.

°p<0.05;°°p<0.01; °°°p<0.001im Vergleich zur unbehandelten Zellen im Falle des rhBMP 7.

Im Gegensatz zur Kontrolle, stieg die RLU nach der Stimulation signifikant (p < 0.001)
und erreichte sowohl bei BMP 2 als auch bei BMP 7 nach 72 Stunden Stimulation ihr
hdchstes Niveau. Dies bedeutet, dass sich die aktivierten Smad 1/5/8 bei der Stimulation
mit BMP 2 und -7 sich zu diesem Zeitpunkt am signifikantesten von den nicht
stimulierten Zellen unterschieden. Somit war der beste Zeitpunkt fir die RNA- und

Protein-lIsolation 72 Stunden nach dem Beginn der Stimulation.

3.2 PCR-Analyse von mit BMP 2, BMP 7 und TGF-B, stimulierten Zellen

Die Osteoblasten wurden mit 50 ng/ml rhBMP 2 oder rhBMP 7 mit oder ohne
Anwesenheit von 5 ng/ml TGF-B; behandelt. Als Kontrolle dienten die Osteoblasten ohne
Behandlung. Nach 72 Stunden (siehe Kapitel 3.1) wurde die mRNA aus den Zellen
isoliert und die RT-PCR mit den in Tabelle 9 aufgelisteten Primern durchgefihrt.

Insgesamt wurden 4 Patienten untersucht.
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3.2.1 Ergebnis Gen-Expression Smad 1

Smad1 Expression
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Abbildung 10: Densitometrische Analyse der Expression von Smad 1 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** n < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt keine signifikante Veranderung der Genexpression
von Smad 1 nach der Behandlung mit BMP 2 und -7 sowie der alleinigen Behandlung mit
TGF-B1 an. Allerdings l&sst die Genexpression nach Behandlung mit BMP 2 und TGF-$1
im Gegensatz zur Kontrolle signifikant (p < 0.05) nach. Der gleiche Effekt wurde auch
nach der Behandlung mit BMP 7 und TGF-B; im Vergleich zur Kontrolle (p < 0.01)
beobachtet. Die Genexpression nach der Stimulation mit BMP 2 und TGF-B; im
Vergleich zur Stimulation mit BMP 2 Stimulation allein, sowie mit BMP 7 und TGF-,
im Gegensatz zur Stimulation mit BMP 7 allein zeigt auch den Trend zur Abnahme, aber
diese beiden Effekte sind statistisch nicht signifikant.
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3.2.2 Ergebnis Gen-Expression Smad 2

Smad?2 Expression
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Abbildung 11: DensitometrischeAnalyse der Expression von Smad 2 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die desitometrische Analyse zeigt keine signifikante Steigerung oder Verringerung der

Genexpression von Smad 2 nach den unterschiedlichen Behandlungen an.
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3.2.3 Ergebnis Gen Expression Smad 3

Smad3 Expression
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Abbildung 12: Densitometrische Analyse der Expression von Smad 3 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt keine signifikante Steigerung oder Verringerung der
Genexpression von Smad 3 nach den unterschiedlichen Behandlungen an. Die
Genexpression von Zellen nach der Behandlung mit TGF-B1 und BMP 7 im Gegensatz

zur Behandlung mit BMP 7 allein ist signifikant (p < 0.05) herunterreguliert.
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3.2.4 Ergebnis Gen-Expression Smad 4

Smad4 Expression
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Abbildung 13: Densitometrische Analyse der Expression von Smad 4 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt keine wesentliche Steigerung oder Verringerung der
Genexpression von Smad 4 an. Nur eine signifikante Abnahme (p < 0.05) der
Genexpression nach der Behandlung mit BMP 2 und TGF-B, im Vergleich zur Kontrolle

ist zu beobachten.
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3.2.5 Ergebnis Gen-Expression Smad 5

Smad5 Expression
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Abbildung 14: Densitometrische Analyse der Expression von Smad 5 (* p < 0.05; ** p < 0.01,
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Zunahme der Genexpression von
Smad 5 nach der Behandlung mit BMP 7 allein (p < 0.001) , mit TGF-B1 allein (p < 0.001)
und mit BMP 2 und TGF-B1 (p <0.001) an. Die Genexpression nach der Behandlung mit
BMP 7 und TGF-B1 im Vergleich zur Behandlung mit BMP 7 allein zeigt einen Trend zur
Herunterregulierung der Genexpression von Smad 5 an. Der Effekt ist allerdings nicht
statistisch signifikant. Dauber hinaus steigt die Genexpression von Behandlung mit BMP

2 und TGF-B1 im Vergleich zur Behandlung mit BMP 2 allein signifikant (p < 0.05) an.
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3.2.6 Ergebnis Gen-Expression Smad 6

Smad6 Expression
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Abbildung 15: Densitometrische Analyse der Expression von Smad 6 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** n < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Verringerung der Genexpression
von Smad 6 nach der Stimulation mit BMP 7 (p < 0.05), mit TGF-1 (p < 0.001) , mit
BMP 2 und TGF-B1 (p <0.001) sowie mit BMP 7 und TGF-B1 (p < 0.001) im Vergleich
zur Kontrolle an. Nach der Behandlung mit TGF-B1 und BMP 7 im Vergleich zur BMP 7
allein zeigt sich hingegen ein Trend zur Abnahme der Genexpression von Smad 6. Dieser
Effekt ist aber statistisch nicht signifikant. Nach der Behandlung mit TGF-f: und BMP 2
zeigt sich im Vergleich zur Bahandlung mit BMP 2 allein eine signifikante Abnahme (p

< 0.01) der Genexpression von Smad 6.
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3.2.7 Ergebnis Gen-Expression Smad 7

Smad7 Expression
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Abbildung 16: Densitometrische Analyse der Expression von Smad 7 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Steigerung der Genexpression von
Smad 7 nach der Behandlung mit BMP 2 (p < 0.001), mit BMP 7 (p < 0.01), mit TGF-B4
(p < 0.001) , mit BMP 2 und TGF-B1 (p < 0.001), sowie mit BMP 7 und TGF-B1 (p <
0.001) im Vergleich zur Kontrolle an. Die Genexpression von Smad 7 nach der
Behandlung mit BMP 2 und TGF-B1 im Vergleich zur Behandlung mit BMP 2 allein ,
sowie nach der Behandlung mit BMP 7 und TGF-B1 im Vergleich zur Behandlung mit
BMP 7 allein zeigt einen Trend zur Steigerung der Genexpression von Smad 7 an.

Allerdings ist dieser Effekt nicht statistisch signifikant.
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3.2.8 Ergebnis Gen-Expression ALK-1

ALK-1 Expression

0.5 *
ns
ns
ns *
0.4' ns — *
=
& 0.3 €
GIL . _ —
< 1
Xo02{| - —_
< i
01 1=
0.0

KO BMP2 BMP7 TGF-8 TGF-p TGF-B
+BMP2 +BMP7

gara] S WD GRS S Ghe e
ALK-1 256 bp

Abbildung 17: Densitometrische Analyse der Expression von ALK-1 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante (p < 0.05) Abnahme der
Genexpression von ALK-1 nach der Behandlung mit TGF-B; und BMP 2 im Vergleich
zur Behandlung mit BMP 2 allein, sowie nach der Behandlung mit TGF-f, und BMP 7
im Gegensatz zur Behandlung mit BMP 7 allein an. Im Vergleich zur Kontrolle ist die
Genexpression von ALK-1 nach der Behandlung mit TGF-B; und BMP 7 ebenfalls
signifikant (p < 0.05) verringert.

Seite 68



3.2.9 Ergebnis Gen-Expression ALK-2

ALK-2 Expression
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Abbildung 18: Densitometrische Analyse der Expression von ALK-2 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Zunahme (p < 0.05) der
Genexpression von ALK-2 nach der Behandlung mit TGF-B1 im Vergleich zur Kontrolle

an.
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3.2.10 Ergebnis Gen-Expression ALK-3

ALK-3 Expression
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Abbildung 19: Densitometrische Analyse der Expression von ALK-3 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante (p < 0.01) Steigerung der
Genexpression von ALK-3 nach der Behandlung mit TGF-f, im Vergleich zur Kontrolle

an.
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3.2.11 Ergebnis Gen-Expression ALK-5

ALK-5 Expression
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Abbildung 20: Densitometrische Analyse der Expression von ALK-5 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt keine signifikante Steigerung oder Verringerung der

Genexpression von ALK-5 nach der Stimulation an.
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3.2.12 Ergebnis Gen-Expression ALK-6

ALK-6 Expression
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Abbildung 21: Desitometrische Analyse der Expression von ALK-6 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die desitometrische Analyse zeigt einen Trend zur Verringerung der Genexpression von
ALK-6 nach der Behandlung mit TGF-B; und BMP 7 im Vergleich zur Behandlung mit
BMP 7 allein an. Der Effekt ist aber statistisch nicht signifikant.
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3.2.13 Ergebnis Gen-Expression TGF-B Rezeptor 11

TGF-B R Il Expression
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Abbildung 22: Densitometrische Analyse der Expression des TGF-p Rezeptors Il (* p < 0.05;
**p < 0.01; *** p <0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Verringerung (p < 0.001) der
Genexpression des TGF-p Rezeptors Il nach der Behandlung mit TGF-p1 und BMP 2 im
Vergleich zur Behandlung mit BMP 2, sowie mit TGF-B1 und BMP 7 im Vergleich zur
Behandlung mit BMP 7 allein an. Im Gegensatz zur Kontrolle ist die Genexpression auch
nach der Behandlung mit TGF-p1 und BMP 2 und sowie mit TGF-1 und BMP 7
signifikant (p < 0.001) reduziert.
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3.2.14 Ergebnis Gen-Expression Bambi

Bambi Expression
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Abbildung 23: Densitometrische Analyse der Expression von Bambi (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Abnahme (p < 0.001) der
Genexpression von Bambi nach der Bahandlung mit TGF-: und BMP 2 im Vergleich

zur Kontrolle an.
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3.2.15 Ergebnis Gen-Expression Sara

Sara Expression
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Abbildung 24: Densitometrische Analyse der Expression von Sara (* p < 0.05; ** p < 0.01;

*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Abnahme der Genexpression von
SARA nach der Stimulation mit TGF-B1 und BMP 7 im Vergleich zur Stimulation mit
BMP 7 allein (p < 0.01) und der Kontrolle (p < 0.001) an.
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3.2.16 Ergebnis Gen-Expression Smurf 1

Smurf 1 Expression
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Abbildung 25: Desitometrische Analyse der Expression von Smurf 1 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Steigerung (p < 0.05) der

Genexpression von Smurf 1 nach der Stimulation mit TGF-f1 im Vergleich zur Kontrolle

an.
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3.2.17 Ergebnis Gen-Expression Smurf 2

Smurf 2 Expression
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Abbildung 26: Desitometrische Analyse der Expression von Smurf 2 (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Steigerung (p < 0.001) der
Genexpression von Smurf 2 nach der Stimulation mit TGF-f1 im Vergleich zur Kontrolle

an.
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3.2.18 Ergebnis Gen-Expression SkKi

Ski Expression

ns
ns
2.01 K%
ns ns
ns ns
1.5- T T
£
"6' - -1 -
CIU I 1
<o) I i
S 104 | L -
0
0.51
0.0

KO BMP2 BMP7 TGF-8 TGF-B TGF-B
+BMP2 +BMP7

i
Ski 208 bp

Abbildung 27: Densitometrische Analyse der Expression von Ski (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Steigerung (p < 0.01) der

Genexpression von Ski nach der Stimulation mit TGF-f1 im Vergleich zur Kontrolle an.

Seite 78



3.2.19 Ergebnis Gen-Expression SnoN

SnoN Expression
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Abbildung 28: Densitometrische Analyse der Expression von SnoN (* p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Zunahme (p < 0.01) der
Genexpression von SnoN nach der Zugabe von TGF-1 und BMP 2 im Vergleich zur
Zugabe von BMP 2 allein an. Der gleiche signifikante Effekt (p < 0.001) wurde auch
nach der Stimulation von TGF-p1 und BMP 7 im Gegensatz zur Stimulation von BMP 7
allein festgestellt. Im Vegleich zur Kontrolle ist die Zunahme der Genexpession nach der
Behandlung mit TGF-p1, mit BMP 2 und TGF-B1 und mit BMP 7 und TGF-B1 auch
statistisch signifikant (p < 0.001). Dabei erhéht die Behandlung mit BMP 2 und BMP 7
allein im Gegensatz zur Kontrolle auch die Genexpression von SnoN maliig. Dieser
Effekt ist aber nicht statistisch signifikant.
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3.3 Western Blot-Analyse der mit BMP 2, BMP 7 und TGF-f, stimulierten
Zellen

Somit wurden die Osteoblasten mit 50 ng/ml rhBMP 2 oder rhBMP 2 mit oder ohne
Anwesenheit von 5 ng/ml TGF-B; behandelt. Als Kontrolle dienten die Osteoblasten ohne
Stimulation. Nach 72 Stunden (siehe Kapitel 3.1) wurden die Proteine flir den Western
Blot extrahiert. Danach wurden die Membrane mit den in Tabelle 3 aufgefuhrten

Antikorpern inkubiert und spater entwickelt. Insgesamt wurden 4 Patienten untersucht.
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3.3.1 Ergebnis Proteinexpression p-Smad 1/5/8 (phospho-Smad 1/5/8)
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Abbildung 29: Densitometrische Analyse der Proteinexpression der p-Smad 1/5/8 (* p < 0.05;

**p <0.01; *** p <0.001; ns: nicht signifikant)

Die desitometrische Analyse zeigt

einen Trend zur Herunterregulierung der

Proteinexpression des p-Smad 1/5/8 nach der Behandlung mit TGF-B, im Vergleich zur

Kontrolle an. AuBerdem ist ein Trend zur Verringerung der Proteinexpression nach der
Behandlung mit TGF-B1 und BMP 2 im Vergleich zur Behandlung mit BMP 2 allein

festzustellen. Diese beiden Effekte sind aber statistisch nicht signifikant.
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3.3.2 Ergebnis Proteinexpression p-p 42/44 (phospho-p 42/44)

P-p42/44 Expression
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Abbildung 30: Densitometrische Analyse der Proteinexpression von p-p 42/44 (* p < 0.05; ** p <
0.01; *** p <0.001; ns: nicht signifikant)

" 44,42 kDa

Die desitometrische Analyse zeigt keine wesentliche Hoch-oder Herunterregulierung der

Proteinexpression von p-p 42/44 an.
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3.3.3 Ergebnis Proteinexpression p-p 38 (phospho-p 38)

p-p38 Expression
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Abbildung 31: Densitometrische Analyse der Proteinexpression von p-p 38 (* p < 0.05; ** p <0.01,
*** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt einen Trend zur Hoherregulierung der Expression des
Proteins p-p 38 nach der Behandlung mit TGF-f4, mit TGF-f; und BMP 2 sowie mit
TGF-B; und BMP 7 im Vergleich zur Kontrolle an. Dieser Effekt ist aber statistisch nicht
signifikant. Die Proteinexpression von p-p 38 nach der Behandlung mit TGF-p,; und BMP
2 zeigt im Vergleich zur Behandlung mit BMP 2 allein, sowie nach der Behandlung mit
TGF-B; und BMP 7 im Vergleich zur Behandlung mit BMP 7 allein einen Trend zur

Hoherregulierung an. Dieser Effekt ist aber ebenfalls statistisch nicht signifikant.
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3.3.4 Ergebnis Proteinexpression TGF-B-R (TGF-3 Rezeptor)

TGF-B-R Expression

ns
ns

ns
ns **

o
ol

ns *

TGF-B-R/GAPDH
o
~
|
I
|
I

1
. —_—
- -
—r —_—
0.2
0.0 . . . . .
KO BMP2 BMP7 TGF-B TGF-B TGF-B
+BMP2 +BMP7
ToFpr T e oo 53kDa

Abbildung 32: Densitometrische Analyse der Proteinexpression des TGF- Rezeptors (* p < 0.05;
**p<0.01; *** p <0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Verringerung (p < 0.05) der
Proteinexpression von TGF-B-R nach der Behandlung mit TGF-f; und BMP 2 im
Vergleich zur Behandlung mit BMP 2 allein an. Darlber hinaus nimmt die
Proteinexpression von TGF-B-R nach der Behandlung mit TGF-f; und BMP 7 im
Gegensatz zur Behandlung mit BMP 7 allein signifikant (p < 0.01) ab.
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3.3.5 Ergebnis Proteinexpression SnoN

SnoN Expression
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Abbildung 33: Densitometrische Analyse der Proteinexpression von SnoN (* p < 0.05; ** p <
0.01; *** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Die densitometrische Analyse zeigt eine signifikante Hochregulierung (p < 0.01) der
Genexpression von SnoN nach der Zugabe von TGF-B1 im Vergleich zur Kontrolle an.
Zusatzlich ist die Proteinexpression nach der Stimulation mit TGF-p, und BMP 2 sowie

mit TGF-B; und BMP 7 im Vergleich zur Kontrolle signifikant (p < 0.001) hochreguliert.

3.4 Valproinsdure in einer Hochstkonzentration von 200 uM zeigt keine
Toxizitat in Osteoblasten

Wie in Kapitel 3.2.19 beschrieben wurde, ist die Expression von SnoN nach der Zugabe
von TGF-B1 im Vergleich zur Stimulation mit BMP 2 und BMP 7 allein und im
Vergleich zur Kontrolle hochreguliert. Eine der wichtigsten Funktionen von SnoN ist die
HDAC-Rekrutierung. Valproinséure ist hingegen ein bekannter HDAC-Inhibitor. Um den

Hemmungseffekt von SnoN durch die TGF-B,-Stimulation identifizieren zu kdnnen,
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wurden die Osteoblasten mit Valproinsdure inkubiert. Daher ist die hdochste
Valproinséure-Konzentration, die keine toxische Wirkung in den Osteoblasten induziert,
fiir die Inkubation von grolRer Bedeutung. Um die Toxizitat der Valproinsaure zu testen,
wurden die Osteoblasten flr 3, 6, 9 und 12 Tage mit verschiedenen Konzentrationen (200
uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM und 3,125 uM) dieser Saure inkubiert.
Als Kontrolle dienten jene Osteoblasten, die nicht mit Valproinsdure inkubiert worden
waren. Nach der Inkubation wurde eine Viabilitdtsmessung mit Alamar-Blue (siehe
Kapitel 2.13) durchgefithrt und die Uberlebensrate der Zellen mit jener der Kontrolle

verglichen. Insgesamt wurden 3 Patienten untersucht.

3 Tage Tox-Test | 6 Tage Tox-Test | 9 Tage Tox-Test | 12 Tage Tox-Test
200 uM 97 % 142,91 % 80,72 % 91,02 %

100 uM 97 % 116,83 % 86,77 % 97,29 %

50 uM 93 % 114,37 % 88,84 % 112,72 %

25 uM 94 % 109,60 % 97,07 % 115,43 %
12,5 uM 98 % 89,01 % 92,08 % 108,03 %
6,25 uM 96 % 89,65 % 110,88 % 106,83 %
3,125 uM 100 % 81,01 % 109,95 % 107,64 %

0 uM 100 % 100 % 100 % 100 %

Tabelle 12: Die Uberlebensrate nach der Inkubation mit Valproinsaurein unterschiedlicher

Konzentration

Die Tabelle zeigt, dass nach einer Inkubation mit Valproinsdure von 3, 6, 9 und 12 Tagen
Dauer in einer Konzentration von maximal 200 uM mehr als 80% der Zellen uberleben.
Daher hat die Valproinsaure in einer Kontzentration von 200 uM keine wesentliche

toxische Wirkung auf die Osteoblasten.

3.5 Die Aktivierung des Smad 1/5/8 Signalings wird durch TGF-p1 inhibiert,
aber dieser Effekt wird von der Valproinséure beseitigt
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Zur Bestatigung der Aktivierung von SnoN nach der Stimulation mit TGF-p1, wurde eine
wichtige Funktion von SnoN, die HDAC-Rekruitierung, durch eine Inkubation mit
Valproinsdure gehemmt. Um zu prifen, ob die Inhibition des Smad 1/5/8-Signalings
durch TGF-B1 eliminiert wurde, wurden die Osteoblasten mit dem Ad 5-BRE-Luc-Virus
infiziert und mit BMP 2, BMP 7, BMP 2 und TGF-B1, BMP 7 und TGF-B1, sowie mit
BMP 2 und TGF-B1 plus 200 uM Valproinsaure und schlie3lich mit BMP 7 und TGF-B1
plus 100 uM Valproinsdure im Osteoblastenkulturmedium behandelt. Als Kontrolle
dienten jene Zellen, die ausschliel3lich mit Ad 5-BRE-Luc infiziert worden waren. Nach
72 Stunden wurde ein Smad 1-Reporter-Assay durchgefiihrt. Alle Messungen wurden als
Prozentsatz des Durchschnittes der Kontrollmessungen berechnet. 3 Patienten wurden
untersucht. Die Konzentration von BMP 2 und BMP 7 betrug 50 ng/ml, wahrend jene
von TGF-B1 bei 5 ng/ml lag.

Smad1 Reporter Assay

3.5, 50 ng/ml BMP2
2150 ng/ml BMP7 - -
3.01 %Z 5 ng/ml TGF-B

* %% * %%

2.5

* %%

RLU/Protein as fold of control

2.0
1.51
1.0
0.51
0.0-
Control 200 uM 100 uM
Valproic Acid

Abbildung 34: Inhibition von TGF-B1 durcheine, von BMP 2- und BMP 7 vermittelte, Smad 1/5/8-
Signaltransduktion in  primdren humanen Osteoblasten und die Beseitigung dieses

EffektsdurchValproinsaure (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns: nicht signifikant)

Es zeigt sich, dass nach der Behandlung mit BMP 2 und BMP 7 im Vergleich zur
Kontrolle der Smad 1/5/8-Signalweg signifikant (p < 0.001) aktiviert wurde. Die
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gleichzeitige Behandlung mit TGF-B, inhibiert jedoch die von Smad 1/5/8 vermittelte
Signaltransduktion von BMP 2 und BMP 7 signifikant (p < 0.001). Diese Inhibition
wurde nach der Inkubation mit Valproinsdure nicht nur signifikant (p < 0.001)
herunterreguliert, sondern es wurde sogar mehr Smad 1/5/8 aktiviert als nach der
Behandlung mit BMP 2 oder mit BMP 7 allein.

3.6 Die HDAC-AKktivitat wird durch die Stimulation mit TGF-B1 hochreguliert
und durch die Valproinsaure inhibiert

Zum Nachweis der Hochregulierung von SnoN nach der Stimulation mit TGF-3,, wurde
eine wichtige Funktion dieses Proteins, namlich die HDAC-Rekrutierung, untersucht.
Dafiir wurde die HDAC-AKktivitat direkt gemessen. Die Osteoblasten wurden jeweils mit
TGF-p; allein, sowie mit TGF-B; und Valproinsaure inkubiert. Als Kontrolle dienten die
Osteoblasten ohne Stimulation. Dann wurde auf der Platte eine Messung der HDAC-
Aktivitét (siehe Kapitel 2.14) vorgenommen. Insgesamt wurden 4 Patienten untersucht.

HDAC activity

2.0
1.81 * ok k
1.6- % Fdkk

1.4
1.2
1.0 [em——
0.84
0.6
0.44
0.2
0.0

* P *

5 ng/ml TGF-B

RFU as fold of control

Control ~ Control 100 uM 200 M Inhibitor
Valproic Acid Control

Abbildung 35: Messung der HDAC-AKktivitat von Osteoblasten bei einer Inkubation mit TGF-B4 allein
sowie mit TGF-B, und Valproinsaure (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns: nicht
signifikant)

Seite 88



Diese Abbildung zeigt eine signifikante Hochregulierung (p < 0.01) der HDAC-AKktivitat
nach der Behandlung mit TGF-B; im Vergleich zur Kontrolle. Nach der Zugabe von
Valproinséure in einer Konzentration von 100 uM und 200 uM wurde dieser Effekt aber
im Gegensatz zur Behandlung mit TGF-p, signifikant (p < 0.001) beseitigt.

3.7 Western Blot-Analyse mit Langzeitpréasenz von TGF-B; (4 Tage, 8 Tage,
12 Tage, 16 Tage)

Um die chronische Wirkung von TGF-B auf die Osteoblasten zu identifizieren, wurden
Osteoblasten mit 2,5 ng/ml und mit 5 ng/ml TGF-B, stimuliert. Als Kontrolle dienten die
Osteoblasten ohne Stimulation. Die Dauer der Stimulation betrug dabei 4, 8, 12 und 16
Tage. Danach wurden die Proteine isoliert und ein Western Blot durchgefiihrt. Die
Membrane wurden in den Antikérpern mit p-Smad 2/3 und TGF-B R inkubiert und die
Signale mit Rontgenfilmen entwickelt. Danach wurden die Filme densitometrisch

analysiert. Insgesamt wurden 2 Patienten untersucht.
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Abbildung 36: Densitometrische Analyse der Proteinexpression von TGF- R und p-Smad 2/3 nach 4
Tagen Stimulation mit TGF-B; in einer Konzentration von 2,5 ng/ml beziehungsweise 5 ng/ml (* p <

0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns: nicht signifikant)
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Die desitometrische Analyse zeigt keine wesentliche Veranderung der Proteinexpression
von TGF-B R sowie einen Trend zur Hochregulierung von p-Smad 2/3 nach einer
Stimulation von 4 Tagen mit TGF-B; im Vergleich zur Kontrolle in beiden

Konzentrationen an. Dieser Effekt l&sst sich aber nicht statistisch signifikant nachweisen.
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Abbildung 37: Densitometrische Analyse der Proteinexpression von TGF-p R und p-Smad 2/3 nach 8
Tagen Stimulation mit TGF-B, in einer Konzentration von 2,5 ng/ml beziehungsweise von 5 ng/ml
(* p<0.05; ** p<0.01; *** p <0.001; ns: nicht signifikant)

Die desitometrische Analyse zeigt einen Trend zur Herunterregulierung der
Proteinexpression von TGF- R nach 8 Tagen Stimulation in einer Konzentration von 5
ng/ml im Vergleich zur Kontrolle und keine wesentliche Veranderung der Expression von

p-Smad 2/3 in beiden Konzentrationen. Dieser Effekt ist aber statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 38: Densitometrische Analyse der Proteinexpression von TGF-B R und p-Smad 2/3 nach
12 Tagen Stimulation mit TGF-B, in einer Konzentration von 2,5 ng/ml beziehungsweise von 5 ng/ml
(* p<0.05; ** p<0.01; *** p <0.001; ns: nicht signifikant)

Die desitometrische Analyse zeigt einen Trend zur Herunterregulierung der
Proteinexpression von TGF-B R im Vergleich zur Kontrolle an. Dieser Effekt ist aber
statistisch nicht signifikant. Es wurde keine wesentliche Veranderung der

Proteinexpression von p-Smad 2/3 nach 12 Tagen Stimulation in beiden Konzentrationen
beobachtet.
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Abbildung 39: DensitometrischeAnalyse der Proteinexpression von TGF-f R und p-Smad 2/3 nach 12
Tagen Stimulation mit TGF-B, in einer Konzentration von 2,5 ng/ml beziehungsweisevon 5 ng/ml
(* p<0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001; ns: nicht signifikant)

Die desitometrische Analyse zeigt einen Trend zur Herunterregulierung von TGF-f R
und von p-Smad 2/3 nach 16 Tagen Stimulation im Vergleich zur Kontrolle in beiden
Konzentrationen. Die beiden Resultate sind aber statistisch nicht signifikant.

4 Diskussion

In dieser Studie wurde die Beeinflussung von TGF-§ durch das BMP 2- und BMP 7-
Signaling untersucht. Zuerst wurden die regulatorischen Proteine identifiziert, die durch

TGF-p reguliert werden, und die Moglichkeit ihrer Inhibierung n&her untersucht.

Im Jahre 1965 entdeckte Marshall R. Urist das Prinzip der sogenannten
Knocheninduktion. Dieser Theorie zufolge verfugt die Knochenmatrix Uber jene Erreger,
die die Neubildung der Knochen fordern kénnen, wenn sie auf der extraskeletalen Seite
implantiert werden. Urist und seine Kollegen haben diesen Faktor identifiziert und ihn

,,oone morphogenetic protein (BMP)* [55] getauft. Bis zum heutigen Tage sind ungeféahr
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20 strukturell relevante BMPs entdeckt worden. All diese BMPs sind Teil der
transforming growth factor-p (TGF-B) -Superfamilie. BMP besitzt die Fahigkeit, die
Knochenbildung in vivo [56] und die Differenzierung von Osteoblasten in vitro [57] zu
stimulieren. BMP 2 fordert die Expression von osteoblastischen Markern wie zum
Beispiel die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (ALP) sowie von Osteocalcin (OC)
und von Osteopontin in den Knochenmarkstammzellen der Maus [58]. BMP 2 induziert
die ALP-Aktivitat und die OC-Produktion in Zelllinien von Préosteoblasten [59]. Daher
spielen die BMPs eine zentrale Rolle im Knochenheilungsprozess. Im Falle eines
Traumas werden BMPs verwendet, um die Reparatur der Fraktur zu beschleunigen und
delayed union und non union Frakturen zu behandeln. Klinische Forschungen tber lange
Applikationen im Rahmen eines Knochenbruchs belegen die Wirksamkeit der
Applikation von rhBMPs im Rahmen der Behandlung offener Tibiafrakturen [60],
distaler Tibiafrakturen [61] und bei non-union Briichen des Kahnbeins [62]. Im Jahre
2008 wurden bereits mehr als 1,6 Milliarden US-Dollar fir Knochenimplantate und
Subtitutionen ausgegeben; 20 % davon allein fur die Frakturbehandlung. Momentan sind
nur 2 BMP-Produkte, namlich rhBMP 2 (INFUSE, Medtronic) und rhBMP 7 (OP-1,
Stryker) fur den klinischen Einsatz verfligbar [7]. Aber trotz des positiven Effekts des
BMPs auf die Knochenheilung, ist die flachendeckende Nutzung von BMPs aufgrund
hoher Kosten, von Nebenwirkungen, wie z.B. vertebrale Osteolyse, ektopische
Knochenformation, Radikulitis oder zervikale Weichteilschwellung, und einer relativ
hohen Versagensrate eingeschrénkt. Bis zu 36 % der Patienten sprechen namlich nicht
auf eine BMP-Therapie an [63, 64].

TGF-p gehort ebenfalls zu den ,bone morphogenic proteins“ und wird von
Knochenzellen sekretiert. Daher ist der Knochen eines der grofiten Speicher fur alle drei
TGF-B-lsoforme (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3). In der Knochenmatrix steht TGF-f
allerdings nur in seiner latenten Form zur Verfligung, die nach Bedarf wahrend der
Knochenresorption von den Osteoklasten aktiviert wird. Der grundsétzliche Bedarf an
TGF-B bei der Knochenbildung wurde auch bei in-vitro-Untersuchungen bestétigt. Es
wurde gezeigt, dass TGF-B1 die Proliferation und die osteogenetische Differenzierung
von Knochenmarkstammzellen fordern kann [65]. TGF-B-Isoforme werden wahrend der
frihen Periode der Knochenheilung aktiv exprimiert [66, 67]. In vivo zeigt sich bei TGF-
B1-Knockout-Mé&usen eine 30%ige Verminderung der Tibialdnge und eine Reduktion der

Mintalknochen [68]. Eine exogene TGF-B-Applikation zeigt hingegen eine positive
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Wirkung in Bezug auf die Knochenreparatur im Tiermodell, wie zum Beispiel im Falle
der Tibiafraktur bei Mdausen [69] oder bei Hasen [70]. Allerdings existieren Konflikte in
Bezug auf die Effekte des TGF-B-Signalings auf die Knochenbildung. In den Calvarial-
Ostoblasten fetaler Mause inhibiert TGF-f die Expression der osteoblastischen Proteine
[71] und in verschiedenen Osteoblastentypen unterbindet TGF-p die Vermehrung der
Osteocalcin-Synthese [72]. In vivo weisen transgenetische Maéuse mit TGF-f,-
Uberexprimierung unter Kontrolle eines Osteocalcin-Promotoren einen osteoporose-
ahnlichen Phanotypen auf [73]. Auflerdem unterdriickt TGF-p die RUNX 2-Funktion
durch die Aktivierung von Klasse-1l-Histone-Deacetylasen durch Smad 3 [74] und die
Maturation osteoblastischer mesenchymaler Stammzellen [28]. In den Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe sind wir bereits auf einen Konflikt zwischen TGF-f und der
Proliferation sowie der Differenzierung von Osteoblasten gestoRen. Einerseits fordert
TGF-p die Proliferation von Osteoblasten, andererseits sinkt die Aktivitat der alkalischen
Phosphatase in Osteoblasten mit chronischer Prasenz von TGF-B. Diese Beobachtung
lasst auf eine erhohte Anzahl von Osteoblasten mit verminderter Funktion schliel3en.
Gleichzeitig inhibiert TGF-p die Bildung mineralisierter Matrix. Diese Inhibition wird
jedoch durch den TGF-B-Inhibitor teilweise aufgehoben [75]. In vivo haben wir ebenfalls
herausgefunden, dass die Patienten mit chronischen inflammatorischen Krankheiten wie
zum Beispiel Leberzirrhose oder kardiale Fibrose ein 3 - 5 mal erhéhtes TGF-B-Niveau

aufweisen und interessanterweise eine verminderte Knochendichtigkeit besitzen.

BMP und TGF-B gehoren zur gleichen Superfamlie, ndmlich der TGF-B Superfamilie,
und beide Proteine induzieren das Signaling durch Smad-Proteine und werden durch die
gleichen regulatorischen Proteinen kontrolliert. Beide Proteine interagieren um die
Proliferation von humanen Knochenmarkstammzellen und die osteogenetische
Differenzierung zu modulieren [76]. TGF-B hat gegensitzliche Effekte auf die
Differenzierung von Osteoblasten, die durch BMP 2 induziert werden [77]. In
mesangialen Zellen und Epithelialzellen im proximalen Tubulus zeigen BMP 7 und TGF-
B auch den entgegengesetzten Effekt [78, 79]. Die priméren Ziele meiner Arbeit bestehen
darin, die Grinde fir die hohe Versagensrate herauszufinden und eventuelle
Verbesserungsmoglichkeiten fir die BMP-Therapie aufzuzeigen. Die Interaktion
zwischen TGF-f und BMP sowie der biphasische Effekt von TGF-f auf die Osteoblasten
und die Knochenbildung weisen darauf hin, dass der mégliche Grund flr das Versagen
der BMP-Therapie der inhibitorische Effekt des zirkulierenden TGF-f ist.
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In dem Versuch, der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, wurden primare
humane Osteoblasten verwendet, die aus operativ entfernten und durch eine
Huftkopfprothese ersetzten Huftkdpfen stammen. Um die Versuche mit einer homogenen
Population primérer Osteoblasten durchfiihren zu koénnen, wurden die Zellen bis zu
Passage 3 oder 4 unter der Bedingung der Osteoblastenkultur kultiviert und expandiert. In
den ersten Untersuchungen sollte das Signaling von BMP 2 und BMP 7 identifiziert
werden. Daher wurde das Signaling mittels adenoviraler Reporterassays exakt tberpruft.
Dabei wurden die Osteoblasten 24 Stunden, 48 Stunden, 72 Stunden und 96 Stunden lang
stimuliert und die Zellen jeweils mit dem Ad 5-BRE-Luciferase-Virus infiziert. Die
infizierten Zellen zeigten nach der Stimulation mit BMP 2 und -7 eine erh6hte Aktivitat.
Somit konnte zweifelsfrei bewiesen werden, dass die Aktivierung des Smad 1/5/8-
Signalweges in humanen Osteoblasten durch BMP 2 und -7 erfolgt. Die Aktivitat der
BMPs erreicht ihr hdchstes Niveau nach einer Stimulation von 72 Stunden. Dies bedeutet,
dass der optimale Zeitpunkt fiir die RNA- und Protein-Isolation 72 Stunden nach dem
Beginn der Stimulation ist.

In einem weiteren Experiment sollte der Einfluss des TGF-B, auf das BMP-Signaling in
primdren humanen Osteoblasten Uberpruft werden, Es zeigte sich, dass durch eine
zusétzliche Inkubation mit nur zu 1/10 konzentriertem TGF-B4, das durch BMP 2 und
durch BMP 7 induzierte Smad 1/5/8-abhangige Signaling signifikant inhibiert werden
konnte. Somit fiihrt eine dauerhafte Stimulation mit TGF-p1 zu einer reduzierten
Expression von Genen, die durch BMP 2 und BMP 7 induziert wurden, sowie von
Proteinen in primaren humanen Osteoblasten und inhibiert damit die fordernde Wirkung
dieser BMPs bei der Knochenbildung.

Um die Interaktion zwischen BMP 2, BMP 7 und TGF-B; in primédren humanen
Osteoblasten zu untersuchen, wurde das Niveau der Genexpression von Smad 1-5 und der
Rezeptoren (Alk-1, -3, -5, -6, TGF-BRII) sowie der regulatorischen Proteine
(inhibitorische Smads, also Smad 6, und Smad 7, sowie Smurf 1, Smurf 2, Sara, Bambi,
Ski und SnoN) bestimmt, die am BMP- oder am TGF-B-Signaling beteiligt sind. Durch
die Préasenz von TGF-B1 werden die fir BMP 2 und BMP 7 relevanten Faktoren Smad 1,
Alk-1 und TGF-B-R-II herunterreguliert. Die Herunterregulierung von Alk-1 und TGF-p-
R-11 spricht dafiir, dass eine geringere Anzahl von Rezeptoren auf der Zelloberflache fir

BMP 2 und -7 zustandig ist, weshalb sich weniger Rezeptoren mit Smad 1/5/8 in Zytosol
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binden und weniger Smad-Proteine aktiviert werden. Die Herunterregulierung von Alk-1
und TGF-B-R-11 spielt eine zentrale Rolle bei der Inhibierung des BMP-Signalings. In
Mamma-Ca-Zellen inhibiert eine kinase-inaktive TGF-p-R-11 das BMP 2-Signaling [80].
Eine dhnliche Wirkung wurde auch in mesenchymalen Stammzellen beobachtet. Durch
ALK-1 und ALK-2 RNA-Silencing wurde die Tranduktion des BMP-9-Signalings
gehemmt [81]. Die Unterdriickung von Smad 1 durch die Co-Stimulation mit TGF-p
kénnte den Mangel an Smad 1/4-Signaling in jenen Zellen, die mit BMP 2 und BMP 7
behandelt wurden, erklaren. Diesem Ergebnis entspricht auch die Verminderung der
Expression der TGF-B-Rezeptoren. Die Genexpression des I-Smads 7 wird durch die
Stimulation mit TGF-B; und BMP 2 sowie mit BMP 7 hochreguliert. Smad 7 fordert den
Abbau der aktivierten TGF-p- und BMP-Rezeptoren und inhibiert die Phosphorylierung
der R-Smads mit Hilfe des Smurf-Proteins [26]. Seine Hochregulierung ist eine
Ruckkopplung der Aktivierung des TGF-p- und des BMP-Signalings. Interessanterweise
ist nach der Stimulation mit TGF-B1 der I-Smad 6 herunterreguliert. Dieses Phdnomen
spricht fur eine Verstarkung des Smad 1/4-Signalings, denn Smad 6 bindet das aktivierte
Smad 1 und verhindert somit seine Komplexformation mit dem Co-Smad 4 [82]. Aber
selbst wenn Smad 1 herunterguliert wird, besitzt Smad 6 keinen Angriffspunkt fir die
Hemmung des BMP-Signalings mehr. Die anderen Smad-Proteine und TGF-f-
Rezeptoren werden durch eine Stimulation mit BMP oder TGF-B: nicht signifikant

verandert.

Dartiber hinaus wurde das Niveau der Proteinexpression von p-Smad 2/3 und TGF-B-R
untersucht. Die Proteinexpression von TGF-B-R wird auch nach der Stimulation mit
TGF-B1 im Vergleich zur Stimulation mit BMP 2 und -7 allein unterdriickt. Dieses
Ergebnis bestatigte die Herunterregulierung von TGF-B-R-I1 und ALK-1 auf der
Proteinebene. Darlber hinaus reduziert sich die Expression von p-Smad 2/3 auf
Proteinebene durch der Prasenz von TGF-B1. Dieser Effekt kann auch auf eine negative
Rickkopplung der Zellen nach der TGF-B-Stimulation durch die Hoherregulation von
Smad 7 zurtickgefihrt werden[26]. In einer anderen Zelllinie wurde herausgefunden, dass

Smad 7 die phosphorylierung von Smad 2 inhibiert [83]

Zusétzlich zum Smad-Signaling und dem Non-Smad-Signaling wird auch das BMP und
TGF-B1-Signaling aktiviert. Diese Signalings umfassen die Signalwege von p 38 und der
Erk-MAPK Kinase (p 42/p44) und kdnnten daher eine zentrale Rolle bei der Proliferation
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und der Differenzierung von Osteoblasten einnehmen. Daher wurden auch die Erk-
MAPK Kinase und p 38 auf der Proteinebene mit Hilfe eines Western Blots untersucht.
Das Erk-Protein (p-p 42/44) veréndert sich nicht signifikant durch die Stimulation mit
BMP und TGF-B1. Allerdings wird p 38 durch die Anwesenheit von TGF-B1
hoherreguliert. Innerhalb des p 38 Signalings scheint TAK-1 ein wichtiger Faktor zu sein.
Es wird durch BMP 2 und BMP 4 aktiviert und fuhrt zur MKK 3/6-induzierten p38 MAP
Kinase-Aktivierung [84]. Die gezielte Hemmung der TAK-1 Gene bei M&usen induziert
einen Defekt im intraembryonalen Gefalsystem. Derselbe Effekt wurde auch bei Smad 5-
null-Mausen beobachtet [85]. Dieser Effekt zeigt, dass TAK-1 eventuell wichtig fur die
Smad-Aktivierung und die Signaltransduktion von BMP sein konnte. In vivo induziert
die konditionelle Deletion von TAK-1 in Chondrozyten die Chondrodysplasie und eine
Gelenkabnormalitat. Eine &hnliche Wirkung wurde bei Mé&usen mit defektem BMP-
Signaling beobachtet [86]. Diese Studie weist darauf hin, dass die p38 MAP Kinase bei
der Knochenbildung eine Rolle spielt. Aber die Art und Weise auf die BMP und TGF-f
das MAPK Signaling aktivieren, muss noch intensiv erforscht werden.

Dariiber hinaus wurden die gesamten regulatorischen Faktoren des BMP und TGF-B
Signalings untersucht. Smurf 1 und -2 sind E3 Ubiquitin-Ligasen, die degradieren und die
Smad 1/5/8-Proteine abbauen [37, 38]. Die Expressionen dieser beiden Faktoren wird
durch die Stimulation von BMP 2, BMP 7 oder TGF-B; nicht signifikant beeinflusst. Sara
fordert das TGF-p Signaling durch eine Verstarkung der Smad 2/3-Phosphorylierung [42].
Die Expression dieses Proteins wird durch die zusétzliche Behandlung mit TGF-f1 im
Vergleich zur Behandlung mit BMP 2 und 7 allein herunterreguliert. Bambi ist seinerseits
ein Pseudo-TGF-Rezeptor [31], so dass BMP und TGF-B zwar Bambi binden, aber kein
Signaling aktivieren kénnen. Die Expression von Bambi ist durch die Anwesenheit von
TGF-B1 herunterreguliert, was eigentlich flr eine Verstarkung des BMP 2 und BMP 7-
Signalings spricht. Ski und SnoN hemmen die BMP- und TGF-B Signalings durch die
direkte Inhibierung von Komplexbildungen zwischen Smad 4 und Smad 1/5/8 sowie
Smad 2/3 [44]. AuBerdem stabilisieren diese beiden Proteine den Smad-Komplex auf der
DNA, um den neu stimulierten Smads den Zugang zur Smad-bindenden Region zu
versperren. Weiterhin verhindern Ski und SnoN die Bindung von Smads mit
Transkriptionsaktivatoren. Zusatzlich antagonisieren diese beiden Proteine auf der
Transkriptionsebene durch die Rekrutierung von Nuklearen Co-Repressoren (N-CoR)

und des Histone Deacetylase Komplexes (HDAC) [47]. Die Genexpression von Ski ist
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durch BMP 2, BMP 7 oder TGF-B; nicht in erheblichem MaRe signifikant beeintrachtigt.
Die Genexpression von SnoN ist hingegen durch BMP 2 und BMP 7 maRig erhoht, und
die Zugabe von TGF-B; erhoht die SnoN-Genexpression dramatisch. Dieser Effekt wurde
auch auf der Proteinebene mit Hilfe eines Western Blots beobachtet. Daher wird davon
ausgegangen, dass SnoN durch die TGF-f Stimulation hoherreguliert wird und die BMP
2- und -7-Signalings inhibiert.

Wie bereits weiter oben erwahnt wurde, ist SnoN aufgrund seiner Rekrutierung von N-
CoR und HDAC ein bekannter Inhibitor des BMP und des TGF-B Signaling. HDAC ist
ein Enzym, das durch eine vermehrte Deacetylierung der Histone die Gen-Transkription
unterdriickt [48]. Dieser Effekt soll daher durch die HDAC-Inhibierung untersucht
werden, um zu sehen, ob die inhibitorische Wirkung von TGF-§ auf das BMP-Signaling
auf diese Art und Weise beseitigt wird. Valproinséure ist eines der bekanntesten anti-
epileptischen Medikamente: klinisch wird sie sehr haufig als generalisiertes Mittel gegen
epileptische Anfélle [49] und im Rahmen ihres Off-Label-Uses als anti-kanzerogenes
Medikament verwendet [87]. Valproinséure blockiert die Natrium- und Kalziumkanale sowie
die GABA-Transaminase bei gleichzeitiger Steigerung der GABA-Synthese, Sie ist zwar
kein Induktor, aber ein starker Hemmstoff fiir Cytochrom P450-Enzyme [49] und sie ist
auch als HDAC-Inhibitor bekannt. Um die maximale Dosierung der Valproinséure im
Verhéltnis zu HDAC ohne toxischen Effekt auf die Osteoblasten zu induzieren, wurde ein
Toxizitatstest fur die Valproinsdure durchgefihrt. Dieser Test kam zu dem Ergebnis, dass
die Valproinsdure-Konzentration von 100 uM und 200 uM keine toxische Wirkung auf

die Osteoblasten hat.

Danach wurde die HDAC-AKktivitat bei einer Stimulation mit TGF-p analysiert. Die
HDAC-AKktivitat erhohte sich in mit TGF-f,; behandelten humanen Osteoblasten, was fir
eine verminderte Expression von Smad 1, Smad 6, Alk-1 und TGF-B-R-1l sprechen
kénnte. Die HDAC wird effektiv durch eine Inkubation mit 100 uM und 200 pM
Valproinsdure blockiert. Als Kontrolle fir den Inhibitor wurde Trichostatin verwendet, da
diese Substanz ebenfalls die HDAC-Aktivitdt hemmt.

Mit dem Ziel der Beseitigung des inhibitorischen Effekts von TGF-f wurden die
Adenovirus-Luciferase-Assays mit einer Stimulation mit BMP 2, BMP 7 und TGF-B1
wiederholt und die Osteoblasten mit 100 uM und 200 uM Valproinséure inkubiert, die
mit TGF-B1 behandelt wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass der von TGF-B1 abhédngige
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inhibitorische Effekt vollstandig durch die Valproinsdure in beiden Konzentrationen
neutralisiert wird. Interessanterweise verstarkt die zusétzliche Valproinsdaure in beiden
Konzentrationen sogar das Smad 1/4-Signaling im Vergleich zur Stimulation mit BMP 2
und BMP 7 allein. HDAC spielt eine zentrale Rolle bei der Kontrolle der Skeletogenese,
denn es reguliert die Maturation und die Funktion sowohl der Osteoblasten als auch der
Osteoklasten. Im menschlichen Korper existieren insgesamt 18 verschiedene HDACs
[88]. HDAC 1 kommt ausschlieBlich in Progenitorzellen von Osteoblasten vor, wahrend
HDAC 4 und HDAC 6 nur in reifen Osteoblasten exprimiert werden. HDAC 3 und
HDAC 7 kommen hingegen in jeder Form von Osteoblasten vor [89, 90]. Diese HDACs
binden viele Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel RUNX 2 und die Smads [74, 89].
Die gezielte Hemmung verschiedener HDACs stimuliert die Maturation von Osteoblasten
in vitro. Die Inhibierung von HDAC 4 oder HDAC 5 durch RNAI beseitigt die durch
TGF-p vermittelte Repression des Osteocalcin-Promotors, verstarkt die Mineralisierung
der Osteoblasten [74] und erhoht die acetylierte Menge von RUNX 2 [91]. Die RNAI
Inhibierung von HDAC 3 beschleunigt ebenfalls die Expression von Osteocalcin und die
Mineralisierung der Matrix [90]. Insgesamt fuhrt die individuelle HDAC-Inhibition zu
einer Differenzierung der Osteoblasten, aber jedes HDAC spielt seine eigene Rolle in
diesem Prozess. Viele Studien haben darliber hinaus nachgewiesen, dass die allgemeine
Inhibierung der HDAC-AKktivitat durch kleine molekulare Inhibitoren die Maturation der
Osteoblasten fordern kann. Der Einsatz von HDAC-Inhibitoren (Trichostatin A,
Valproinsaure, Sodiumbutyrat) kann die Produktion alkalischer Phosphatase und die
Matrixmineralisierung der Knochenzellen in vitro erhdhen [91-94]. HDAC-Inhibitoren
induzieren auch die Expression von Osteopontin und RANKL in Osteoblasten [95, 96],
aktivieren ERKs und stimulierendie osteoblastische Differenzierung multipotenter
Knochenmarkstammzellen [94, 97]. Alle diese Studien zeigen eine Forderung der

Differenzierung der Osteoblasten durch HDAC-Inhibitoren.

Uber die Art und Weise auf die die HDAC die Osteoklasten kontollieren, ist leider bis
zum heutigen Tage nur wenig bekannt, HDAC 1 regelt NFATc und OSCAR, die
Promotoren wichtiger Gene der Osteoklasten,. Mittels STAT3 reguliert HDAC1 die
Expression dieser Gene und hemmt die Differenzierung der Osteoklasten [98]. Im
Vergleich zur Forderung der Maturation von Osteoblasten in vitro, unterdriicken die
HDAC-Inhibitoren die Viabitat und die Differenzierung der Osteoklasten [93].
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Valproinsaure ist einer der allgemeinen HDAC-Inhibitoren, deren fordernder Effekt auf
das Smad 1/4 Signaling eine neue Mdoglichkeit fur die Knochenheilung von
Traumapatienten bietet. Allerdings fehlen bis zum heutigen Tage immer noch Daten in
vivo und die genaue Wirkung der Valproinsaure ist nach wie vor unbekannt. Einige
Studien in vivo zeigen allerdings, dass eine Langzeitbehandlung mit Valproinséure
Osteopenie und Osteoporose induziert, und das Frakturrisiko von Patienten mit Epilepsie
erhoht [99]. In vitro reduziert eine solche Behandlung das Collagen und das Osteonectin
in SMA-Zellen [100]. Aber der Mechanismus, durch den die Valproinsdure den
Knochenverlust induziert, ist nicht bekannt, weil weitere Faktoren, wie zum Beispiel die
unzureichende Einnahme von Vitamin D oder von Calcium oder zu geringe korperliche
Aktivitat ebenfalls eine zentrale Rolle spielen. Darlber hinaus zeigen andere Studien,
dass die HDAC-Inhibitoren die Expression von Ostrogen-Rezeptoren im Mamma-
Karzinom [101] und in den Osteoblasten [102] unterdriicken. Somit verhindern die
HDAC-Inhibitoren wahrscheinlich die Knochenbildung durch eine verminderte

Sensitivitat fiir hormonelle Stimuli.

Bei Patienten mit chronischen inflammatorischen Krankheiten wie zum Beispiel
Leberfibrose, Leberzirrhose, Herzfibrose, chronischem Nierenversagen oder Fibrose
eines anderen Gewebes wurde festgestellt, dass der TGF- Wert im Serum standig erhéht
ist [23, 103, 104]. Daher wird es interessant sein zu beobachten, wie sich eine chronische
Anwesenheit von TGF-B auf das BMP-Signaling auswirkt. Osteoblasten wurden fir
jeweils 4, 8, 12 und 16 Tage mit TGF-B1 in einer Konzentration von 2,5 pg/l und 5 pg/l
stimuliert und ein Western Blot fur den TGF-p Rezeptor und den p-Smad 2/3
durchgefuhrt. Die Expression von TGF-B-R bleibt auch nach einer Stimulation von 4
Tagen unveréndert. Nach 8 Tagen ist bei der Stimulation mit 5 pg/l TGF-B1 eine
Abnahme der Expression von TGF-B-R festzustellen. Nach 12 und nach 16 Tagen geht
die Expression von TGF-B-R mit der Stimulation von TGF-f1 in beiden Konzentrationen
zuriick. Dieser Verlauf zeigt, dass bei einer chronischen Prasenz von TGF-B; die
Proteinexpression von TGF-B-R herunterreguliert wird. Die exprimierten Proteine
kdnnen wiederum nur wenig TGF- mit ihren Rezeptoren auf der Zelloberflache binden
und nur wenige Signalings aktivieren. Dies ist eine negative Rickkopplung und ein
Selbstschutzmechanismus der menschlichen Osteoblasten gegen TGF-B. Bei der
Expression von p-Smad 2/3 ist nach 4 Tagen Stimulation mit TGF-f in beiden

Konzentrationen eine Hochregulierung zu beobachten. Nach 8 und nach 12 Tagen
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Stimulation bleibt die Expression unveréndert, wéhrend sie nach 16 Tagen
herunterreguliert wird. Dieses Ergebnis l&sst sich gut mit der Expression von TGF-B-R
verknupfen. Nach 4 Tagen Stimulation bleibt das Niveau der Expression von TGF-B-R
unverandert. Dies fuhrt zu folgender Regel: Je hoher die Konentration von TGF-p, desto
mehr Smad 2/3 wird phosphoryliert und aktiviert. Nach einer Stimulation von 8 und von
12 Tagen geht die TGF-B-R-Expression erst herunter, denn obwohl TGF-f in
Osteoblasten Uber einen langeren Zeitraum existent ist, verandert sich die Expression von
p-Smad 2/3 im Laufe der Zeit nicht in einem signifikanten MaRe. Nach einer Stimulation
von 16 Tagen befindet sich die Expression von TGF-B-R auf einem dermafen niedrigen
Niveau, dass die Zahl der p-Smads 2/3 ebenfalls abnimmt. Unsere Experimente haben
bereits gezeigt, dass TGF-B bei der Inhibierung von BMP 2 und BMP 7 eine zentrale
Rolle spielt. Daher kdnnte TGF-B ein wichtiger Storfaktor sein, der bei einigen
Traumapatienten fur das Versagen der Therapie mit BMP 2 und BMP 7 verantwortlich ist.
Klinisch wurde auch von unseren Arbeitengruppen beobachtet, dass die Patienten mit
Leberzirrhose  oder mit  chronischem  Nierenversagen eine  verminderte
Knochendichtigkeit aufweisen. Deshalb muss Uberlegt werden, ob es bereits Sinn macht,
vor der BMP-Therapie den TGF-B Wert im Serum grindsatzlich mit Hilfe eines
Screenings zu untersuchen. Mit Hilfe dieses Screenings kdnnen jene Patienten mit einem
relativ niedrigen TGF-B-Wert im Serum die BMP-Therapie erhalten, um das
vorhersagbare Versagen der Therapie zu vermeiden. Aber bei welchem
Expressionsniveau von TGF-B ein effizienter Cut-Off angesetzt werden muss, um einen
maximalen Nutzen im Verhéltnis zu den Kosten des Screenings zu erreichen, ist immer
noch umstritten. Unsere Arbeitsgruppe hat herausgefunden, dass das TGF-f Niveau bei
Patienten mit Leberzirrhose 3 - 5 mal hoher ist, als das der restlichen Bevdlkerung.
Andere Arbeitsgruppen haben bestatigt, dass bei Frauen mit idiopathischer Osteoporose
deutlich erhohte Werte der TGF-B3-Isoforme im Serum nachweisbar sind und ab einer
Konzentration von 2 ng/ml im Serum das Osteoporoserisiko 4 - 6mal hoher ist, als bei der
restlichen Bevolkerung. Allerdings konnten keine erhohte Werte fir TGF-B1
nachgewiesen werden [105]. Daher sind weitere intensive und aussagekréftige Studien

notig.

Trotz der zahlreichen positiven Effekte der Verwendung von BMP 2 und BMP 7 als
Zusatz oder als Autograft bei Patienten mit einer Fraktur, wurden auch ein paar negative
Wirkungen bekannt, wie z.B. Infektionen, Schmerzen, Morbiditdt des Donors,
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heterotopische Knochenformation und immunologische Reaktionen [63, 64]. In unseren
Experimenten beseitigt die Zugabe von Vaproinsédure nicht nur die inhibitorische
Wirkung von TGF-B; auf BMP 2 und BMP 7, sondern er fordert sogar das Smad 1/4
Signaling. Mit dieser Entdeckung kann tatsachlich eine Verbesserung der
Therapiestrategie von BMP 2 und BMP 7 in Angriff genommen werden, weil
Valproinsaure klinisch hdufig als anti-epileptisches Medikament verwendet wird. Wenn
die Valproinsaure als Unterstiitzung der Therapie mit BMP 2 und BMP 7 verwendet
werden kann, wird die Signaltransduktion von BMP 2 und BMP 7 viel starker sein.
Dieser Effekt fuhrt zu einer vermehrten Knochenbildung, die durch die Stimulation mit
BMP 2 und BMP 7 aktiviert wird. Daher wird die Effizienz der Therapie mit BMP 2 und
BMP 7 deutlich hoher sein als zuvor. AuRerdem profitieren aufgrund der Verstarkung des
BMP-Signalings viele Patienten von dieser Therapie. Dartiber hinaus wére es sogar
vorstellbar, dass Valproinsaure eventuell als Monotherapie eingesetzt werden kann, denn
in den menschlichen Knochen existierten endogene BMP-Proteine, die im Falle eines
Knochendefektes aktiviert werden. Der Einsatz von Valproinsdure wird die Wirkung von
BMP verstarken und die Defektheilung beschleunigen. Valproinsdure ist viel ginstiger
als die Therapie mit BMP 2 und BMP 7 und verursacht auBerdem weniger der oben
erwéhnten Probleme, die die Therapie mit BMP 2 und BMP 7 kennzeichnen. Aber
Valproinséure ist selbst ein unspezifischer HDAC-Inhibitor und die menschlichen
Knochen bestehen nicht nur aus Osteoblasten. Das Verhalten des Knochengewebes nach
der HDAC-Inhibierung ist weiterhin unbekannt.Valproinséure ist ein Cytochrom P 450-
Inhibitor, dessen klinischer Einsatz den Abbau vieler Medikamente hemmt [49]. Die
pharmakokinetische Interaktion zwischen der Valproinsaure und den Medikamenten
scheint eventuell ein Problem darzustellen. Allerdings hat die Valproinséure viele
unerwiinschte Nebenwirkungen, wovon die wichtigsten Teratogenitat und Leberschaden
sind [49, S. 371]. Deswegen muss diese Substanz noch weiterhin intensiv untersucht
werden bevor sie in groRerem Umfang verwendet werden kann. Ingesamt fehlen

allerdings noch aussagekraftige Daten in vivo.
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5 Ausblick

Zum Abschluss soll an dieser Stelle noch ein Ausblick Uber mdgliche weitere
Forschungen zur Bestatigung dieser Theorien und zur Verbesserung der Therapie mit
BMP 2 und BMP 7 dargestellt werden.

Um die Rolle der Valproinsdure in den menschlichen Knochen besser verstehen zu
konnen, wirde sich zunachst ein Mausmodell zur Untersuchung der Wirkung der
Valproinsdure im Rahmen der Frakturbehandlung eignen. Dabei wird die
Knochendichtigkeit gemessen und die Geschwindigkeit der Knochenheilung beurteilt.
Die Valproinsdure konnte entweder als Ergdnzung zur Therapie mit BMP 2 und BMP 7
eingesetzt oder bei Maé&usen als Monotherapie angewendet werden. Aus
pharmakologischer Sicht konnte auch Uberprift werden, welche Nebenwirkungen der
lokale Einsatz von Valproinsaure hat. In Bezug auf die Verwendung von Valproinsaure
als Monotherapie konnte auch untersucht werden, welche Vorteile und welche Nachteile
die Valproinsdure im Vergleich zur Therapie mit BMP 2 und BMP 7 hat. Da die
Valproinsaure ebenfalls klinisch angewendet wird, besteht hier eine ausgezeichnete
Maglichkeit, die Ubertragbarkeit aus humanen Osteoblasten gewonnenen Daten auf den

Menschen in-vivo zu ubertragen.

Den vorgestellten Ergebnissen zufolge scheint die Wirkung von TGF-§ ein wichtiger
Faktor zu sein, der fur das Versagen der Therapie mit BMP 2 und BMP 7 verantwortlich
ist. Um Oberpriifen zu kénnen, ob ein grindsétzliches Screening von TGF-f notwendig
ist, um eine hohere Effizienz der BMP-Therapie zu erzielen, mussen aber zuerst klinische
Studien  durchgefihrt ~ werden, um  den Kosten-Nutzen-Faktor ~ dieser

Screeninguntersuchung bewerten zu kénnen.
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